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“No estudo da natureza, ndo nos cabe questionar
se Deus, O Criador, dispdem de suas criaturas
para operar milagres e afirmar Seu poder. Antes,
devemos nos questionar sobre o que a Natureza
pode naturalmente trazer a tona a partir de suas
causas imanentes.”

(S&o Alberto Magno, padroeiro dos cientistas e
das ciéncias naturais, em De Vegetabilibus , 1260
d.c.)






RESUMO

Este trabalho objetivou elucidar alguns aspectos técnicos da glicer6lise
enzimatica de Oleos e gorduras catalisada pela lipase imobilizada
Lipozyme TL IM e avaliar a metodologia para acompanhamento dessa
reacdo. Azeite de oliva extra-virgem (AOEV) foi utilizado como éleo
modelo. Os ensaios cinéticos foram realizados através de reacdes nédo
destrutivas e destrutivas, conduzidas entre 0 e 24 h, a 55°C, sob agitacdo
mecénica de 600 rpm, utilizando razdo molar AOEV/glicerol 2:1 e
biocatalisador a 10% m/m em relagdo aos reagentes. Para
acompanhamento  das reacfes, desenvolveu-se um  método
espectrofotométrico para quantificagdo de glicerol (Gli) e implementou-
se 0 método consolidado AOCS Cd 11b-91 para quantificacdo de
acilglicerois por cromatografia a gas. O método espectrofotométrico
permitiu acompanhar o perfil da concentracéo de Gli ao longo do tempo,
mas os resultados mostraram que as etapas de preparo da amostra
(filtracdo, lavagem e extracdo) requerem aprimoramento. O método
AOCS Cd 11b-91 mostrou-se adequado para acompanhar a reacdo em
funcdo da formacdo de monoacilglicerdis (MAGSs). Constatou-se que
devido aos fendmenos de transporte de massa, os valores obtidos a partir
de reacfes ndo destrutivas referem-se a dispersdo de reagentes e
produtos na fase liquida do meio reacional e que quantidade
consideravel do Gli permanece adsorvida no suporte hidrofilo do
biocatalisador durante a reacdo. Para 0s ensaios com reagOes ndo
destrutivas, obtiveram-se os seguintes valores para velocidade inicial de
dispersdo de MAG, fracfes massicas maxima de MAG, minima e
maxima de glicerol respectivamente: vP, . = 0,0064 guac- Gmeio-h ™"
WAG, sime = 0,0892, = 0,0005, wg,,. = 0,0031.
Para os ensaios com reacOes destrutivas, foram obtidos os seguintes
valores para velocidade inicial de formacdo de MAG, fragGes méssicas
minima de Gli e maxima de MAG respectivamente: v;, .=
0,0174 guac- Gmsio-h ™" Weui,.. = 0,0181, Wyae .. = 0,0900. O
rendimento final da reagdo em MAG ficou entre 0,31 e 0,47.

w Gliminimo

Palavras-chave: Glicerolise enzimética. Lipase. Lipozyme TL IM.
Quantificacdo de Glicerol. Cromatografia a gas. Adsorcéo.






ABSTRACT

The present work aims to elucidate some technical features of the
enzymatic glycerolysis of oils and fats catalyzed by the immobilized
lipase Lipozyme TL IM, as well as evaluate the methodology required
to monitor this reaction over time. Extra-virgin olive oil (EVOO) has
been chosen to serve as the model oil. Kinetic experiments have been
conducted by means of non-destructive and destructive reactions,
between 0 and 24 hours, under 55°C, 600 rpm of mechanical stirring,
molar ratio EVOO/glycerol 2:1, and 10% of the total mass of the
reagents as biocatalyst. In order to monitor the reaction course, a
spectrophotometric method to quantify the glycerol (Gly) was
developed, and the standard method AOCS Cd 11b-91 for acylglycerols
guantification by gas chromatography was implemented. The
spectrophotometric method allowed to establish the glycerol
concentration profile over time; nevertheless, results have indicated that
sample preparation steps (washing, filtration and extraction) must be
improved. The AOCS CD 11b-91 method proved to be useful to
monitor the reactions regarding the production of monoacylglycerols
(MAG). It was observed that due to mass transport phenomena, values
provided by non-destructive reactions are related to the dispersion of
reagents and products through the reaction bulk, and that most of the
total glycerol amount remains adsorbed to the hydrophilic support of the
biocatalyst during the entire course of the reaction. The following results
of initial velocity of MAG dispersion, maximum fraction mass of MAG,
minimum and maximum fraction mass of Gly were provided by the
experiments conducted through non-destructive reactions: v?, ,. =
0,0064 g mac- Imeaium- "1 Waiag g, = 0,0892, wgy = 0,0005,
Wi mae = 0,0031. Regarding the experiments conducted through
destructive reactions, the following results of initial velocity of MAG
production, minimum and maximum mass fraction of Gly and MAG
were found: vy, ,. = 00174 g ya6-Gmeaium-h~" Weu,,,, = 0,0181,
W4G mar = 0,0900. The final yield of the reaction has varied between
0,31 and 0,47.

Keywords: Enzymatic glycerolysis. Lipase. Lipozyme TL IM. Glycerol
quantification. Gas chromatography. Adsorption.
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1. INTRODUCAO

E inegéavel a importancia da quimica na histéria da humanidade.
Ha registros de que os Sumérios (10 000 a.C.) ja faziam uso de uma
espécie de sabdo preparado com cinzas e 6leos vegetais. No mundo
moderno, ao mesmo tempo que a sociedade usufrui das benesses dos
produtos atuais, a Industria Quimica é vista como vild: poluidora,
consumidora de elevadas somas de recursos hidricos e energéticos,
produtora de e responsavel por produtos inseguros chegarem até o
consumidor final. Além disso, grande parte dos ingredientes utilizados
na industria quimica é obtida por via petroquimica e pela sintese
organica tradicional, por isso, podem conter tracos de compostos tdxicos
mesmo apds etapas de purificaco.

A fim de mitigar esses males, floresceram esforcos como o
Responsible Care, Product Stewardship e a chamada Quimica Verde.
Nesse cendrio, 0s bioprocessos destacam-se como uma tecnologia para a
producdo de compostos mais seguros, biodegradaveis, obtidos com
menos consumo energético, com menor geracdo de coprodutos e que
utilizem matérias-primas de origem renovavel. A tecnologia enzimética
ganha destaque neste contexto, pois as enzimas viabilizam reagdes
organicas sob condicGes de temperatura e pressdo amenas, geram menos
ou nenhum coproduto e como sdo moléculas de origem bioldgica, os
efluentes dos processos por elas catalisados sdo facilmente
biodegradados.

Dentre as enzimas utilizadas em escala industrial, as lipases
possuem importancia devido a sua estabilidade e versatilidade. S&o
empregadas principalmente na industria oleoquimica, como na producédo
de biodiesel (reagdo de transesterificacdo) e na transformacéo de 6leos e
gorduras com o objetivo de se obterem lipidios estruturados que
possuam  caracteristicas  funcionais e nutricionais desejaveis
(interesterificagdo).

O presente trabalho insere-se no contexto acima e apresenta um
estudo sobre a glicer6lise enzimatica de 6leos e gorduras, uma reacdo de
transesterificacdo na qual uma fonte de triacilgliceréis reage com o
glicerol formando monoacilglicerdis e diacilglicerois, emulsificantes
usualmente conhecidos como monoglicerideos e diglicerideos. Em
escala industrial, esta reacdo é catalisada por alcalis sob temperaturas de
200 a 250 °C. Devido a tais condices reacionais, o produto final requer
etapas de neutralizagdo e purificacdo, apresenta coloragdo escura, sabor
residual de queimado e os acidos graxos insaturados dos 6leos utilizados
sdo convertidos a saturados. A aplicacdo de enzimas como



biocatalisadores permite conduzir a reacdo em condicBes reacionais
brandas, obtendo-se um produto final com melhores propriedades
sensoriais e funcionais.

Como objeto de estudo para este trabalho, selecionou-se a reacéo
de glicerdlise do azeite de oliva extra-virgem catalisada pelo derivado
enzimatico comercial Lipozyme TL IM ©.

Conforme serd discutido posteriormente, a auto-oxidacdo de
lipidios gera peroxidos que agem como inibidores da enzima. O azeite
de oliva extra-virgem possui elevada estabilidade frente a auto-
oxidacdo, pois é rico em polifendis e tocoferdis que sdo antioxidantes
naturais e foi portanto selecionado como fonte de triacilglicerois.

Quanto a selecdo do biocatalisador, buscou-se utilizar uma lipase
imobilizada, para facilitar sua separacdo do meio reacional, que fosse
comercialmente disgom’vel e de baixo custo. O preparado enzimatico
Lipozyme TL IM ~ preenche esses requisitos, ademais, embora seja
bastante empregado em reacBes de interesterificacdo, hidrolise e
producdo de biodiesel, até 0 momento, ha poucos estudos sobre seu
emprego na reacdo de glicerélise. O biocatalisador Lipozyme TL IM ©
consiste na enzima lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em
um suporte de silica hidréfilo, isto é, o suporte possui afinidade com o
glicerol, desta forma deve-se trabalhar com pequenas quantidades de
1,2,3-propanotriol, pois a adsor¢do do polidlcool na matriz hidrofila da
lipase provoca a formagdo de granulos e aglomerados do biocatalisador
gue levam a oclusdo do sitio ativo da enzima. Este fendbmeno é o
responsavel pela lacuna quanto ao uso da Lipozyme TL IM ® na catélise
de reacdes de glicerolise.

Assim, o presente trabalho tem o intuito de explorar 0 uso de uma
enzima imobilizada comercial de baixo custo e fornecer elementos que
contribuam para o desenvolvimento de processos que viabilizem o uso
comercial de enzimas na producdo de emulsificantes mono e
diacilglicerois. Na outra ponta deste esforco, devido a complexidade
guimica inata ao meio reacional, propéem-se também desenvolver e
elucidar metodologias analiticas para 0 acompanhamento das reac6es de
glicerdlise.

1.1. OBJETIVOS

e  Elucidar aspectos da reacdo de glicerolise do azeite de oliva
extra-virgem catalisada por uma enzima imobilizada comercial de
baixo custo, a saber, Lipozyme TL IM ® e gerar elementos que
sirvam de base para o desenvolvimento de um processo



economicamente viavel para a obtencdo de emulsificantes mono e
diacilglicerdis via catalise enzimatica.

e Desenvolver e elucidar aspectos técnicos e tedricos de
metodologias analiticas que permitam o acompanhamento da
reacdo de glicerdlise.

1.1.1 Objetivos especificos

e  Desenvolver uma metodologia para acompanhar a reagdo em
fungdo do consumo de glicerol.

e Implementar e elucidar metodologia para a quantificacdo
dos acilglicerdis formados e consumidos durante a reacdo de
glicerolise.

e  Comparar os resultados obtidos através de ensaios cinéticos
realizados com reagfes ndo destrutivas e destrutivas.

e  Obter velocidades iniciais de reacdo, tempo de equilibrio e
rendimento da reacdo de glicerélise do 6leo de oliva extra para
ensaios com reagdes ndo destrutivas e destrutivas.

e  Verificar o fendmeno de adsorgéo do glicerol no suporte do
derivado enzimético.

e Determinar a velocidade inicial, o tempo de equilibrio e 0
rendimento da reacdo de glicerdlise sob determinadas condices
reacionais.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O GLICEROL

O glicerol, ou 1,2,3-propanotriol de acordo com a nomenclatura
IUPAC, é uma substancia higroscopica, viscosa, incolor, inodora e de
sabor adocicado. O termo glicerol aplica-se somente a substancia
guimica pura, enquanto o termo glicerina refere-se a produtos
comerciais com teor de glicerol superior a 95%.

Este polialcool pode ser obtido de fontes petroquimicas, como a
partir da oxidacdo do propileno (MATAR; HATCH, 2001); ou
renovaveis, através de reacdes de saponificacdo, hidrdlise e
transesterificacdo de 6leos e gorduras. Com o crescimento da inddstria
do biodiesel, grandes quantidades de glicerol, oriundas da
transesterificacdo de lipidios, foram disponibilizadas no mercado, o que
impulsionou a pesquisa e desenvolvimento de processos quimicos e
biotecndlgicos que convertam esta commodity em produtos de quimica
fina (LEN; LUQUE, 2014; QUISPE; CORONADO; CARVALHO,
2013; TAN; ABDUL AZIZ; AROUA, 2013).

Figura 1 - Estrutura molecular do glicerol

Fonte: O Autor.

® atomo de carbono (C); @ atomo de oxigénio (O); atomo de hidrogénio (H)

As propriedades fisico-quimicas do glicerol, cuja estrutura
molecular é mostrada na Figura 1, sdo governadas pela presenca dos trés
grupos hidroxilas em sua molécula, formando uma extensa rede de
pontes de hidrogénio que é responsavel pelos elevados valores de
viscosidade, densidade e pontos de ebulicdo deste polialcool (Tabela 1).
O 1,2,3-propanotriol é insolivel em hidrocarbonetos e solventes
organoclorados, ligeiramente solivel em A&lcoois superiores, éter e
dioxano. Devido a sua natureza polar, é completamente sollvel em
agua, alcoois de cadeias curtas (metanol, etanol, iso-propanol, n-butanol,
2-butanol e 2-metil-2-butanol), e bom solvente para muitas substancias,
entre as quais iodo, bromo e fenol (QUISPE; CORONADO;



CARVALHO, 2013). A presenca dos grupos &alcoois primarios e
secundario conferem grande versatilidade e reatividade a molécula do
glicerol, pois esses grupos podem ser substituidos por outros grupos
funcionais e tornam o glicerol suscetivel a diferentes processos de
transformacdo quimica tais como: oxi-reducdo (oxidacdo e
hidrogendlise), catalise acida (eterificacdo e esterificacdo), desidratacdo
e oligomerizacdo (LEN; LUQUE, 2014) .

Tabela 1 - Propriedades fisicas do glicerol

Propriedade Fisica Valor (unidade)
Massa molecular 92,02 g.mol™*
Densidade 1,261 g.cm®
Viscosidade 1,5Pas
Ponto de ebuligéo 290°C
Ponto de fuséo 18°C
Calor especifico 2435J).9™"
Tensédo superficial 53,4 mN.m*

Fonte: Quispe; Coronado; Carvalho (2013).

Mais de 1500 aplicagBes finais sdo conhecidas para o glicerol.
Por ser considerado uma substancia ndo irritante, é usado em
cosméticos, produtos de cuidados pessoais, formulagBes farmacéuticas e
produtos alimenticios. N&do é nocivo ao meio ambiente e sob condigdes
ordinarias de armazenamento, & quimicamente estavel, exceto em
contato com agentes oxidantes fortes como o cloreto de potassio (LEN;
LUQUE, 2014; TAN; ABDUL AZIZ; AROUA, 2013). Devido as suas
propriedades quimicas, o glicerol e alguns de seus derivados sdo
considerados solventes ambientalmente amigaveis, de modo que seu uso
como um meio alternativo para reagdes organicas € uma &rea de
pesquisa bastante promissora. Por ser polar e imiscivel com
hidrocarbonetos e éteres, é adequado para catalise bifasica e separacéo
de produtos por extracdo liquido-liquido. Além disso, devido ao seu
elevado ponto de ebulicdo pode ser utilizado como meio em reagdes que
requerem temperaturas elevadas. Devido ao crescente apelo por
processos ambientalmente seguros e/ou que utilizem matéria primas de
origem ndo petroquimica, tem-se enfatizado o desenvolvimento de
processos que utilizem o glicerol como precursor de produtos de maior
valor agregado (DIAZ-ALVAREZ et al., 2011), como por exemplo, a
bioconversdo do glicerol através de processos fermentativos (NICOL;
MARCHAND; LUBITZ, 2012).



2.2. O AZEITE DE OLIVA

O azeite de oliva extra-virgem (AOEV) é extraido dos frutos
inteiros da Oliveira, Olea europaea L, por processos exclusivamente
mecanicos, por isso, retém compostos de interesse bioldgico
desenvolvidos pelos frutos em resposta ao estresse ambiental (COVAS
et al., 2006; FRANKEL et al., 2013). O consumo de AOEV esta
associado a menor incidéncia de doencas cardiovasculares, desordens
neuroldgicas e canceres (COVAS et al., 2006; NEWMARK, 2006). Seu
sabor e aroma caracteristicos devem-se a presenca de aldeidos, cetonas,
alcoois, ésteres e polifendis (DHIFI et al., 2005; FRANKEL et al., 2013)

O processo de producdo do AOEV é composto pelas etapas de
colheita, lavagem, prensagem, malaxagdo da pasta de oliva,
centrifugacdo, armazenagem e filtragdo. A prensagem, malaxacao
armazenamento, e filtracdo sdo etapas criticas no tocante a preservacdo
dos compostos fendlicos do AOEV (FRANKEL et al., 2013).

Como todo 6leo vegetal, 0 AOEV é composto majoritariamente
por triacilgliceréis (TAGs), que correspondem a cerca de 98% de sua
composi¢do. Como compostos minoritarios 0 AOEV apresenta esterois
(destaque para o sitoesterol), hidrocarbonetos (destaque para o
esqualeno), compostos volateis, terpenos, agua, glicerol livre, &cidos
graxos livres, monoacilglicerdis (MAGS), diacilglicerdis (DAGS) e mais
de 20 espécies de compostos fendlicos (DAIS; HATZAKIS, 2013).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas,
relacionados a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos de origem
vegetal, que devido & sua acdo anti radicais livres, previnem a auto-
oxidacdo dos acidos graxos insaturados do AOEV e prolongam sua vida
de prateleira. (HASHIM et al., 2005). O perfil de compostos fendélicos
do AOEV é influenciado pelo cultivar da oliveira, localizacdo,
condicbes ambientais, estadgio de colheita e processo de extracdo do
azeite (APARICIO; LUNA, 2002; MONASTERIO; FERNANDEZ;
SILVA, 2013)

O AOEV também é rico em tocoferdis e tocotriendis,
biomoléculas conhecidas como vitamina E. Assim como 0s compostos
fendlicos, essas moléculas possuem atividade anti-oxidante e previnem a
rancidez  oxidativa de Oleos e gorduras (MONASTERIO;
FERNANDEZ; SILVA, 2013).

Com relagdo a fracdo de TAGs, existem trés parametros que
permitem caracterizar o AOEV quanto ao seu estado de pureza e
origem, incluindo cultivar, sdo eles: O perfil de acido graxos, a
composicdo em funcdo das diferentes moléculas de TAG que o



compdem e o perfil dos acidos graxos esterificados na posi¢do sn-2 da
molécula de TAG (ARANDA et al., 2004). As Tabela 2Tabela 3Tabela
4 mostram o perfil de &cidos graxos esterificados na posi¢do sn-2 para
amostras de AOEV oriundos de quatro cultivares.

Tabela 2 - Perfil de acidos graxos do AOEV em porcentagem (média + d.p.)

Variedade
Acido Graxo | Cornicabra Picual Hojiblanca | Arbequina
(P)-C16:0 | 9,22+0,17 | 10,60,78 | 9,68+ 1,00 | 13,7+0,99
(Po)-C16:1 | 0,77+0,11 | 0,91+0,13 | 0,73+0,15 | 1,92+0,24
(S)-C18:0 | 3,36+0,29 | 3,49+0,47 | 3,48+0,21 | 2,03+0,19
(O)-C18:1 | 80,4+0,96 | 789+1,62 | 76,6+1,54 | 70,6 +1,70
(Liy-C18:2 | 4,46+057 | 453+1,14 | 751+1,13 | 10,3+£0,87
(Ln)-C18:3 | 0,62+0,08 | 0,67+0,03 | 0,75+0,04 | 0,61+0,05

d.p., desvio padréo;

Ln, linolénico.

Fonte: Aranda et al. (2004).

P, palmitico; Po, palmitoleico; S, esteérico; O, oleico; Li, linoleico;

Tabela 3 — Composicao percentual de TAGs do AOEV (média + d.p.)

Variedade

TAG Cornicabra Picual Hojiblanca | Arbequina
000 51,7+1,84 | 485+163 | 454+£294 | 355+2,61
SOL+POO | 20,8+1,33 | 22,8+1,37 | 20,1+1,63 | 23,2+0,89
OLO+LnPP | 7,79+091 | 7,16 £1,10 | 11,72+1,6 | 13,93+0,78
OLA+SOO | 6,76+058 | 6,87+0,7 | 6,99+053 | 3,42+0,38
POL+SLL | 269+0,32 | 2,86+0,43 | 426+0,66 | 7,72+0,78
PoOO 1,15+0,2 | 1,38+0,26 | 0,77+0,32 | 1,49+0,31

Fonte: Aranda et al. (2004).

d.p., desvio padrdo; P, palmitico; Po, palmitoleico; S, estearico; O, oleico; Li, linoleico;

Ln, linolénico.



Tabela 4 - Perfil dos &cidos graxos esterificados na posi¢éo sn-2 das moléculas

de TAG do AOEV em porcentagem (média + DP)

Variedade
Acido Graxo | Cornicabra Picual Hojiblanca | Arbequina
(P)-C16:0 | 0,57+0,7 | 0,53+0,07 | 0,45+0,07 | 0,73+0,06
(Po)-C16:1| 053+09 | 067+0,12 | 0,42+£0,15 | 1,17+£0,29
(S)-C18:0 | 0,0+0,01 | 0,20+0,01 | 0,08+0,01 | 0,08+0,01
(O)-C18:1 | 93,4+0,65 | 93,4+0,86 | 89,6 +0,88 | 850+0,81
(Li)-C18:2 | 496+0,68 | 482+1,01 | 871+0,87 | 12,1+0,74
(Ln)-C18:3| 0,34+0,06 | 0,33+0,01 | 0,51+£0,06 | 0,53+0,09

Fonte: Aranda et al. (2004).

d.p., desvio padrdo; P, palmitico; Po, palmitoleico; S, esteérico; O, oleico;Li, linoleico;
Ln, linolénico.

2.3. 0S ACILGLICEROIS

Os acilglicerdis, também conhecidos como glicerideos, sdo
ésteres de glicerol, principais constituintes dos 6leos e gorduras e
conforme o nimero de grupos acilas que possuem sdo denominados
triacilglicerdis (TAGs), diacilglicerdis (DAGs) e monoacilglicerois
(MAGS) (IUPAC, 1997). Apesar de serem constituintes minoritarios dos
6leos e gorduras, os DAGs e MAGs sdo formados por uma por¢édo
apolar, a cadeia de é&cido graxo, e uma por¢do polar, 0s grupos
hidroxilas, razdo pela qual possuem atividade superficial, e sdo
considerados surfactantes ndo iénicos com propriedades emulsificantes.
Portanto, a transformacdo de O6leos e gorduras para obtengdo de
emulsificantes é um processo de grande interesse comercial.

Embora sejam moléculas superficialmente ativas, os DAGSs
apresentam poder emulsionante inferior aos MAGSs, mas como s&o
coprodutos do processo de obtencdo de MAGs e devido aos custos de
separacdo das duas fracdes, os DAGs sdo comumente comercializados
em misturas conhecidas como Mono-diglicerideos. Entretanto, a
publicagdo de estudos que reportam a associagdo entre o consumo de
o6leos ricos em DAGs e a diminuicdo das taxas de triglicerideos e do
acumulo de gordura corporal (KONDO et al., 2003; YUAN et al., 2010)
impulsionou a pesquisa sobre a produgdo destes compostos via catélise
enzimética (KRISTENSEN; XU; MU, 2005; WANG et al., 2011).
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2.3.2. Os monoacilglicerois

Dentre as trés moléculas derivadas da acilacdo do glicerol, os
MAGs, considerados emulsificantes hidrofobos (SZELAG, 1999),
possuem maior atividade superficial. Os MAGs séo funcionais apenas
em sua forma cristalina o, atingida quando esse sdo aquecidos entre 5 e
10°C acima do seu ponto de fusdo. Usualmente, a quantidade necessaria
de MAG para obtencdo de uma emulsdo estavel é da ordem de 0,5% em
massa (FELTES et al., 2013).

O método economicamente vidvel para a producdo de MAGs e
DAGs ¢ através da glicerélise de dleos e gorduras, isto é, a
transesterificagdo entre moléculas de TAGs e glicerol sob altas
temperaturas e na presenca de catalisadores alcalinos, resultando em
uma mistura de DAGs e dos isdmeros o ¢ p MAGs, isto é, sn-1 e sn-2
MAGs na proporcao de 9:1 respectivamente. Embora a estequiometria
da reacdo prediga a propor¢do de 1:2 entre a ¢ B monoacilglicerdis,
devido a efeitos estéricos o grupo acila migra da posi¢do [ para a o. A
fonte de TAGs utilizada na fabricacdo de MAGs pode ser de origem
vegetal ou animal, e pode ter sido submetida a processos de
hidrogenacdo ou fracionamento paras e obter o nivel desejado de
saturacdo das cadeias de acidos graxos. O tipo de TAG utilizado
determina caracteristicas do emulsificante tais como composicdo de
acidos graxos, indice de iodo, ponto de fusdo etc. Através de um
processo de destilacdo da mistura de MAGs e DAGS, sdo obtidos MAGs
concentrados em até 90% (HASENHUETTL, 2008a; LEE et al., 2014).

Estes emulsificantes e seus derivados (MAGs etoxilados, ésteres
acético, latico, citrico e diacetil tartarico de MAGS) sdo 0s mais
utilizados na industria alimenticia (SARNEY; VULFSON, 1995). De
acordo com a FDA — Food and Drug Administration-USA - os MAGs
possuem status de GRAS - Generally Recognized as Safe — pois nédo
apresentam efeitos colaterais se ingeridos e ndo causam irritagdes
cuténeas ao contrario de muitos emulsificantes aniénicos.

Na industria de alimentos, os MAGs sdo utilizados em produtos
de panificacdo para reforcar a estrutura do glaten e prolongar o frescor
do produto (LEE et al., 2014). Também sdo adicionados a sorvetes
como emulsionantes e estabilizantes, em margarinas, produtos lacteos,
doces, molhos etc. Atuam como clarificadores de bebidas pois
promovem a dispersdo de particulas. Na indUstria de cosméticos, sdo
utilizados como agentes de texturizagdo e para melhorar a consisténcia
de cremes e logdes. Devido as suas propriedades como lubrificantes e
plastificantes s&o aplicados, na producéo de plasticos e na formulacao de
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6leos lubrificantes para diferentes tipos de maquinas (KAHVECI et al.,
2009)Na industria farmacéutica, sdo empregados como ligantes em
comprimidos e como emolientes para medicamentos de liberacdo
transdérmica (FELTES et al., 2013; KAEWTHONG et al., 2005). A
monooleina, por exemplo, um MAG cujo EHL (equilibrio hidréfilo-
lipéfilo) é igual a 3,8, é empregada na forma de particulas
nanoestruturadas para a liberacdo de medicamentos, em biossensores,
possui diversas aplicagdes em biotecnologia e ciéncias médicas, como a
cristalizacdo de membranas proteicas, em geis de eletroforeses para
substancias anfifilicas e em complexos DNA/lipidio utilizados em
terapias genéticas (KULKARNI et al., 2011)

MAGs e seus derivados também possuem atividade
antimicrobiana. MAGs de arginina sdo surfactantes catidnicos que
exibem baixa toxicidade e atividade antimicrobial similar a de
surfactantes catidnicos convencionais (PEREZ et al, 2004). A
monolaurina também possui excelente atividade antibidtica, mas ndo
afeta a salde do consumidor. Estudos determinaram a atividade
inibitéria minima deste MAG de &cido laurico contra Escherichia coli,
Staphylococus aureus e Bacillus subtilis e constataram que a atividade
antibacteriana da monolaurina é reduzida na presenca de amidos e
gorduras, mas mantém-se intacta na presenca de proteinas (ZHANG et
al., 2009).

2.4. PRQDUQAO DE MONO E DIACILGLICEROIS POR CATALISE
ENZIMATICA

Na glicerélise de 6leos, ocorre uma reacdo de transesterificacdo
na qual os grupos acilas da molécula de TAG substituem os grupos
hidroxilas na molécula do glicerol produzindo uma molécula de MAG e
outra de DAG, conforme representado na Figura 2. Porém, estudos
relatam que quando catalisada por enzimas, 0 mecanismo da reacdo de
glicerélise ocorre através da hidrolise das moléculas de TAG que libera
acido graxos para posterior formacdo da ligagdo éster entre o éacido
graxo liberado e o glicerol (CORREIA; FONSECA; FERREIRA-DIAS,
2011; FERREIRA-DIAS; DA FONSECA, 1995).

Um aspecto importante da glicerlise de 6leos vegetais, frente a
outros métodos para obtencdo de MAGs e DAGS, ¢ a possibilidade de
selecionar-se a fonte de TAG com base em seu perfil de acidos graxos.
Haja vista que varios desses compostos possuem efeitos benéficos para
a saude, pode-se esperar que seus respectivos MAGs e DAGs
apresentem propriedades funcionais. De fato, um estudo com MAGs
derivados do &cido oleico, demonstrou que a monooleina possui
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propriedades antioxidantes, antidiabéticas e antiaterogénica (CHO,
2010).

Figura 2 - Representacdo da reagéo de glicerélise de 6leos e gorduras

R, Ry o
_0 _
OH F
0 (0] 0 (0] OH
e foly e Goll ol
R, (0] R, OH 0]
OH )=0 )=0
R3 Rs

Glicerol Triacilglicerol 1,2-diacilglicerol 1(3)-monoacilglicerol

Fonte: O autor.
R1, Rz e Rz representam a cadeia do acido graxo.

Alguns 6leos bastante estudados na literatura sdo os 6leos de
palma (H-KITTIKUN; KAEWTHONG; CHEIRSILP, 2008; JUNIOR et
al., 2012; KAEWTHONG et al., 2005), soja(WANG et al., 2011)(LIU et
al., 2012)(REMONATTO et al., 2015), oliva(FERREIRA-DIAS; DA
FONSECA, 1995; ROSU et al., 1997; VOLL et al., 2011) e canola
(KRISTENSEN; XU; MU, 2005; REZAEI; TEMELLI, 2000). Também
tém sido explorados 6leos ndo comestiveis, como o 6leo de babacu
(TEIXEIRA et al., 2014), e alguns 6leos tipicos de certas regifes como
0 Gleo de camélia(ZENG et al., 2010), planta muito cultivada no oriente
para o preparo de chas.

Yamane e seu grupo foram os precursores da glicerolise
enzimatica, iniciando a publicacdo de diversos artigos em meados dos
anos 80 e impulsionando muitos pesquisadores a estudar diversas
estratégias que viabilizassem esta reacdo. Nos paragrafos seguintes sdo
revistos alguns destes estudos.

Uma contribuicdo importante para a compreensdo da reacdo de
glicerélise catalisada por enzimas foi o estudo do efeito de peroxidos
graxos durante a reacdo enzimatica. Oleos contendo é&cidos graxos
polinsaturados sdo auto-oxidados quando expostos ao ar, formando
peroxidos graxos. Para avaliar o efeito do grau de oxidacdo do composto
lipidico no comportamento da reacdo de glicerdlise, foram realizados
experimentos com Gleo de acafrdo com diferentes graus de oxidacao,
utilizando lipase de Pseudomonas fluorescens como catalisador. Para
reacGes em batelada verificou-se uma relacéo linear inversa entre a taxa
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de reacdo inicial e o valor de perdxido do 6leo (OHTA; YAMANE;
SHIMIZU, 1989).

Ainda no inicio das investigagdes sobre a glicerdlise enzimatica,
foram testadas algumas estratégias para incrementar o rendimento em
MAG das reagdes: 1) selecdo de diversas enzimas comercialmente
disponiveis; 2) comparagao entre 0 uso de misturas de lipases versus o
uso de uma Unica lipase; 3) programacdo da temperatura de reagéo.

A programacdo de temperatura consiste em apo6s algumas horas
de reacdo, baixar a temperatura de forma que as moléculas de MAG ja
formadas solidifiquem-se, deslocando o equilibrio da reacdo no sentido
da formacdo do produto de interesse. Utilizando-se dessa técnica, foi
possivel obter uma concentragdo de 90% em massa de MAGs ao fim das
reacdes de glicerolise de 6leo de palma, estearina de palma e gordura
bovina catalisadas por lipase de Pseudomonas sp., porém o tempo de
incubacdo a baixa temperatura foi de quatro dias. Verificou-se também
que a lipase de Penicillium camembertii se mostrou inativa nas
condicdes reacionais estudadas. Porém quando em conjunto com a
lipase de Thermomyces lanuginosus agiu sinergicamente com esta. Vale
ressaltar que o artigo menciona o uso de lipases em p6, mas nao
menciona que as lipases estejam imobilizadas. (MCNEILL; YAMANE,
1991).

Posteriormente, ja empregando técnicas de imobilizacéo, a lipase
de Pseudomonas sp imobilizada em CaCO; permitiu a obtencdo de 90%
em massa de MAG, utilizando a estratégia de programacdo de
temperatura, apos 72 horas de reacgdo, por até cinco ciclos de uso do
biocatalisador (ROSU et al., 1997).

A fim de melhorar a miscibilidade entre o glicerol e a matéria
lipidica, alguns estudos testaram a utilizacdo de solventes como meio
reacional (VOLL et al., 2011; WANG et al., 2011). O estudo do efeito
de diversos solventes organicos sobre a reacdo de glicerdlise da oleina
de palma catalisada pela Lipase PS (uma lipase comercial de
Pseudomonas sp. da Amano) imobilizada em polipropileno
microporoso, encontrou a seguinte condicdo 6tima para a producédo de
MAG: mistura de acetona/iso-octano 3:1 em volume, concentragdo de
oleina de palma na mistura de solvente de 10% em massa/volume, raz&o
molar glicerol/oleina 8:1, teor de agua no glicerol igual a 10%, carga de
enzima igual a 50% em massa de oleina e temperatura de 45 °C. Nestas
condicBes ao fim de 24 h de reacdo, obteve-se 55,75% em massa de
MAG e residuo de 11,75% em massa de TAG (KAEWTHONG; H-
KITTIKUN, 2004).
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O uso de reatores operados em modo continuo também foi
abordado. A glicerdlise da oleina de palma em meio livre de solvente,
catalisada por lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em Accurel EP-10
foi conduzida em reatores continuo de tanque agitado (CSTR) e de leito
empacotado durante 96 h. Para o reator de leito empacotado, o
rendimento médio em MAG na saida era de 14,01%, e obteve-se
produtividade de 1,05x107 gramas de MAG.U™.dia™ com ligeira queda
do rendimento no decorrer do tempo. Para o CSTR obteve-se
rendimento médio em MAG de 14,34% e produtividade de 1,07x107
gramas de MAG.U.dia™. Os autores ndo reportaram neste estudo a
produtividade de um sistema em batelada equivalente, de forma que nédo
foi possivel concluir se para este caso a reagdo continua é mais
vantajosa (KAEWTHONG et al., 2005).

Outra linha de estudo no campo da glicer6lise enzimatica é a
selecdo de biocatalisadores para um determinado meio reacional. A
lipase de Candida rugosa, e as preparaces enzimaticas comerciais
Lipozyme TL IM e Novozym 435 foram testadas para catalisar a
glicerdlise do dleo de canola sob vacuo. Constatou-se que apds 6 h de
reacdo, 0s preparados enzimaticos comerciais Lipozyme TL IM e
Novozym 435 promoveram a formacdo de 40 e 50% em mol de DAG
respectivamente, sendo que a partir de 3 h de reacdo o percentual de
produto formado ja era bem proximo destes valores. Em contrapartida, a
lipase de Candida rugosa mostrou-se quase inativa (WEBER;
MUKHERJEE, 2004).

O desempenho dos preparados enzimaticos Lipozyme RM M,
Lipozyme TL IM e Novozym 435 foi avaliado durante a glicerdlise 6leo
de girassol em meio de solvente organico. Os preparados Novozym 435
e Lipozyme TL IM promoveram a sintese de 71 e 67% em massa de
MAG. Embora o biocatalisador Lipozyme TL IM tenha apresentado
bom desempenho, a mistura reacional tornou-se um fluido semissoélido
que dificultou a recuperacdo da enzima. A razdo para esse fendmeno foi
atribuida ao carater hidréfilo da matriz da enzima. Prosseguiu-se o
estudo empregando o preparado enzimatico Novozym 435. Na reacdo
em batelada, atingiu-se o equilibrio apds 2 h de reagéo, com rendimento
em MAG de 70% em massa e conversdo quase total dos TAGs em
produtos. Em reator de leito empacotado a reacdo foi mais rapida,
atingido rendimento em MAG de 70% em massa para tempos de
residéncia entre 30 e 40 minutos (YANG et al., 2005).

Freitas, L. (2009) pesquisou diferentes estratégias para producao
de MAGs a partir do 6leo de babagu. Como catalisador utilizou a lipase
de Burkolderia cepacia imobilizada em matriz de polissiloxano alcool
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polivinilico (SiO,-PVA). Foram realizadas reacdes de glicer6lise
descontinuas em reator encamisado e de micro-ondas, e continua em
reator de leito fixo e fluidizado. A relevancia do controle de formacao
de peroxidos foi analisada a partir do uso de atmosfera inerte e da adi¢éo
de antioxidantes ao meio reacional. O reator descontinuo propiciou
produtividades mais elevadas de MAG, 88 mg de MAG.g" meio
reacional. h™. O emprego de atmosfera inerte por injecio de N
mostrou-se fundamental para melhorar o rendimento da reacdo em
MAGs. Quando utilizada na reacdo em reator de leito fixo incrementou
em 25% a produtividade do sistema em relagdo ao meio isento de N,
alcancando o valor de 52 mg de MAG.g “meio reacional.h™. A
conducéo da reacdo descontinua em reator de micro-ondas bem como a
adicdo de antioxidantes ao meio reacional resultaram em maior
formacédo de DAG do que de MAG.

Solventes organicos sdo produtos toxicos, e 0s 6rgaos reguladores
proibem o uso da maioria desses compostos em produtos alimentares.
Desta forma surgiu a tendéncia de buscar alternativas para melhorar a
miscibilidade entre o glicerol e os dleos.

A fim de melhorar a transferéncia de massa entre os substratos,
Valério et al. (2010) testaram diversos surfactantes de grau alimenticio
na glicerdlise do ¢leo de oliva catalisada pela lipase imobilizada
Novozym 435 sob condicdes e tempo de reagdo (2 h) pré-determinados.
Foram selecionados Tween 65 e Triton X-100 como melhores
surfactantes. Apds a selecdo de surfactantes, foi realizado um
planejamento experimental para otimizar a producdo de MAG e DAG.
Foram fixadas a seguintes condicOes de reacdo: temperatura igual a 70
°C, agitagdo de 660 rpm e 2 h de reacdo. As variaveis de estudo foram:
concentracdo de enzima, concentracdo de surfactante e razdo molar
glicerol/6leo. As condicBes 6timas estabelecidas foram as mesmas para
ambos os surfactantes e levaram a quantidades de MAG e DAG de 43 e
37% em massa para 0 Tween 65 e Triton X-100 respectivamente.

Um resultado bastante interessante sobre o uso de surfactantes diz
respeito a glicerolise do 6leo de peixe catalisada pela lipase comercial
Lipozyme RM IM na presenca e auséncia dos surfactantes Tween 65, 80
ou 85. Verificou-se que para as reagdes com Tween 65, 85 e de controle
(sem surfactante) obteve-se cerca de 80% de conversdo de TAGS e 0
equilibrio foi atingido ap6s 4 h de reagdo. Constatou-se também que o
meio reacional com Tween 80 apresentou 0 maior nivel de peroxidos,
sendo o meio que apresentou menor velocidade de reacdo e cuja enzima
apos recuperagdo apresentou o maior percentual de perda de atividade.
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Este resultado reitera a importancia de prevenir a oxidagdo lipidica
durante a reacdo de glicerdlise (SANTOS et al., 2013).

A modelagem matematica também foi utilizada para elucidar a
cinética da reacdo de glicerdlise do dleo de oliva catalisada pela
Novozym 435 em meio com solvente terc-butanol. O modelo
considerou as reages de hidrdlise e esterificacdo que podem ocorrer
devido a presenca de agua no glicerol e mostrou-se bastante satisfatorio
guando comparado com dados experimentais. Obtiveram-se bons
rendimentos em MAG e DAG, 60% e 50% em massa ap0s 12 h de
reacdo. O estudo demonstrou que maiores razbes glicerol/dleo
favorecem a formagdo de MAG, e menores razdes glicerol/6leo
favorecem a formagdo de DAG (VOLL et al., 2011).

O ultrassom também foi utilizado na tentativa de superar o
problema da miscibilidade entre o glicerol e o dleo. Essa técnica
ambientalmente benigna possui aplicagdes de interesse na quimica
organica, na engenharia bioquimica e biotecnologia (FIAMETTI et al.,
2012). A acdo do ultrassom nos liquidos provoca o efeito de cavitagéo,
isto é, o colapso de bolhas perto da fronteira de duas fases imisciveis
incrementando a transferéncia de massa entre 0s reagentes
(REMONATTO et al., 2015).

Através do uso de uma fonte de ultrassom acoplada ao reator
durante a reacdo de glicerdlise do azeite de oliva e glicerol, catalisada
pela lipase imobilizada Novozym 435, foi alcancado 70% de conversdo
de TAGs em MAGs e DAGs (FIAMETTI et al., 2012).

Durante as reacBes de glicerdlise dos Gleos de soja e canola
catalisadas por Novozym 435, sob T = 70 °C, razdo molar glicerol/6leo
de 0,8:1, concentracdo de enzima de 10% em massa e poténcia de
ultrassom de 130 W, obteve-se 72% em massa de produtos (MAGs e
DAGS) ap6s 3 h de reacdo com o 6leo de soja, e 75% em massa de
produtos (MAGs e DAGS) ap6s 2 h de reacdo com o 6leo de canola
(REMONATTO et al., 2015).

Diante do exposto acima, verifica-se que a pesquisa sobre
glicerélise enzimatica reporta diversos sistemas reacionais e estratégias
para incrementar o rendimento da reacdo de glicerdlise de dleos e
gorduras. Contudo, nota-se uma lacuna no tocante a compreensdo dos
fendmenos de transferéncia de massa e a processos passiveis de
aplicacdo industrial.

2.5.AS LIPASES

Dos trabalhos que investigam a glicerélise enzimatica de 6leos,
guase sua totalidade emprega lipases. Estas enzimas sdo classificadas
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como hidrolases (EC 3.1.1.3) que atuam sobre a ligacéo éster de varios
compostos, dentre os quais destacam-se os acilglicerdis. Sdo das
enzimas mais importantes na industria biotecnolégica devido a sua
estabilidade térmica e em presenga de solventes organicos, por nédo
requererem cofatores, por sua larga especificidade pelo substrato e por
exibirem alta enantiosseletividade (CASTRO et al., 2004). Algumas
lipases atuam randomicamente sobre as ligagdes entre o acido graxo e 0
glicerol, outras possuem especificidade para algumas posi¢oes.

Embora essas macromoléculas possam hidrolisar e formar
ligagdes do tipo éster, seu mecanismo de agdo difere do das esterases
conforme ilustrado na Figura 3. Enquanto as esterases apresentam uma
cinética proxima a de Michaelis-Menten, as lipases ndo apresentam
atividade apreciavel enquanto o substrato estd solGvel, mas possuem
elevada atividade quando a concentragdo de substrato ultrapassa o limite
de solubilidade formando uma fase lipidica (FABER, 2000).

Figura 3 — Comparagéo entre 0 comportamento cinético de esterases e lipases

Esterase Lipase

i Saturagdo

Solavel § Insolavel

Atividade
Atividade

CMC
Concentragio de Substrato Concentragdo de Substrato

Fonte: Faber (2000).
CMC, concentracdo micelar critica.

Tal fendmeno, denominado atividade interfacial, é explicado pelo
rearranjo da enzima que em contato com a interface de um sistema
bifésico abre uma de suas estruturas, denominada lid (tampa) e expdem
0 sitio ativo da enzima (FABER, 2000). A Figura 4 ilustra a estrutura da
enzima de Thermomyces lanuginosus, utilizada no preparo do derivado
enzimatico comercial Lipozyme TL IM © e destaca o equilibrio entre as
formas inativas (com o lid em sua posicdo original) e ativa (com o lid
aberto oferecendo acesso ao sitio ativo da enzima.
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Figura 4 — Estrutura da enzima de Thermomyces lanuginosus

Fonte: Fernandez-Lafuente (2010).

Uma das razdes para que 0 uso de enzimas como catalisadores de
reacOes na industria ainda seja limitado é seu custo elevado. Ademais,
algumas enzimas apresentam baixa estabilidade em determinadas
condicdes de operacdo, e sua separacdo do meio reacional pode resultar
em sua inativagdo. A imobilizacdo desses biocatalisadores viabiliza o
seu reaproveitamento e permite melhorar sua estabilidade (ZANIN;
MORAES, 2004).

Ao se trabalhar com lipases imobilizadas, deve-se levar em conta
a transferéncia de massa do meio reacional para a superficie e/ou
interior do complexo enzima/suporte, bem como a afinidade dos
substratos pelo material do suporte. No caso de imobilizagdes por
encapsulamento, maiores razGes area/volume aumentam a eficiéncia da
penetracdo dos substratos nos granulos do derivado enzimatico
(CHEIRSILP; JEAMIOUNKHAW:; H-KITTIKUN, 2009).

A literatura também reporta que a hidrofilicidade do material
utilizado como suporte influencia o desempenho da reacdo. Brady et al.
(1988 apud KAEWTHONG et al., 2005) mencionam que materiais
microporosos como Accurel (polipropileno microporoso) melhoram a
performance das lipases imobilizadas. Kimura et al. (1983 apud
KAEWTHONG et al., 2005) imobilizaram lipases em diferentes
suportes organicos e inorganicos e verificaram que aquelas imobilizadas
em matrizes hidréfobas apresentaram atividade mais elevada durante a
hidrélise de éleo de oliva.



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1. Substratos

Como reagentes foram utilizados glicerol da marca VETEC de
grau analitico e azeite de oliva extra virgem, marca Andorinha, do qual
foram adquiridos, em mercado local, 10 frascos de 500 ml, todos
pertencentes ao nimero de lote 298AL3026923.

3.1.2. Derivado enziméatico

Foi utilizado o derivado enzimético comercial Lipozyme TL IM ©
fabricado pela Novozymes. De acordo com a ficha de informagdes
fornecida pelo fabricante, o produto apresenta como atividade
caracteristica a hidrdlise de ligacOes ésteres de acilglicerdis, densidade
de 0,42 g.ml™ e apresenta-se sob a forma de um granulado de coloracio
branca ligeiramente acastanhada. Sua composicdo é apresentada na
Tabela 5.

Tabela 5 — Composicéo do derivado enziméatico Lipozyme® TL IM

Ingrediente % m/m
Didxido de silica (suporte) 74,6
Lipase 10
Maltodextrina 10
Agua

Cloreto de sodio 1
Benzoato de sddio 0,2
Sorbato de potassio 0,2

Fonte: Product data sheet (Anexo A).
3.1.3 Padrdes e derivatizantes para cromatografia

Todos os derivatizantes e padrGes cromatograficos, utilizados
neste trabalho, foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Para a sintese dos trimetilsililéteres de acilgliceris foram
utilizados os  derivatizantes:  Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) e trimetilclorosilano (TMCS).

Os padrdes cromatograficos utilizados para monooleina e
dioleina foram respectivamente: 1-oleil-rac-glicerol (produto de cédigo
M7765) e dioleilglicerol - mistura dos isdmeros 1,2- e 1,3-dioleato de
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glicerol - (produto de cédigo D8894). Como padrdo interno utilizou-se
n-tetradecano de grau analitico.

3.1.4. Gases para cromatografia

Como gas de arraste utilizou-se Hélio 5.0 - padrdo G e para
formac&o de chama empregou-se ar sintético 5.0 FID, ambos adquiridos
da White Martins.

3.1.5. Outros reagentes

Os reagentes a seguir foram adquiridos de fornecedores diversos,
porém sempre de grau analitico: cloroférmio, &cido acético, periodato de
sodio, acetilacetona, acetato de amdnio, piridina, etanol absoluto, acido
sulfarico.

3.1.6. Aparato Experimental

O aparato experimental foi constituido por:

e Banho termocriostitico com circulagdo de 4gua
Microquimica MQBMB-01;

e  Agitador mecénico IKA RW 20;

e  Reatores de vidro cilindricos, encamisados de 40 e 400 ml.

e  Espectrofotdmetro de varredura com feixe duplo Hitachi U-
2900;

e  Cromatégrafo a gas Shimadzu GC 2010;

e  Coluna capilar para cromatdgrafo a gas modelo RTX-5, 60
m x 0,25 mm, de silica fundida, com fase estacionaria de 5%
fenil — 95% dimetilpolisiloxano;

e  Coluna capilar para cromatégrafo a gas modelo HP 88 de
100 m x 0,25 mm - espessura de filme igual a 0,20 um.

3.2 METODOS
3.2.1. Determinacao do perfil de acidos graxos do azeite de oliva

O perfil de &cidos graxos do azeite de oliva extra-virgem (AOEV)
foi determinado conforme a metodologia AOCS Ce 1-62 (AOCS,
2003a), com modificacdo na etapa de derivatizagdo das amostras que foi
realizada conforme descrito por O’Fallon et al (2007). O cromatdgrafo
foi equipado com uma coluna capilar HP 88 de 100 m x 0,25 mm -
espessura de filme igual a 0,20 pm — e operado sob as seguintes
condicdes:

Split: 1:20;

Temperatura do injetor: 150 °C;
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Temperatura inicial da coluna: 140 °C por 6 minutos;

Rampa de aquecimento: 4 °C.min™ até temperatura final de 240
°C com patamar de 6 minutos;

Temperatura do detector: 260 °C;

Gés de arraste: Hélio sob taxa de 0,92 ml.min *;

Gas auxiliar: Nitrogénio sob taxa de 0,92 ml.min ™.

A amostra de AOEV foi derivatizada mediante a hidrélise de seus
acilglicer6is e metilacdo dos &cidos graxos liberados conforme o
procedimento a seguir: em um tubo de ensaio com rosca, foram
adicionados 0,04 ml da amostra, 0,7 ml de solugdo aquosa de hidroxido
de potassio (KOH) 10 mol.Ie 5,3 ml de metanol (CH3;OH). O tubo foi
submetido a agitacdo e levado a um banho termostatico configurado
para temperatura igual a 55° C por 1,5 hora, sendo que, a cada 20
minutos o tubo era submetido a uma vigorosa agitacdo durante 5
segundos. Apds a etapa de aquecimento, o tubo foi resfriado até atingir a
temperatura ambiente em um banho de agua fria. Apds essa etapa, foram
adicionados ao tubo 0,58 ml de &cido sulfarico (H,SO,) 12 mol.I7,
misturou-se o conteldo por inversdo e observou-se a formacdo de um
precipitado de sulfato de potassio (K,SO,4). O tubo foi novamente levado
a um banho termostatico configurado para temperatura igual a 55° C por
1,5 hora, sendo que, a cada 20 minutos o tubo foi submetido a agitacdo
vigorosa durante 5 segundos. Apds a etapa de agquecimento, o tubo foi
resfriado até temperatura ambiente em um banho de agua fria. Apos essa
etapa de resfriamento, foram adicionados ao tubo 3 ml de hexano. O
tubo foi agitado em vortex e centrifugado por 5 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um vial e armazenado
sob resfriamento até o momento da analise.

Com auxilio de uma micro-seringa, injetou-se 1 puL da amostra
derivatizada no cromatdgrafo a gas operado sob as condicBes ja
especificadas nesta seccéo.

Os acidos graxos foram identificados por comparacdo com os
tempos de retenc@o apresentados pelo padrdo cromatografico GLC 20-
A. Para calcular o percentual de cada acido graxo, assumiu-se que a
soma dos picos era igual a 100% e fez-se uma relagdo entre a area do
pico de interesse e a area total.

3.2.2 Ensaios cinéticos da reacgéo de glicerdlise

Foram realizados dois ensaios: com rea¢fes ndo destrutivas e
com reagOes destrutivas. Para as duas situagBes, os substratos foram
pesados em reatores de vidro encamisados acoplados a um agitador
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mecanico e a um banho termostatico com circulacdo de agua. A Figura 5
mostra o aparato utilizado para a reacéo de glicerolise.

Figura 5 - Aparato utilizado para a reacdo de glicerolise.

O meio reacional foi mantido a 55 °C, temperatura 6tima de
operacdo para a Lipozyme TL IM® (FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010); sob agitacdo mecanica de 600 rpm, velocidade reportada como
adequada em diversos trabalhos sobre glicerélise de 6leos (FIAMETTI
et al., 2012; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2013; VALERIO et al.,
2010). Utilizou-se razdo molar azeite de oliva/glicerol igual a 2:1, razéo
ja demonstrada como étima para a reacdo de glicerdlise catalisada pela
Lipozyme TL IM® (BLANCO; DORS, 2015). As massas de AOEV
utilizadas nas reacbes foram calculadas tomando como base o valor de
876, 86 g.mol ™ para a massa molar média do AOEV (KRUGER, 2010).
Apos 20 minutos de agitacdo e aquecimento dos substratos, o derivado
enzimatico foi adicionado num percentual de 10% em relagdo a massa
total de substratos.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.2.1. Ensaios cinéticos com rea¢des ndo destrutivas

Estes ensaios foram divididos em duas reagdes conduzidas entre:
1)t=0horaet= 10 h, da qual foram retiradas aliquotas para 0s
seguintes instantes: t = 0,25,0,5, 1, 2, 3,4,5,6, 8,10 h;
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2)t=0 horaet=24h, da qual foram retiradas aliquotas para 0s
seguintes instantes: t =12, 15, 18 e 24 h.

Em um reator de 400 ml, pesaram-se cerca de 131,13 g de AOEV
e 6,91 g de glicerol. O reator foi acoplado ao banho termostatico e ao
agitador, ap6s 20 minutos adicionou-se o derivado enzimatico e iniciou-
se a cronometragem do tempo de reacéo.

Figura 6 — Fluxograma do preparo de amostras das reacdes ndo destrutivas
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Fonte: O autor.
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Apo6s atingir-se o tempo de reacdo desejado, o agitador era
desligado, aguardava-se a decantacdo da enzima por cerca de 1 minuto e
trés aliquotas de 500 pL eram retiradas da fase liquida do meio
reacional, transferidas para baldes volumétricos de 50 ml previamente
pesados e a seguir, as massas das amostras eram medidas por diferencga.
Em cada baldo foram adicionados 4,5 ml de cloroférmio, 1,25 ml de
acido acético e completou-se o volume com agua destilada. O conteldo
do baldo era transferido para um funil de separacdo de 60 ml e
misturado gentilmente por inversdo. Apds a separagdo das fases, a fase
organica era coletada em baldo de fundo redondo e levada a banho-
maria sob corrente de nitrogénio para evaporacdo do solvente. A fragdo
lipidica e a fase aquosa foram armazenadas para posterior quantificagdo
dos acilglicerdis e do glicerol. A Figura 6 apresenta o fluxograma do
preparo das amostras e de extracdo do glicerol.
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3.2.2.2. Ensaio com reagdes destrutivas

Conduziram-se reacdes individuais para cada intervalo de tempo
da curva cinética: t =0, 0,25, 0,5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 18 e 24 h.

Em um reator de 40 ml pesaram-se cerca de 3,801 g de AOEV e
0,199 g de glicerol. O reator foi acoplado ao banho termostatico e ao
agitador, ap6s 20 minutos adicionou-se o derivado enzimatico e iniciou-
se a cronometragem do tempo de reacéo.

Figura 7 - Fluxograma do preparo de amostras das reacgdes destrutivas
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Fonte: O autor.

Apos atingir-se o tempo de reacdo, o reator era desacoplado do
agitador e do banho termostatico. A e reacdo era interrompida através do
seguinte procedimento cujo fluxograma é apresentado na Figura 7:
foram adicionados ao meio reacional 5 ml de cloroférmio, apés
agitacdo, a mistura foi transferida para um baldo volumétrico de 500 ml
com auxilio de um funil contendo papel filtro quantitativo. Esse
procedimento foi repetido mais sete vezes perfazendo a adicdo de 40 ml
de cloroférmio. A seguir, o reator foi lavado com agua destilada
sucessivas vezes, sendo a agua de lavagem transferida para o baldo
através do funil forrado com papel filtro até completar-se o volume de
500 ml. Dessa forma, o material lipidico e o glicerol adsorvidos na
superficie do catalisador e nas paredes do reator foram lavados e
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transferidos para o baldo. O contelido do baldo foi transferido para um
funil de separacdo de 500 ml e misturado gentilmente por inversdo.
Apos a separacdo das fases, a fase organica foi coletada em baldo de
fundo redondo e levada a banho-maria sob corrente de nitrogénio para
evaporacdo do solvente. A fracdo lipidica e a fase aquosa foram
armazenadas para posterior quantificacdo dos acilglicerdis e do glicerol.

3.2.3 Determinacdo da concentracgéo de glicerol

O glicerol foi determinado por analise espectrofotométrica
conforme adaptacdo de metodologia descrita na literatura (BONDIOLLI;
DELLA BELLA, 2005). O método baseia-se na reagédo de oxidacdo do
glicerol por periodato de sddio que produz formaldeido, esse reage com
o fluoral-p (4-amino-3-penteno-2-ona), um produto da reacdo entre
acetilacetona (2-4-pentanodiona) com amoénia (PURDY, 1980),
formando o composto cromoéforo 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina,
(ANDRADE et al., 2004) cuja méxima absorbéncia da-se no
comprimento de onda de 410 nm.

Para realizar a quantificacdo do glicerol foram empregadas as
seguintes solugdes de reagentes:

Solucdo aquosa de acetato de amdnio 4 mol.I"™;

Solucdo aquosa de 4cido acético 1,6 mol.I™:;

Solugdo de periodato de sédio 0,001 mol.I"*, preparada em
tampdo (pH 5,5) de acido acético e acetato de amonio 1:1 v/v. Primeiro
solubilizou-se periodato de sédio na solucdo acida, a seguir adicionou-se
a solucdo de acetato de amonio;

Solucdo de acetilacetona 0,2 mol.I"*, preparada em tamp&o com
de acido acético e acetato de amdnio 1:1 v/v e deixada em repouso por 2
h para formac&o do fluoral-p;

Solucéo estoque aquosa de glicerol 3 g.I"", reparada a partir do
glicerol P.A. utilizado nas reacGes de glicerdlise;

Solugdo de referéncia aquosa de glicerol 0,03 g.I"", preparada a
partir da solugéo estoque.

3.2.3.1. Construcdo da Curva de Calibracédo

Em uma série de baldes volumétricos de 10 ml foram adicionadas
0s seguintes volumes da solugdo de referéncia: 0; 1,25, 2,5, 3,75, 5,00,
6,25, 7,50, 8,75 e 10,00 ml. Completaram-se os volumes com &gua
destilada. Para cada valor de concentracdo foram preparadas duas
solugBes padrdo. De cada uma das solugdes padrdo foram retiradas trés
aliquotas de 2 ml e transferidas para uma série de tubos de ensaio,
conforme ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 - Esquematizacéo das réplicas utilizadas para construgéo da curva de
calibracéo do glicerol.

Fonte: O autor.

A seguir, adicionaram-se 1,2 ml da solu¢do de periodato de sodio
e 0s tubos foram agitados manualmente por 30 segundos. Na sequéncia
foram adicionados 1,2 ml da solugdo de acetilacetona, e os tubos foram
imediatamente aquecidos em um banho com temperatura controlada a
70 °C por 60 segundos, e ap6s o0 aquecimento imediatamente imersos
em um banho de &gua fria (20 a 22 °C) por um minuto. As absorbéncias
foram medidas em espectrofotdmetro de feixe duplo configurado para
emitir comprimento de onda de 410 nm contra um branco preparado da
mesma forma que as solucbes padrao.

3.2.3.2 Andlise de glicerol nas amostras

A partir de diluigdes apropriadas, para cada amostra de fase
aquosa proveniente das reagdes de glicer6lise foi preparada uma solucéo
amostral. De cada uma dessas solu¢bes foram retiradas 3 aliquotas de 2
ml e transferidas para uma série de tubos de ensaio conforme
fluxograma da Figura 9.

Em cada tudo de ensaio foi adicionado 1,2 ml da solucdo de
periodato de sddio, e a seguir os tubos foram agitados manualmente por
30 segundos. A seguir, foram adicionados 1,2 ml da solucdo de
periodato de sédio e os tubos foram agitados manualmente por 30
segundos. Na sequéncia foram adicionados 1,2 ml da solucdo de
acetilacetona, e os tubos foram imediatamente aquecidos em um banho
com temperatura controlada & 70 °C por 60 segundos, e ap6s o
aquecimento imediatamente imersos em um banho de &gua fria (20 a 22
°C) por um minuto. As absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro de feixe duplo configurado para emitir comprimento
de onda de 410 nm contra um branco preparado da mesma forma que as
solucdes padréo.
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Figura 9 - Preparo das solugfes amostrais para quantificacéo do glicerol
residual nas amostras provenientes das reacoes de glicerdlise

Agua
Destilada
Aliquotas 1,2 e3

Aliquota

SOLUCAO
AMOSTRAL

Fonte: O autor.
3.2.4. Determinacao dos acilglicerdis por cromatografia a gas

A andlise do perfil de acilglicerdis foi realizada conforme
adaptacdo da metodologia AOCS Cd11 b-91 que baseia-se conversao de
MAGs e DAGs em seus trimetilsiliéteres através da derivatizagdo com
BSTFA e TMCS.

O cromatografo a gas foi equipado com uma coluna capilar
modelo RTX-5, 60 m x 0,25 mm, de silica fundida, com fase
estacionaria de 5% fenil — 95% dimetilpolisiloxano e equipado sob as
seguintes condigdes:

Split: 50:1;

Temperatura do injetor: 320 °C;

Temperatura inicial da coluna: 80 °C;

Rampa de aquecimento: 10 °C.min™ até temperatura final de 330
°C com patamar de 62,5 minutos;

Temperatura do detector: 350 °C;

Gas de arraste: Hélio sob taxa de 2 ml.min™.

Para o preparo da solucdo de padrdo interno pesou-se
aproximadamente 0,100 g de n-tetradecano em um baldo volumétrico de
10ml e completou-se o volume com piridina.

As solucgdes de referéncia foram preparadas através da pesagem
de massas apropriadas dos padrfes de monooleina e dioleina em
eppendorfs de 2,5 ml, aos quais foram adicionados 100 pL de piridina.
Dessa solugdo estoque, aliquotas de 1, 2, 5, 10, 25 e 50 uL foram
transferidas para uma série de eppendorfs de 2,5 ml, e adicionou-se
piridina suficiente para completar 50 pL em cada um dos tubos.
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3.2.4.1. Construcdo da curva de calibracdo

As solucdes de referéncia foram derivatizadas da seguinte forma:
A 50 pL da solugéo de referéncia foram adicionados 100 uL de BSTFA,
50 pL de TMCS e 50 pL da solucéo de padrdo interno. Os eppendorfs
contendo a mistura foram devidamente fechados para impedir a entrada
de umidade e levados a um banho termostatico configurado para
temperatura de 70 °C durante 20 minutos. Finalizada a derivatizagdo,
com auxilio de uma microseringa, injetaram-se 2 pL da solucdo no
cromatografo a gas.

Os cromatogramas foram analisados e as areas dos picos foram
integradas através do software GC solution. As curvas de calibragio
foram construidas conforme procedimento abaixo.

Durante o preparo da solucdo de referéncia para injecéo, volumes
conhecido dos derivatizantes e da solugdo de padrdo interno séo
adicionados a solucdo de referéncia perfazendo um volume total Vi
Assim tem-se que a concentracdo da substancia de referéncia na solucao
injetada € dada pela Equacéo (1):

_ Mgp @

Onde:

clr concentracio da substancia de referéncia na solugéo
injetada;

mg g : Massa da substancia de referéncia na solucéo de referéncia;

Viorar: VOlume total da solucéo de referéncia.

A Equacdo (1) pode ser reescrita para expressar a concentracao
de padrdo interno na solu¢éo injetada conforme a Equacéo (2):

Mp. 2

Vto tal

) -
CP.I. -

Onde:
Ck, : concentracdo do padrdo interno na solugéo injetada;
mp, : massa do padrdo interno na solugdo de referéncia;
Viorar: VOlume total da solucéo de referéncia.
Estabelecendo uma relagéo entre as EquagGes (1) e (2), obtém-se
a Equacdo (3):
G _ Msn.  Vioras )

T
Cer. Viotw  Mpy,
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Da simplificacdo da Equacdo (3) decorre a Equacdo (4)
Csn _ Mok, )

1
Cpr. mpy,

Apo0s integracdo das areas dos picos dos cromatogramas das
solucbes de referéncia, as curvas de calibragdo foram construidas
plotando-se a relacdo entre as massas de padrdo interno e substancia de
referéncia versus a relacdo entre as areas do padrdo interno e da
substancia de referéncia conforme a Equagéo 5.

Mg Ase. )

mp, Apy.

Onde:

mg g - Massa da substancia de referéncia;

mp, : massa do padrdo interno;

Ag p : area do pico correspondente a substancia de referéncia;

Ap, : area do pico correspondente ao padrdo interno;
«a : coeficiente angular da curva.

3.2.4.2 Analise de acilglicerdis nas amostras

Em eppendorfs, pesaram-se aproximadamente 0,0250 g das
fracBes lipidicas provenientes das reacbes de glicerdlise. A essas
amostras foram adicionados100 puL de BSTFA, 50 pL de TMCS e 50
pL da solugdo de padrdo interno. Os eppendorfs foram devidamente
fechados para impedir a entrada de umidade e levados a um banho
termostatico configurado para temperatura de 70 °C durante 20 minutos.
Finalizada a derivatizacdo, com auxilio de uma microseringa, injetaram-
se 2 UL da solucdo no cromatdgrafo a gas.

Os cromatogramas foram analisados e as &reas dos picos foram
integradas através do software GC solution. A quantificacdo da
substancia de interesse na amostra, foi calculado através da Equacéo 6:

mit =a x mft x ﬁ (6)

AT

Onde:

mdT: massa da substancia de interesse na amostra;

m@T+: massa do padrdo interno adicionada & amostra;

A¥R-: area do pico correspondente a substancia de referéncia;
art-. &rea do pico correspondente ao padrao interno;

« : coeficiente angular da curva de calibragéo.
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3.2.5. Calculo do rendimento em MAG da reacéo de glicerdlise do
6leo de oliva extra-virgem

O rendimento da reacdo em MAG é dado pela Equacéo 7:
m MAG experimental (7)

Rendimento puc =
m MAG tesrico

Onde:

mMAG experimental :
experimental.
M MAG 1osrico- dUANtIdade de MAG que se formaria na reagdo se

todo o glicerol (reagente limitante) fosse consumido.
Como a fragdo méassica de MAG é dada pela Equagéo 8:
_Muac ®)

Wmae =
M total do meio

quantidade de MAG que foi obtida na reacdo

Onde:

Wyac. fracdo méssica de MAG;

m yac- Massa de MAG formado;

M total do meio. Massa total do meio reacional.

A equacdo do Rendimento é entéo descrita em fungdo das fragdes
massicas conforme Equacéo 9:
w MAGexperimental (9)

Rendimento pu =
W mAG teorico

Onde:
W MAG experimental: fracdo massica de MAG obtida na reacdo real;
W MAG 1o6rico- 178630 Massica de MAG que seria obtida na reagdo
se todo o glicerol (reagente limitante) fosse consumido.
O calculo de w y 46,4, TOi realizado atraves da Equagéo 10:
Wata6 gy = c.Mpyac (10)
srico ™ q Mopue +b. Mgy,

Onde:

M p4¢: massa molar do MAG;

M 14 massa molar do TAG;

M ;- massa molar do GLI;

a,bec sdo os coeficientes estequiométricos das espécies

guimicas envolvidas na reacdo conforme a Equacdo 11:
aTAG + b GLI 2 ¢ MAG + d DAG (11)



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Entre os parametros necessarios para a caracterizacdo fisico-
quimica dos 6leos e gorduras, o perfil de acidos graxos permite detectar
se a amostra sofreu adulteracGes e quais 0s principais produtos que serao
gerados a partir da reacdo de glicerdlise. Esse conhecimento €
fundamental para uma correta interpretagdo dos cromatogramas
referentes as reacfes de glicerlise e selecdo dos padrdes
cromatograficos necessarios para 0 monitoramento das reagdes.

A Tabela 6 apresenta um comparativo entre os resultados da
andlise do azeite de oliva utilizado neste trabalho e os valores
preconizados pela legislacdo brasileira (ANVISA, 1999; MAPA, 2012).

Tabela 6 — Comparacéo entre o perfil de acidos graxos da amostra do azeite de
oliva e o estabelecido pela legislacdo brasileira (ANVISA, 1999; MAPA, 2012).

Acido graxo Fracao méssica(%)
Amostra Legislacéo *
(P) - C 16:0 12,38 7,5-20,0
(Po) - C 16:1 0,79 0,3-35
(S)-C18:0 2,16 0,5-5,0
(0)-Cc18:1 78,7 55,0 - 83,0
(Li)-C18:2 5,95 3,5-21,0
(Ln) - C18:3 -* <09

P, palmitico; Po, palmitoleico; S, estearico; O, oleico; Li, linoleico; Ln, linolénico.

* ndo detectado.

O perfil de &cidos graxos do azeite de oliva extra-virgem (AOEV)
utilizado neste trabalho esta dentro do estipulado pela legislacdo. De
acordo com os resultados obtidos, sabe-se que a reacdo de glicerdlise
rendera monooleina, como MAG majoritario, e teores significativos de
monopalmitina.

Embora o fabricante ndo mencione quais variedades de azeitonas
foram utilizadas na producdo do AOEV empregado neste trabalho,
observa-se que seu perfil de acidos graxos € similar ao do AOEV
extraido de olivas da variedade Picual, conforme ja mencionado na
literatura (ARANDA et al., 2004). Assim, para futuras consideragdes,
neste trabalho, assumir-se-4& que a composicdo dos TAGs e a
distribuicdo dos acidos graxos esterificados na posicdo sn-2 dos TAGs
sdo similares as reportadas na literatura para o0 AOEV oriundo de olivas
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Picual, cujos valores encontram-se nas Tabela 3Tabela 4.(ARANDA et
al., 2004).

Considerando que AOEVs ricos em acido oleico apresentam
teores elevados de trioleina e outros TAGs que possuem dois radicais
oleato em sua molécula, assume-se que para a finalidade deste trabalho,
0 monitoramento da reacdo em funcdo dos oleatos é representativo.

4.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO B
ESPECTROFOTOMETRICO PARA QUANTIFICACAO DO
GLICEROL

De acordo com o reportado na literatura, observou-se que a
totalidade dos trabalhos sobre glicerolise enzimatica monitora as reacoes
em funcdo da formagdo de MAGs e DAGs e/ou consumo de TAGs,
sendo a determinacdo desses acilglicerdis realizada através de técnicas
cromatograficas (FIAMETTI et al., 2012; LIU et al., 2012; TEIXEIRA
et al., 2014; WEBER; MUKHERJEE, 2004). Neste trabalho, propbs-se
acompanhar a reacdo através do consumo de glicerol, e para este fim foi
necessario desenvolver uma metodologia que requeresse equipamentos
de facil acesso e reagentes ordinarios.

A literatura apresenta diversos procedimentos para determinacéo
de glicerol em biodiesel, como por exemplo a norma ASTM D6584:
13el (ASTM, 2011), mas € escassa ho tocante a métodos para
determinacdo de glicerol em 6leos, gorduras e emulsificantes. Uma
metodologia disponivel ¢ a AOCS Ca 14-56 (AOCS, 2003b). Nesse
método, o glicerol é oxidado por acido periddico cujo excesso reage
com iodeto formando iodo que € titulado com tiossulfato de sddio.
Através da diferenca entre as quantidades de tiossulfato utilizadas para
neutralizar o branco e a amostra, determina-se o teor de glicerol na
amostra. Além de ser trabalhoso, tal procedimento requer tempo e
guantidades elevadas de reagentes caros.

Entre os métodos que a literatura apresenta para quantificacdo de
glicerol em amostras de biodiesel, ha um método espectrofotométrico
gue apresenta boa sensibilidade e emprega quantidades minimas de
reagentes (BONDIOLI; DELLA BELLA, 2005). O método baseia-se na
reacdo de oxidagdo do glicerol por periodato de sédio que produz
formaldeido, esse reage com o fluoral-p (4-amino-3-penteno-2-ona), um
produto da reacdo entre acetilacetona (2-4-pentanodiona) com aménia
(PURDY, 1980), formando o composto cromoforo 3,5-diacetil-1,4-
dihidrolutidina (ANDRADE et al., 2004) cuja maxima absorbancia se da
no comprimento de onda de 410 nm.



33

Entretanto, esse método requeriu modificagdes que o0 tornassem
adequado para amostras provenientes de reacdes de glicerélise de 6leos.
Conforme a metodologia original, as etapas de extracdo e de preparo de
solucdes padrdo e amostrais devem ser realizadas da seguinte forma:

e extracdo do glicerol contido nas amostras através de um

processo de extracdo liquido-liquido no qual hexano e solucdo

solvente de 4&gua destilada/etanol absoluto 1:1 v/v sdo

adicionados a amostra, essa é agitada em vortex, e submetida a

centrifugacdo para separacdo das fases organica e aquo-etandlica;

e  preparo das solugdes estoque, referéncia e padréo de glicerol

em meio de agua destilada/etanol absoluto 1:1 v/v (BONDIOLI,

DELLA BELLA, 2005).

O processo para extragdo do glicerol, citado acima, mostrou-se
inadequado para as amostras resultantes da reacdo de glicerdlise, pois
qguando aplicado para tempos de reacdo igual ou superiores a 2 h,
mesmo ap6s a etapa de centrifugacdo, observava-se uma camada de
emulsdo entre as fases aquo-etandlica e orgénica que se tornava tanto
maior quanto maior o tempo de reagdo, até o ponto em que todo o
contetido do tubo se apresentasse como uma emulsdo espessa, conforme
observado na Figura 10. Isso é explicado pelo fato de as amostras das
reacdes de glicerdlise possuirem concentracfes maiores de MAGs e
DAGs quando comparadas com amostras de biodiesel que apresentam
apenas tragos desses emulsificantes.

Com relacdo, ao preparo das solucbes de glicerol, observou-se
gue a absorbancia do branco variava com o tempo, acarretando erro no
estabelecimento da curva de calibracdo. Esse fendmeno é atribuido a um
coproduto resultante da reacdo entre a acetilacetona e o etanol que
absorve luz no mesmo comprimento de onda que a 3,5-diacetil-1,4-
dihidrolutidina conforme ja relatado na literatura (RIBEIRO; ROCHA,
2013).

Para estabelecer um processo de extracdo de glicerol que fosse
adequado para as amostras resultantes das reacdes de glicerdlise, foram
testados dois métodos: 1) a utilizacdo de cloroférmio, acido acético e
agua como solventes, conforme reportado em outros trabalhos sobre
glicerélise que realizavam a extracdo do glicerol como tratamento
prévio & cromatografia (FREITAS, 2009; TEIXEIRA et al., 2014); 2)
utilizando apenas cloroféormio e &gua destilada como solventes de
extracdo, conforme descrito na metodologia AOCS Ca 14-56 para
guantificacdo de glicerol através da oxidacdo por &cido periddico e
titulacdo indireta com tiossulfato de sddio (AOCS, 2003b).
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Figura 10 -Emulstes formadas durante a etapa de extracdo do glicerol das
amostras das reaces de glicerdlise ao se empregar a metodologia descrita por
Bondioli; Della Bella (2005)

]V

Fonte: O autor.

A fotografia a esquerda corresponde a uma amostra cujo tempo de reacéo foi igual a 3 h,
observa-se a formacéo de uma fase intermediaria com caracteristicas de uma emulsdo. A
fotografia & direita corresponde a uma amostra cujo tempo de reacdo foi igual a 12 h,
observa-se que durante a etapa de extragdo, todo o meio reacional se transformou em uma
forte emulsdo. Condigdes de extracdo: Diluigdo de 2 gramas de amostra em 8 ml de
hexano e 8 ml de solucdo aquo-etandlica 1:1 v/v, seguida de agitacdo em vortex por 5
minutos e centrifugacdo a 2000 rpm por 15 minutos.

Durante a extracdo do glicerol contido nas amostras das reacoes
destrutivas, verificou-se que, apds a adicdo do acido acético sobre o
meio reacional, formava-se um de gel de cor branca. Esse fendmeno
pode ser atribuido ao fato de que o &cido acético ataca a enzima
desnaturando sua estrutura proteica (DE CASTRO; NAPOLEAO;
OLIVEIRA, 1998). Esse problema foi solucionado mediante o uso do
sistema cloroférmio/agua destilada (AOCS, 2003b) para extrair o
glicerol contido nas amostras provenientes de reagfes destrutivas. A
implementacdo destes métodos de extracdo do glicerol mitigou a
formacédo de emulsdes.

Utilizando o novo processo de extracdo, o glicerol foi extraido
para a fase aquosa, € ndo mais a aquo-etandlica. Por isso, decidiu-se
preparar as solucdes estoque, de referéncia e padrdo de glicerol em meio
aquoso. Tal estratégia solucionou o problema da falta de estabilidade no
sinal do branco e permitiu a construcdo da curva de calibracdo
apresentada na Figura 11 bem como a quantificacdo do glicerol em
testes realizados com misturas de 6leo e glicerol de concentracGes
conhecidas.
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Figura 11 — Curva de calibracéo para quantificacdo do glicerol através do
método espectrofotométrico: Concentragéo de glicerol versus absorbancia em
410 nm
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A curva de calibracdo apresentou um coeficiente de correlagdo
cujo valor aproximado é 0,99 e valores de desvio padrdo maiores para
valores de concentracdo mais elevados. Para o proposito deste trabalho,
que é estabelecer um perfil da concentracdo de glicerol ao longo do
tempo, a curva foi considerada adequada.

4.3. IMPLEMENTA(}AQ DO METODO CROMATOGRAFICO
PARA QUANTIFICACAO DOS ACILGLICEROIS

Para acompanhar o progresso das reacbes em funcdo da
concentracdo de acilgliceréis ao longo do tempo, foi necessario
implementar um método cromatografico que permitisse separar e
quantificar as fragdes de MAGs, DAGs e TAGS.

Até 0 momento, as descrigbes metodoldgicas para determinagéo
de MAGs, DAGs e TAGs, fornecidas pelos trabalhos sobre glicerélise
de Oleos, ndo abordam detalhes como a interpretagdo dos
cromatogramas e etapa de célculos. Por esse motivo, neste trabalho,
optou-se por implementar a metodologia Cd 11b-91 da AOCS
(American Oil Chemist’s Society) (AOCS, 2003c).

De acordo com o documento oficial, a metodologia AOCS Cd
11b-91 é adequada para determinar MAGs e DAGs em amostras
concentradas de emulsificantes comerciais e em 6leos e gorduras, sendo
gue componentes como glicerol, &cidos graxos e esterdis, quando
convertidos em derivados de trimetilsililéteres também podem ser
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analisados pelo mesmo procedimento (AOCS, 2003c). Contudo,
ressalta-se que neste trabalho as amostras utilizadas foram previamente
submetidas a extracdo do glicerol.

Figura 12- Cromatograma tipico de uma amostra de emulsificante de MAGs e

DAGs
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Fonte: AOCS (2003c).

Identificagdo dos picos: IS, padrdo interno, 1, glicerol; 2, diglicerol; 3, Acido
hexadecandico; 4, Acido octadecanéico; 5, Glicerol 1-tetradecanoato; 6, Glicerol 2-
hexadecanoato; 7, Glicerol 1-hexadecanoao; 8, Glicerol 2-octadecanoato; 9, Glicerol 1-
octadecanoato; 10, Glicerol 1-icosanoato; 11, Glicerol 1-docosanoato; 12, Glicerol 1-
tetradeacanoato-3 hexadecanoato; 13, Glicerol 1,2-dihexadecanoato; 14, Glicerol 1,3-
dihexadecanoato; 15, Glicerol 1-hexadecanoato-2-octadecanoato; 16, Glicerol 1-
hexadecanoato-3-octadecanoato; 17, Glicerol 1,2-dioctadecanoato; 18, Glicerol 1,3-
dioctadecanoato; 19, Triacilglicerois Cag; 20, Triacilglicerois Cso; 21, Triacilglicerois Csy;
22, Triacilglicerois Csq. Condicdes de operagao: Injetor a 320 °C, Ticotna = 80 °C, rampa
de 10 °C.min™, Tt couna = 360 °C com patamar por 15 min, detector & 350 °C, Hélio como
gas de arraste a 5 ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida, 25 m x 0,31 mm;
espessura de filme de 17 um

A Figura 12, extraida do documento da metodologia (AOCS,
2003c), apresenta o cromatograma para uma amostra de emulsificante
comercial. Esse cromatograma demonstra que a metodologia possui
resolucdo capaz de separar os isdbmeros de MAGs e DAGs quanto a
posicdo que o &cido graxo ocupa na cadeia do glicerol: Os tempos de
retencdo para 1-MAGs e 1,2-DAGs sdo menores que para 2-MAGs e
1,3-DAGs. Contudo, os TAGs ndo sdo separados quanto a posicdo e
tipos de cadeias de &cidos graxos presentes em sua estrutura, mas eluem
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em grupos com mesmo ndmeros de carbonos. Isso acontece porque as
reacdes de derivatizacdo por sililacdo ocorrem através do deslocamento
dos atomos de hidrogénio dos grupos OH, NH e SH (EVERSHED,
1993). Uma vez que as moléculas de TAG ndo possuem esses grupos,
ndo sdo suscetiveis a derivatizacdo, que os transformaria em compostos
mais volateis.

4.3.1. Estabelecimento das curvas de calibracdo para quantificagio
dos acilglicerois

O cromatograma referente & monooleina, mostrado na Figura 13,
apresenta apenas um pico cujo tempo de retencdo € de 20 minutos, pois
0 padrdo utilizado é composto apenas por 1-monooleina.

Figura 13 - Cromatograma relativo a substancia de referéncia monooleina
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Condicdes de operacdo: Injetor a 320 °C, Ti colna = 80 °C, rampa de 10 °C.min’, Tt coluna
= 330 °C com patamar por 62 min, detector a 350 °C, Hélio como gas de arraste a 2
ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionéria de 5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

O cromatograma referente a dioleina, Figura 14, apresenta dois
picos, pois o padrdo utilizado é constituido de uma mistura de isdmeros
de 1,2 e 1,3-dioleina. Conforme discutido anteriormente, é possivel
inferir que os picos com tempos de retencdo de 58,3 e 61,7 minutos
correspondem a 1,2 e 1,3-dioleina respectivamente.
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Figura 14 — Cromatograma relativo a substancia de referéncia dioleina
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Condigdes de operag&o: Injetor a 320 °C, Ti colna = 80 °C, rampa de 10 °C.min’, Tt couna
= 330 °C com patamar por 62 min, detector a 350 °C, Hélio como gas de arraste a 2
ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionéria de 5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

As Figura 15 eFigura 16 mostram as curvas de calibracdo
construidas para a monooleina e para a dioleina respectivamente. Dado
gue a cromatografia a gas ¢ uma técnica de grande sensibilidade e
suscetivel a erros experimentais decorrentes de variaveis aleatorias, da
dificuldade em reproduzir volumes iguais durante a utilizacdo manual da
micro-seringa e de perdas de amostra durante a injecdo (ZIELINSKI,
1974), considera-se que ambas as curvas apresentaram excelente
coeficiente de correlagdo linear, com valores préximos de 1, o que
denota a importancia da utilizacdo do padrédo interno.

Os cromatogramas referentes a trioleina ndo apresentaram um
pico claro e bem separado, mas sim uma regido difusa de sinal instavel
em torno 67,8 minutos, Figura 17, portanto ndo foi possivel construir
uma curva de calibracdo para a para este analito.
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Figura 15 - Curva de calibragéo para quantificacdo da monooleina por
cromatografia a gas
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correspondente ao padréo interno (tetradecano).

Figura 16 - Curva de calibracéo para quantificagdo da dioleina por
cromatografia a gas
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Figura 17 - Cromatograma referente a substéancia de referéncia trioleina
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Condicdes de operacéo: Injetor a 320 °C, Ti cona = 80 °C, rampa de 10 °C.min’, Tt coluna
= 330 °C com patamar por 62 min, detector a 350 °C, Hélio como gas de arraste a 2
ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de 5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

4.3.2. Interpretacdo dos cromatogramas referentes as amostras
provenientes da reacéo de glicerolise do azeite de oliva extra-virgem

A obtencéo de resultados confiaveis depende da analise criteriosa
dos cromatogramas obtidos. Durante a analise dos dados obtidos através
da cromatografia, observou-se que o0s picos eluiam em grupos
particulares, e que a distribuicdo e caracteristicas desses grupos
separavam a coletdnea de cromatogramas em duas classes: a dos
cromatogramas referentes a tempos de reacdo inferior a 1 hora, e a
daqueles referentes a tempos de reacdo igual ou superiores a 1 hora.
Portanto, para fins didaticos, a andlise das informagdes cromatogréficas
sera demonstrada tomando como exemplos os cromatogramas referentes
as reacdes de tempo t =0 h e t = 12 h, ambos mostrados na Figura 18.

Na Figura 18 observa-se que ap6s eluicdo dos solventes, o
primeiro pico que surge corresponde ao padrdo interno de tetradecano,
P.l, cujo tempo de retencdo esta ao redor de 10,8 minutos.
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Figura 18 - Cromatogramas referentes a amostras proveniente de reagdes de
glicerolise para tempos iguais a 0 e 12 horas

Figura 18-a - Cromatograma para amostra de rea¢do com duragdo det=0h
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ml.min

. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de 5% fenil —

95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

A seguir observa-se a formacdo de um conjunto de picos,
denominado Grupo I, cujos tempos de retencédo estdo entre 15,9 e 16,9
minutos. Considerando que o cromatograma de uma amostra de &cido
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oleico comercial, apresentado na Figura 19, apresentou um pico
preponderante cujo tempo de retencdo é igual a 17 minutos, ha
possibilidade de que o Grupo | possa ser formado por picos referentes a
acidos graxos livres. Observa-se que para o tempo de reagdo t = 12 h,
Figura 18-b, houve um pequeno deslocamento positivo do tempo de
retencdo deste grupo.

Figura 19 - Cromatograma referente a uma amostra de acido oleico comercial
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Condigdes de operag&o: Injetor a 320 °C, Ti couna = 80 °C, rampa de 10 °C.min’, Tt couna
= 330 °C com patamar por 62 min, detector a 350 °C, Hélio como gas de arraste a 2
ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria de 5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

O proximo grupo de picos, Grupo I, elui num intervalo de tempo
entre 18,2 e 18,5 minutos. De acordo com os padrBes disponiveis, ndo
foi possivel identificar estes picos. Para amostras referentes a tempos de
reacdo iguais ou superiores a t = 1 h houve deslocamento positivo do
tempo de retencdo deste grupo.

Na Figura 18-a, cujo cromatograma se refere a amostra de uma
reacdo cujo tempo é t = 0 h, observa-se um pico distinto que elui em
20,9 minutos, este é o pico correspondente a monooleina. Ao se
analisarem 0s cromatogramas para tempos de reag¢do superiores, como o
cromatograma apresentado na Figura 18-b, constata-se o surgimento de
mais dois picos prdximos ao pico correspondente a monooleina. Neste
trabalho, assumiu-se que o pico de maior area, eluido em T.R. = 20,4
corresponde a 1-monooleina, que o pico posterior corresponde a 2-
monooleina, pois conforme ja discutido anteriormente, de acordo com a
metodologia 1-MAGs eluem antes de 2-MAGs. Quanto ao pico anterior,
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tendo-se em conta que o segundo acido graxo mais abundante no azeite
de oliva utilizado neste trabalho é o 4cido palmitico (Cie0), pode-se
inferir que este pico corresponde a monopalmitina. O conjunto destes
picos foi denominado Grupo Ill.

A seguir, observa-se um grupo de picos denominado Grupo IV,
cujas bases sdo largas e que eluem com tempos de retencdo iguais a
49,5: 50,8 e 51,9 minutos. Para tempos de reagdo iguais ou superiores t
=1 h, houve deslocamento positivo do tempo de retencéo deste grupo de
picos e constatou-se o desaparecimento do pico central, conforme pode
ser observado na Figura 18-b que mostra 0 cromatograma para amostra
de uma reacdo de tempo t = 12 h. O desaparecimento do pico central
indica que a substancia a qual ele corresponde foi transformada durante
a reacdo, porém, a partir dos padrfes utilizados neste trabalho, ndo foi
possivel identificar as espécies quimicas eluidas neste grupo.

Os picos relativos as Ultimas substancias a eluirem também sdo
caracterizados por possuirem uma base larga e compdem o Grupo V. Os
cromatogramas para tempos de reacdo inferiores a t = 1h, Figura 18-a,
apresentaram picos cujos tempos de retencdo sdo 61,2; 63,3 e 64,8
minutos respectivamente. Nota-se que o tempo de retencdo do primeiro
pico esta proximo do tempo de retencdo da dioleina que é igual, 61,7
minutos (Figura 14). Contudo, para as diferentes amostras de reacfes de
glicer6lise, os tempos de eluicdo dos picos do Grupo V sofreram
deslocamentos positivos ou negativos, sendo que em diversos
cromatogramas nao se observou nenhum pico na regido entre 61 e 62
minutos, portanto, ndo se pode afirmar que este pico corresponda a
dioleina. Ressalta-se também, que a fracdo de diacilglicerdis ndo é
composta apenas por dioleina, mas sim por DAGs complexos cuja
porcdo apolar pode ser composta de &cidos graxos de diferentes
tamanhos de cadeia. Para tempos de reacdo iguais ou superiores at = 1h,
Figura 18-b, observou-se o desaparecimento do pico central novamente,
indicando a transformacdo das substancias que compdes o pico. E
interessante notar que os picos do Grupo V eluem préximo a regido
correspondente a trioleina, situada em torno de 67,8 minutos (Figura
17), sendo que para algumas amostras, 0 tempo de retencdo do Gltimo
pico deste grupo foi superior ao tempo de retengdo da trioleina. Mais
uma vez, este fendmeno pode ser explicado pelo fato de que a fragéo de
TAGs é composta por uma mistura complexa de acilgliceréis que
apresentam diferentes cadeias de acidos graxos ligadas a estrutura do
glicerol.

A variacdo nos tempos de retencdo dos Grupos IV e V também €
um indicio de que nas condigcBes operacionais e para as amostras



44

utilizadas neste trabalho, 0 método ndo apresentou uma separagdo
eficiente de DAGs e TAGs.

Examinando o cromatograma da Figura 18-b, referente a uma
amostra cujo tempo de reacdo foi de t = 12 h, nota-se o surgimento de
um grupo de picos cujos tempos de retencdo sdo iguais a 42,3 e 44,2
minutos. Este grupo, denominado Grupo VI, é observado apenas nos
cromatogramas para tempos de reacdo iguais ou superioresat=1h (ver
Figura 18). Como o segundo acido graxo mais abundante no azeite de
oliva é o &cido palmitico, no intuito de se investigar a natureza destes
picos, foi construida uma curva de calibracdo para a dipalmitina.
Conforme observa-se na Figura 20, o cromatograma apresentou picos
para cada um dos dois isébmeros da dipalmitina, cujos tempos de
retencdo sdo 40,3 e 41,9 minutos. Contudo, dadas as consideracdes ja
expostas sobre a quantificacdo da dioleina, neste trabalho optou-se por
ndo acompanhar a reagdo em fungdo da formacao de DAGs.

Figura 20 - Cromatograma referente a substéncia de referéncia dipalmitina
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Condigdes de operag&o: Injetor a 320 °C, Ti couna = 80 °C, rampa de 10 °C.min’, Tt couna
= 330 °C com patamar por 62 min, detector a 350 °C, Hélio como gas de arraste a 2
ml.min™. Coluna: coluna capilar de silica fundida com fase estacionéria de 5% fenil —
95% dimetilpolisiloxano, 60 m x 0,25 mm; modelo RTX-5.

4.4. ACOMPANHAMENTO DOS ENSAIOS CINETICOS DA
GLICEROLISE DO AZEITE DE OLIVA EXTRA-VIRGEM

Apos estabelecimento dos métodos para quantificacdo de glicerol
e dos acilglicerdis de interesse, deu-se inicio a realizacdo dos ensaios
cinéticos.



45

4.4.1. Acompanhamento dos ensaios cinéticos através da
quantificacao do glicerol residual

4.4.1.1. Resultados obtidos para 0s ensaios cinéticos realizados com
reacGes ndo destrutivas

A Figura 21 apresenta a variacdo de fracdo massica do glicerol
em funcdo do tempo para o intervalo entre t =0,25et =24 h.

Considerando-se que a média das fragdes massicas de glicerol no
meio reacional no instante t = 0 € wg; .- = 0,049 + 0,000, observa-
se que seu valor é reduzido em dez vezes ja nos primeiros 15 minutos de
reacdo. Essa diminuicdo da concentracdo do glicerol continua até 1 h de
reacdo, instante a partir do qual a concentracdo permanece praticamente
constante até t = 4 h, a partir desse instante, h& um aumento da
concentracdo de glicerol na fase liquida do meio reacional até atingir-se
o0 equilibrioem t =12 h.

Figura 21 - Variagdo da fracdo massica de glicerol, wg;;, em fungdo do tempo
para ensaios com reagdes ndo destrutivas
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As reagdes foram realizadas em triplicata. Em intervalos de tempo iguais a t = 0,25; 0,50;
1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 6,0; 8,00; 10,00; 12,00; 15,00; 18,00 e 24,00 h, a agitacdo era
momentaneamente interrompida e, ap6s decantagdo da enzima, eram retiradas trés
aliquotas da fase liquida do meio reacional. As fases lipidica e glicerdlica foram
separadas por extragdo liquido/liquido com cloroférmio/acido acético glacial/agua
destilada. De cada fase aquosa foram retiradas trés aliquotas para quantificacdo do
glicerol por espectrofotometria. Condigbes reacionais: razdo molar azeite de
oliva/glicerol igual a 2:1; T = 55°C, velocidade de agitagéo igual a 600 rpm.

Tal comportamento ndo corresponde ao perfil de variacdo da
concentracdo de um reagente durante uma reacdo. Porém, sabe-se que 0
suporte de silica do derivado enzimatico Lipozyme® TL IM é hidrofilo,
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portanto o perfil de concentracdo de glicerol ao longo do tempo pode ser
explicado pelos fendbmenos de adsorcdo e dessorcdo do glicerol em
relagdo a matriz de silica do biocatalisador. Assim, entret=0et=1h,
a velocidade de decaimento da concentracdo do glicerol pode ser
explicada por sua adsorcéo na superficie do suporte do biocatalisador. A
medida em que a reagdo avanca, 0s MAGs e DAGs produzidos
melhoram a miscibilidade do glicerol na fase liquida do meio reacional e
promovem a dessorcao do reagente hidrofilo.

4.4.1.2. Resultados obtidos para 0s ensaios cinéticos com reacGes
destrutivas

Para se verificar a hipotese de adsor¢do/dessorcéo do glicerol no
suporte do biocatalisador, os ensaios cinéticos foram realizados através
de reacOes destrutivas: ao fim de cada reacdo, todo o meio reacional,
incluindo o biocatalisador, era filtrado e lavado com cloroférmio e agua
destilada, solventes para a fracdo e lipidica e glicerdlica
respectivamente. Esta metodologia permitiu obter a curva cinética
mostrada na Figura 22.

Figura 22 — Variacdo da fragdo massica de glicerol, wg;;, em funcdo do tempo
para ensaio com reagdes destrutivas
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As reacdes foram realizadas em triplicata. Findado o tempo de reagdo (t=1, 2, 3, 4, 5, 6,
8 10, 12, 15, 18 e 24 h), o meio reacional foi filtrado e lavado. As fases lipidica e
glicerdlica foram separadas por extracdo liquido/liquido com cloroférmio/agua destilada.
De cada fase aquosa foram retiradas trés aliquotas para quantificacdo do glicerol por
espectrofotometria. CondicGes reacionais: razdo molar azeite de oliva/glicerol igual a
2:1; T =55 °C, velocidade de agitacdo igual a 600 rpm.

Embora os valores de fracdo wg; apresentem-se de forma
dispersa, especialmente na regido entre t = 3 h e t = 5 h, é possivel
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observar a formagdo de um perfil de consumo desse reagente. A
dispersédo dos dados pode ser atribuida a erros experimentais decorrentes
das etapas de filtragdo do meio reacional e lavagem da enzima.

Diferentemente do observado para o estudo com ensaio ndo
destrutivos, apdés 1 h de reacdo, o valor da fracdo méssica do glicerol
atingiu o valor de wgy;; =1, = 0,042 £ 0,004, o que representa 84%
do valor inicial (wg;; =0 = 0,050 + 0,000). Devido a dispersdo dos
pontos, ndo se pode analisar em qual intervalo de tempo o consumo de
glicerol ocorre com velocidade constante, mas observa-se que a partir de
t = 12 h a reagdo tende ao equilibrio e o valor minimo de glicerol
residual € wg; = 0,018 + 0,003, isto &, 64% da massa inicial de
glicerol foi consumida.

4.4.1.3. Comparacdo entre os resultados fornecidos pelos ensaios
cinéticos com reacBes ndo destrutivas e destrutivas em funcdo do
consumo de glicerol

A Figura 23 explicita a comparagdo entre os resultados obtidos
para os ensaios com reagdes ndo destrutivas e para reacGes destrutiva. A
diferenca entre os perfis de concentracdo massica corrobora a hipétese
de adsorc¢do/dessorcdo do glicerol na superficie do derivado enzimatico.

Figura 23 - Comparacéo entre a variacao da fragdo massica de glicerol, wgy;,
em func¢do do tempo para 0s ensaios com reagfes destrutivas e nao destrutivas
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Dessa forma, a curva apresentada na Figura 21 deve ser
interpretada como uma curva de dispersao do glicerol na fase liquida do
meio reacional, cujo valor minimo de fracdo méssica observado é
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w = 0,0005 + 0,0001 parat =3 h. Para se calcular o valor maximo
observado, fez-se a média dos valores de wg,;; para o periodo em que a
dessorcado do glicerol atinge o equilibrio, isto é, entret=12et=24h, e
obteve-se wg; = 0,0031 + 0,0004.

A adsorcdo do glicerol nas particulas de derivados enzimaticos
cujos suportes sdao hidrofilos ja € reportada na literatura
(KAEWTHONG et al., 2005; KRISTENSEN; XU; MU, 2005). Um
estudo sobre o efeito inibitdrio do glicerol utilizou como modelo a
reacdo de etandlise de 6leo de canola, conduzida sem agitacdo, e uma
técnica de tingimento para visualizacdo desse polialcool in situ e
acompanhamento de sua particdo e acimulo durante a reacdo. Verificou-
se que nas reacOes catalisadas pela Lipozyme TL IM, o glicerol
produzido formou uma camada sobre a superficie do biocatalisador e o
meio reacional permaneceu limpido sem vestigios de glicerol, enquanto
nas reagdes catalisadas pela Novozym 435 e pela Lipozyme TL HC,
observou-se que parte do glicerol permanecia na superficie do
biocatalisador enquanto outra era liberada para a fase liquida do meio
reacional na forma de goticulas (XU et al., 2011).

Figura 24 — Grafico comparativo dos valores (d.p./ média)wGu para 0s ensaios
com reagles ndo destrutivas e destrutivas
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cada ponto das curvas cinéticas exibidas nas Figura 21 Figura 22; t (h) é o tempo em
horas.

Os graficos expostos nas Figura 21 eFigura 22 também merecem
atencdo no tocante aos valores assumidos pelos desvios padrdo. A
Figura 24 apresenta a razdo entre o0 desvio padrdo e a média, (d.p.)/
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média, referente aos valores de fragdo massica de glicerol, w;;, para 0s
ensaios com reacOes destrutivas e ndo destrutivas.
A razéo (d. p./média)WGu assume valores maiores para oS

ensaios com reacdes ndo destrutivas, ultrapassando o valor de 0,5 para t
=0,5; 2; 8; 10 e 24 h. Essa elevada dispersdo dos valores em torno do
valor médio pode ser atribuida ao fato de que a fase liquida do meio
reacional ndo é perfeitamente homogénea, o que acarreta em falhas de
amostragem. No intuito de minimizar este erro, para cada tempo da
curva cinética, foram retiradas trés aliquotas de regifes espaciais
diferentes.

Os ensaios com reagdes destrutivas forneceram valores menores
para a razdo (d.p./média)WGu quando comparados aos destrutivos,

atingido o valor maximo de 0,34 em t = 2 h. Esta diminuicdo da
dispersdo dos valores de wg; em torno de seu valor médio pode ser
atribuida a eliminagdo da etapa de amostragem, uma vez que nesse caso
o0 glicerol era extraido de todo o meio reacional e ndo apenas de uma
aliquota de sua fase liquida.

Uma vez que a curva de calibracdo apresentou desvios padréo
baixos para os valores de absorbancia, infere-se que o erro experimental
ndo esta na etapa de preparo das solugBes amostrais e deteccdo, mas sim
nas etapas de preparo da amostra.

4.4.2. Acompanhamento dos ensaios cinéticos através da
quantificacao dos acilglicerois

4.4.2.1. Resultados obtidos para 0s ensaios cinéticos realizados com
reacOes ndo destrutivas

A variacdo de wy,; em funcdo do tempo para o0 ensaio cinético
com reac8es ndo destrutivas pode ser observada no grafico da Figura 25.
Entre os tempos t = 0 e t = 12 h, a concentragdo de MAG, Wy, , Na
fase liquida do meio reacional, cresce com velocidade constante. A
partir de t = 12 h a velocidade decresce e pode-se considerar que 0
equilibrio ¢ atingido a partir de t =15 h.

A velocidade inicial de liberacdo de MAG para a fase liquida do
meio reacional foi calculada a partir da inclinacdo da reta obtida por
regressdo linear entre t = 0 e t = 12 h, obtendo-
sevp .= 0,0064 grag-Gmeio-h™'. O valor méximo de wy,q foi
obtido pelo célculo da média dos valores parat = 15, 18 e 24 h, obtendo-
se wyae = 0,089 + 0,005.
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Figura 25 - Variagdo da fracdo méssica de MAGS, w46, em fungdo do tempo
para ensaio com reagdes ndo destrutivas

0,15 -
0,12 - {

W mac 0.09 ] §
0,06 $ § } }

0,03 -

t (h)

As reagdes foram realizadas em triplicata. Em intervalos de tempo iguais a t = 0,25; 0,50;
1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 6,0; 8,00; 10,00; 12,00; 15,00; 18,00 e 24,00 h, a agitacdo era
e interrompida e ap6s decantagdo da enzima, eram retiradas trés aliquotas da fase liquida
do meio reacional. As fases lipidica e glicerdlica foram separadas por extracdo
liquido/liquido com cloroférmio/acido acético glacial/agua destilada. A fase organica era
submetida a evaporacdo do solvente, e a fase lipidica congelada até analise
cromatografica. Condigdes reacionais: razdo molar azeite de oliva/glicerol igual a 2:1; T
=55 °C, velocidade de agitacdo igual a 600 rpm.

4.4.2.2. Resultados obtidos para 0s ensaios cinéticos com reacOes
destrutivas

A Figura 26 exibe um perfil bem definido de formacao de MAGs
até o tempo t = 10 h, com excec¢do do ponto t = 5 h. Observa-se que a
producdo de MAG processa-se com velocidade constante até o tempo t
= 3 h, instante a partir do qual ha um decréscimo da velocidade inicial
de formacdo de MAG, v;,, ., até que a reagdo alcance o equilibrio em t
= 6 h. A literatura reporta o tempo de 5 h para que a reacdo de
glicerdlise atingisse o equilibrio em meios reacionais livres de solvente
e sem auxilio de ultrassom (SINGH; MUKHOPADHYAY, 2013;
TEIXEIRA et al., 2014). Outros trabalhos reportam tempos menores,
porém utilizam solventes (NAIK; NAIK; MOHANTY, 2014; VOLL et
al., 2011) ou ultrassom (FIAMETTI et al., 2012; REMONATTO et al.,
2015) para incrementar a miscibilidade entre o glicerol e os TAGs.
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Figura 26 — Variagdo da fracdo massica de MAGS, w4, em funcéo do tempo
para ensaio com reagdes destrutivas
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As reacOes foram realizadas em triplicata. Findado o tempo de reacéo (t = 0,25; 0,50;
1,00; 2,00; 3,00; 4,00; 5,00; 6,00; 8,10,00; 12,00; 15,00; 18,00 e 24,00 h), o meio
reacional foi filtrado e lavado. As fases lipidica e glicerdlica foram separadas por
extracdo liquido/liquido com cloroférmio/agua destilada. A fase orgénica era submetida a
evaporagdo do solvente, e a fase lipidica congelada até andlise cromatogréfica.
Condicgdes reacionais: razdo molar azeite de oliva/glicerol igual a 2:1; T = 55 °C,
velocidade de agitacdo igual a 600 rpm.

A velocidade inicial de formacdo de MAG foi calculada a partir
da inclinagdo da reta obtida através da regressao linear entre 0s tempos
t = 0 et =3 h, obtendo-se a velocidade inicial de formacdo de MAG
Vipao = 0,0174 Gyag. Gmeio- R~ . O valor maximo de w4 foi obtido
através do calculo da média dos valores parat =6, 8, 10, 12, 15, 18 e 24
h, obtendo-se wy ¢, i, = 0,090 + 0,010.

4.4.2.3. Comparacdo entre os resultados obtidos para ensaios com
reacOes ndo destrutivas e ensaios com reacdes destrutivas em funcdo da
quantificacdo dos acilglicerdis

Conforme apresentado na Figura 27, a curva para 0s ensaios com
reacOes destrutivas apresenta maior velocidade inicial que a curva para
ensaios com reacdes ndo destrutivas. Isso demonstra que o0
acompanhamento da reacdo através da realizacdo de reagdes ndo
destrutivas, com retiradas de aliquotas do meio reacional ndo permite
quantificar o produto formado em um dado momento, mas sim a
quantidade de produto que foi transferida da superficie do biocatalisador
para a fase liquida do meio reacional. Isso explica-se pelo fato de que
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em sistemas heterogéneos, a concentracdo de produtos ou substrato na
fase solida (biocatalisador) e na fase liquida (substratos) esté sujeita aos
efeitos de particdo e de transferéncia de massa. O efeito de particdo é
responsavel pela descontinuidade do perfil de concentracdo na interface
meio-biocatalisador, enquanto a transferéncia de massa produz um perfil
de concentragdo na vizinhanga da superficie e no interior do suporte do
biocatalisador (ILLANES et al., 2008). Entretanto, alguns trabalhos
utilizam a retirada de aliquotas do proprio meio reacional para
acompanhar a reacéao de glicerdlise (FREITAS et al., 2007, 2010).

Figura 27 — Comparagéo entre a variagdo da fracdo massica de MAG, w46,
em func¢do do tempo para 0s ensaios com reagles destrutivas e ndo destrutivas
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No tocante aos desvios padrdo, os valores da razdo
(d.p./média)wMAG para ensaios com reacdes destrutivas ultrapassou

os valores para ensaios com reacGes nao destrutivas em nove dos 15
pontos da curva cinética conforme se verifica na Figura 28.
De forma geral, a razéo (d.p./média)wMAG assumiu valores

menores para 0s ensaios ndo destrutivos, inclusivamente, assumiu o
valor minimo de (d.p./média)WMAG = 0,002 para o tempo t = 0. Em

contrapartida, para oS  ensaios  destrutivos a  razdo
(d.p./média)WMAGuItrapassou o valor de 0,5 para os tempost=1et=

2 h, assumindo o valor maximo de (d.p./média)wMAG = 0,635 para t

= 1 h. A Tabela 7 sumariza a distribuicdo dos valores da razéo
(d.p. /média)WMAG para ambos ensaios cinéticos.
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Figura 28 - Gréafico comparativo dos valores (d-p-/média)wm,; para os
ensaios com reac¢des ndo destrutivas e destrutivas
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(d.p./média)wM . ¢ a razdo entre o desvio padrdo (d.p.) e o valor médio da fracdo
massica de MAG, wy,¢, para cada ponto das curvas cinéticas exibidas nas Figura 25
Figura 26; t (h) é o tempo em horas.

Tabela 7 — Distribui¢édo dos valores da razéo (d. p'/média)w,m para os
ensaios cinéticos com reagdes ndo destrutivas e destrutivas

NuUmero de pontos da curva
cinética dentro do intervalo

Intervalos para os valores de -
(d.p./média) __para:
W MAG Reacoes Reacdes nao
destrutivas destrutivas
0< (d.p./média)WMAG < 0,25 10 13
0,25 < (d.p./média)wMAG < 0,50 2
0,50 < (d.p./média)WMAG <0,75

Fonte: O autor

4.4.3. Comparagdo entre os resultados obtidos por meio do
acompanhamento da reagdo através da quantificacdo de glicerol

consumido e de MAGs formados

A comparacdo entre as quantidades de glicerol consumido e de
MAGs produzidos sera discutida apenas para 0s ensaios realizados com
reagdes destrutivas, uma vez que, conforme discutido anteriormente, o
acompanhamento da reacdo através de reacfes nao destrutivas fornece
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apenas a velocidade de transferéncia dos substratos e produtos da
superficie do biocatalisador para a fase liquida do meio reacional.

Figura 29 - Comparagao entre a variacdo do nimero de moles de glicerol
consumido e de MAG formado em fungdo do tempo para 0s ensaios com
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Figura 30 — Relacdo entre o consumo de glicerol e a formagédo de MAG
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Como o volume do meio reacional é constante, é adequado
confrontar os resultados pela comparacao entre os valores do nimero de
moles de glicerol consumido e do nimero de moles de MAGS produzido
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durante a reacdo. A Figura 29 demonstra que o perfil de consumo de
glicerol acompanha o perfil de formagdo de MAGS, inclusive nos pontos
mais discrepantes da linha de tendéncia, como parat=5et=12h.

Para facilitar a visualizacdo da relacdo entre o consumo de
glicerol e formacdo de MAG, foi tracado um grafico do ndmero de
moles de glicerol consumido versus o nimero de moles de MAG
formado, ngiicerol coneumiae X TtMAG formado 0UE ENCONtra-se na Figura 30.
Através da equacdo obtida por regressao linear, chega-se a seguinte
relacdo entre o consumo de glicerol e a formacéo de MAG representado
pela Equacéo 12.

Ngii/Nmac = 2,44 (12)

Onde:

ng;: nimero de moles de glicerol;

Nyac: NUMero de moles de MAG.

Conforme serd discutido na proxima sec¢do, o maior valor
possivel para a relacdo ng;;/nyac € 1,50. Portanto o valor obtido na
Equacdo 1 indica a existéncia de perdas de glicerol durante as etapas de
filtracdo e lavagem do meio reacional e enzima, bem como durante a
etapa de extrac&o.

4.5. ANALISE DO RENDIMENTO REAL DA REACAO DE
GLICEBOLISE DO AZEITE DE OLIVA EXTRA-VIRGEM EM
FUNCAO DA FORMACAO DE MAG

Conforme apresentado na secdo 3.2.4 deste trabalho, o
rendimento da reacdo de glicerolise do azeite de oliva pode ser expresso
COMO a razao entre Wag .. € W MAG 1psrico”

Para se calcular wag, .., S0 nNecessarias algumas
consideragdes tedricas sobre a reacdo de glicerdlise de 6leos. De acordo
com a estequiometria utilizada neste trabalho - razdo molar azeite de
oliva/glicerol de 2:1 - considerando que todas as moléculas de glicerol
reajam apenas com outras moléculas de TAG, a reacdo de glicerdlise de
TAGs é descrita pela Equacéo 13:

2TAG +1GLI 2 1MAG +1DAG + 1TAG (13)

Todavia, a partir do momento que moléculas de DAG séo
geradas, essas podem reagir com o glicerol do meio reacional.
Considerando que uma certa quantidade o de moles de glicerol presente
no meio reacional reaja com a moles de DAG gerado, a rea¢do global de
glicerélise podera ser descrita como a soma de duas reacao parciais.
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A primeira reacdo, descrita na Equacdo 14 é aquela que ocorre
entre glicerol e TAG formando MAG e DAG. A segunda reacéo,
descrita na Equacdo 15, processa-se entre o glicerol e 0 DAG gerado na
primeira reacao.

2TAG + (1 — a)GLI 2 (1 — a)MAG + (1 — a) DAG (14)

+(1+ ) TAG
a GLI + a DAG 2 2a MAG (15)

Somando-se as Equagfes 14 e 15, obtém-se Equacdo 16 para a
reacdo global:
2TAG + 1 Gli+ 2 (1 + a)MAG + (1 — 2a) DAG (16)

+(1+ a) TAG

O valor minimo de a ocorrerd quando a segunda reagdo nao se
processar, isto &, @mmimo = 0, NESse caso a equacdo global se reduzira a
Equacdo 13. O valor maximo de o sera aquele que anulara a geragdo
liquida de DAG, isto é, quando 1 — 2a = 0, portanto @,,,4ximo = 0,5.
Portanto, o rendimento maximo tedrico assumira valores distintos para
0s dois cendrios possiveis:

1) quando a segunda reacdo ndo se processa (X ,inimo = 0);

2) quando a segunda reagdo se processa numa extensao tal que
a= améximozois-

Como os resultados deste trabalho ndo permitem identificar o
mecanismo através do qual a reacdo de glicer6lise do azeite de oliva se
processou, 0 rendimento tedrico sera expresso como um intervalo de
valores entre cada um dos cendrios anteriormente mencionados. O
calculo do rendimento foi realizado apenas para 0s ensaios com reacoes
destrutivas, pois conforme ja discutido anteriormente, essa é a
modalidade de ensaio mais adequada para o acompanhamento da
reacao.

Tabela 8 - Massas molares das espécies quimicas envolvidas na reagdo de
glicerdlise do azeite de oliva extra-virgem

L. . Massa molar
Especie quimica (g.mol'l)
Trioleina 885,43
Monooleina 356,54
Dioleina 620,99
Glicerol 92,09
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Para efeitos de célculo, assumiu-se que o azeite de oliva €
composto apenas por trioleina, de modo que a reacdo de glicerdlise
rendera mono e dioleina. As massas molares dos reagentes e produtos
estéo listados na Tabela 8.

Utilizando a Equacdo 11, descrita na seccdo 3.2.4, tem-se 0s
seguintes valores de w y4¢,,,,,., Para 0s casos 1 e 2:

1) s€ Aminimo = 0, W mag teérico 0,19;

2) S€ & = Omaximo=0,55 W MAG 1057100 = 0,29

CoMo Wyag, . imo = 0,0900 £ 0,0136, 0 rendimento em MAG
assumira os seguintes valores para 0s casos 1 e 2:

1) se Aminimo = 0, Rendimento p4¢ = 0,47,

2) Se & = Opaximo=0,5; Rendimento p4c = 0,31.

Portanto o rendimento em MAG, pode ser expresso da seguinte
forma: 0,31 < Rendimento p4c < 0,47.

Através da metodologia de superficie de resposta para otimizar e
reacdo de glicer6lise de azeite de oliva catalisada por lipase de Candida
rugosa, com razdo molar glicerol/azeite de oliva de 3:2, obteve-se, apds
5 horas de reacdo, fragdo massica final de MAG (SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2013). Fazendo os calculos, para uma razdo
molar glicerol/6leo igual a 3:2, o valor maximo de w ¢, SerA
aproximadamente 0,7, portanto o rendimento obtido nestas condigdes
foi de 0,55.

A reacdo de glicerdlise, catalisada pela Lipozyme TL IM © em
meio livre de solvente, utilizou a razdo molar glicerol/éleo de soja de
4:1, e apos 24 horas de reacdo, obteve-se fracdo massica de MAG de
aproximadamente 0,20; que para a estequiometria utilizada representa
um rendimento de 0,23 (FREGOLENTE et al., 2008).

Em relagdo ao uso de excesso molar de TAGs como estratégia
para prevenir a aglomeracdo do derivado enzimatico, a reacdo de
glicerdlise do 6leo de soja utilizando razdo molar 6leo/glicerol de 5:4,
catalisada pela lipase imobilizada Novozym 435®, forneceu, apés trés
horas de reacdo, um valor de fragdo massica de MAG igual a 0,31; o que
equivale a rendimento igual a 0,69 (REMONATTO et al., 2015).
Entretanto, ressalta-se que nesse trabalho foi feito uso de uma fonte de
ultrassom como forma de melhorar a miscibilidade entre os reagentes e
de biocatalisador de custo elevado, cujo suporte é uma resina hidréfoba,
e consolidado por exibir 6tima atividade em reacdes de glicerdlise de
6leos e gorduras (FELTES et al., 2013; KRISTENSEN; XU; MU, 2005;
NAIK; NAIK; MOHANTY, 2014)
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Contudo, para se empregar o derivado enzimatico Lipozyme TL
IM em uma reacédo de glicerdlise é necessario utilizar excesso molar de
TAG, pois quantidades maiores de glicerol provocam a formacdo de
granulos de biocatalisador, 0 que impede o acesso das moléculas de
TAG ao sitio ativo da enzima. Porém, sabe-se que o0 excesso molar de
glicerol é fundamental para se deslocar o equilibrio da reacdo no sentido
da formacdo de MAGs (HASENHUETTL, 2008b; SONNTAG, 1982).
Diante dessas consideragdes, 0s resultados obtidos neste trabalho sdo
considerados bons e abrem caminhos para o emprego de uma enzima
comercial de baixo custo para producdo de emulsificantes.



5. CONCLUSAO

e O conhecimento do perfil de &cido graxos do azeite
empregado foi importante para conhecer quais serdo os principais
monoacilglicerdis que serdo formados durante a reacdo de
glicerélise e para uma interpretacdo  criteriosa  dos
cromatogramas.

e A metodologia desenvolvida para a quantifica¢do do glicerol
por espectrofotometria permitiu acompanhar a reagcdo em funcéo
da concentragdo em fracdo massica, wg;;, deste reagente, porém
requer um aprofundamento e modificacBes nas etapas de lavagem
do meio reacional e extracdo liquido/liquido a fim de reduzir os
desvios padréo.

e A metodologia implementada para quantificacdo dos
acilglicer6is, Cd 11b-91 (AOCS, 2003c), permitiu o
acompanhamento da reacdo em funcdo da formacdo de
monoacilglicerois (MAGS).

e O acompanhamento da reacdo de glicerdlise através de
ensaios cineticos com reagdes ndo destrutivas ndo fornece valores
reais da concentragdo de reagentes consumidos e produtos
formados ao longo da reacdo, apenas permite conhecer o perfil de
dispersdo de reagentes e produtos transferidos da particula do
biocatalisador para a fase liquida do meio reacional. Isso fica
mais claro ao se comparar o valor da velocidade inicial de
dispersdo de MAG na fase liquida do meio reacional obtido
através dos ensaios com reaces ndo destrutivas, vP =

LMAG
0,0064 gyac-Imiio-h™t, € 2,7 vezes menor que o valor de
velocidade inicial de formacéo de MAG

Vistac = 0,0174 gMAG'g;LleiO'h_l

e O glicerol possui elevada afinidade com o suporte do
biocatalisador e uma fracdo considerdvel deste reagente
permanece adsorvida na superficie do derivado enzimético
durante todo o tempo de reacdo, conforme verifica-se ao se
observar que o valor de fracdo méassica maxima de glicerol obtido
para os ensaios com reagGes ndo destrutivas, wgy; . . = 0,003 €
5,8 vezes menor que o valor minimo da fracdo massica de
glicerol obtido para o0s ensaios com reacBes destrutivas,
= 0,018.

WGliminimo
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e Como ndo foi possivel identificar através de qual
mecanismo a reacdo de glicerdlise se processou, foi estabelecido
que o rendimento da reacdo em MAG situa-se entre 31 e 47%.
Esse intervalo foi considerado bom, dado que a reacdo de
glicerdlise foi conduzida com excesso molar do 6leo e sem o
auxilio de surfactantes e ultrassom.



6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e  Aprimorar as técnicas de extragdo do glicerol, bem como as
etapas de lavagem e filtragdo do meio reacional a fim de tornar a
quantificacdo do glicerol por espectrofotometria adequada para o
acompanhamento de reacdes de glicerdlise.

e A partir do valor de velocidade inicial de formagdo de
MAGs, projetar um reator operado em modo de batelada
alimentada em relagdo ao glicerol no intuito de incrementar a
producdo de MAGs.

e  Aprofundar-se no estudo da adsor¢éo do glicerol no suporte
do derivado enzimatico Lipozyme TL IM ®.
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