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RESUMO

A producdo de monoacilglicerol (MAG) e diacilglicerol (DAG) foi conduzida de
forma enzimatica catalisada por diferentes lipases comerciais. MAG € importante
emulsificante utilizado nas industrias de alimentos, farmacéuticas e cosméticas. DAG,
assim como os MAG, sdo utilizados como emulsificantes e atualmente pesquisas tém
apontado os DAG como substituto aos dleos de triacilglicerol (TAG) em alimentos. A
producdo de MAG e DAG pode ocorrer por via quimica ou enzimatica. A rota enzimatica,
mais limpa ambientalmente, dispde ainda de duas alternativas de processo: sistema livre de
solventes ou sistema utilizando solventes organicos. Além da preocupacdo em utilizar
tecnologia enzimdtica a fim de desenvolver processos que nao agridam o meio ambiente, a
producdo de MAG e DAG vem como alternativa para a utiliza¢do da glicerina excedente
do processo de producdo de biodiesel. A proposta de integrar ambos os processos de
producdo de ésteres com a glicerdlise para produgcdao de MAG e DAG utilizando a glicerina
sem que haja descarte inadequado é uma alternativa que viabiliza a prépria produgdo de
biodiesel. Durante a producdo de MAG e DAG, observou-se a possibilidade de reutiliza¢ao
de lipases imobilizadas sem que houvesse retirada dos biocatalisadores do meio reacional e
sem necessitar de tratamento para posterior utilizacdo (filtragdo das lipases, limpeza,
estocagem). A lipase imobilizada foi reutilizada por, no minimo, 9 ciclos de reacdo semi-
continua sem perdas significativas na conversdo de TAG. Do mesmo modo que para a
lipase imobilizada, a lipase livre também foi reutilizada no processo por 8 ciclos de reacao,
demonstrando ser possivel, nesse caso em particular, o reuso de lipases ndo imobilizadas.

Apés as reagdes enzimdticas, MAG e DAG foram separados por destilagao
molecular sem degradacdo térmica dos produtos em temperaturas de destilacdo de no
méximo 250 °C. Foram utilizados dois equipamentos de destilagio molecular: um
destilador molecular centrifugo de escala laboratorial importado e um destilador molecular
centrifugo de escala piloto desenvolvido com tecnologia nacional pelo grupo de pesquisa
do Laboratério de Desenvolvimento de Processos de Separacdo (LDPS) onde este trabalho
de tese foi desenvolvido. Foram obtidos MAG com 80% (m/m) de pureza e 6leo rico em
DAG com concentragdo (m/m) de 53%. Os produtos destilados foram caracterizados
segundo suas massas molares massa especifica e temperatura de degradacao.

Palavras-Chave: monoacilglicerol, diacilglicerol, lipases, glicer6lise, destilacio molecular.
Xiii



ABSTRACT

Monoacylglycerol (MAG) and diacylglycerol (DAG) were produced through lipase-
catalyzed glycerolysis reaction employing commercial lipases. The first product MAG is
widely used as emulsifiers in foods, cosmetics and pharmaceutical products. DAG, the
same way of MAG, is usually used as emulsifiers. Nowadays, DAG replacing
triacylglycerol (TAG) oil in food has been studied. MAG and DAG production can be
carried out through chemical or enzymatic syntheses. The enzymatic route, more friendly
environmentally, can be done by solvent-free system or employing organic solvents. To
obtain more quality products, produced by green technologies and minimizing the
production of toxic waste, this research focused preferably on the solvent-free lipase-
catalyzed process. Besides the concern of using enzymatic technology to develop processes
friendly to the environment, the MAG and DAG production is an alternative for glycerol
from biodiesel production. The proposal to incorporate both processes of esters (biodiesel)
with the glycerolysis to MAG and DAG production is an alternative that enables the
biodiesel production, employing the glycerol surplus adding value to it avoiding the
discard. During the enzymatic syntheses of the emulsifiers MAG and DAG, it was
observed that additional processes of separation and preparation of immobilized lipases for
new cycles of enzymatic reaction could be avoided. The immobilized lipase could be used
at least for nine times without essential loss of TAG conversion. As the same way, the free
lipase could be reused at least for 8 times, showing that, for this particular case, the reuse

of non-immobilized lipase was possible.

After the enzymatic reactions, MAG and DAG were separated through molecular
distillation process without thermal degradation of products in distillation temperatures of
250 °C at most. Two equipments were used for the molecular distillations: an imported
centrifugal molecular distiller, laboratory scale, and a centrifugal molecular distiller, pilot
scale, a national technology developed by this research group at the Laboratory of
Separation Process Development (LDPS). MAG of 80% of purity was obtained and also an
oil rich in DAG (53 wt%). The distilled products were characterized according to their

characteristics of molar weight, density and degradation temperature.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Oleos e gorduras sio fundamentais na alimentacdo humana, fornecendo energia,
agindo como veiculo para vitaminas lipossoliveis (como vitamina A, D, E e K),
apresentando-se como fontes de dcidos graxos essenciais como linoleico, linolénico e
araquidonico e contribuindo para a palatabilidade dos alimentos. Em 2008 foi estimada
mundialmente uma producao de 6leos vegetais de 418 milhdes de toneladas. No Brasil, a
producdo de 6leos vegetais obteve uma producdo de 65,3 milhdes de toneladas no mesmo
ano de 2008 (BRAGATHESW, 2008).

A maioria dos 6leos e gorduras naturais tem aplicacdo limitada em suas formas
inalteradas, impostas pela sua composi¢do em dcidos graxos e em triacilgliceréis. Para
ampliar seu uso, 6leos e gorduras s@o modificados através de métodos industriais como
mistura, fracionamento, interesterificacdo e hidrogena¢dao ou pela combinacdo desses
processos. A alteracdo das caracteristicas fisicas naturais de um oOleo ou gordura
proporciona maior funcionalidade para um grande nimero de formulacdes de produtos
alimenticios (CHIU et al., 2008 ).

Todos os processos para modificacio de Odleos e gorduras apresentam rotas
quimicas para serem executados, e as limitacdes na obtengcdo desses produtos estdo
associadas aos tipos de catalisadores quimicos e as condicdes de reacdo. Neste caso, a
catdlise enzimadtica apresenta-se alternativamente interessante e atrativa, principalmente

quando sdo consideradas as vantagens dessa rota, tais como alto rendimento do processo,
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obtencdo de enzimas seletivas e biodegradaveis, ambientalmente € um processo limpo e
seguro, requer menor consumo de energia e reduz a quantidade de residuos e sub-produtos
(CASTRO et al., 2004).

Atualmente, a conversao de gorduras e 6leos em produtos de alto valor agregado,
como monoacilglicerdis, dcidos graxos livres e derivados tem despertado grande interesse
comercial. Os monoacilglicer6is equivalem a 70 % dos emulsificantes utilizados nas
inddstrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas. Além dos monoacilglicerdis, também
os diacilglicerdis s@o importantes emulsificantes e, além dessa aplicacdo especificamente,
estudos vém utilizando 6leos de diacilglicer6is em substituicao aos triacilgliceréis (6leos
vegetais) nos alimentos, a fim de prevenir doengas corondrias e a obesidade (MAKI et al.,
2002).

Industrialmente, monoacilgliceréis e diacilglicer6is sdo produzidos através da
esterificacdo de triacilglicer6is com glicerol (glicerdlise), a altas temperaturas (>200°C), na
presenca de catalisadores inorganicos. Esta reacdo produz uma mistura com
aproximadamente 50 % de monoacilgliceris (SONNTAG, 1982). Devido as altas
temperaturas utilizadas, esta reacdo € acompanhada pela formagdo de subprodutos
indesejdveis, decorrentes de reacdes de polimerizacio de acidos graxos. Estes componentes
conferem cor escura e odor desagraddvel ao produto (FERREIRA-DIAS et al, 2001).

Neste contexto, hd um crescente interesse das industrias alimenticias em fabricar
produtos mais saudédveis devido as exigéncias de mercado, ou seja, livre dos produtos das
reacoes de polimerizacdo e de gorduras na configuracdo trans, assim como de desenvolver
processos menos poluentes. A rota quimica para a producio de emulsificantes utiliza altas

temperaturas, como ja mencionado, e para minimizar a degradac@o do 6leo devido as altas



temperaturas requeridas — ja que 4cidos graxos poliinsaturados provenientes de o6leos
vegetais sao mais susceptiveis as reacdoes de polimerizacdo — fabricantes utilizam gorduras
hidrogenadas e/ou parcialmente hidrogenadas no processo de glicerdlise quimica. A
gordura hidrogenada apresenta elevado Ponto de Fumaga (200 °C) e maior tempo de
aquecimento, em relacdo aos Oleos vegetais, sem apresentar degradacdo devido as altas
temperaturas. No entanto, sabe-se que as gorduras hidrogenadas e parcialmente
hidrogenadas possuem quantidades significativas de dcidos graxos na configuragdo trans,
decorrente do processo catalitico de hidrogenagdo, contrariando, assim, as exigéncias do
mercado consumidor e da resolu¢io RDC n°360 da ANVISA — Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria. Assim, a substitui¢do da sintese quimica de monoacilglicerdis pela
rota enzimatica apresenta-se como uma alternativa bastante atrativa, ja que, neste processo,
sdo utilizadas condi¢cdes amenas de temperatura e de pH, ndo havendo a formagdo de
compostos indesejaveis e também ndo apresentando necessidade de utilizacdo de gordura
hidrogenada pois as condi¢des de temperaturas requeridas no processo enzimdtico
possibilitam utilizar 6leos vegetais e gorduras sem que haja degradacao térmica.

Para producdo de emulsificantes MAG e DAG varias rotas quimicas ou enzimaticas
podem ser adotadas, como por exemplo, a glicerdlise de triacilglicerdis e esterificagdo do
glicerol com 4cidos graxos livres. Uma vez que a base para produc¢ao de MAG e DAG sao
triacilglicerdis e glicerina, a reag¢do de glicerdlise foi escolhida para desenvolvimento deste
trabalho. Os trialcilgliceréis sdo encontrados nos Oleos vegetais, abundantemente
produzidos no Brasil tendo como maior representante o 6leo de soja seguido do 6leo de
algoddo. Ja a glicerina apresenta-se hoje como um produto de baixo custo devido a

producdo excessiva iniciada pelo grande incentivo para a producdo de biodiesel como



aditivo ao diesel fossil. O destino para glicerina excedente da produgdo de biodiesel é hoje
um grande problema a ser solucionado. O fato que atualmente vem despertando grande
interesse da comunidade cientifica € justamente como encontrar alternativas para o0s
excedentes de glicerina derivada do biodiesel, o que tornaria mais interessante a produgao
de biodiesel.

Uma das aplicacdes do glicerol é sua utilizacdo na producdo de insumos
petroquimicos, como propanodidis e dioxanos a partir de fontes renovdveis, com a
vantagem de gerar polimeros com maior facilidade de decomposi¢do. Outra interessante
aplicacdo para o glicerol € utilizd-lo como matéria prima na producdo de
monoacilgliceréis. Essa aplicacdo para o glicerol oriundo da producao do biodiesel é
destaque nos udltimos anos, independentemente dessa reacdo se dar por rota quimica ou
enzimatica (BENAZZI, 2005; FREGOLENTE et al, 2008).

Diante do objetivo de produzir mono e diacilglicer6is empregando tecnologia
limpa, vérios processos sdo focados de modo a integrar diferentes dreas de pesquisa —
processos enzimadticos, separagdo, purificacdo e caracterizacdo de produtos — visando
sempre empregar idéias de comprometimento com o meio ambiente e geracdo de produtos

saudaveis.

1.1 OBJETIVOS

Desenvolvimento de um processo integrado, consistindo na aplicacdo conjunta de
glicerdlise enzimdtica de O6leo de soja e destilagdio molecular para a obtencdo de
monoacilglicerdis e diacilglicerdis.

Dentro desse objetivo global, sdo observados estudos sobre:



- Glicerdlise enzimatica do 6leo de soja empregando sistemas livre de solventes
utilizando-se diversas lipases comerciais.

- Melhoramento das condi¢cdes de reacdo na producdo dos emulsificantes
monoacilgliceréis e diacilglicerdis.

- Reaproveitamento das lipases livres e imobilizadas no processo enzimatico
visando viabilizar os custos do processo.

- Utilizag¢do da glicerina derivada do biodiesel na reacao de glicerdlise enzimética
para producdo de emulsificantes.

- Separagado e purificagdo dos produtos emulsificantes pelo processo de destilacao
molecular.

- Validagdo do protétipo nacional de destilador molecular centrifugo de escala
piloto em relacdo ao destilador molecular de escala laboratorial quanto a possibilidade e
capacidade de cada equipamento na separacao dos produtos da reacdo enzimatica.

- Caracterizacdo dos produtos obtidos apds a separagdo e purificacdo no destilador

molecular.



CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROCESSOS ENZIMATICOS

A maioria das transformagdes quimicas cldssicas descobertas pela quimica organica
moderna e medicinal, pré-existem nos ciclos quimicos naturais, observados na natureza.
Pesquisas consideram que as reagdes de catdlise enzimatica realizadas pelas enzimas nos
metabolismos s3o, de fato, mais eficientes e seletivas do que muitas das rotas andlogas
desenvolvidas em laboratério.

Preocupacdes com questdes ambientais com a qualidade dos produtos € com o consumo
de energia vém incentivando vdrios setores industriais a buscar tecnologias mais limpas e
eficientes. Neste contexto, a tecnologia enzimadtica surgiu como uma alternativa para a
substituicdo gradual de processos quimicos por processos biocatalisados. Esta tendéncia é
bastante clara e pode ser historicamente exemplificada pelo processamento enzimatico do amido
em escala industrial em substituicao ao uso de hidrélise dcida (BON et al, 2008).

Novas tecnologias desenvolvidas na dltima década deram origem a novas enzimas a fim
de viabilizar economicamente 0s processos enzimaticos nos diversos segmentos industriais
(ROBERTSON e BORNSCHEUER, 2005). Enzimas isoladas ou purificadas possuem um
extenso numero de propriedades que tornam seu uso atrativo como catalisador em
biotransformacao, tais como eficiéncia catalitica, seletividade, atuacdo em condi¢des brandas de

temperatura (30 a 70°C) e pressao atmosférica, além da redugdo de residuos dos processos.



A demanda mundial de enzimas industriais (para aplicacdes em detergentes, cosméticos,
alimentos, etc.) e enzimas especiais (para fins mais especificos, como pesquisas e diagndsticos)
vem crescendo expressivamente, como reportado por BON et al (2008). A Figura 1 ilustra o
crescimento nos investimentos industriais na drea da catdlise enzimdtica. S6 no que di respeito as
enzimas industriais, o faturamento em 2004 somou 2,3 bilhdes de ddlares, com uma projecao de
faturamento para 2014 de 4 bilhdes de délares. Atualmente, as aplicacOes das enzimas estdo
concentradas nas industrias de detergentes e amido, porém o mercado € bastante promissor com
aplicagdes em diversos campos, como industrias farmacéuticas, quimica fina, cosméticos,
oleoquimica, couros, celulose e tratamento de residuos industriais. A Tabela 1 apresenta alguns

exemplos relacionados as aplicagdes de enzimas em diversos setores industriais.
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Tabela 1 — Algumas aplica¢des industriais de lipases.

Setor industrial

Utilizacao

Produto

Referéncia

Laticinio

Panificagdo

Derivados do
ovo
Processamento
de carnes e
peixe
Processamento
de Oleos

Quimica fina
Detergentes
Farmacéutico

Cosmético

Curtume

Hidroélise da gordura do leite

Melhoramento do sabor e qualidade, prolongamento do
tempo de prateleira

Melhoramento da qualidade de aroma e remog¢ao de
excesso de gorduras

Desenvolvimento de aroma e remog¢do de excesso de

gorduras

Transesterificagao de dleos naturais; Hidrélise de dleos
(4cidos graxos), diacilglicer6is e monoacilglicerdis.

Sintese de ésteres

Remocao de manchas de 6leo e gordura
Digestao de 6leos e gorduras de alimentos
Remocao de lipideos, hidratagdo da pele
Clareamento de manchas

Remocao de gorduras das peles dos animais

Processamento de couro

Agente aromatizante para

manufatura de produtos lacteos

Confeitos e bolos

Maionese, molhos e cremes

Produtos embutidos

Oleos e gorduras modificadas.

Esteres
Detergentes
Digestivos

Cosméticos em geral

Produtos de couro

MIKIO et al., 2001

GANDHI, 1997

SISAK et al., 2006

MOTOK e SEGURO, 1998.

BORNSCHEUER, 1995
KOGURI, 2007.
BORNSCHEUER, 1999.
SHIMADA et al., 2007.
HASAN et al, 2006.

FUSE et al., 2000.
BOUSQUET et al., 1999.
GUTH e LENTNER, 2006.
THANIKAIVELAN et al.,
2004.




Seguindo alguns exemplos de aplicacio de enzimas em diversos segmentos,
podem-se citar:

Enzimas no processamento de fibras téxteis: Para aumentar a resisténcia e evitar a
ruptura dos fios na fabricagdo de tecidos planos de algoddo, os fios de urdume sdo
engomados. Cerca de 75 % das gomas usadas s@o a base de amido. A degomagem pode ser
feita de forma oxidativa com perdxidos e detergentes em meio alcalino (H,O,, NaOCl ou
persulfatos), ou via enzimdtica. As amilases sdo capazes de hidrolisar seletivamente o
amido em diferentes aguicares soliveis em dgua que podem ser removidos por lavagem sem
danificar o material celulético. Ainda, as celulases sao utilizadas no processamento téxtil
de fibras ceuldsicas com o objetivo de eliminar microfibras superficiais e criar uma
superficie mais lisa, aumentar o brilho, evitar formagao de peloteamento, desbotar pegas
tingidas (BON et al, 2008).

Enzimas nas indistrias de Papel: Um método de branqueamento de polpa
considerado seguro sob ponto de vista ambiental e econdmico € o “biobranqueamento” da
polpa com auxilio de xilanases. Outras aplicacdes de enzimas nesse setor empregam
amilases para hidrolisar amido para eliminagdo desse material do papel, tornando o
processo de desintegracdo mais fécil a fim de promover reciclagem de papel (BON et al,
2008).

Enzimas em medicamentos e dignosticos: Atualmente existe no mercado uma ampla
variedade de medicamentos a base de enzimas para aplicacdo na terapia de Leucemia
(Asparaginase — aprovada pra uso clinico, ulceras de pele (Colagenase), antibidticos
(Lisozima), inflamacdo (Tripsina, Catalase), antiviral (Ribonuclease), etc. A utiliza¢do de

enzimas em andlises clinicas pode ser exemplificada com a avaliacdo de substratos tais



como o dlcool (dlcool-oxidase e &lcool-desidrogenase), acido urico (Catalase/Aldeido-
desidrogenase), Colesterol total (Colesterol oxidase), glicose (Peroxidase), uréia (Urease),
etc., ou em digndsticos clinicos de doengas tais como cancer de prostata (Fosfatase acida),
leprose e cirrose biliar (enzima conversora de angiotensina), cancer de testiculo
(Lactatodesidrogenase), pancreatite aguda (Amilase), etc (BON et al, 2008).

Enzimas na industria de cosméticos: O estudo de enzimas na drea cosmética €
chamado de enzimocosmética, e visa facilitar ou dificultar as reagdes bioquimicas da pele,
proteger ou reparar a pele como também em alguns casos, destruir ou remover
intencionalmente, parcial ou totalmente algumas das estruturas da pele. Como exemplo
tem-se proteases em produtos para peeling, estrias, produtos para limpeza de dentaduras;
lipase em produtos auxiliares do tratamento da celulite; lipase, amilase e protease na
reducdo da oleosidade e da seborréia capilar, etc (BON et al, 2008).

Enzimas no tratamento de efluentes: No tratamento de efluentes, bactérias como
Pseudomonas sp e Sphingomonas sp, tém sido reportadas na degradacdo de azocorantes.
Ainda, fungos de decomposi¢do branca, como Phanerochaete chrysosporium, Pleorotus
ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Neurospora crassa e Geotrichum candidum, sao
conhecidos por degradar vérios tipos de corantes téxteis (KAMIDA et al., 2005; KUNZ et
al., 2002).

Outros exemplos da utilizacdo de lipases em processos biotecnoldgicos sdo a
producdo de biopolimeros como polifendis, polissacarideos e poliésteres (GROSS et al.,
2001), na producdo de biodiesel (geralmente obtido através de rotas quimicas) através da
transesterificacio de triacilglicerdis utilizando lipases em solventes organicos (ISO et al.,

2001) e na producdo de quimicos finos, utilizados como intermedidrios em reagdes de
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sintese, como produtos farmacéuticos, agroquimicos e compostos aromaticos (fragrancias,
por exemplo, mentil metacrilato sintetizado a partir do rac-mentol), geralmente dificeis de
serem obtidos através da sintese quimica (ATHAWALE et al., 2001).

Cerca de 90% da producdo anual de enzimas provém das maiores empresas como
Novozymes (Dinamarca), Gist Brocades (Holanda), Amano (Japao), Solvay Pfizer e
Genencor (Estados Unidos). Entretanto, para tornar a comercializacdo de enzimas atrativa
para o setor industrial, sua atividade (e seletividade, exceto para uso de detergente) precisa
ser alta, seu tempo de vida precisa ser prolongado, a versatilidade e facilidades de operacao
necessitam ser bastante gerais para diversos fins e o custo das enzimas acessivel para
utiliza¢do em larga escala.

Novos estudos sobre producdo de enzimas e diminui¢do dos custos para o setor
industrial estdo em vigor. Uma idéia inovadora patrocinada pelo Departamento de Energia
dos EUA através do National Renewable Energy Laboratory (NREL) pretende converter
biomassa em etanol de maneira economicamente vidvel. Para isso, pesquisadores da
Novozymes, empresa da drea de biotecnologia de producio de enzimas e microorganismos,
estdo trabalhando no desenvolvimento de enzimas celulases mais econdmicas, em um
projeto de pesquisa que envolve milhdes de dolares. A base tecnoldgica para a fabricagdo
de etanol a partir da biomassa estd em processo de desenvolvimento. O processo é baseado
no pré-tratamento da biomassa com 4cido, seguido de tratamento enzimdtico e
fermentacdo. Um dos objetivos do projeto € que o custo das celulases se reduza em pelo
menos dez vezes, para que a fabricacdo de etanol a partir da biomassa possua retorno
financeiro (BIOTIMES, 2007). Por enquanto, as enzimas alvo do projeto sdo as celulases,

mas os projetos de desenvolvimento dessa pesquisa serdo uteis para que as empresas
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produtoras de biocatalisadores estendam essas tecnologias para o descobrimento de novas
enzimas a custos mais vidveis para outros setores industriais.

De acordo com pesquisas recentes do BCC Research, o mercado global para
enzimas industriais em 2007 foi de US$ 2,3 bilhdes, ¢ é esperado para 2012 um aumento
para US$ 2,7 bilhdes (BUSINESS WIRE, 2007). Porém, de acordo com BON et al (2008)
esses dados sdo ainda mais animadores. De acordo com os autores, em 2004 o mercado
mundial de enzimas correspondeu a US$ 3,6 bilhdes e as previsdes apontam para um
crescimento sustentado de 6,6% ao ano. Esses estudos provam que cada vez mais
pesquisadores e empresarios industriais estdo interessados nos processos enzimaticos.

E importante ressaltar que o processamento enzimdtico de matérias-primas leva a
produtos de maior valor agregado, por suas qualidades e por serem produzidos por meio de

tecnologias limpas, o que favorece o desenvolvimento econdmico das empresas e facilita a

colocagdo dos seus produtos nos mercados domésticos e externo.

2.2  LIPASES

Lipases constituem o grupo de biocatalisadores mais importantes em aplica¢des
biotecnoldgicas, devido principalmente a versatilidade de suas aplicacdes e em producio
em grande escala.

Lipase, ou triacilglicerol hidrolase (E.C. 3.1.1.3) € um tipo de carboxi-esterase.

Pertencentes 2 classe das serinas' hidrolases, nao necessitam de cofatores”. Sob condig¢des

! Serina hidrolase — representa a familia de enzimas que compreende as lipases, esterases, proteases e
amilases. Kidd D, Liu Y, Cravatt BF, Biochemistry (2001) 4005-15.

12



fisioldgicas favordveis, esta enzima catalisa a hidrélise de 6leos e gorduras, metabolizando
essencialmente lipidios. E uma enzima soldvel em dgua que atua na interface dgua/Gleo,
hidrolisando as ligagdes de ésteres do meio ndo-aquoso. Sua funcdo natural € a hidrélise de
triacilgliceréis em glicerideos e 4cidos graxos durante a digestdo. Inicialmente eram
obtidas a partir de pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo para consumo
humano (HASAN et al, 2006).

As lipases sdo encontradas em tecidos de vdrios animais e plantas e podem ser
produzidas por fermentacdo usando vérias espécies de microrganismos, tais como fungos
Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e
Candida sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp. Do
ponto de vista econdomico e industrial, os microrganismos sdo preferiveis as lipases de
fontes animais e plantas, devido ao alto custo do seu isolamento (DALLA-VECHIA et al,
2004).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molar variando entre 20 a 75
kDa, apresentam atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a
ambiente até 70°C. Lipases sdo geralmente estdveis em solucdes aquosas neutras,
apresentando atividade Otima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C, porém sua
termoestabilidade varia consideravelmente em fung¢do da origem, sendo as lipases
microbianas as que possuem maior estabilidade térmica.

O mecanismo de atuacdo da lipase € ilustrado na Figura 2. Primeiramente, o

oxigénio hidroxil (O) da cadeia serina da lipase faz o ataque nucleofilico no carbono

2 A . . A . L. . P ~
Cofatores — substancias inorgancias necessdrias para ajudar na catdlise ou aumentar a taxa de reacdo da
mesma.
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carbonil do substrato lipidico (R1 — COO — R2) resultando em uma enzima acil
intermedidria. O hidrogénio (H) do grupo serina hidroxil €, entdo, temporariamente
transferido ao residuo histidina mais préximo. O intermedidrio formado € ligado
covalentemente ao grupo acil (R1 — C=0 —) do grupo serina da lipase. O hidrogénio da
histidina é transferido ao dlcool do substrato ( — O — R2) para formar um édlcool (HO — R2).
Os passos 1 e 2 constituem a reagdo de hidrélise/alcéolise, depois da formacdo dos
produtos. Depois disso, o oxigénio hidroxil (O) de outro dlcool ou dgua (HO — R3) faz um
ataque nucleofilico no carbono carbonil ligado a serina da lipase. A partir disso, outro
“novo” intermedidrio acil da enzima é formado. Os passos 3 e 4 sdo denominados

esterificacdo ou sintese de ésteres (MALCATA, et al, 1992; DAMSTRUP, 2008).

Th T o
R1—(C —0-R . Rl—"f —0-RF — D—tlil.—Rl
6H Passo 1l ? - Passo 2 STr/ HO— R,
| C | His
sr.r His Ser His ~
/ —
0 Z l
1l ?"\’ o
fmC—ok, e o=l _p
c|)H - ‘|3 H - Ser’ 1 -
A Passo 4 Ser ( | Passo3 | {{0— R;
— | His “His

Figura 2 — Mecanismo proposto para acao catalitica das lipases (DAMSTRUP, 2008).

Em relacdo a aplicacdo de lipases na industria de oleoquimicos, as lipases da
familia das hidrolases catalisam reacdes de hidrdlise de lipidios em sistemas livre de
solventes, apenas dgua e substrato, ou na presenca de solventes organicos. Neste ultimo, o

meio orginico pode propiciar o aumento do poder catalitico da lipase, um fendémeno
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chamado ativac¢do interfacial. O mecanismo de ativacdo interfacial estd associado a
mudanca conformacional na enzima (Figura 3): o sitio ativo dessas enzimas € recoberto por
uma “tampa” hidrofébica ou lid, que ao interagir com a interface lipideo/dgua sofre uma
mudanca conformacional, expondo o sitio ativo, permitindo o livre acesso a0 mesmo
(MARUYAMA et al., 2000). Descobriu-se mais recentemente, entretanto, que varias
lipases ndo sdo passiveis de ativacdo interfacial. E o caso da lipase de Candida Antarctica
B, apesar da alta homologia desta enzima com outras lipases capazes de ativagdo
interfacial. Mesmo assim, o fato de a maioria das lipases conhecidas ser ativada na
interface organico-aquosa, propiciou o desenvolvimento de diversas metodologias de
estudo da ativacao interfacial. Observou-se que a superficie de diversas lipases tem carater
mais hidrofébico na regido que contém a tampa. As estruturas tridimensionais das lipases
conhecidas até hoje mostram que o grau de mobilidade da tampa ou lid varia fortemente
encontrando desde casos em que parece haver dois estados extremos — aberto e fechado —
com niveis de energia significativamente inferiores aos dos estados de transi¢do, ate casos
com tampas muito méveis com varios estados de energias (MINGARRO et al, 1995; BON

et al , 2008).

?itio Ativo Acesso ao sitio ativo

Interface agua/dleo

R — |

Lipase Lipase

Tampa fechada Tampa aberta

Figura 3 — Esquema do mecanismo de ativacao interfacial da lipase.
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Embora muitos aspectos do mecanismo catalitico das lipases ainda nao estejam
esclarecidos, os dados estruturais das lipases permitem algumas conclusdes: a) a maioria
das lipases apresentam profundas mudancas estruturais durante a ativagdo interfacial: a
“tampa” (lid) se move deixando a enzima na forma aberta e ativa, proporcionando uma
grande superficie hidrofébica de interacdo lipideo-proteina; b) a abertura da tampa pode ser
facilitada por solventes organicos, provavelmente por diminuicdo da constante dielétrica do

meio (BON et al , 2008).

2.2.1 APLICACOES GERAIS DAS LIPASES

O campo comercial de maior importancia da aplicacdo de lipases hidroliticas € sua
adicdo em detergentes, que sdo usados principalmente em lavanderias domésticas e
industriais e limpeza doméstica. O comércio mundial de enzimas para aplicagdes em
detergentes € estimado em 450 milhdes de dolares por ano (SHANLEY, 1998). Para
melhorar o poder de detergéncia, geralmente sdo adicionados nos detergentes mais de um
tipo de enzimas, como as proteases, amilases, celulases e lipases. As enzimas podem
reduzir o impacto ambiental causado pelos produtos detergentes, uma vez que a quantidade
de compostos quimicos nos detergentes € reduzida, sdo biodegraddveis, ndo produzem
residuos nocivos a satide e nao apresentam risco a vida aquética.

Embora, atualmente, as aplicagdes industriais das lipases estejam concentradas nas
industrias de detergentes, novas aplicacdes vém se estabelecendo nos mais diversos

campos, tais como indudstria farmacéutica, quimica fina, cosmética, oleoquimica, couros,

polpa de celulose e papel no tratamento de residuos industriais, entre outros (Tabela 1). As
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lipases vém deste modo, conquistando uma faixa crescente do mercado de enzimas
industriais.

Em se tratando de redugdo de residuos e produtos que causam impacto ambiental,
as lipases tem se tornado um dos mais importantes grupos de enzimas para a producdo de
polimeros biodegraddveis em sintese organica. /-Butil oleato foi produzido por
esterificagdo direta do butanol e dcido oléico a fim de diminuir a viscosidade do biodiesel
quando este é utilizado em climas frios. Esteres de tri-metil-propano foram também
sintetizados para uso como lubrificantes. As lipases podem catalisar sintese de ésteres e
reacOes de transesterificacdo em sistemas utilizando solventes organicos tem ampliado as
possibilidades de produgao de poliésteres biodegradaveis e poliésteres aromaticos através
da catalise enzimatica (LINKO et al., 1998).

Na inddstria oleoquimica, a aplicagdo de lipases com o objetivo de obter
concentrados de dcidos graxos poli-insaturados (AGPI), como Omegas 3 e 6, de
importancia nutricional ou médica tém despertado interesse de muitos pesquisadores e de
fabricantes de produtos alimenticios com a finalidade de comercializar produtos (leite e
derivados, biscoitos, paes, sucos, etc.) enriquecidos com Oleos ricos em AGPI
(KOLANOWSKI e LAUFENBERG, 2006). E conhecido que os ésteres de AGPI com
alcodis primdrios apresentam absor¢do praticamente nula e podem resultar em metabdlitos
toxicos. Por sua vez, os AGPI livres apresentam uma extensdo de absor¢do significativa,
mas possuem a desvantagem de sofrerem facilmente deterioracdo oxidativa. Em
contrapartida, os AGPI esterificados ao glicerol na forma de acilgliceréis s@o melhores
absorvidos, sendo esta forma a mais facilmente obtida pelas reacOes enzimdticas

catalisadas pelas lipases (CARVALHO et al., 2003).
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Uma drea que ganhou relevancia nos ultimos anos é o emprego de lipases na
producdo de biodiesel, através da transesterificacdo de TAG com alcodis de cadeia curta.
Os ésteres de acidos graxos de cadeia longa produzidos na rea¢do podem ser empregados
como combustivel, com a vantagem de nao ocorrer a geracdo de 6xidos de enxofre e de
particulados (ISO et al, 2001). Diversas lipases e 6leos vegetais, como 6leo de mamona, de
girassol, soja, palma, estdo em testes como substrato para a reacdo de transesterificacao.

Para tornar economicamente vidvel o uso de lipases como catalisadores de
processos industriais a drea de Engenharia de Proteina disponibiliza técnicas que podem
contribuir para a obtencdo de enzimas com 0s requisitos necessdrios para aplicacdo no
setor industrial. Dentre as técnicas ainda em estudo destaca-se a mutagé€nese sitio-dirigida,
gerando lipases mutantes com enantiosseletividade aumentada. Embora as técnicas
fornecam resultados promissores no sentido de gerar lipases com caracteristicas mais
apropriadas a sua utiliza¢cdo como catalisadores de processos industriais, muitos esforcos
ainda sdo necessdrios para o desenvolvimento de novos biocatalisadores imobilizados,
sistemas de reacdo multifasicos e processos de producio e purificacdo de lipases de menor

custo (BON et al, 2008).

2.2.2 ESPECIFICIDADE DE LIPASES

Para aplicac@o industrial, a especificidade da lipases é um fator crucial. Ha trés

grupos que dividem as lipases quanto a sua especificidade: i) Lipases nao-especificas; ii)

Lipases 1,3-especificas; iii) Lipases dcido graxos especificas.
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As lipases chamadas 1,3-especificas (ex: Aspergillus niger, Mucor javanicus,
Rhizopus oryzae, Penicillium roquefortii) catalisam as reagdes nas posi¢des dos alcodis
primarios do glicerol (posi¢c@o sn-1 ou sn-3), formando assim, produtos com composicdes
diferentes daqueles obtidos por lipases ndo-seletivas ou mesmo por catalisadores quimicos.
Lipases chamadas nao-especificas (ex: Candida rugosa, Pseudomonas sp.) atuam nas trés
posicdes dos alcodis primdrios (sn-1, sn-2 ou sn-3) aleatoriamente (Figura 4).

OH sn.l
sn.2 HO

OH sn3

(A) Glicerol

0O snl Ow CH;3

sn.2

F

CH;

(B) Triacilglicerol

CH;

Figura 4 — Esquema das posicoes dos alcodis primdrios na (A) molécula de glicerol;

(B) posig¢des sn-1, sn-2, sn-3 na molécula de triacilglicerol.

Lipases de Rhizomucor e Penicillium siao 1,3-especificas, porém a lipase de

Candida antarctica apresenta os dois tipos, 1,3-especifica (Candida antactica B) e nao

especifica (Candida antactica A). As lipases 1,3-especificas diferem entre si no grau de
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seletividade (ou especificidade), como indicado qualitativamente na Tabela 2. Exemplos de

reacOes que utilizam lipases 1,3-especificas serdao apresentados no Item 2.6.4.

Tabela 2 — Regioseletividade de algumas lipases.

Lipase Regioseletividade Referencia

Aspergillus niger Moderadamente 1,3-especifica  Macrae e Hammond (1985)
Candida antarctica B 1,3- especifica Novo Nordisk

Candida antarctica A nao- especifica ou 2- especifica Novo Nordisk

Candida rugosa Nao- especifica Amano pharmaceutical
Rhizomucor oryzae Altamente 1,3- especifica Amano pharmaceutical
Rhizomucor miehei Moderadamente 1,3- especifica Berger et al., (1992)
Geotrichum candidum Acido graxo especifica Amano pharmaceutical
Rhizomuco javanicus Levemente 1,3- especifica Macrae e Hammond (1985)

Fonte: BORNSCHEUER e KAZLAUSKAS, 1999.

As enzimas pertencentes a classe de lipases dcido graxo especificas atuam
especificamente na hidrélise de ésteres, cujos dcidos graxos sdo de cadeia longa insaturada
com duplas ligacdes, em cis no carbono 9. Esteres com écidos graxos insaturados ou sem
insaturacdo no carbono 9 sdo lentamente hidrolisados. Este tipo de especificidade ndo é
comum entre as lipases e o exemplo mais estudado € a lipase de Geotrichum candidum,

seletiva para ligacdes duplas na posicdo cisA9”.

? Primeira dupla ligagdo na posigdo cis do carbono 9.
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2.3 EMULSIFICANTES

Emulsificantes sdo compostos organicos constituidos por moléculas anfifilicas
contendo partes polares (cabecga) e apolares (cauda), que se posicionam entre as duas fases
da emulsao (aquosa e oleosa), originando a pelicula interfacial que diminui a tens@o entre
elas estabilizando o sistema (ADAMSON e GAST, 1997).

Os emulsificantes podem ser classificados segundo algumas caracteristicas e
propriedades (STAMPFLI e NERSTEN, 1995):

Origem: naturais ou sintéticos;

Propriedades de solubilidade;

Presenca de grupos funcionais;

Equilibrio hidrofilico/lipofilico (EHL);

Potencial para ionizacdo (idnico versus nao idnico).

A principal funcdo dos emulsificantes no processamento dos alimentos € reduzir a
tensdo interfacial entre as fases em uma emulsao, geralmente 6leo e 4gua. Em um sistema
de duas fases, uma fase é dispersa na outra em forma de gotas. Sao denominadas emulsdes
6leo/dgua quando a fase continua é dgua, como leite ou sorvetes, e emulsdes dgua/dleo
quando a fase continua é 6leo, assim como manteigas e margarinas (ADAMSON e GAST,
1997).

Uma emulsdo € considerada termodinamicamente instdvel. Para ser considerada
termodinamicamente estivel, a emulsdao deveria espontaneamente voltar ao estado de
emulsdo ap6s uma separagcdo de suas fases através de, por exemplo, uma centrifugagao.
Entretanto, experiéncias mostram que, depois de separadas as fases de uma emulsao, elas

permanecem separadas até que sejam misturadas por uma forga externa.
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Uma emulsdo estdvel apenas retarda o inevitdvel, agindo de modo a evitar que a
separacdo de fases seja visivel, pelo menos dentro do tempo normal de vida do produto
(GUNSTONE e PADLEY, 1997). Como exemplo, pode-se citar a margarina como um
produto essencialmente estivel, e a mistura apropriada de gordura combinada com
proteinas do leite, lecitinas e mono- e diacilglicerdis saturados usados na producdo da
margarina aumentam a estabilidade e as propriedades alimenticias. A utilizagdo desses
tensoativos na industria alimenticia, além de estabilizar emulsdes, ainda modifica a
cristalizacdo da gordura; modifica a consisténcia, a aderéncia da massa, além das
caracteristicas de geleificacdo do amido pela complexacdo com amido, proteina e acticares;
lubrificam as massas com baixo teor de gordura, entre outras propriedades.

Todos os emulsificantes apresentam uma caracteristica comum, que € o fato de
serem moléculas que possuem uma porcao polar, solivel em 4dgua, também chamada de
por¢ao hidrofilica e uma por¢a@o apolar, insolivel em dgua, também chamada de lipofilica
ou hidrofébica. O balango entre essas duas por¢des moleculares com caracteristicas opostas
¢ denominado EHL - equilibrio hidrofilico-lipofilico (do inglés HLB — hydrofilic-lipophilic
balance). Este representa um sistema de classificacdo dos tensoativos, tendo como base os
parametros de solubilidade desses compostos em solventes polares e/ou apolares
(GRIFFIN, 1954). Estas propriedades fazem com que os emulsificantes sejam amplamente
utilizados em aplicagdes industriais envolvendo detergéncia, emulsificagcdo, lubrificacao,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizagdo e dispersao de fases. Na Tabela
3, sdo apresentados alguns valores de EHL para alguns emulsificantes empregados em

panificaco.
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Com respeito a origem dos emulsificantes, estes podem ser naturais, como a
lecitina, ou sintéticos, produzidos especialmente a partir de monoacilgliceréis de glicerol e
ésteres de 4cido latico. Os monoacilglicerdis, mais comumente empregados, pertencem a
categoria dos produtos reconhecidos como seguros, apresentando o status GRAS
(Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration)
(NABESHIMA et al., 2003; FREITAS et al., 2008).

A Figura 5 exemplifica as razdes pelos quais os monoacilglicerdis sdo geralmente
empregados preferencialmente nas indudstrias alimenticias como agentes emulsificantes.
Neste caso, € avaliada a firmeza da massa a base de sémola de trigo com adi¢do dos
emulsificantes: estearoil-2-lactil lactato de sédio (SSL), lecitina de soja e monoacilglicerdis

(MAG) nas dosagens de 0,1; 0,3 € 0,5%.
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Figura 5 - Firmeza da superficie de massas (g/mm) a base de semolina em funcdo da

dosagem de emulsificante (%). Fonte: RHO et al, 1989.
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A partir desses dados, verifica-se que os emulsificantes mais efetivos empregados
na massa a base de sémola de trigo foram o monoacilglicerol e o SSL, que a partir de 0,3%
apresentaram resultados de firmeza muito similares. A lecitina foi menos efetiva em
comparacao com os outros emulsificantes (CICHELLO et al., 2000; RHO et al., 1989).

Também, na industria de panificacdo, MAG e DAG sdo altamente empregados.
Ainda na Tabela 3 sdo apresentados alguns tipos de emulsificantes utilizados em
panificacdo e os mais adequados para cada aplica¢do (com amido ou gliten). No caso de
emulsificantes empregados na industria cosmética, os modernos emulsificantes lipidicos,
que ndo exibem suas propriedades caracteristicas abaixo de 50°C e mostram solubilidade
relativamente baixa em dgua a temperatura ambiente, oferecem boa resisténcia a 4gua em
emulsodes 6leo/dgua.

Tabela 3 — Dados para selecio de emulsificantes adequados empregados em

panificagao.
Interacdo Interacdo Dosagens
Emulsificante Nome comum EHL
com amido com gluten usuais
Polisorbato 60 PS-60
14 -15 Moderado Excelente 0,15-0,30
Polisorbato 80 PS-80
Estearoil-2-lactil lactato de
‘ SSL 7-9 Muito bom Bom 0,25 -0,50
sédio
Estearoil-2-lactil lactato de
. CSL 18 -21 Bom Bom 0,25 -0,50
calcio
Mono e Diacilglicerois MAG/DAG 2-5 Excelente Moderado 0,10 -0,50
Estearato de
o . _ 11 Excelente Moderado 0,30 - 0,50
polioxietilenoglicol
Diacetil tartarato de mono e
DATEM 8-10 Moderado Excelente 0,25 -0,50

diacilglicer6is

Fonte: PALMA et al (2004).
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24  LIPIDIOS

Lipidios sdo substancias caracterizadas pela baixa solubilidade em dgua e outros
solventes polares e pela alta solubilidade em solventes apolares. Os lipideos podem ser
divididos em algumas classes de compostos mais simples como 4cidos graxos,
triacilglicerdis e lipideos mais complexos, tais como ceras, fosfoglicerideos (fosfolipideos),
esfingolipideos, lipoproteinas, esterdis e vitaminas liposoliveis.

Os triacilglicerdis, ou triglicerideos (TAG), sao lipidios formados pela ligacao de 3
moléculas de dcidos graxos com o glicerol, um tridlcool de 3 carbonos, através de ligacdes

do tipo éster, como ilustrado pela Figura 6 .

0
I
CH,—OH HO_S_RI HOH CH, —OOC—R;
I
TH —OH + HO—C—R, — HOH + CH —00C—R,
0
HOH
CH,— Il _ _
»—OH HO—C—R; CH, —OOC—R;
Glicerol Acidos Graxos Agua Triacilglicerol

Figura 6 — Formacdo de uma molécula de triacilglicerol. R1, R2 e R3 sdo cadeias

carbOnicas de dcidos graxos saturadas ou insaturadas.

Sao absolutamente hidrofébicos, sendo também chamados de "Gorduras Neutras".
Os 4cidos graxos que participam da estrutura de um TAG sdo, geralmente, diferentes entre
si. Algumas estruturas de 4cidos graxos podem ser observadas na Figura 7. No geral
apresentam estruturas alifaticas podendo possuir uma ou mais duplas ligagdes, apresentam

normalmente isdmeros cis, e variam de acordo com o tipo de 6leo ou gordura. A presenca
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de duplas ligagdes (insaturagdes) na cadeia do acido graxo faz com que haja uma

modificacdo espacial na cadeia carbdonica promovendo seu dobramento no plano. Esta

estrutura proporcionada pelas insatura¢des da cadeia confere um arranjo mais fraco entre as

moléculas, permitindo uma dissociagcdo mais facil, conferindo o estado fisico mais

liquefeito em relacdo ao dcido graxo saturado de nimero de carbonos correspondente.

Os TAG mistos de acidos graxos insaturados ou saturados de cadeia longa podem

existir na forma de diapasdo (I) e/ou de cadeira (II), como ilustra a Figura 8 (SILVA,

1999).
— / CH3
0
H;C C—OH 9
N C—OH
Acido Oleico 9-cis C18:1
Acido Linolénico C18:3
H
WMO / 3
H;C I
C—OH
H

Acido Elaidico 9-trans C18:1

Acido Araquidénico C20:4

Acido Estearico C18:0

Z CH;

i
C—OH

Acido Linoleico C18:2

Figura 7 — Estruturas de alguns dcidos graxos presentes em 6leos e gorduras.
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Figura 8 — Possiveis conformacdes da molécula de lipidio de TAG. R’, R e R*”’ sdo

cadeias carbOnicas saturadas ou insaturadas.

2.4.1 LIPIDIOS ESTRUTURADOS

As dietas ricas em gorduras trans e gorduras saturadas apresentam indmeros
maleficios para a saide em funcdo da relacio de sua elevada ingestio com o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e circulatorias. Implicacdes negativas para a
saude associados com o consumo de trans e gorduras saturadas podem ser revertidas
minimizando a ingestdo dessas gorduras e pela substituicio destas por gorduras

poliinsaturadas, por exemplo.

Para reduzir o nivel de 4cidos graxos saturados e trans nos alimentos, as indudstrias
precisam investigar alternativas aos tradicionais TAG de estruturas saturadas e trans.
Infelizmente, lipidios que possuem estruturas na configuracdo trans-saturada garantem a
textura e firmeza em diversos alimentos como sorvetes, queijo, manteiga, margarina, fast-
foods, bolos e tortas industrializadas, etc. Uma vez que essas estruturas de TAG sdo

responsaveis pelas caracteristicas dos alimentos de boa consisténcia e textura, muitas vezes
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ha dificuldade em elimind-los para melhorar os aspectos sauddveis do produto sem

sacrificar algumas das propriedades e caracteristicas desejadas (ROGERS, 2009).

Desse modo, alteracdes nas estruturas dos TAG, que permitam substituir acidos
graxos saturados ou trans dos TAG por outros e que ainda que fornecam caracteristicas e
propriedades semelhantes nos alimentos que as estruturas trans-saturadas, sdo objetos de
pesquisa de diversos estudos (BOT et al, 2009; ROGERS, 2009; PERNETTI et al, 2007) .
Estes estudos visam alterar os lipidios de forma que as propriedades alimenticias sejam
preservadas (por exemplo, textura e firmeza de produtos) melhorando as caracteristicas

nutricionais dos mesmos.

Lipidios estruturados podem ser definidos como TAG reestruturados ou
modificados para alterar composicdo em acidos graxos e/ou sua distribui¢do na cadeia de
glicerol. Estas modificacdes podem ser realizadas por vias quimicas ou enzimadticas. Sao
sintetizados com o objetivo de obter lipidios nutrac€uticos ou funcionais, com composi¢ao
particular de 4cidos graxos ou TAG, que podem proporcionar beneficios especificos para a
saude, bem como melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas dos TAG, alterar ou
incrementar as propriedades nutricionais dos alimentos (CHIU et al, 2008) ou apresentar
propriedades desejaveis como valor caldrico reduzido ou alteragdo no ponto de fusdo
(D’AGOSTINI, 2001). Como exemplo, o valor nutricional dos TAG e as suas propriedades
fisico-quimicas ndo s6 sdo determinados pela composi¢do em 4cidos graxos, mas também
pela distribui¢do posicional dos grupos de acila ligados ao glicerol. TAG especiais do tipo
ABA que contém 4cidos graxos de cadeia média (por exemplo, C8) nas posicdes sn - 1,3

(A) e um 4cido graxo de cadeia longa ndo saturada (por exemplo, C16-C22), na posi¢do sn-
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2 (B), ¢ uma fonte de energia efetiva para pacientes com mal-absorcio de TAG

(JANDACEK et al, 1987).

E desejével que a dieta humana seja composta de quantidades equivalentes de
gorduras saturadas, poliinsaturadas e monoinsaturadas da ordem de 1:1:1, segundo
recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS). Devido as dificuldades em obter
Oleos e gorduras que atendam as necessidades requisitadas pela OMS, faz-se necessarias
modificagcdes nas estruturas dos 6leos e gorduras a fim de se obter lipidios estruturados que

atendam essas exigéncias nutricionais (TRIVEDI e SINGH, 2005).

Em sua pesquisa, Filleti J. (2005) obteve lipidios estruturados a partir da gordura de
ucuudba rica em acido miristico C14:0 (superior a 60%, portanto trata-se de uma matéria
prima com alto teor de 4cidos graxos saturados e consisténcia dura) e ésteres etilicos de
6leo de canola (com alto teor de dcido oléico) e de 6leo de algas (com alto teor de dcido
docosahexaendico — DHA), utilizando-se lipases sn-1,3-especifica. Desse modo, a gordura
de ucuuba que inicialmente era empregada em aplica¢des ndo alimentares e de baixo valor
agregado, apds a modificagdo na estrutura com AGPI, apresenta elevado valor nutricional
em alimentos e pode ser empregada em substituicdo a manteiga de cacau como

ingredientes de baixo valor calérico (FILLETI J, 2005).

Outras aplicacdes de lipidios estruturados podem ser observadas em férmulas para
criancas recém-nascidas que contenham acidos graxos de cadeia média, 4cido linolénico,
acido linoléico e AGPIs nas mesmas quantidades encontradas no leite humano (OSBORN
e AKOH, 2002). Silva e Gioielli (2006) estudaram os efeitos da interesterificacdo quimica
nas propriedades fisicas de banha e suas misturas com o 6leo de soja, procurando

desenvolver lipidios estruturados da gordura do leite humano (SILVA e GIOIELLI, 2009).
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Lipidios estruturados sao preferencialmente produzidos via transesterificacdo para
dar origem a gorduras plésticas e Oleos capazes de serem usados em substituicio aos
empregados em margarinas, coberturas de bolos, etc., sem apresentar adcidos graxos na
configuragdo trans. Quando cadeias de dcidos graxos curtas e médias sdao incorporados a
cadeia de glicerol, elas podem formar TAG com boas propriedades de espalhamento a
baixas temperaturas, consisténcia macia e melhoramento das condi¢cdes de fusdo

(OSBORN e AKOH, 2002).

Lipidios estruturados podem ser obtidos via rotas quimicas ou enzimadticas, sendo
esta dltima mais adequada uma vez que lipases regioseletivas podem atuar especificamente
nas posicoes do glicerol do TAG a fim de obter lipidios estruturados com maior percentual
de pureza. Podem ser obtidos por esterificacdo direta, aciddlise ou interesterificacao
quimica ou enzimatica (D’AGOSTINI, 2001). As rotas de producdo serdo abordadas com

mais detalhes no item 2.10.4.

Além dos TAG estruturados, DAG e MAG estruturados também podem ser
obtidos, agregando qualidades especificas aos produtos nos quais sdo incorporados. DAG
que apresentem na mesma estrutura do glicerol preferencialmente acidos graxos de cadeia
média e AGPI sdao adequados quando consumidos em alimentos, em substituicdo aos 6leos
de TAG (item 2.8) (KIM, et al, 2006). A producdao de MAG a partir de 6leos ou gorduras
que apresentem dacidos graxos particulares como AGPIs e 4cidos graxos de cadeia média
ou curta, que possam adicionar qualidades aos alimentos como baixo valor caldrico,
capacidade de cristalizacdo, alteracdo no ponto de fusdo é desejdvel a fim de obter produtos

mais saudaveis, com elevado valor nutricional.
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2.5 MONOACILGLICEROIS

Dentro da classe dos lipideos, os monoacilgliceréis (MAG), ou monoglicerideos,
possuem grande interesse comercial. MAG sao monoésteres que consistem em um Unico
residuo de 4acido graxo esterificado a uma molécula de glicerol que, dependendo da
orientagdo das moléculas duas formas isoméricas podem existir, conforme apresentado na
Figura 9. Os 4cidos graxos individuais da cadeia de MAG podem estar posicionados em
diferentes carbonos da estrutura do glicerol, numerados como sn-1(3) para a posi¢do no
carbono final (o-isdmeros) ou sn-2 (B-isdmeros) para a posi¢ao no carbono intermedidrio.
Dependendo da origem lipidica, as cadeias carbodnicas dos ésteres podem apresentar
diferentes estruturas de seus dcidos graxos: saturadas, insaturadas, longas ou curtas
(DAMSTRUP, 2008).

Normalmente, a forma isomérica do MAG mais encontrada, na propor¢do de 1-
MAG:2-MAG ~ 9:1, é a o—isomérica (1(3)-MAG). Esta razdo de 9:1 € devido a acil

migragao - reagdes induzidas termodinamicamente intra molecular (LASZLO et al, 2008).

i
H,C—0O—C—R HO—(|ZH2 (I?
HO—CH H—C—0O—C—R
HO—?—H HO—(|3H2
H
sn-1 sn-2

R - Cadeia carbOnica saturada ou insaturada.

Figura 9 — Formas isoméricas da molécula de MAG.
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Os grupos hidroxilas livres do glicerol proporcionam as caracteristicas hidrofilicas,
enquanto que a cadeia acil é responsavel pelas caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas da
molécula de MAG. Assim sendo, MAG sa@o consideradas moléculas anfipdticas, que
possuem caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas (YANG et al., 2005). Quando em meio
aquoso, moléculas anfipéticas tendem a se agrupar formando estruturas esferdides, as
micelas, atuando como surfactantes ou emulsificantes, promovendo estabilidade da
emulsdo por redugdo da tensao superficial entre as fases dgua e 6leo.

Devido a sua capacidade emulsificante, MAG siao matérias-primas para a inddstria
alimenticia, significando 70% dos emulsificantes utilizados (SAGALOWICZ et al, 2006;
FERREIRA-DIAS et al., 2001; SONNTAG, 1982). Estes visam manter a textura, umidade
e evitar que os ingredientes se separem. Dentre as aplicagdes de MAG, destaca-se seu uso
direto na producdo de produtos de panificacdo, bolos, massas e margarinas (BACKELS,
1976). Além disso, MAG também sao utilizados como matéria-prima para a producdo de
diversos outros tipos de emulsificantes, em que um grupo hidroxila do glicerol é
substituido por diferentes tipos de moléculas como acido acético, latico, citrico, tartérico,
etc. (DANISCO, 2005).

Na indudstria de cosméticos, sdo utilizados como agentes texturizadores para
melhorar a consisténcia de cremes e locdes além de serem empregados nas industrias
farmacéuticas como suporte para liberacdo de medicamentos soliveis e insoliveis em dgua

(KAEWTHONG et al., 2005).
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2.6 DIACILGLICEROIS

Diacilgliceréis (DAG), ou diglicerideos, sdo freqiientemente, utilizados nas
inddstrias alimenticias e cosméticas, juntamente com os MAG, como emulsificantes nio-
ionicos e agentes texturizadores (KWON et al., 1995). DAG sdo constituidos de dois
residuos de dcidos graxos ligados a cadeia de glicerol, e podem ocorrer em duas formas
isoméricas 1,3-DAG (a,0’- isdmero) ou 1,2-DAG (a,p — isébmero), como ilustrado na
Figura 10. Segundo LASZLO (2008) a propor¢do de ocorréncia entre as duas formas

isoméricas dos DAG € de 2:1 de 1,3-DAG para 1,2-DAG.

0)
[l )
H,C—0—C—R H,C-OH O
H 0 H 0
sn-1,3 ou a,0'-isOmero sn-1,2 ou a,[3-isdmero

Figura 10 - Formas isoméricas da molécula de DAG. R, R’ e R’’ sdo cadeias carbonicas
saturadas ou insaturadas.

Desde que nao haja necessidade de se ter emulsificantes a partir de MAG destilados
(>90% de MAG), a incorporagao de DAG na mistura € vantajosa, uma vez que este € mais
barato e possui desempenho adequado as aplicacdes mencionadas. Além de serem
empregados em misturas com MAG, regioisomeros de DAG sdo utilizados como
intermedidrios quimicos para sintese de fosfolipidios e glicolipidios.

Estudos recentes véem incorporando DAG na dieta humana, substituindo TAG a

fim de prevenir algumas doencas relacionadas com a obesidade. Pesquisadores afirmam
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que a ingestdo prolongada de uma dieta que incorpore 6leo contendo principalmente DAG
comparada a ingestdo de TAG que apresenta acidos graxos similares, reduz a gordura
acumulada na regido abdominal (TAGUCHI et al., 2001; MAKI et al., 2002; MENG et al.,
2006).

E possivel desenvolver juntamente com a obtencio de Sleos de DAG, um produto
modificado estruturalmente a fim de agregar mais valor nutricional aos alimentos a partir
de, como por exemplo, alguns dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa como &4cido
docosahexaendico (DHA) e eiscosapentandico (EPA) da familica 6mega-3 e 4cido Y-
linolénico da familia dmega-6.

Lipidios estruturados s@ao TAG, DAG ou MAG modificados obtidos através de
interesterificagdo quimica ou enzimdtica, com a finalidade de alterar a composi¢cdo em
acidos graxos e/ou sua distribuicdo posicional na molécula de glicerol. Sdo sintetizados
com o objetivo de se obter lipidios que proporcionem beneficios especificos para a satde,
bem como melhorar ou modificar as caracteristicas fisicas e quimicas dos TAG, além de
modificar ou incrementar as propriedades nutricionais do alimento, tema abordado no item
2.4.1. Como exemplo, os &acidos graxos de cadeia média podem ser incorporados a
gorduras e dleos formando lipidios estruturados que irdo conter dcidos graxos de cadeia
média nas posi¢des sn-1 e sn-3 e um 4cido graxo de cadeia longa na posicdo sn-2. E
benéfico incorporar dcidos graxos de cadeia longa insaturados na posicdo sn-2 devido a
baixa atividade da lipase pancredtica com relagcdo a estes dcidos graxos quando eles estdo
presentes nas posicoes sn-1 e sn-3 dos TAG. Na posi¢do sn-2 os 4cidos graxos de cadeia

longa insaturados sao mais biodisponiveis, devido a a¢do das lipases, visto que sdo mais

facilmente absorvidos (D’ AGOSTINI e GIOIELLI, 2002).
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Cerca de 70% dos DAG podem ocorrer na forma 1,3-DAG, porém os
regioisomeros 1,2(2,3)-DAG s@o mais dificeis de serem sintetizados, devido a acil
migracdo que favorece a regioisomeria do primeiro caso (Figura 11) (BORNSCHEUER,
1999). A obtengdo desses regioisdmeros € dificultada pela rota quimica, porém novas
técnicas de catdlise enzimdtica em meio organico sdo continuamente estudadas.

FUREBY et al. (1997) pesquisaram sobre a sintese de 1,2-DAG e 1,3-DAG através
da reacdo de alcdolise de TAG em diferentes solventes organicos, dentre eles hexano,
isooctano, diisopropil éter e lipases comerciais, como P. roquefortii, P. cyclopium, e
Pseudomonas sp. O melhor solvente no caso foi o diisopropil éter com a lipase de P.
roquefortii, produzindo 95% de 1,2-DAG apés 50 horas de reagao.

KRISTENSEN® et al. (2005) utilizaram reacdes de glicerdlise enzimética de TAG,
neste caso, livre de solventes para produzir DAG a partir de lipases comerciais. A lipase
nao-especifica de P. fluorecens produziu, apds 28 horas de reagdo 45% de 1,3-DAG e 20%

de 1,2-DAG.
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Figura 11 — Reacdes durante a sintese de diacilglicerol catalisada por lipase.

Fonte: BORNSCHEUER, 1999.

2.7 MONOACILGLICEROIS DESTILADOS

Os emulsificantes sdo definidos pela Legislagdo Brasileira como as substancias que
tornam possivel a formacao ou manuten¢do de uma mistura uniforme de duas ou mais fases
imisciveis nos alimentos (PAVANELLI et al, 2000).

A producdo mundial de MAG ¢é estimada em cerca de 180.000 ton por ano
(BELLOT et al., 2001), das quais aproximadamente 85 mil sdo consumidas nos EUA,
como emulsificantes em alimentos.

Em muitas aplicagdes, uma mistura de DAG e MAG, além de mais econdmica, é

suficiente para promover a homogeneidade de uma emulsdo, a exemplo de algumas

36



margarinas € maioneses. Nesses casos, a por¢do de cada um na emulsdo pode variar de
acordo com a finalidade desejada. Entretanto, muitas vezes sdo necessarios emulsificantes
com alta concentracio de MAG. Emulsificantes MAG/DAG destilados que apresentam
90% de MAG possuem caracteristica de temperatura de fusdo de 66 °C, mantendo-se
sOlidos a temperatura ambiente. Essa caracteristica é fundamental para oferecer, além da
funcdo surfactante, consisténcia e maciez aos alimentos a temperatura ambiente, como € o
caso de coberturas de bolos, paes, cremes e sorvetes.

Além disso, MAG de alta concentracdo sao também empregados na industria
cosmética para melhoramento da consisténcia de cremes e lo¢des por apresentarem forma
solida e alto ELB (equilibrio hidrofilico/lipofilico igual a 11), pois garantem a obten¢ao de
emulsoes Oleo/Agua (O/A) com alta estabilidade.

Na drea farmacéutica, MAG podem ser empregados em micro-emulsdes lipidicas
do tipo O/A interessantes como sistemas de liberacdo de farmacos, oferecendo beneficios
que incluem o aumento da solubilidade e absor¢do e controle da biodisponibilidade de
farmacos (FORMARIZ, 2003).

Para obtencdo dos MAG de alta concentragdo, normalmente € necessario mais de
uma etapa de processo na producdo dos emulsificantes. Nas reagdes de glicerdlise sdo
produzidos monoacilglicerdis, mas estes ndo sdao obtidos isoladamente. Juntamente, como
produtos da reacdo de glicerdlise, sdo obtidos outros acilgliceréis como TAG que ndo
reagiram, DAG, AGL e glicerol. Ha vérias rotas para produ¢do de MAG, entre elas as
reacoes de glicerdlise quimica produzem cerca de 50% de monoacilgliceréis, A producdo
de MAG através de glicerdlise enzimatica livre de solventes depende muito das lipases

utilizadas; no entanto, a concentracio de MAG normalmente ndo ultrapassa os 35%; e a
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producdo de DG € cerca de 60%. Reacdes de glicerdlise enzimdtica utilizando solventes
aumentam o rendimento de MAG para 60%. Em todos esses casos, é necessario que haja
mais etapas de processo para separar e purificar os MAG dos acilglicerdis. Para separacao
e purificagdo dos acilglicerdis (TAG, DAG, MAG, AGL e glicerol) formados, a técnica de
destilacdo convencional ndo € recomendada, pois esses compostos podem sofrer
degradacdo e oxidagdo quando expostos as elevadas temperaturas. Neste caso, a destilacdao
molecular (DM) ¢ a técnica mais apropriada, pois consiste em um processo para separacao
e purificacdo de substincias termicamente sensiveis, assim como de liquidos com baixa
pressdao de vapor. Mais detalhes sobre a metodologia de destilacio molecular sdo

abordados no item 2.12.

2.8 OLEOS DE DIACILGLICEROIS

Nas ultimas duas décadas, a obesidade vem se tornando um problema cada vez
maior no mundo todo, ocasionada principalmente pelo novo estilo de vida das pessoas. A
urbaniza¢do e a industrializacdo, acompanhadas de maior disponibilidade de alimentos
industrializados e menor atividade fisica, contribuiram para a crescente prevaléncia da
obesidade nas populacdes. Além de ser fator de risco cardiovascular independente, associa-
se a uma série de outros, como a dislipidemia, a hipertensdo arterial, o diabetes mellitus e a
resisténcia a insulina (LI et al., 2008; YASUNAGA et al., 2004; YAMAMOTO et al.,
2006; YANAGISAWA et al., 2003; LERARIO et al., 2002).

O mecanismo pelo qual a distribui¢do central da adiposidade causa resisténcia a

insulina ja € bem conhecido. Depdsitos viscerais de triacilglicerdis possuem turnover mais
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acelerado que o de outras regides, aumentando a oferta de acidos graxos livres no sistema,
que estimulam a gliconeogénese (obtencao de glicose por meio de conversao de compostos
que ndo os agucares e nem os carboidratos) e inibem a depuracdo hepdtica da insulina,
contribuindo para elevar a glicemia, a insulinemia e a resisténcia insulinica. A resisténcia a
insulina esta associada a vérios problemas, como aumento de trombos e lesdo na parede
dos vasos sangiiineos (LERARIO et al., 2002).

Entretanto, mudancas do estilo de vida e especialmente dos hédbitos alimentares sao
caminhos efetivos para prevenir o desenvolvimento de sindromes metabdlicas.

No Japao e Estados Unidos um novo 6leo vegetal com base em diacilglicerdis esta
sendo utilizado em pesquisas com a finalidade de substituir o 6leo vegetal nos alimentos.

Diacilgliceréis (DAG), ou diglicerideos, sdo normalmente encontrados em &leos
vegetais em concentracdes baixas. No entanto, reacdes catalisadas por lipases 1,3
especificas permitem agora a producdo de DAG em larga escala. Este novo 6leo apresenta
as mesmas caracteristicas que o 6leo de TAG e contém aproximadamente > 80% de DAG,
< 20% de TAG e <5% de MAG. Muitos estudos em humanos indicam que DAG reduz a
hiperlipidemia (concentracdes elevadas de gorduras - colesterol e/ou triacilglicerol - no
sangue) e € efetivo na prevencdo da obesidade (YAMAMOTO et al, 2006).

Pesquisas realizadas com ratos sugerem que a ingestdo de 6leo de DAG nao
somente previne o acimulo de gordura na regido abdominal, mas também favorece a perda
de peso. Os efeitos do 6leo de DAG foram associados com a manutencao da sensibilidade
normal de insulina. A estimulacido da oxidacdo de 4cidos graxos no intestino e no figado
sdo alteracOes favordveis provenientes da dieta a base de 6leo de DAG. (SAITO et al,,

2007).
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No Japao o 6leo de DAG foi aprovado pelo Ministério da Saide e Bem-estar
(YANAGISAWA, 2003) e ja se encontra comercialmente disponivel desde 1999. A partir
de 2005, nos Estados Unidos, o 6leo contendo 80% de DAG é comercializado, como 6leo
de cozinha e em alimentos processados que contém gorduras.

Pesquisas com pacientes que apresentam diabetes mostram que a continua ingestao
de 6leo de DAG pode ndao somente prevenir doencas arteriosclerdticas, mas também
melhorar a qualidade de vida do paciente, uma vez que as propriedades do 6leo de DAG
sdo comparaveis as do o6leo convencional. (YAMAMOTO et al, 2006), ndo sendo
necessdria a privagao da alimentagdo com 6leo por esses pacientes.

Em virtude do aquecimento do 6leo a altas temperaturas quando o objetivo € obter
alimentos geralmente fritos, € necessario considerar o impacto das altas temperaturas no
6leo de DAG. Sabe-se que 6leos convencionais expostos as altas temperaturas tendem a se
degradarem rapidamente. Para efetivamente predizer, controlar e avaliar a qualidade dos
alimentos produzidos durante o processamento com altas temperaturas, € importante
entender as alteracdes térmicas que ocorrem nos 6leos e qualquer risco que esses produtos
possam acarretar nos consumidores. SHIMIZU et al. (2004) investigaram a degradagdo de
60leo de DAG e ¢6leos comerciais quando submetidos a altas temperaturas e os efeitos
desses Oleos em ratos. Analises de deterioracdo térmica ndo revelaram qualquer diferenca

substancial entre os dois 6leos (oxidagcdo de dcidos graxos e grau de polimeriza¢do), nem

efeitos adversos aos ratos.
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29 METODOS DE OBTENCAO DE MAG E DAG

As sinteses de MAG e DAG podem ser conduzidas de diversas formas como, por
exemplo: esterificacdo direta de glicerol com acidos graxos, transesterificagao de ésteres de
acido graxos com glicerol e glicerdlise de triacilglicer6is (BANCQUART et al., 2001).
Essas sinteses podem ocorrer através de rotas quimicas ou enzimaticas. A rota quimica é
constituida por uma reacdo de catdlise homogénea ou heterogénea, enquanto que a via
enzimatica é catalisada por lipases. Nos itens seguintes, serdo abordados estes possiveis

meios de producdo de MAG e DAG.

2.9.1 GLICEROLISE PARA PRODUCAO DE MAG E DAG

Como na natureza, os lipideos mais abundantes sdo os triacilglicerdis,
industrialmente, monoacilglicerdis sao produzidos normalmente através da reacdo de
glicerdlise (UIC-GmbH, 1998), que € um caso particular de alcodlise, consistindo na
reacdo entre moléculas de glicerol e moléculas de triacilgliceréis, Figura 12.

Esta reacdo € conduzida quimicamente em temperaturas acima de 200°C, na
presenca de catalisadores homogéneos como hidréxido de sdédio. Nestas condigoes,
normalmente, obtém-se, no equilibrio quimico, uma mistura que contém em torno de 50 %
de monoacilglicerédis, 40% de diacilglicerdis e 10% de triacilgliceréis (SONNTAG, 1982).
Para se produzir 03 mols de monoacilglicerdis, sdo necessarios 02 mols de glicerol para

cada mol de triacilglicerol.
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CH,—OH CH, —0O0OC—R; CH, —OH
Catalisad
2(|:H —OH + CH —00C—R, % 26H ——00C—R
CH,—OH CH; —OOC—R3 CH, —OH

Glicerol Triacilglicerol Monoaclglicerol

Figura 12 - Representacdo simplificada da reagdo de glicerdlise.

A Figura 12 ilustra um esquema simplificado da reacdo uma vez que considera
apenas a formacdo de monoacilglicerdis, no entanto, triacilglicerdis reagem com glicerol
produzindo isémeros de monoacilglicerdis e diacilglicerdis. Entdo, diacilglicerdis reagem
novamente com moléculas de glicerol para a formacdo de novas moléculas de

monoacilgliceréis (CORMA et al.,1998), como € apresentado na Figura 13.

o CH,0COR CH,0H
CHOH CHOCOR
CH,0COR EOH | o
OH CH,OH CH,OH
CHOCOR
CH,0OCOR O—monoéster B—monoéster
OH
EOH
OH
/ CH,OCOR (lezOCOR
CHOCOR + (leOH
H,0H CH,OCOR
1,2-Diéster 1,3-Diéster

Figura 13 - Etapas da reacdo de glicerdlise.
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Devido as altas temperaturas utilizadas na producdo de monoacilgliceréis através da
rota quimica tradicional, hd a ocorréncia de reacdes de polimerizagao e, conseqiientemente,
formacao de produtos indesejaveis (SUKIYAMA et al., 2001), as quais conferem a mistura
reacional cor escura e odor desagraddvel. Desta forma, pesquisadores t€ém buscado vias
alternativas para a producao de monoacilglicerdis, dentre as quais se destacam 0s processos

enzimaticos.

2.9.2 CATALISE HOMOGENEA

Em geral, os catalisadores homogéneos mais utilizados na sintese quimica de MAG
sdo os acidos inorganicos, dentre eles os dcidos sulftirico e sulfonico. A transesterificagao
de TAG com H,SO, apresenta alto rendimento, entretanto a reacdo ¢é lenta e requer
temperaturas acima de 100°C (SCHUCHARD et al., 1998). Quanto aos catalisadores
basicos, podem ser citados o KOH, NaOH e Ca(OH), que sdo neutralizados com acido

fosforico apds a reacdo, gerando sais que devem ser removidos.

2.9.3 CATALISE HETEROGENEA

Materiais basicos como MgO, hidrotalcitas AI-Mg assim como sepiolitas (apés
procedimento de troca idnica com Cs') e materiais mesoporosos que sio peneiras
moleculares de poros ordenados do tipo MCM-41 (Mobil Composition of Mater), sao
usados como catalisadores para a transesterificacdo do glicerol com triacilglicerdis

(CORMA et al., 1998 e MARQUEZ et al., 2004).
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Ainda, 6xidos metélicos como MgO, CeO, e ZnO sao usados como catalisadores
basicos sélidos para a transesterificagdo do glicerol com quantidades estequiométricas de
estearato de metila, na auséncia de solventes.

Materiais zeoliticos apresentam canais e cavidades de dimensdes moleculares nas
quais se encontram moléculas de H,O adsorvidas, bem como cations (NH4+’ H", tetra-
metil-amonio e outros cdtions nitrogenados, terras raras e metais nobres) (RIGO et al.,
2009). A presenca de fortes campos elétricos e propriedades controldveis de adsorcao
dentro dos poros fazem das zedlitas um tipo tnico de catalisador que por si s6 pode ser
considerado como um microreator. Entretanto, a limitacao das zedlitas como catalisadores
€ a pequena extensao do tamanho de seus poros, aproximadamente 1 nm. Considerando
esta limitacdo, o desenvolvimento de uma série de peneiras moleculares de
aluminosilicatos mesoporos trouxe perspectivas interessantes para a catdlise em muitas
aplicagdes industriais. Como alternativa as zedlitas, em 1992 foi desenvolvida uma peneira
molecular, MCM-41, que possui um sistema de poros ordenados de tamanho ajustivel
entre 15 ¢ 100 A e drea superficial muito alta (700 m’ g'l). Com inser¢dao de cations
trivalentes, este material torna-se cataliticamente ativo. Em seu trabalho, BOSSAERT et al.
(1999) descreveu a sintese de monolaurina via esterificacdo direta do glicerol com 4cido
laurico utilizando MCM-41, dentre outros catalisadores, funcionalizando-o com acido
propilsulfénico. O catalisador mesoporoso mencionado propiciou um alto rendimento,
obtendo cerca de 53% de MAG a 110°C, empregando 5% de catalisador, por um periodo

de 24 horas (BOSSAERT et al., 1999).
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2.9.4 CATALISE ENZIMATICA

Sistemas livres de solventes para produ¢do de MAG e DAG a partir de reagdes
catalisadas por enzimas tém despertado grande interesse de pesquisadores no intuito de
explorar as vantagens desta metodologia alternativa as reagdes quimicas para sintese desses
emulsificantes. Tanto fatores técnicos como regulatérios da FDA* e da Unido Européia tém
incentivado o desenvolvimento de processos menos poluentes para a sintese de
emulsificantes, especialmente para aqueles usados em aplicacdes farmacéuticas ou
relacionados a darea de alimentos (OTERO et al., 2001). Cabe ressaltar que, do ponto de
vista ambiental, o processo enzimdtico é tecnicamente limpo e seguro (BORJESSON e
HARROD, 1999). Embora o custo das enzimas ainda seja um fator limitante que dificulta a
producdo industrial em larga escala de MAG e DAG por vias enzimdticas, por outro lado
este método traz vantagens. Uma vez que as reacdes sao realizadas em condi¢des amenas
de temperaturas (40 a 70°C) e pressdo, as reagdes enzimdticas minimizam O consumo
energético envolvido no processo, além de diminuir a ocorréncia de reacdes indesejadas de
polimerizacdo. Além dessas vantagens, é possivel explorar a seletividade das enzimas em
relacdo aos dcidos graxos e sua regioseletividade pela primeira posicdo das moléculas de
glicerol (posicdo O) em relagdo a segunda (posicdo ) (FREGOLENTE et al, 2005;
NOUREDDINI et al., 2004); e enzimas imobilizadas possibilitam serem recuperadas e

reutilizadas (GUO e XU, 2006).

*FDA — U.S. Food and Drugs Administration: agéncia dos Estados Unidos de Servicos Humanos e da Satde
responsdvel pela regulamentagdo e supervisdo de alimentos, suplementos alimenticios, vacinas, produtos
biomédicos, cosméticos, entre outros.

45



Os estudos com reacdes enzimaticas para producdo de MAG e DAG focam em dois
tipos de sistemas: livre de solventes ou na presenca de solventes organicos.

Um sistema livre de solventes apresenta longos tempos de reac¢do e baixa conversao
dos reagentes (30 — 50%), geralmente atribuidos a baixa miscibilidade do glicerol
hidrofilico com o 6leo lipolitico a baixas temperaturas (40 a 50 °C). Entretanto, um sistema
com solvente melhora a miscibilidade do meio reacional, proporcionando um sistema
completamente homogéneo, propiciando uma melhor interagdo enzima/glicerol/6leo e,
conseqiientemente, aumentando o rendimento da reac@o. Verificou-se que a adicao de terc-
butanol/terc-pentanol em uma reacdo de glicerdlise enzimdtica com 6leo de girassol e
lipase Candida antartica propiciou uma conversao de MAG de 72% em apenas 2 horas de
reacdo, a 50°C (DAMSTRUP et al., 2005). Do mesmo modo, utilizando terc-butanol,
YANG et al. (2005) obtiveram 75% de MAG a partir da glicerdlise enzimatica .

No entanto, quando se trata da obten¢do de MAG e DAG para fins alimenticios, sao
raras as utilizacOes de solventes na mistura 6leo e glicerol, especialmente devido as etapas
de separacdo deste solvente e quanto a seguranca devido a toxicidade do produto (YANG
et al., 2005). E desejavel que a produgio de produtos destinados as inddstrias alimenticias e
farmaceéuticas siga as recomendacdes de seguranca. Apenas n-hexano, acetona e etanol sdo
permitidos nas industrias de processamento de alimentos. Além da preocupacido em obter
produtos alimenticios seguros e livres de solventes, sob o aspecto ambiental a ndo
utilizacdo de solventes em processos € desejavel, uma vez que evita etapas subseqiientes
para eliminagdo do solvente do produto como também evita a geragdo de residuos toxicos.

Dentro das reagdes enzimadticas que tém sido exploradas estdo a 1) hidrélise ou

alcodlise de triacilglicerois, 2) glicerdlise de triacilglicerol e 3) esterificagdo ou
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transesterificacdo de glicerol com &4cidos graxos livres ou ésteres. O primeiro método
produz 2-MAG (monoacilgliceréis com o grupo acila ligado na posicao 2 do glicerol)
enquanto que os outros geralmente produzem predominantemente 1(3)-MAG (isdbmeros
com o grupo acila ligado nas posi¢des 1 e 3 do glicerol) (BORNSCHEUER, 1999).

A Figura 14 ilustra resumidamente os diversos tipos de reagdes catalisadas por

lipases como biocatalisadores, que serdo abordadas em detalhes nos itens a seguir.

2.9.4.1 Hidroélise ou Alcoodlise de Triacilglicerois para producio de 2-MAG.

A hidrdlise enzimdtica usando lipases oferece um processo alternativo para a
producdo de MAG e DAG em condicdes moderadas, requerendo, entretanto, um controle
rigido da reacdo para evitar uma hidrélise completa. A hidrdlise ou alcodlise de
triacilglicerdis catalisada pela lipase 1,3 especifica produz 2-MAG, com rendimentos de
até 78% (Figura 15).

Migracgdes de grupos acil provavelmente limitam o rendimento da reacdo, uma vez
que 1(3)-MAG formados podem sofrer reacdes adicionais de hidrdlise. Por outro lado, a
alcodlise pode ser conduzida em solventes ndo-polares onde a migragdo de grupos acil é
mais lenta. Por esta razdo, a alcodlise de triacilglicerdis apresenta maiores rendimentos,
cerca de 75 a 97% em relagdo a hidrélise.

Ainda, reacdes de alcoodlise sdo, geralmente, mais rdpidas por nao apresentarem
alteracdo no pH durante a reagdo e, assim, hd uma menor inibicdo das lipases por dcidos
graxos. A adi¢do de dlcool em excesso desloca o equilibrio da reacdo na direcdo da

formacgao de monoacilgliceréis (BORNSCHEUER, 1999).
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CH, —OOC—R; Lipase 1,3 CH2 —OH O
especifica [l

CH —0O0OC—R, + 2HOH o/— CH —00C—R + 2R—C—OR

CH, —OOC—R; CH, —OH
Agua ou o Acido graxo
Triacilglicerol Alcool 2 - Monoacilglicerol ou éster

Figura 15 - Reacao de hidrélise ou alcodlise para produgao de 2-MAG.

2.9.4.2 Esterificacao de glicerol com acidos graxos livres ou ésteres para producio
de 1(3)-MAG.

A principal desvantagem da reacdo de hidrdlise ou alcodlise para producdo de
monoacilglicerdis é o desperdicio de dois 4cidos graxos do triacilglicerol (Figura 15),
sendo, portanto, mais eficiente o método no qual o glicerol é usado como d&lcool,
permitindo a conversdo total dos trés dcidos graxos (Figura 16). Quando a esterificacao do
glicerol ocorre na presenca de dcidos graxos, a reacdo também pode ser chamada de
aciddlise. Neste método, a mistura reacional contém compostos polares que promovem a
migracdo de grupos acil, assim, no equilibrio quimico, hd predominantemente 1(3)-MAG.
Quando lipases ndo especificas sao empregadas, o glicerol pode ser esterificado na posi¢dao
1 ou 3, podendo formar 1(3) MAG e 2 MAG; 1,3 e 1,2 DAG e TAG.

Para deslocar a reacdo em direcdo a formacdo de monoacilglicer6is, pode-se
remover a dgua ou o dlcool do sistema utilizando vacuo. A baixa solubilidade do glicerol
em solventes organicos nado-polares prejudica o rendimento da reacdo. Assim, para
minimizar este problema, pode-se utilizar a formacdo de micelas ou adicionar solventes
polares ao sistema reacional (BORNSCHEUER, 1999).
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CH, —OH CH,—O0OC—R

Lipase
CH —OH + RC(O)OR CH—OH + 2-MG + HOH
CH, —OH CH,—OH .
_ Acido graxo Aga Oil
Glicerol ou éster 1(3)-Monoacilglicerol €00

Figura 16 - Reacao de esterificacdo do glicerol para producao de 1(3)-MAG.

PEREIRA et al. (2004) utilizaram um planejamento experimental para determinar
quais as condicdes 6timas para producao de monolaurino a partir de esterificacdo direta de
acido laurico e glicerol, num sistema livre de solventes utilizando como biocatalizador a
enzima imobilizada Rhizomucor miehei. As condi¢des G6timas obtidas foram 55°C, uma
razdo molar de 4cidos graxos livres e glicerol de 1:1 e 3% em massa de enzimas. O produto
final obtido apds 6 horas de reacdo foi de 45,5% (m/m) de monolaurino; 26,8% (m/m) de
dilaurino; 3,1% (m/m) de trilaurino e 24,6% (m/m) de 4cido laurico.

Da mesma forma, SILVA et al. (2007) obtiveram 61,5% (m/m) de monocaprino a

partir de esterificacdo direta de 4cido céprico e glicerol.

2.9.4.3 Interesterificacao enzimatica de triacilglicerdis

MAG e DAG nao sao produzidos por esta rota de reagcdo; sdo observadas apenas
transformagdes de dleos e gorduras (Figura 14). Trata-se da substituicao de dcidos graxos
esteritificados ao glicerol pela reacdo quimica entre um triaciglicerol e dcidos graxos.

Nessa reagdo, seja ela quimica ou enzimatica, hd a formacdo de um novo triacilglicerol
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estruturado, que adquire novas propriedades organolépticas, fisicas e quimicas. A
interesterificacdo € usada como método alternativo a hidrogenacdo de dleos vegetais para a
producdo de margarinas e similares, como alternativa as gorduras trans (ADHIKARI e

ADHIKARI, 1992).

2.9.4.4 Glicerdlise de triacilglicerois para producao de 1(3)-MAG.

Na glicerdlise enzimatica sd@o produzidos MAG e DAG sem desperdicio de acidos
graxos livres, a partir da esterificacdo do glicerol com TAG. Neste método, utiliza-se o
glicerol como 4lcool, deste modo, os trés acidos graxos sdo aproveitados (Figura 17).
Como a glicer6lise de TAG apresenta baixo rendimento, geralmente produz 30 a 50% de
monoacilgliceréis no equilibrio quimico, devido ao equilibrio desfavoravel da reagdo,
diversas estratégias sao adotadas para deslocar o equilibrio no sentido desejavel da reagdo,
entre as quais sdo destacadas: presenga ou auséncia de solventes organicos, sistemas em
estado sélido e micelas reversas (BORNSCHEUER, 1999; CHANG et al, 1991).

NOUREDDINI e HARMEIER (1998) testaram sete enzimas na glicerdlise
enzimdtica de O6leo de soja. Dentre essas, a Pseudomonas sp. e Rhizopus oryzae
apresentaram maior rendimento de MAG, cerca de 30 a 35% molar a 40°C e 1 hora de

reacao.
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CH, —OOC—R; CH, —OH CH,—0O0OC—R

Lipase
CH —OOC—R; + 2 CH —OH 3 CH—OH + 2-MAG
CH, —OOC—R; CH, —OH CH,—OH
Triacilglicerol Glicerol 1(3) - MAG

Figura 17 - Reacao glicerdlise para producdo de 1(3) - MAG.

KAEWTHONG et al. (2005) utilizaram um reator do tipo CSTR (Continuous
Stirred Tank Reactor) para producao continua de MAG pela glicerdlise do 6leo de palma
utilizando enzimas imobilizadas. Pseudomonas sp. e Candida rugosa apresentaram
produ¢do de MAG de 50% em 6 horas de reagio continua a 30°C.

Quando se utiliza gordura animal para obter MAG a partir da glicerdlise
enzimatica, € possivel utilizar o processo de cristalizacdo dos MAG aumentando assim a
conversdo, uma vez que a temperatura de cristalizacdo (TC) de MAG obtidos a partir de
gordura animal € cerca de 30 a 45°C, enquanto que a TC para MAG obtidos a partir de
Oleos vegetais estd em torno de 5 a 10°C.

Segundo McNEIL et al. (1990), a glicerdlise foi conduzida em uma emulsdo de
glicerol e triglicerideo e, entdo, resfriada para a cristalizacdo dos monoacilglicer6is. Com
este método, o rendimento da reacao aumentou de 30%, nas primeiras 25 horas de reacdo e
50 °C, para 70% apés 50 horas a 40°C. Esta cristalizacdo também aumenta as quantidades
relativas de 1(3)-MAG sobre 2-MAG. Além da cristalizac@o, pesquisadores t€ém utilizado
membranas para retirada dos MAG do meio reacional e assim aumentar a producdo de

MAG.
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2.10 UTILIZACAO DA GLICERINA DERIVADA DO BIODIESEL

O glicerol € o principal componente do produto conhecido comercialmente como
glicerina. O termo glicerol aplica-se somente para o composto puro, enquanto o termo
glicerina (GL) aplica-se ao produto comercial com pureza normalmente maior que 95%
(MOTA et al, 2009; KNOTHE et al, 2006).

Quanto a solubilidade, o glicerol é totalmente solivel em dgua e dlcool e pouco
solivel em éter dietilico, acetato de etila e dioxano, porém ¢ insolivel em hidrocarbonetos.
(APPLEBY, 2005).

GL ¢é matéria-prima empregada nas mais diversas dreas quimicas, alimenticias,
farmacéuticas e cosméticas. Uma das maneiras de se obter glicerina € através da reagcao de
transesterificacdo de o6leos e gorduras durante a produgcdo de biodiesel. Ao final da
producdo de biodiesel formam-se duas fases. O sub-produto GL permanece na fase mais
pesada, geralmente, composta por dcidos graxos livres, mono-, di- e triacilglicer6is nao
reagidos, ésteres metilicos, dgua, dlcool e sais inorganicos (residuo de catalisadores). O
alcool é geralmente recuperado por evaporacdo. A solucdo restante, apds neutralizacdo,
serd chamada de glicerina bruta. Esta mistura pode se apresentar na forma liquida ou
sOlida, variando sua colorag¢do do transparente e amarelo claro até uma coloragdo opaca e
marrom escuro, sendo necessdrios alguns tratamentos para que a GL alcance o grau de
pureza necessdrio a sua utilizacdo. Para remover as impurezas, inicialmente a glicerina
bruta € filtrada ou centrifugada. Em seguida, é destilada a vicuo e branqueada por carvao
ativado, para processos em larga escala, ou pode passar por troca idnica seguida de
secagem tipo flash, para processos em pequena escala (EET, 2009). A Figura 18 ilustra

diferentes coloracdes da GL de acordo com o avancgo da purificacao.
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Assim, como a producdo de biodiesel € realizada pela reagdo de transesterificacdo
de Oleos vegetais com alcodis de cadeia curta (metanol ou etanol), conforme apresentado
na

Figura 19, é gerado como subproduto desta reagdo moléculas de glicerol. Pode-se
dizer que cerca de 100 kg de 6leo reagem com 10 kg de d&lcool produzindo

aproximadamente 100 kg de biodiesel e 10 kg de glicerina.

Figura 18 - Coloragdes de glicerinas de diversos graus de pureza.

Fonte: EET (2007)

Devido ao Programa Nacional de Produgdo e Uso de Biodiesel, desde 2010 5%de
biodiesel € adicionado ao diesel fossil (chamado B5). Em primeiro de Julho de 2009 o 6leo
diesel comercializado em todo o Brasil j4 continha 4% de Biodiesel (ANP, 2009).

O Brasil ja € o terceiro maior produtor e consumidor de biodiesel do mundo com
uma producdo anual, em 2008, de 1,2 bilhdes de litros e uma capacidade instalada, em
janeiro de 2009, de 3,7 bilhdes de litros (ANP, 2009). Isto significa que sé em 2009 a

producdo de glicerina ultrapassou os 300 milhdes de litros.
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Figura 19 - Reagdo de transesterificagdo. R1, R2 e R3 sdo cadeias carbonicas de dcidos

graxos (como exemplo, C10:0, C18:1, C18:2).

Nota-se que uma quantidade substancial de glicerina € produzida, sendo necessério
encontrar aplicagdes em larga escala para este sub-produto, de modo a viabilizar a
producdo de biodiesel e evitar a subseqiiente queda dos precos do produto.

Algumas possiveis aplicacdes para a glicerina sdo plastificantes para PVC,
plastificantes para amido, aditivos oxigenados para combustiveis, produtos de quimica
fina, conversdo em gés de sintese (MOTA et al, 2009).

Pesquisas recentes mencionam utilizar glicerina para produgcdo de insumos
petroquimicos, basicamente propanodidis a partir de fontes renovaveis, com a vantagem de
gerar polimeros com maior facilidade de decomposi¢cio quando comparado as fontes
fosseis tradicionais (WANG et al., 2003; FREGOLENTE, 2007).

Como ja mencionado, tanto nas reagdes de glicerdlises quimicas quanto nas
enzimadticas, a GL, juntamente com o componente de triacilglicerol (6leo vegetal ou
gordura animal), € o constituinte fundamental e particular para esse tipo de reagdo. Sendo

assim, propde-se a aplicacdo de GL como matéria-prima para MAG e DAG, que sdo

55



compostos com propriedades adequadas para utilizagdo como emulsificantes em aplicacdes

nobres, tais como na induastria alimenticia e farmacéutica.

2.11 DESTILACAO MOLECULAR

Dependendo da finalidade para qual sao produzidos, como exemplo, para indudstria
de alimentos, entre outras, é necessdria a purificacdo dos MAG. Na literatura podem ser
encontrados vérios estudos envolvendo a concentragdo e purificagdo de MAG, tais como
cromatografia de particdo centrifuga, adsor¢dio em coluna, resfriamento por solvente,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e destilacio molecular. Particularmente, a
destilacdo molecular consiste em um processo de destilacdo apropriado para a separacio e
purificacdo de substancias termicamente sensiveis, assim como de liquidos com baixa
pressdo de vapor (MICOV, 1997).

Este processo ocorre em pressdes baixas de modo que o efeito do vapor gerado
sobre o liquido praticamente ndo influencia a taxa e o fator de separacdo da evaporacdo.
Para tanto, a superficie de evaporacao e a superficie de condensacao devem estar separadas
entre si a uma distancia da ordem de grandeza do livre percurso médio das moléculas
evaporadas, ou seja, as moléculas evaporadas atingirdo o condensador facilmente, uma vez
que encontrardo um percurso relativamente desobstruido. Isso difere da destilagdo
convencional porque nem o ponto de bolha nem a formagdo de bolha sdo fatores
determinantes no processo; além da evaporacdo, pelo fato que ela ocorre quando existe

uma diferenca de temperatura entre as superficies de evaporacdo e condensacdo, e é
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independente da condi¢do da fase vapor. Por esse motivo, a destilagdio molecular &
considerada um processo de nao equilibrio (BATISTELLA, 1996; HICKMAN, 1943).
Basicamente, existem dois tipos de destiladores moleculares: destilador de filme
descendente e destilador centrifugo (BATISTELLA, 1996). Ambos os modelos tém como
principio de separacdo o alto vacuo e a formacdo de um filme liquido sobre a superficie do
evaporador. Este filme é responsdvel por promover efetivas transferéncias de massa e
calor. Tais caracteristicas permitem a utilizacdo de temperaturas amenas de operacdo para a
realizagdo das separagdes, quando comparadas as temperaturas utilizadas em processos
convencionais de destilacdo. Além disso, a formacgao do filme liquido sobre a superficie do
evaporador permite que haja apenas um curto tempo de exposicdo do liquido a ser
destilado as temperaturas de operagdo, devido ao reduzido tempo de residéncia das

moléculas no interior do destilador.

2.11.1 DESTILADOR MOLECULAR DE FILME DESCENDENTE

Destiladores moleculares de filme descendente utilizam a forca da gravidade para
promoverem a formacdo do filme liquido sobre a superficie do evaporador cilindrico,
geralmente com agitadores responsdveis pela distribuicdo uniforme do filme sobre toda a
superficie do evaporador (CVEGROS et al., 2001). Quando hé a presenca destes agitadores
em destiladores de filme descendente, alguns autores preferem utilizar o termo
“destiladores de filme agitado” (MARTINS, 2005). O esquema de um destilador de filme

descendente esta ilustrado na Figura 20.
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Figura 20 — Diagrama esquematico de um destilador de filme descendente.

2.11.2 DESTILADOR MOLECULAR CENTRIFUGO

Os destiladores moleculares centrifugos utilizam a for¢a centrifuga para
promoverem a distribuicdo do filme liquido sobre o evaporador, que possui forma conica.
A Figura 21 apresenta um esquema simplificado de um destilador molecular centrifugo. A
ctiipula que envolve o destilador geralmente € em vidro e tem por finalidade bdsica isolar o
processo do meio externo, permitindo o védcuo. Apresenta-se também como um
condensador complementar, resfriado a ar. O condensador tem a forma de um disco, de

didmetro préximo ao do evaporador e normalmente fica a uma distancia média de alguns
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centimetros do evaporador conico. Este € fixado na base por meio de rolamentos e sistema
de gaxetas, movido por um motor elétrico conferindo um movimento de rotacdo e ¢é
aquecido por radiacdo de um calefador elétrico. Uma vez que o material a ser destilado é
mantido no evaporador pela for¢ca centrifuga, a operacdo € independente da forca de
gravidade.

No processo de destilacdo em um destilador molecular centrifugo, o liquido a ser
destilado € aquecido até a temperatura de alimenta¢do e conduzido por um tubo até o
centro do rotor, onde hd uma cavidade para melhor espalhar o liquido. Pela for¢a centrifuga
gerada pela rotacdo do disco o liquido destilante € conduzido até as bordas do evaporador
formando uma camada liquida.

Na destilacdo molecular, as moléculas de vapor formadas encontram um caminho
livre entre as superficies do evaporador e condensador, ou seja, a distancia entre estes dois
componentes € menor do que o livre percurso médio das moléculas evaporadas. Nestas
condic¢des, teoricamente nao had retorno de moléculas da fase vapor para a fase liquida
devido a colisao entre moléculas (BATISTELLA, 2000). No entanto, em plantas
industriais, a distancia entre as superficies do condensador e do evaporador € maior do que
o livre percurso médio das moléculas de vapor. Neste caso, o processo passa a ser chamado

de destilacdo de curto percurso (CHEN et al., 2005).
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Alimentacdo Evaporador

Condensador

Vacuo

Figura 21 - Ilustracdo simplificada de um destilador molecular centrifugo (FREGOLENTE

>Destilado
> Residuo

Ol

et al, 2009).

A eficiéncia do processo depende de varidveis de projeto, tais como geometria do
evaporador (KAWALA, 2002), tipo de condensador (CVENGROS, 2000), presenca de
componentes entre o evaporador e o condensador (LUSITAN, 1998) etc., assim como de
condic¢des de operacao do processo, como pressdo de operagdo, temperatura de alimentagdao
da matéria prima, temperatura do condensador entre outras.

Quando comparado o desempenho dos dois tipos de destiladores, filme descendente
e centrifugo, o tempo de destilacdo do primeiro é cerca de 4 vezes maior, ja que a forca
centrifuga aumenta a velocidade do liquido destilante (BATISTELLA, 1996). Assim, o
destilador de filme descendente pode operar a uma temperatura menor que o destilador
centrifugo, e ao final a quantidade de destilado ¢ a mesma. Por outro lado, a desvantagem

do filme descendente é que, sendo maior o tempo de exposi¢do a temperatura do liquido a
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ser destilado neste caso, pode levar a decomposicdo de alguns componentes sensiveis
termicamente. Em casos de componentes mais sensiveis a temperatura, o destilador
centrifugo é melhor, uma vez que este equipamento € mais compacto e a distribuicdo do
liquido no rotor é mais uniforme, promovendo uma boa transferéncia de massa e energia,

aumentando a eficiéncia (BATISTELLA, 1996).

2.11.3 APLICACAO DA DESTILACAO MOLECULAR - MODELO
CENTRIFUGO

O processo de destilagdo molecular representa uma contribuicdo importante, do
ponto de vista tecnologico, para as industrias produtoras de emulsificantes que tém
interesse na producdo de monoacilgliceréis de alta concentracdo. Nas industrias
alimenticia, farmac€utica e de cosméticos, representam cerca de 70% de todos os
emulsificantes sintéticos utilizados (FERREIRA-DIAS et al., 2001). Através da destilacao
molecular utilizando o modelo centrifugo, FREGOLENTE (2005) obteve uma
concentracdo de monoacilgliceréis de 96,3% fazendo vdrias destilagdes consecutivas a
partir de uma mistura de acilglicerdis e dcidos graxos livres contendo inicialmente 43,6%
de monoacilglicerdis.

Com relagdo a aplicagdo da destilagdo molecular na area de lipideos, além da
concentracdo de monoacilglicerdis, um vasto nimero de trabalhos tem sido publicados na
area, como a recuperacdo de carotendides a partir do 6leo de palma (BATISTELLA et al.,
2002), recuperacdo de tocoferol a partir do destilado da desodorizagdo do 6leo de soja
(MORAES et al., 2004), purificacdo e desodorizacdo de lipideos estruturados (XU et al.,

2002) e preparacao de concentrados de dcidos graxos poliinsaturados (BREIVIK, 1997).
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CAPITULO 3

3 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, foram utilizados 6leo de soja refinado, glicerina (99%) e as
seguintes lipases cedidas gentilmente pela Novozymes S/A (Bagsvaerd, Denmark):
Thermomyces lanuginosus (lipases livre liquida e imobilizadas), Aspergillus niger (lipase
livre liquida), Candida antarctica B (lipase imobilizada) e Rhizomucor miehei (lipase
imobilizada), e a lipase Candida rugosa (extrato de lipase livre) cedida pela Amano S/A.
As caracteristicas de cada lipase, referentes as suas seletividades estdo descritas na Tabela
4.

As lipases imobilizadas foram obtidas na forma de s6lidos granulados em diferentes
matrizes de suportes, com excecao da CR obtida como extrato de lipase s6lido. As lipases
livres, de grau alimenticio, foram obtidas na forma liquida em solugdes aquosas. As
caracteristicas fisicas das lipases empregadas na pesquisa sdo apresentadas na Tabela 5. As
enzimas foram adicionadas as reacdes sem tratamento prévio, conforme especificado na

ficha técnica fornecida pela Novozymes S/A.
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Tabela 4 - Regioseletividade das diferentes lipases utilizadas.

Seletividade por
Microrganismos
SIGLA . Regioseletividade tamanho da cadeia de
de origem
AGL
RM-IM Rhizomucor miehei  moderadamente 1,3 seletiva curta
CR Candida rugosa nao seletiva curta, média e longa
CA-IM Candida antarctica B 1,3 seletiva
AN-L Aspergillus niger 1,3 seletiva curta, média e longa
TL-L Thermomices lanuginosus  levemente 1,3 seletiva
TL-IM Thermomimes lanuginosus  levemente 1,3 seletiva
Tabela 5 — Caracteristicas fisicas das lipases utilizadas.
Concentragdo de lipases em Atividade da Lipase
SIGLA Matrizes de Suportes
meio aquoso (% madssica)* (U/mg)
Resina fendlica de troca
RM-IM 39,1
iOnica
CA-IM  Resina acrilica macroporosa 45
AN-L 60,0 £2.,5 230
TL-L 52,020 246
TL-IM  Diéxido de silicone 145

*Determinado por andlise de quantidade de 4gua, método Karl Fischer.

3.1 REACAO DE GLICEROLISE ENZIMATICA DO OLEO DE SOJA EM
SISTEMAS LIVRES DE SOLVENTES

Os experimentos de glicerdlise enzimatica foram realizados num sistema em
batelada em um reator de vidro encamisado com saidas para retirada de amostras e

medi¢do de temperatura, de acordo com a Figura 22 (A e B). A mistura de substrato
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consistiu em O6leo de soja e GL nas seguintes condigdes: razdo molar glicerina/6leo
(GL:TG) igual a 4 ou 8; 10, 5 ou 2% de meio enzimdtico (lipases) em relacdo a massa de
6leo, 3,5% de dgua (em relacdo a massa de GL, para o caso de lipases imobilizadas). A
mistura de substrato foi agitada na presenca de lipases livres ou imobilizadas, através de
agitadores magnéticos a 300 rpm. A temperatura de todas as reagdes foram as temperaturas
6timas pré-estipuladas nas fichas técnicas para cada lipase utilizada e estas variaram de 40
a70°C.

O reator da Figura 22 (A) foi empregado nos experimentos de reutilizacdo de
lipases e o reator (B) foi empregado para obtenc@o de cerca de 6 L de acilglicerdis para

testes de separagcdo em destilador molecular.

Figura 22 — Reatores de vidro utilizados em reagdes de glicerdlise enzimdtica; (A) Reator

de 70 mL com agitacdo magnética; (B) Reator de 2 L. com agitacdo mecanica.
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3.2 REACOES DE GLICEROLISE QUIMICA DO OLEO DE SOJA

Os experimentos de glicerdlise quimica foram realizados num sistema em batelada
em um reator de vidro redondo com trés bocas, inserido em uma manta aquecedora com
controle de temperatura, termopar interno para controle da temperatura da reacdo e
agitacdo mecanica. A mistura de substrato consistiu em 6leo de soja e GL totalizando 50 g
de substrato nas seguintes condicdes: razao molar glicerina/6leo (GL:TG) igual a 4; 0,10 g
de NaOH como catalisador, 210 °C e pressdo atmosférica. A reagido foi acompanhada por
um tempo total de 3 horas. As condi¢des escolhidas para a reacdo foram estipuladas e
adaptadas através de condi¢Oes operacionais de trabalhos publicados na literatura
(FREGOLENTE et al, 2005; NOUREDDINI e MEDIKONDURU, 1997; POUILLOUX et

al, 2000; ).

3.3 REACOES DE GLICEROLISE ENZIMATICA DO OLEO DE SOJA EM
SISTEMAS UTILIZANDO SOLVENTES

Os experimentos de glicerdlise enzimdtica utilizando solventes orgénicos foram
realizados num sistema em batelada em um reator de vidro encamisado com saidas para
retirada de amostras e medicdo de temperatura, de acordo com a Figura 22 (A). A mistura
de substrato consistiu em 6leo de soja e GL nas seguintes condicdes: razdo molar
glicerina/6leo (GL:TG) igual a 4, 10 ou 2% de meio enzimdtico (lipases) em relagdo a
massa de 6leo, razdo massica solvente/6leo (A/O) igual a 1,5 ou 2. Para este experimento
foram testados os seguintes solventes: Hexano, Acetona, Hexano/Acetona (50:50) e Alcool

terc-Butanol. A mistura de substrato foi agitada na presenca de lipases livres ou
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imobilizadas, através de agitadores magnéticos a 300 rpm. A temperatura de todas as
reacOes foram as temperaturas 6timas pré-estipuladas nas fichas técnicas para cada lipase

utilizada e estas variaram de 40 a 70°C.

34 OBTENCAO E PURIFICACAO DA GLICERINA DA REACAO DE
PRODUCAO DE BIODIESEL

Foram realizadas reacdes de glicerdlise enzimdtica de 6leo de soja, desta vez com
GL obtida do processo de produgdo de biodiesel do proprio laboratério onde esta tese estd
sendo desenvolvida.

Apés a reagdo de transesterificacdo que converte a matéria graxa em ésteres
(biodiesel), a massa reacional final é constituida de duas fases, separdveis por decantacdo
ou por centrifugacdo. A fase mais pesada é composta de glicerina (GL) bruta, impregnada
dos excessos utilizados de dlcool, de dgua, e de impurezas inerentes a matéria-prima. A
fase menos densa é constituida de uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos, conforme a
natureza do dlcool originalmente adotado, também impregnado de excessos reacionais de
alcool e de impurezas. A fase pesada, contendo dgua e dlcool, foi submetida a um processo
de evaporacdo, eliminando-se da glicerina bruta esses constituintes volateis, sendo estes
vapores voléteis liquefeitos num condensador apropriado.

Apo6s a retirada do dlcool, a GL bruta obtida foi submetida a um processo de
purificacdo para entdo ser utilizada diretamente nos experimentos para producdo de MAG e
DAG. As amostras de GL bruta e purificada foram cedidas pela pesquisadora do
Laboratério de Desenvolvimento de Processos de Separagdo — LDPS/UNICAMP — Nivea

de Lima da Silva (SILVA, 2009; SILVA et al, 20006).
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Na tentativa de se utilizar a GL bruta nas reagdes enzimdticas para producdo de
MAG e DAG, a GL bruta obtida apds a evaporacgao do dlcool foi utilizada diretamente nas
reacoes. A GL bruta continha 70% de GL, 2% de TAG, 18% de DAG, 8% de MAG e 2%
de AGL. A GL bruta apresentava pH 5,5, indicando acidez da amostra. As condicdes
utilizadas na reag¢do foram as seguintes: razao molar G/O = 8, 2% de lipase de CA-IM (em
relacdo a massa de 6leo), 3,5% de dgua (em relagdo a massa de GL), T = 70°C, tempo de

24 horas.

3.5 REUTILIZACAO DE LIPASES EM SISTEMAS LIVRES DE SOLVENTES

No caso em particular da glicerélise enzimatica para producdo de MAG e DAG, a
lipase € adicionada ao meio contendo GL e TAG, com adi¢ao de dgua (caso a lipase seja
imobilizada), como descrito no item 3.1. As fases GL e TAG ndo sdo misciveis e apds cada
etapa de 24 horas de reagdo, mesmo apés o TAG converter-se parcialmente em DAG,
MAG e AGL, a fase lipofilica contendo os acilgliceréis e a fase hidrofilica, glicerol e
lipases, sdo separadas espontaneamente. Visto isso, o seguinte experimento visando
verificar a reciclabilidade das lipases no sistema de glicerdlise enzimdtica, em sistemas
livres de solventes, foi efetuado.

Inicialmente, a reacdo de glicerdlise enzimatica foi acompanhada normalmente,
durante 24 horas. Apos este periodo, sem que houvesse a retirada total de todos os
componentes finais da reacdo, foi retirada do reator batelada apenas a fase superior
contendo TAG, DAG, MAG e AGL. A fase inferior contendo GL, dgua extra (caso

utilizado lipase imobilizada) e a lipase foi mantida no reator. Apds a remocao do reator dos
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acilglicer6is, uma nova carga de TAG proveniente do 6leo de soja, igual a primeira
alimentacdo de TAG (levando-se em conta razdo molar GL:TAG de 8:1) foi adicionada ao
reator, ¢ um novo ciclo de reacdo de 24 horas foi acompanhado. Este procedimento foi
realizado até serem completados quatro ciclos de reacdo, sempre com a mesma carga de

GL e a mesma quantidade inicial de lipase.

3.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE HIDROLISE

A determinacdo da atividade de hidrélise por titulometria foi baseado no método
descrito por Thomson (1999), através da titulacio com KOH dos dcidos graxos liberados
pela acdo da enzima sobre os triacilglicerdis presentes no 6leo de oliva. A atividade foi
determinada utilizando-se uma curva padrio de dcido oléico puro. Uma unidade de
atividade lipolitica é definida como a quantidade de enzima que libera um micromol de

dcidos graxo por minuto, nas condi¢des de ensaio descritas (THOMSON et al, 1999).

3.7 ANALISE DE ACILGLICEROIS, AGL E GL

A andlise de acilglicerdis, AGL e GL foi efetuada por meio de cromatografia por
exclusdo de tamanhos (high-performance size exclusion chromatography, HPSEC),
baseando-se no trabalho de SCHOENFELDER (2003), como ilustrado na Figura 23 sobre
a andlise de um padrao de acilgliceréis. O sistema cromatografico utilizado consiste de
uma bomba isocritica, modelo 515 HPLC pump (Warters), um detector de indice de

refracdo modelo 2410 (Waters) e um moddulo de controle de temperatura (Waters). As
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amostras foram injetadas utilizando-se um injetor manual, modelo Rheodyne 77251 com
um loop de 20 pl (Waters). Duas colunas, Styragel HR 0,5 e HR 1 (Waters) de 7,8 x 300
mm de dimensdo e tamanho de particula de 5 pm foram posicionadas em série. A primeira
coluna possui uma capacidade de separacdo de moléculas de massa molar na faixa de 100
até 5000 Da e a segunda de 1000 até 10.000 Da. A fase mével utilizada foi tetraidrofurano
grau HPLC (Tedia) a uma vazdo de 1 mL/min. Para esta vazdo, a pressao tipica de
operacao ¢ de 450psi (3102kPa). Todas as anélises foram efetuadas a 40°C.

TAG
DG

TAG

MResults X
I Retentioh Area | Areak
13.850 103245260 41,34
14.416 100704240 40,32
18,700 42159015 16,88,
16516 61,9440 1.44594
249727955 1000,

Figura 23 — [lustracdo de cromatograma por exclusdo de tamanhos tipico da separagcdo de

acilglicerdis.

3.8 ANALISE DA COMPOSICAO DOS ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE
SOJA

A determinacdo da composicio de 4cidos graxos foi realizada através da
cromatografia a gés, convertendo os acilgliceréis produzidos na glicerdlise a metil ésteres

através do método de HARTMAN (1973).
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As andlises foram conduzidas injetando-se 1 PL da amostra num cromatégrafo
Varian modelo STAR 3600CX, equipado com um detector de ionizacdo de chama. Uma
coluna DB23 de 30m de comprimento, didmetro interno igual a 0,25mm e filme de 0,20
Mm foi utilizada. As condi¢cdes empregadas nas andlises foram pré-estabelecidas: Pressao
na cabega da coluna de 15 psi, temperatura do injetor de 250°C, temperatura do detector de
300°C, Split de 1:100. A rampa de aquecimento utilizada na coluna cromatografica foi:
50°C por 2 min, de 50 até 180°C a 10°C/min, 180°C por 5 min e 180 até 240°C a 5°C/min.

A identificagdo dos dcidos graxos foi realizada comparando-se os tempos de
retencdo dos componentes presentes em cada amostra com os tempos de retencdo dos
componentes presentes no padrio F.AM.E. (Fatty Acid Methyl Ester) e em 6leos de

composi¢ao conhecida.

3.9 DETERMINACAO DA ACIDEZ POR TITULOMETRIA

A quantificagdo da acidez foi realizada seguindo o método oficial Ca 5a-40 da
AOCS (2004). A concentragdo de dcidos graxos livres foi calculada segundo a equacao:

AGL(%) = —28’23/ ' ,

onde V € o volume de solu¢do de NaOH gasto, C € a concentragdo da soluc¢do de

NaOH, P é a massa da amostra e 28,2 é o fator de correcdo para o acido oleico.
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3.10 DESTILADOR MOLECULAR CENTRIFUGO - ESCALA
LABORATORIAL

Foi utilizado um destilador molecular centrifugo da marca Myers Vaccum inc. com
area de evaporagdo igual a 0,0046m’ para experimentos em escala laboratorial. O
equipamento utilizado € mostrado na Figura 24. A mistura a ser destilada € aquecida até a
temperatura de alimentacdo (TA) de 60°C e através de uma bomba dosadora é alimentado
no centro do evaporador a uma vazdo pré-determinada. Através da forca centrifuga, um
fino filme liquido é formado uniformemente na superficie do evaporador, o qual € aquecido
por resisténcias elétricas e gira a uma velocidade de 1450 rpm/min. A temperatura do
evaporador (TE) variou de 100 a 250°C. Uma fracdo mais leve do material a ser destilado é
evaporada na superficie do evaporador, a qual atinge a superficie do condensador aquecida,
que estd a uma distancia do evaporador menor do que o livre caminho médio das moléculas
destiladas. A temperatura do condensador (TC) € mantida em 60°C, assim como as

temperaturas das correntes de saida de destilado e residuo (TLS).

71



Figura 24 — Destilador molecular centrifugo, escala laboratorial.

3.11 DESTILADOR MOLECULAR CENTRIFUGO - ESCALA PILOTO

Em experimentos em escala piloto, foi utilizado o protétipo nacional de destilador
molecular centrifugo (processo FAPESP 01/10092-2) (BATISTELLA, 2008). Este
protétipo possui capacidade de processamento de 5 a 40 L/h e drea de evaporacdo de
0,1252 m’.

As condi¢des de temperaturas de alimentagcdo e saida de material sdo similares ao
equipamento importado de escala laboratorial. A temperatura do condensador (TC) €
mantida em 60°C, assim como as temperaturas das correntes de saida de destilado e residuo
(TD e TR).

A méxima velocidade de rotacdo € de 500 rpm. A temperatura do evaporador (TE)

variou de 100 a 200°C. Uma fracdo mais leve do material a ser destilado € evaporada na
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superficie do evaporador, a qual atinge a superficie do condensador aquecida, que estd a
uma distancia do evaporador menor do que o livre caminho médio das moléculas

destiladas.

3.12 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE OLEO DE DAG

Para preparar as amostras de 6leo de DAG para andlises posteriores, estas foram
centrifugadas a fim de retirar materiais em suspensdo provenientes das ultimas etapas das
destilacdes. A centrifuga utilizada foi uma Centrifuga Microprocessada NT810, marca

Novatécnica, com rotagdo méxima de 3300 rpm durante 20 minutos.

3.13 ANALISE DA MASSA ESPECIFICA DOS LIPIDIOS

As andlises de massa especifica (g/cm3) dos 6leos utilizados e acilglicerdis obtidos
nas reagdes enzimdticas e apds destilacdes moleculares foram realizadas em um

Viscosimetro Stabinger SVM 3000/Anton Paar, a vérias temperaturas.

3.14 ANALISES TERMICAS DOS LIPIDIOS

Experimentos de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) das amostras de 6leo
de soja e glicerideos apds reagdes enzimaticas e separacdo por destilacdo molecular foram
conduzidos em um equipamento DSC Mettler Toledo Star, modelo 823. Aproximadamente

8 mg de amostra foram colocadas em cdpsulas de aluminio, com uma cépsula vazia como
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referéncia. A anélise de Degradacdo Térmica foi conduzida em atmosfera de Nitrogénio,

com fluxo de 50 mL/min, com aquecimento de -50 a 300°C a uma taxa de 10°C/min.

3.15 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE AGUA DE LIPASES LIVRES

A determinacdo da quantidade de dgua das lipases livres (AN-L e TL-L) soluveis
doadas foi feita através de titulacdo coulométrica de dgua pelo método de Karl Fischer, em

equipamento Mettler Toledo DL31, de acordo com norma ASTM E203 (2001).
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CAPITULO 4

4 RESULTADOS

4.1 GLICEROLISE ENZIMATICA

4.1.1 SCREENING DE LIPASES

Para selecionar as lipases mais adequadas para a produ¢ao de DAG e MAG através
de glicerdlise enzimatica, diferentes lipases foram verificadas, sobre as mesmas condicdes
operacionais, diferenciando apenas as temperaturas de reacdo dependendo de cada lipase,
uma vez que as enzimas apresentam desempenhos diferentes em diferentes temperaturas.
Os produtos das reagdes sdo apresentados como fragdes madssicas (%) de TAG, DAG,
MAG e AGL. As porcentagens das fragdes mdssicas de TAG, DAG, MAG e AGL apé6s 24
horas de reacdo para cada lipase sdo apresentadas na Figura 25.

Observou-se que a lipase RM-IM ndo apresentou um desempenho satisfatério para
produzir DAG e MAG. Verificou-se que as particulas desta enzima tendem a se aglomerar
juntamente com a fase glicerol, devido a uma maior afinidade com a fase hidrofilica.

Além disso, de acordo com BORNSCHEUER (1999) e MUKHERIJEE (1998), esta
lipase apresenta maior seletividade com moléculas que possuem cadeia de dcidos graxos de
cadeia curta (10 — 6 carbonos). Porém, estes dcidos graxos menores nao possuem presenga
significativa na composicao do 6leo de soja, como pode ser observado na Tabela 6, o que

teria influéncia na conversdo da reacdo quando utilizada essa lipase. No entanto serd
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abordado a seguir que este pode ndo ser o unico fator que levaria a um baixo rendimento
por parte desta lipase, mas que outros fatores influenciam, por exemplo, o tipo de material

a que a lipase esta imobilizada.

Tabela 6 — Composicao inicial de dcidos graxos do 6leo de soja.

Acido Graxo Composigao
% (m/m)

C16:0 — Palmitico 11,6
C18:0 — Estearico 2,5
C18:1 - Oléico 22,5
C18:2 — Linoleico 54,9
C18:3 — a-Linolénico 5,5
C20:0 — Araquidico 04
C20:1 — Gadolénico 0,4
Saturados 16,6
Insaturados 83,4

Nas condi¢des de reacdo descritas na Figura 25, a lipase de Candida rugosa (CR)
também ndo obteve resultados satisfatorios na producio de DAG e MAG. A Figura 25
mostra que a reacdo catalisada pela lipase de Candida antarctica (CA-IM) apresentou o
melhor desempenho na producio de DAG e MAG. De acordo com FERREIRA-DIAS et
al. (2001), a aquafilicidade (Aq) do suporte pode ser usada como um indicador de sua
afinidade pela dgua e pela fase hidrofilica do glicerol e, desta maneira, poder avaliar as
possiveis diferencgas na hidrofilicidade entre os suportes usados nas lipases imobilizadas. O

suporte utilizado para imobilizar a lipase CA-IM apresenta hidrofilicidade menor do que os
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suportes usados como matriz para imobilizar a lipase RM-IM (FERREIRA-DIAS et al.
2001). Os resultados podem ser explicados através das diferentes afinidades do glicerol
(composto hidrofilico) por cada suporte. De acordo com FERREIRA-DIAS et al. (2001) o
suporte de RM-IM apresenta Aq cerca de 06 vezes maior que CA-IM, levando, assim, a
uma maior concentracdo de glicerol no microambiente da lipase. A formacdo de uma
camada de glicerol ao redor das particulas de lipase pode restringir o contato entre lipase e
o substrato hidrofébico, no caso TAG e DAG.

TL-IM, TL-L e AN-L propiciaram uma alta produ¢ao de DAG (40%) e ambas
apresentaram uma produ¢do aproximada de MAG (cerca de 20%); em contrapartida, os
resultados obtidos por TL-L mostram também uma elevada producdo de AGL nas
condicdes do experimento. Esta lipase livre apresenta uma alta conversao de TAG, assim
como os resultados apresentados pela lipase AN-L. Devido ao fato dessas lipases serem
previamente soliveis em fase aquosa, a porcentagem em massa de 4gua no meio reacional
durante a reacdo eleva-se um pouco em relagdo a quantidade calculada. Neste caso, devido
ao excesso de dgua decorrente da lipase livre estar dispersa em fase aquosa, a reacdo de
hidrdlise pode predominar sobre a reacao de glicerdlise, produzindo uma quantidade maior

de AGL - que € a principal caracteristica da reacdo de hidrélise.
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Figura 25 — Glicerdlise do 6leo de soja utilizando vdrias lipases. Condi¢des: 10% de
enzima (% em relacdo a massa de 6leo), 3,5% de dgua (% em relagdao a massa de glicerol),
24 horas de reagdo. T = 40°C (AN-L, TL-L, RM-IM), 50°C (TL-IM, CR-IM ) e 70°C (CA-
IM). Razdo molar do substrato Glicerol/Oleo = 4 (AN-L, TL-L, RM-IM) e 8 (TL-IM, CA-

IM e CR).

Através das condig¢des das reacdes descritas na Figura 25, observa-se que foi fixado
uma concentrac¢io de 3,5% de dgua, em relagdo a massa de glicerol, quantidade essa que se
repetird em todas as outras reacdes enzimaticas que necessitem de dgua no sistema (como
serd discutido posteriormente). Essa quantidade foi pré-estabelecida através de outros
trabalhos da literatura que empregaram a glicerdlise enzimdtica em reacdes livres de
solventes. Em relacdo as quantidades de 6leo e glicerol na reacdo de glicerdlise, esta segue
a regra da estequiometria da reacdo. Ao contrario, para a quantidade de dgua, ndo ha uma

relac@o obrigatoria, desde que essa quantidade seja suficiente para promover uma interface

78



entre a lipase e os substratos. Na literatura sdo encontrados trabalhos empregando
glicerdlise enzimadtica de triacilglicer6is para produ¢ao de MAG e DAG que usam desde
3% (KRISTENSEN, 2005) 3,5% (NOUREDDINI, 1998; KRISTENSEN, 2005b) até 4%
(PAWONGRAT, 2007; KAEWTHONG, 2005) de dgua, em relacao a massa do glicerol.
No entanto, serd discutido nos itens seguintes que a quantidade de dgua no sistema
de glicerdlise enzimadtica de triacilglicerdis livre de solventes interfere na produgdo de

AGL, afetando a producdao de MAG e DAG.

4.1.2 ESTUDO COM LIPASE TL IM - SISTEMA LIVRE DE SOLVENTES

Enzimas necessitam de uma quantidade minima de dgua para manter sua estrutura e
flexibilidade. A concentracdo de 4dgua € necessdria uma vez que as enzimas atuam na
interface 6leo/dgua, permitido a formacdo de um complexo acil-enzima. Como pode ser
observado na Figura 26(a) a conversdo de TG para a reacdo que contém 3,5% de agua é
48,15% maior que a reagdo isenta de d4gua, nas mesmas condi¢des, Figura 26(b). A reacdo
ilustrada pela Figura 26(b) ocorreu devido a um minimo de 0,5% de 4gua presente na
composi¢do inicial do glicerol. As produgdes de DAG e MAG sio, respectivamente, 23 e
58% menor quando a glicerdlise enzimdtica ocorre na auséncia de quantidade extra de

agua.
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Tabela 7 — Efeito da concentracdo de dgua no glicerol na produc¢do de DAG, MAG

e AGL para as lipases TL-L e AN-L.

Fracdo Massica (%)

Lipases TAG DAG MAG FFA

(a) 19,47 47,00 22,87 10,65
TL-L

(b) 18,46 40,20 20,37 20,96

(a) 31,14 44,88 16,66 7,31
AN-L

(b) 33,13 38,89 15,30 12,66
TL-IM (b) 29,43 44,59 21,41 4,56

(a): Auséncia de dgua extra;
(b): 3,5% de dgua extra (wt % da massa de glicerol)
T = 50°C, Razdo molar Glicerol: Oleo = 8, 10% quantidade de lipase (wt% da massa de

6leo), 24 horas de reagdo. Erro padrido =+ 0,72.

De acordo com a Tabela 7, lipases livres na auséncia de quantidade extra de dgua
produzem cerca de 50 — 57% menos AGL devido a diminui¢cdo na competi¢do entre as
reacoes de glicerdlise e hidrolise. Essas lipases foram obtidas livres em solucdo aquosa,
segundo a Tabela 5. De modo similar, as fracdes massicas de DAG e MAG para ambas as
lipases livres aumentam, 15 e 13% de DAG e MAG para TL-L e 11 e 8% de DAG e MAG
para AN-L, respectivamente, prevalecendo a reacdo de glicerdlise quando a dgua presente
no meio reacional provem apenas da solucdo aquosa da propria lipase. Os resultados das
reacoes que utilizam TL-L, porém sem adi¢ao de dgua extra podem ser comparadas aos das
reacOes que utilizam TL-IM. Sabe-se que a quantidade efetiva de lipase € diminuida pela
metade, porém de acordo com a Tabela 5, a atividade enzimadtica da lipase livre € duas
vezes a atividade da lipase TL-IM. Entretanto, o emprego de lipases livres apresenta

algumas desvantagens, como por exemplo a impossibilidade de haver reciclo de lipases no
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sistemas convencionais. Em capitulos posteriores sdo apresentadas alternativas que

viabilizam o emprego de lipases livres na produ¢ao de MAG e DAG.
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Figura 26 — Glicerdlise enzimatica do 6leo de soja utilizando 10% de TL-IM (em
relacdo 2 massa de 6leo), a 40 °C, razdo molar G/O = 8; a) 3,5% de dgua (em relacdo a

massa de glicerol), b) auséncia de dgua.

4.1.3 LIPASE CA-IM - EFEITO DA QUANTIDADE DE ENZIMAS

O efeito da quantidade de lipases nas reacdes de glicerdlise foi investigado
utilizando lipases imobilizadas de Candida antarctica B (CR-IM), uma vez que esta
apresentou a melhor performance na produ¢do de DAG e MAG. A Figura 27 (a, b) mostra
a cinética da glicerdlise enzimatica do 6leo de soja em um sistema livre de solventes
quando utilizados 2% (a) e 10% (b) de CA-IM a 70 °C. Como pode ser observado,
adicionando-se 2% de CA-IM a reagdo alcanca o equilibrio mais lentamente e as
composi¢oes de DAG e MAG sao 48,76 e 24,02%, respectivamente, e 5,2% de AGL apds

24 horas. O mesmo comportamento de reacao € observado quando utilizado 5% de CA-IM
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(em relagdo a massa de 6leo), nas mesmas condicdes de reacdo (Figura 28). Para 5% de
lipase, as concentracdes finais de DAG e MAG sdo similares, 48,28 e 24,64%,
respectivamente, com 5,83% de AGL. As conversdes obtidas para cada reacdo de
glicerdlise quando utilizado 2, 5 e 10% de lipase no meio reacional sdo, respectivamente,
74, 78 e 88%. A Figura 28 mostra que a utilizagdo de uma concentracdo de 10% de lipase
no meio reacional aumenta em 30% a producdo de MAG. Em contrapartida, diminui em
23% a producdo de DAG e aumenta drasticamente a produ¢ao de AGL, de 3,36% (quando
utilizado 2% de lipase) para 16,76% de AGL (quando utilizado 10% de lipase no meio
reacional). As vantagens de se obter maior conversao de rea¢ao (88%) e maior producao de
MAG quando se utiliza 10% de Candida antarctica B ndo supera as desvantagens de se
empregar altas quantidades de lipase na reacdo (visto que o preco das lipases € o fator
dominante quando se trata de custo do processo enzimético) e da alta producdo de AGL,
pois a separagdo dos MAG e AGL ¢ dificultada mesmo utilizando a técnica de destilagdo

molecular.
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Figura 27 — Quantidade de enzima (% em relacdo a massa de 6leo) na glicerdlise a

70°C, razdo molar de substrato G/O = 8, a) 2% de CA-IM; b) 10 % CA-IM.

Figura 28 — Acilglicer6is (TAG, DAG, MAG, AGL) produzidos por glicerdlise
enzimatica do 6leo de soja a diferentes concentragdes (2, 5 e 10%) de lipase de Candida

antarctica B. Condig¢des: T = 70°C, Razdo Molar G/O = 8, dgua = 3,5% (em relacdo a

massa de glicerol).
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4.1.4 DIFERENCAS ENTRE GLICEROLISE QUIMICA E ENZIMATICA

Atualmente, a producdo de MAG e DAG se dé por sintese quimica, uma vez que
por esta rota a reagdo € mais rdpida, podendo obter em torno de 50 — 55% de MAG. O
catalisador normalmente utilizado é NaOH, e devido as altas temperaturas de reacgdo,
muitos subprodutos oriundos de reagdes paralelas de polimerizacdo e degradacdo dos
produtos podem ocorrer. Ao final da reagdo quimica, o produto obtido apresenta coloragdo
escura e forte odor desagradavel. =~ Em escala laboratorial, a reacdo quimica foi
acompanhada durante 3 horas, a 210 °C, como apresentado na Figura 29. Como resultados,

foram obtidos 58% de MAG e 40% de DAG, com conversdo de TAG de 95%.
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Figura 29 — Acompanhamento da reagcao de glicerdlise quimica para produg¢ao de MAG a

210°C.
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Ao término da reagdo, as afirmacdes sobre cor e odor encontradas na literatura para
os produtos da reacdo quimica foram confirmados. Como exemplo, a Figura 30 ilustra as
diferengas de colorac@o entre (A) produto da rea¢do enzimdtica, (B) produto da reacdo
quimica e (C) 6leo de soja refinado comum. O contraste de cor € forte indicio dos
subprodutos, possivel degradacdo de produtos e residuo de catalisador que a reacdo

quimica contém.

Figura 30 — Diferengas de colorac@o entre glicerdlise quimica e enzimdtica para
producdo de MAG e DAG. (A) Reagdo enzimdtica ap6s 24 horas; (B) Reagdo quimica apds

3 horas com NaOH; (C) Oleo de Soja refinado.

Devido aos exemplos observados sobre a reacdo quimica para produgdo de
emulsificantes, as industrias precisam modificar seus processos para tecnologias mais
limpas e que gerem produtos de alta qualidade para o consumidor mais exigente. E o caso
das reacdes enzimdticas em substitui¢do as reacdes quimicas para esta finalidade. Mesmo
que a rota enzimadtica necessite de um tempo maior de reacdo, utilize biocatalisadores mais

caros que os catalisadores quimicos convencionais, esta rota vem ganhando espago nas
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pesquisas e consequentemente sendo implementada em escala industrial. Essa
compensacdo se dd uma vez que o processo enzimdtico é considerado tecnologia limpa,
com minima geracao de poluentes, ndo necessita de grandes fontes energéticas pois nao sao
necessdrias altas temperaturas no processo e produz produtos de alta qualidade para o

mercado consumidor cada vez mais exigente em qualidade.

4.2 APROVEITAMENTO DE GLICERINA - RESIDUO DA PRODUCAO DE
BIODIESEL

Foram realizadas reagdes de glicerdlise enzimética de 6leo de soja, desta vez com
GL bruta e GL purificada obtida do processo de produgdo de biodiesel. Os primeiros testes
realizados diretamente com GL bruta nao obtiveram resultados satisfatorios pois o pH
acido da GL bruta e as impurezas inerentes a reagdo de transesterificagdo (mono, di e
triacilglicerol que nao reagiram, residuo de dcidos graxos, sabdes, residuo de catalisadores)
provocaram desnaturagdo da lipase, ndo apresentando conversdo para este caso.

Desse modo, para utilizar a GL excedente da reacdo de biodiesel no processo
enzimdtico para obtencdo de emulsificantes, € necessdrio que haja eliminacdo das
impurezas da GL bruta. A GL purificada apresentou caracteristicas de transparéncia,
incolor e bastante espessa, mais viscosa que a GL comercial. Nas reagdes de glicerdlise,
observa-se que mesmo a GL comercial apresenta pouca miscibilidade com 6leo; porém, foi
observado que a GL do biodiesel destilada ndo apresentava miscibilidade com o TAG
dentro do reator mesmo com alta rotacdo e dessa forma pdde ser observada a divisdo de

fases dleo/glicerina dentro do reator. Para a reacdo com essa GL destilada foram utilizadas
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as mesmas condi¢cdes anteriores que para a reacdo com GL bruta. A reacdo foi

acompanhada periodicamente e é apresentada na Figura 31.
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Figura 31 — Reagdo de Glicerdlise enzimdtica do 6leo de soja com glicerina destilada,

obtida da reacdo de biodiesel.

Observa-se que, devido a dificuldade em promover a completa miscibilidade entre
as fases Oleo/glicerina durante a reacdo, a producdo de DAG e MAG ap6s 24 horas de
reacdo ndo se igualou aos resultados de reacdes, quando utilizadas as mesmas condi¢des de
reacdo, porém com GL comercial. No caso do uso da GL destilada, a producido de DAG foi
de 35% e de MAG de 14%. Comparando-se com resultados obtidos com glicerina
comercial, nas mesmas condi¢des, as producdes de DAG e MAG sdo 48,76 e 24,02%,
respectivamente (Figura 27b).

No entanto, o teste foi satisfatério, pois demonstrou ser possivel aproveitar a
glicerina proveniente da reacdo de biodiesel como reagente da reacdo de glicerdlise. No

momento em que a produgdo de biodiesel cresce no pais, o excedente de glicerina também
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gerada se torna um residuo, que necessita de uma finalidade, e ndo apenas ser descartado.
A aplicagdo direta dessa glicerina produz dois produtos de valor econdomico: os MAG
como emulsificantes e 6leo rico em DAG.

Nesse sentido, é possivel apresentar um processo que integre a producdo do
biodiesel e a utilizacdo da glicerina excedente para produgdo de outros produtos de alto
valor de mercado. A Figura 32 ilustra um fluxograma que exemplifica os passos de cada
processo, desde a produgdo do biodiesel e a geragcao de glicerina, e esta sendo aplicada para
producdo de outros produtos, como por exemplo, os MAG e DAG.

Vale ressaltar que os residuos da GL bruta inerentes a matéria-prima da
transesterificacao para producdo de biodiesel (MAG, DAG, TAG e AGL) ndo prejudicam a
posterior utilizacao dessa GL na producdo de MAG e DAG por lipases. O pH acido da GL
e residuo de sabdes decorrentes da neutralizagdo desta é que desnaturam a lipase e
impossibilitam a produ¢ao de MAG e DAG por glicerdlise enzimatica. Desse modo, se a
reacdo de transesterificagdo para producdo de biodiesel fosse realizada enzimaticamente
utilizando-se lipases como catalisadores, a GL bruta obtida ndo necessitaria passar por
processos de purificacdo e neutralizaciao, podendo ser diretamente utilizada como reagente
da reacdo de glicerdlise enzimdtica, juntamente com TAG de diversas fontes (vegetal ou
animal).

A producio de biodiesel via rota enzimaética livre de solventes é possivel e varios
trabalhos relatam alta conversao de TAG em ésteres etilicos/metilicos (OLIVEIRA et al,
2004; WANG et al, 2006; ALVES et al, 2010; LLOYD et al, 2006). Porém, a utilizacdo de
lipases para esta finalidade ainda estd em fase de estudo, pois a desvantagem do custo dos

biocatalisadores é grande frente aos catalisadores NaOH e KOH facilmente encontrados e
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muito mais acessiveis economicamente. No entanto, a iniciativa de utilizar a GL bruta

oriunda das reacdes enzimdticas de transesterificacdo de TAG para producao de biodiesel

diretamente em outros processos, como exemplo deste presente estudo sobre producio de

MAG e DAG, ja vem como alternativa que viabilizaria a produ¢cdao ambientalmente segura

de biodiesel através de rotas enzimaticas.
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Figura 32 — Esquema para um processo integrado: producdo de biodiesel e obtengdo de

emulsificantes (MAG e DAG).
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4.3 ESTUDO COM LIPASES - SISTEMA UTILIZANDO SOLVENTES
ORGANICOS

A utilizagdo de solventes em reacdes de glicerdlise enzimadtica € eficiente e traz
muitas vantagens em relacdo ao sistema livre de solventes, porém, pode ocorrer
contaminac¢do dos produtos com o solvente utilizado e fazendo-se necessario uma etapa de
separacdo do solvente da mistura reacional final.

Utilizando-se solventes, o meio reacional permanece completamente homogéneo do
inicio ao final da rea¢do, aumentando a miscibilidade das fases hidrofilicas (glicerol) e
lipofilicas (6leo) propiciando assim uma maior conversdo de produtos. A adi¢do de
solventes diminui o tempo de reacdo comparado com o sistema livre de solventes, pois a
transferéncia de massa do glicerol € facilitada. Dessa forma, a reacdo se dd de forma
rapida, como ilustra a Figura 33.

Foram testados os seguintes solventes nas reacdes de glicerdlise enzimética:
Hexano, Acetona, Hexano/Acetona (50:50) e dlcool ferc-Butanol. Dentre esses solventes,
apenas o adlcool terc-Butanol apresentou resultados satisfatorios. Dentre as lipases testadas
estao a CA-IM, TL-IM, TL-L, RM-IM e AN-L. Das lipases empregadas, apenas CA-IM e
TL-L apresentaram resultados satisfatérios, de acordo com os resultados a seguir.

A Figura 33 (a) apresenta a producdo de MAG de 64% num periodo de 180 minutos
(3 horas), enquanto que a Figura (b), com uma relagcdo dlcool/6leo de 1,5 indica a mesma
producdo de MAG num periodo de 240 minutos (4 horas). Ao contrario do observado para
um sistema livre de solventes, quando utilizado o alcool terc-butanol no meio reacional o

rendimento de MAG € maior que DAG. Observa-se neste caso que a producdao de DAG
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aumenta até certo momento e decai, indicando consumo de AGL das moléculas de DAG,

fato ndo observado numa reagao livre de solvente quando utilizado a mesma enzima TL-L.
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Figura 33 — Reacdo de glicerdlise enzimdtica utilizando sistema com solvente (4lcool
tercidrio) Razdo Molar: a)terc-Butanol / Oleo = 2.2 e b) Terc-Butanol / Oleo = 1,5). G/O =

4; 10% de lipase em relacao ao 6leo, T = 40°C.

91



Nem todas as enzimas apresentaram alta solubilidade e/ou afinidade com o meio
polar, propiciado pelo &lcool ferc-butanol. As lipases TL-IM, RM-IM e AN-L nao
apresentaram resultados para este caso.

A lipase de CA-IM apresentou resultados satisfatérios quanto a producao de MAG
e DAG quando utilizado terc-butanol como solvente no meio reacional. De acordo com a
literatura, nem todas as lipases respondem da mesma maneira a todos os solventes
organicos (BON et al., 2008). No Capitulo 4, item 2.1.1, € apresentado que a estrutura da
lipase se altera quando em contato com um solvente organico. O lid, ou a tampa que da
acesso ao sitio ativo da lipase sofre alteracdo na conformagdo, podendo ou permanecer
totalmente aberto, aumentando o poder catalitico da lipase, ou permanecer fechado,
bloqueando o acesso ao sitio ativo, dependendo do tipo do meio reacional a que a lipase é
exposta.

A lipase de CA-IM apresentou resultados satisfatérios quanto a producao de MAG
e DAG quando utilizado terc-butanol como solvente no meio reacional. As condi¢des da
reacdo foram: razdo molar terc-butanol/6leo = 2, razdo molar glicerol/6leo = 4, 2% de
lipase em relagdo ao dleo de soja, 3,5% de 4dgua em relacio a massa de glicerol,
temperatura de 70°C. Ao final de 3 horas de rea¢do, foram obtidos 5,52% de TAG, 14,25%
de DAG, 39,42% de MAG e 28,23% de AGL, com erro experimental de + 1,29. A fracdo
madssica para a producdo de MAG foi bastante elevada, porém a porcentagem da produgdo
de AGL foi bastante alta. Sabe-se que, a separacdo desses dois componentes, mesmo por
destilacdo molecular, € dificultada devido as massas molares serem muito proximas. Neste
caso, o estudo necessita de mais varidveis de processo para minimizar a produ¢do de AGL

com a lipase de CA-IM.
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4.4 REUSO DE LIPASES EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTES

O emprego de enzimas como biocatalisadores € cada vez mais presente em
processos industriais, porém, nao de forma mais expressiva devido ao alto custo da
producdo das enzimas. O custo do biocatalisador é hoje o fator limitante que restringe a
utilizacdo dos sistemas enzimaticos em processos em larga escala.

Para contornar esse fato e tornar o uso de lipases mais atrativo, ha hoje no mercado
vdrias opg¢oes de lipases imobilizadas em diversos substratos (silica-gel, fibras, particulas
de ceramica, microesferas de PVA), fazendo com que as lipases possam ser reutilizadas no
processo sem diminuir a atividade hidrolitica, a estabilidade e a seletividade das mesmas.

Em plantas industriais, a reutiliza¢ao das enzimas € fundamental para diminui¢io de
custos do processo enzimatico. No entanto, a reutilizacdo desses biocatalisadores em uma
determinada reacdo implica em processos adicionais de separacdo no processo e
preparacao das enzimas a fim de estarem hdbeis para nova utiliza¢do. Esses processos
adicionais na planta industrial envolvem encarecimento do produto final.

CRUZ (2007) em sua tese estudou a sintese de MAG acetilados por glicerdlise
enzimatica utilizando diversas lipases imobilizadas e livres, entre elas lipase Thermomices
lanuginosus livre e imobilizada e Rhizomucor miehei imobilizada. A reutilizacao de lipases
foi realizada por 4 ciclos, apenas com as lipases imobilizadas, sendo que estas eram
retiradas do meio reacional e filtradas a vicuo e sé entdo re-adicionadas na reacdo para
outro ciclo de producdo de MAG.

No entanto, observando a producdo de emulsificantes MAG e DAG, foi verificado
que processos extras de separacdo e preparacdo das lipases, para entdo serem recolocadas

em diferentes ciclos de reacdo enzimadtica, poderiam ser evitados.
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Neste caso particular da glicerdlise enzimdtica para producdo de MAG e DAG, a
lipase € adicionada ao meio contendo GL e TAG, com adi¢do de dgua (caso a lipase seja
imobilizada, como ja discutido em item anterior). As fases GL e TAG ndo sdo misciveis e
apds cada etapa de 24 horas de reacdo, mesmo ap6s o TAG converter-se parcialmente em
DAG, MAG e AGL, a fase lipofilica contendo os acilglicerdis e a fase hidrofilica, glicerol
e lipases, separam-se imediatamente de forma espontanea (Figuras 34 e 35). Visto isso, o
seguinte experimento visando verificar o reuso das lipases no sistema de glicerdlise
enzimatica, em sistemas livres de solventes, foi efetuado, conforme descrito no item 4.2,

os resultados obtidos serdo discutidos nos itens seguintes.

D 1)

Figura 34 — Inicio da Separagdo de fases apds 24 horas com lipase imobilizada de

CA-IM (I), Separacao de fases completa apds 24 horas (II): (A) acilgliceréis, (B) lipases,

(C) glicerina e agua.
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Figura 35 - Inicio da Separacdo de fases apds 24 horas com lipase livre de TL-L (I),

Separacao de fases completa apds 24 horas (II): (A) acilglicerdis, (B) lipases dispersas na

fase glicerina e dgua.

44.1 REUSO DE LIPASE IMOBILIZADA

A lipase imobilizada de CA-IM foi utilizada em nove ciclos de glicerdlise
enzimatica durante a producdo de MAG e DAG. Ap6s 24 horas de cada ciclo, o reuso da
lipase, sua estabilidade frente a exposi¢do prolongada nos diversos ciclos de reacdo e as
composi¢des de cada componente TAG, DAG, MAG e AGL produzidos nos ciclos de
reacdo com a lipase CA-IM sdo mostradas na Figura 36. A lipase imobilizada pdde ser
utilizada durante 9 ciclos sem perdas na estabilidade, uma vez que ndao houve decréscimo
nas producdes de DAG e MAG com o tempo de uso do biocatalisador. Nessas condicdes, a
conversdo de TAG alcancou 82% e foi mantida constante durante todos os ciclos de 24

horas. Isto demonstrou a boa estabilidade da lipase, uma vez que esta apresenta afinidade
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com o glicerol, geralmente utilizado como estabilizante para enzimas. Apds o terceiro
ciclos os rendimentos de DAG e MAG foram mantidos praticamente constantes em torno

de 53% e 24%, respectivamente.
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Figura 36 - Composic¢ao de acilglicerdis ap6s 24 horas de cada ciclo de reacdo utilizando

lipase de CA-IM.

A fim de verificar o consumo de GL no decorrer dos ciclos, € importante mencionar
que a quantidade de glicerol ndo foi reposta durante cada nova etapa de reagdo, ao iniciar-
se um novo ciclo. Dada a estequiometria da reacdo, Glicerol: TAG de 2:1 de acordo com a
Figura 37, o excesso inicial de GL adicionado na reacdo, numa razdao molar GL:TAG de
8:1 foi propositalmente estipulado. Assim sendo, o consumo de GL foi o agente limitante
para concluir os ciclos de reagdo. Durante nove ciclos foi possivel verificar fases distintas
que garantiram a quantidade minima de GL que a estequiometria da reagdo necessitava

para produzir MAG e DAG sem perdas nos rendimentos.
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CH,—OH CH, —O00C—R; CH, —OH

2C|H —OH + CH —O00C—R, P3¢ 304 _ goc—Rr

CH,—OH  CH, —OOC—R; CH, —OH
Glicerol TAG MAG

Figura 37 — Reagdo global da glicerdlise. R1, R2 e R3 sdo cadeias carbonicas de dcidos

graxos.

Durante os ciclos de reacdo com a quantidade inicial de lipase e de glicerol, a razao
molar entre GL e TAG alterou-se por dois motivos: devido ao consumo e pela ndo
reposi¢do de glicerol. O monitoramento da razdo molar entre glicerol e TAG € apresentado
na Figura 38. Observando a Figura, nota-se que no nono ciclo a razdo molar € de 2,4, ainda

suficiente para conduzir a reacdo sem decréscimo na producao de MAG e DAG.

Razao Molar Glicerol:TAG
(6)]

Ciclos

Figura 38 — Acompanhamento da Razao Molar Glicerol:TAG em cada ciclo de glicerdlise

enzimatica.
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4.4.2 REUSO DE LIPASE LIVRE

Do mesmo modo que a lipase imobilizada, a lipase livre de TL-L foi utilizada em 8
ciclos seguidos de reagcdo, onde apenas TAG era realimentado no sistema apds a retirada
dos acilgliceréis produzidos a cada ciclo, como apresentado na Figura 39. E importante
reafirmar que a carga de GL e lipases foi mantida sempre constante, ou seja, a mesma
desde o 1° Ciclo até o 8° Ciclo.

Como pode ser observado, o reuso de lipase livre foi possivel, no entanto, TL-L nao
apresentou a mesma estabilidade que a lipase CA-IM. O fato de CA-IM ser imobilizada
manteve sua estabilidade e atividade durante o tempo prolongado de utilizacdo e a
temperatura constante de 70 °C.

Ap6s 24 horas de cada ciclo, as composi¢des de cada componente TAG, DAG,
MAG e AGL produzidos nos ciclos de reacdo com a lipase TL-L sao mostradas na Figura
39. O gréfico ilustra um decréscimo gradual na produc¢do de MAG, de 20 para 10%. Ja a
producdo de DAG manteve-se constante entre 40 e 43% nos cinco primeiros ciclos,
apresentando uma queda na producdo a partir do sexto ciclo, chegando a 30% de DAG no
oitavo ciclo. Independente da ndo estabilidade da lipase livre nos ciclos de reacdo, a
producdo de MAG e DAG a partir da lipase livre reutilizada apresentou um desempenho

excelente.
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Figura 39 — Composic¢do de acilglicerdis apds 24 horas de cada ciclo de reagdo utilizando

lipase de TL-L.

A Figura 39 apresenta a razdo molar entre glicerol e TAG em cada ciclo para
reacoes utilizando a lipase livre. Este comportamento demonstra que para a reagcdo com a
lipase livre o consumo de glicerol foi menos acentuado que a para reagdes com a lipase
imobilizada. Este fato estd em concordancia com o fato de que a conversao com a lipase
livre € menor. Neste caso, o oitavo ciclo apresentou uma razdo molar de 4,1, em contraste
com o caso anterior que apresentou 2,4 no nono ciclo.

No caso da reagdo com lipase livre, devido a menor conversdo e menor consumo de
glicerol, esta deveria ter mantido mais ciclos em vigor do que a reacdo com lipase
imobilizada, uma vez que ainda havia glicerol a ser consumido. No entanto, apenas foi

observado separacdo de fases durante oito ciclos. Provavelmente, apds este periodo,
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ocorreu emulsificacdo entre as fases glicerol — dgua — lipases — lipidios, impossibilitando a

separacdo dessas. Este fato ainda deve ser mais profundamente estudado.
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Figura 40 — Acompanhamento da Razao Molar Glicerol:TAG em cada ciclo de glicerdlise

enzimatica para reagdes com lipase livre TL-L.

A Figura 40 mostra que, nas condi¢des de reacdo estudadas, a conversao de TAG
para as reacdes com a lipase livre alcangcou 72% no tempo de 24 horas do primeiro ciclo e
apresentou um acentuado decréscimo até 43% de conversdo no oitavo ciclo. Em contraste,
a conversdo de TAG para a reacdo a lipase imobilizada de CA-IM alcancou cerca de 82%
de conversdo durante todos os ciclos, totalizando 192 horas de uso continuo sem perdas da

estabilidade da lipase.
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Figura 41 — Conversao de TAG em cada ciclo empregando os diferentes biocatalisadores

estudados.

4.5 DESTILACAO MOLECULAR

4.5.1 EXPERIMENTOS EXPLORATORIOS DE DESTILACAO MOLECULAR

Nesta etapa, foram realizados os ensaios de separacdo de acilglicerdis obtidos das
reacoes de glicerdlise enzimdtica por destilagdo molecular (DM) com o objetivo de,
inicialmente, determinar os parametros de processo. Este método de separaciao ndo se trata
de uma destilagdo propriamente dita, pois nesta técnica, a separagdo dos compostos ocorre
pela diferenca de suas massas molares e pressoes de vapor, e ndo através de equilibrio entre
fases. Resumindo, primeiramente, sao destilados os componentes que apresentam menor

massa molar, pois requerem baixas temperaturas para esta separagdo. Como exemplo, a
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glicerina (92 g/mol) pode ser obtida em uma faixa de temperatura de 80 — 100°C, com uma
pressdo de destilagdo de 0,1 torr. Compostos que possuem maiores massas molares siao
obtidos na corrente de destilado a temperaturas mais elevadas, enquanto que, dependendo
das condi¢des de operacdo (T e P), compostos demasiadamente pesados sdo retirados na
corrente de residuo. Por exemplo, dependendo das condi¢des de pressdo na destilagdao
molecular (alto vacuo), DAG e TAG ndo sdao obtidos na corrente de destilado, pois
requerem temperaturas de destilagdo (temperatura de evaporagdo, TE) mais elevadas, o que
ocasionaria degradacao do 6leo e perda de suas propriedades.

As fracdes madssicas dos componentes (%) da reagdo enzimadtica, considerados
matérias-primas para esta etapa de destilagio molecular, sdo apresentadas a seguir na

Tabela 8.

Tabela 8 — Fracdo Madssica (%) dos componentes resultantes da reacdo de

glicerdlise enzimatica.

TAG DAG MAG AGL GL
15,82 40,04 17,16 25,80 1,17

Glicerolise do dleo de soja, sistema livre de solventes. Condi¢des: T = 40°C, razdo
molar do substrato Glicerol/Oleo = 4, 10% de enzima (% em relagdo a massa de 6leo),

3,5% de dgua (% em relacdo a massa de glicerol), 24 horas de reacao.

Devido a utilizacdo de 10 % da lipase solivel TL-L, verifica-se na Tabela 8 que a
concentracdo na mistura de AGL € muito elevada. Ainda, a separa¢do desses AGL dos
MAG ¢ tarefa dificil sem que haja perda de MAG, uma vez que a faixa de variacdo dos
valores de massas molares para esses dois componentes sao muito préximas, em média

cerca de 280 g/mol para AGL e 330 g/mol para MAG. A massa molar de cada composto
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(MAG, DAG e TAG) depende das massas molares dos 4cidos graxos caracteristicos do
6leo de origem. No caso do 6leo de soja, as percentagens dos dcidos graxos caracteristicos
estdo apresentadas na Tabela 6.

A partir da mistura apresentada pela Tabela 8, foi realizada uma pré-destilagao para
retirada de GL e parte dos AGL. Para se operar o destilador molecular com o tipo de 6leo
escolhido, as linhas de entrada e saidas (destilado e residuo) devem estar aquecidas para
evitar bloqueio da tubulagao devido a adesao de MAG. As condicdes utilizadas para a pré-
destilacao foram:

Temperatura do evaporador (TE) = 200° C; temperatura do condensador (TC) = 60°
C; temperaturas das linhas de entrada e saida (TLE e TLS) = 60° C; rotacdo da placa de
evaporacao = 1450 rpm; pressao (P) = 0,1 torr; vazao = 6,0 mL/min.

Nestas condi¢des, as fracdes mdssicas do material destilado e do material recolhido
na saida de residuo na pré-destilacdo s@o verificadas na Tabela 9. Nessas condi¢des, a GL
foi praticamente toda reduzida do material obtido na corrente de residuo, juntamente com
parte dos MAG e AGL.

O material recolhido na linha de residuo desta primeira etapa foi novamente
alimentado no destilador e a TE foi elevada para 250°C. As fracOes madssicas dos

componentes obtidos nesta etapa de destilacdo sdo descritas na Tabela 10.

Tabela 9 — Fracdes mdssicas (%) dos componentes obtidos na pré-destilagdao a 200° C.

TAG DAG MAG AGL GL
Destilado (D) 0 0 20,32 72,53 7,15
Residuo (R) 18,03 43,69 17,40 20,36 0,25

TE = 200°C; TC = 60°C; TLE e TLS = 60°C; P=0,1 torr; rot= 1450 rpm.
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Tabela 10 — Fragdes mdssicas (%) dos componentes obtidos na destilagio a 250° C.

TAG DAG MAG AGL GL
Destilado (D) 1,20 13,32 30,74 52,55 2,19
Residuo (R) 21,15 49,70 14,25 14,87 0,03

TE =250°C; TC = 60°C; TLE e TLS = 60°C; P=0,1 torr; rot= 1450 rpm.

Nota-se que a 250°C, moléculas de TAG e DAG sdo detectadas na corrente de
destilado. Nessa temperatura elevada de evaporacdo, TAG e DAG de massas molares mais
baixas tem a chance de evaporar. Isso ocorre devido as diferencas de massa molar das
diferentes estruturas de 4cidos graxos que compdem o 6leo de soja. Exemplificando, TAG
e/ou DAG de 4cidos graxos de baixa massa molar (ex. 4cido palmitico com 16 carbonos)
em temperaturas elevadas de destilacdo (230 — 250 °C) e baixa pressdo (0,1 torr) podem
evaporar e serem recolhidos na corrente de destilado.

As vazdes massicas e volumétricas de entrada e saida nas destilacdes a 200 e a 250°
C bem como as massas especificas (U) calculadas a partir das vazdes medidas sdo
apresentadas na Tabela 11. Os valores para [ observados na Tabela 11 equivalem as
massas especificas (M) calculadas da mistura de componentes nas correntes de entrada ou
saida. A partir de dados da literatura tem-se que [ (6leo de soja) = 0,85 g/em’ e que M
(glicerina) = 1,26 g/cm’. Esses dados da literatura concordam com os valores calculados de
M; por exemplo, maiores [ para corrente de destilado indicam maiores concentragdes de
GL na amostra recolhida.

A Tabela 12 apresenta valores de vazao dos componentes em g/min, levando-se em

consideragdo as vazdes massicas apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11 — Vazdes méssicas (g/mL) e volumétricas (mL/min) e massas especificas

(g/cm3) do material presente nas correntes de entrada, destilado e residuo.

Entrada Destilado Residuo
Vazao (mL/min) 7,00 0,80 6,20
Destilagcao
Vazao (g/mL) 5,83 0,83 5,00
200°C
p(g/cm3) 0,83 1,04 0,81
Vazao (mL/min) 7,00 1,20 5,80
Destilacdo
Vazao (g/mL) 6,21 1,17 5,04
250°C
P (g/cm3) 0,89 0,98 0,87

Tabela 12 — Vazdes madssicas (g/min) dos componentes para cada corrente de

entrada e saidas, apds as duas etapas de destilacao.

TAG DAG MAG AGL GL
Entrada 0,92 2,33 1,00 1,50 0,07
Destilagao
Destilado 0,00 0,00 0,17 0,52 0,06
200°C
Residuo 0,90 2,18 0,87 1,03 0,01
Entrada 1,12 2,71 1,08 1,28 0,02
Destilagao
Destilado 0,01 0,16 0,36 0,61 0,03
250°C
Residuo 1,07 2,50 0,72 0,75 0,00

A razdo de massa de material destilado (D) e massa de material alimentado (F) pode
ser determinada pela equagdo 1. A partir dos dados experimentais da Tabela 12,
verificou-se que a 200°C de TE foi obtida uma porcentagem de destilado (100D/F) de 13,0

% e a 250° C uma 100D/F de 18,8%.

MassaDestilado
100D/, =100 x —————— 1
A’ MassaTotal ( )
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Na primeira destilacio a 200 °C, nota-se que DAG nao foram destilados e
permaneceram na corrente de residuo, juntamente com MAG, AGL e GL que ndo
destilaram completamente. O cédlculo de recuperagdao de um determinado componente &
determinado pela seguinte equacao 2:

Destilado

%R, =100x 2)

Alimentado,,

sendo N o componente escolhido e R a porcentagem de recuperacao de N.

A partir dos dados da Tabela 12, foi verificada uma recuperagcao de 16,24% de
MAG a 200°C e 36,95 % de MAG a 250°C. Entretanto, a 200°C houve uma recuperacao de
33,52% de AGL e a 250°C de 48,97%.

Uma alternativa para diminuir consideravelmente a concentracio de AGL na
amostra inicial a fim de se obter essencialmente MAG na corrente de destilado, seria
realizar varias destilagcdes consecutivas a 170 — 180°C, ou seja, destilacdes em condicdes
onde haveria menor perda de MAG junto com AGL e maior proporcao de retirada de AGL

e GL do restante dos componentes.

452 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE DESTILACAO MOLECULAR

Apo6s os primeiros ensaios de destilacdo molecular realizados na etapa anterior, foi
possivel melhorar tanto as condi¢des das reacdes enzimdticas, a fim de diminuir a
quantidade de 4cidos graxos presentes na mistura reacional (alimenta¢do do destilador),

quanto os procedimentos para dar condi¢des de destilar preferencialmente MAG na
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destilacdo molecular. Para essa etapa de destilacdo molecular foi empregada uma estratégia
em formato “cascata”, a fim de realizar destilacdes consecutivas sempre realimentando o
destilador com o material obtido na corrente de residuo. Desde modo, a maxima
recuperacdo de MAG na corrente de destilado pode ser alcangada, diminuindo
gradativamente a concentragao deste composto na corrente de residuo.

Antes de realizar a separacdo no destilador molecular, os componentes acilglicerdis
resultantes da reacdo enzimética foram devidamente separados da fase hidrofilica. Apds
esta primeira separacdo, as fracdes massicas dos componentes (%) da reacdo enzimatica

consideradas matérias-primas para a destilacio molecular sdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Fracdo Maissica (%) dos componentes resultantes da reacdo de

glicerdlise enzimatica utilizando lipase CA-IM.

TAG DAG MAG AGL GL

25,06 46,63 21,72 5,38 1,21

Glicerolise do dleo de soja, sistema livre de solventes. Condigdes: T = 70°C, razéo
molar do substrato Glicerol/Oleo = 8, 2% de enzima CA-IM (% em relagdo a massa de

6leo), 3,5% de dgua (% em relacdo a massa de glicerol), 24 horas de reacao.

Primeiramente, nota-se que, em virtude da utilizacdo de apenas 2% de lipase CA-
IM, a concentracdo de d4cidos graxos foi reduzida para 5,38%, diferentemente da
composi¢ao de 25,80 % de AGL observada no item anterior (ver Item 4.2.1).

A partir da mistura apresentada pela Tabela 13, foi realizada pré-destilacdao a 100 e
150 °C para retirada de GL e parte dos AGL. As condicdes utilizadas para a pré-destilacao

foram:
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Alimentagao (A) = 470g; Temperatura do evaporador (TE) = 100/150° C;
temperatura do condensador (TC) = 60° C; temperaturas das linhas de entrada e saida (TLE
e TLS) = 60° C; vazao entrada (Ve) = 7,5 mL/min; rotacdo da placa de evaporaciao = 1450
rpm; pressao (P) = 0,28 torr.

Nestas condicdes, as fragdes madssicas do material destilado (D) e do material
recolhido na saida de residuo (R) na pré-destilacdo sdo verificadas na Tabela 14. O
material recolhido na linha de residuo a 100 °C foi novamente alimentado no destilador e a
TE foi elevada para 150°C. As fragdes méssicas dos componentes obtidos nesta etapa de

destilacdo sao descritas na Tabela 14.

Tabela 14 — FracOes mdssicas (%) dos componentes obtidos na pré-destilacdo a

100° C.
Temperatura (°C) Linhas TAG DAG MAG AGL GL
Alimentacao (F) 25,06 46,63 21,72 5,38 1,21
100 Destilado (D) 4,18 323 10,87 530 7641
Residuo (R) 25,24 48,11 21,62 4,52 0,52
150 Alimentagdo (F)* 2524 48,11 21,62 4,52 0,52
Residuo (R) 25,83 48,00 21,93 4,25 0,00

TE = 100/150°C; TC = 60°C; TLE e TLS = 60°C; P=0,28 torr; rot= 1450 rpm.
VD = 0,0 mL/min; VR = 7,5 mL/min = 7,36 g/min * ndo foi obtido material na

corrente de  destilado.

Apo6s as etapas de pré-destilacdo a 100 e 150°C para eliminar e/ou diminuir as
concentracdes de GL e AGL na corrente de residuo, a TE foi aumentada de 190°C até 250

°C (Figura 42). Durante todo o experimento, as vazdes de alimentacdo, de destilado e
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residuo foram determinadas. As vazdes (Q), massicas e volumétricas a diferentes TE sdo

apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 — Vazdes (madssicas e volumétricas) do material presente nas correntes de

entrada, destilado e residuo.

Entrada Destilado” Residuo
T C0) Vazao Vazao Vazao Vazao Vazao Vazao
(g/min) (mL/min) (g/min) (mL/min)  (g/min)  (mL/min)
100 7,36 7,50 - - 7,36 7,50
150 5,78 6,50 - - 5,78 6,40
190 5,54 6,20 0,41 0,40 5,13 5,80
190 9,46 10,30 0,45 0,50 9,01 9,80
230 9,68 10,60 0,83 1,00 8,85 9,60
230 6,73 7,40 0,96 1,20 5,77 6,20
250 5,85 7,00 0,93 1,40 4,92 5,60
250 9,63 11,00 0,93 1,40 8,70 9,60

“ndo foi recolhido material suficiente nas correntes de destilado a 100 e 150°C para

o calculo das vazoes de saida de destilado.

Os experimentos utilizando-se TE igual a 100 e 150°C tiveram o objetivo de retirar
ao maximo os AGL e o GL presentes na mistura. Observa-se que durante esses
experimentos, a P manteve-se em 0,28 torr quando TE = 100°C e a 0,22 torr quando TE =
150°C. Isto significou que, preferencialmente, as moléculas leves estavam evaporando e
afetando a pressdo interna da camara de destilacdo.

Foram realizadas destilagdes variando a vazdo de entrada entre 6,0 e 10,0 mL/min,
a fim de observar a influéncia da vazao de alimentacdo no evaporador, além da influéncia

da TE nas fracOes destiladas (Figura 42).
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Observa-se que quando se aumenta a TE, aumenta a transferéncia de calor do
evaporador com o fluido e moléculas com massas molares mais elevadas podem ser
evaporadas. Ainda, um aumento no fluxo de entrada (Q) de 6 para 10 mL/min, no caso de
TE de 190 °C, provocou um aumento de 31,9 % de MAG na corrente de destilado. Da
mesma forma, o aumento de Q nas temperaturas de 230 e 250 °C provocaram um aumento
de 16,8 e 4,0 % de MAG destilado, respectivamente. O aumento na concentracio de MAG
na corrente de destilado a vazao maior de 10 ml/min se deve porque quando utilizada uma
vazdo de entrada relativamente baixa (no caso de 6 mL/min), pode ocorrer formagao de
caminhos preferenciais na superficie do evaporador, ao contrario de um filme homogéneo,
negligenciando assim a transferéncia de calor da superficie do evaporador para o fluido.
Com o aumento de Q para 10 mL/min, o fluido espalha-se homogeneamente sobre a
superficie do evaporador, proporcionando uma eficiente troca de calor do evaporador com
o fluido a ser evaporado.

No entanto, nota-se que, conforme se dd o aumento de TE, a diferenca entre a
concentracdo de MAG destilada a 6 e a 10mL/min diminui. Isso ocorre porque a
temperatura € alta o suficiente para que haja uma boa troca de calor, mesmo sem haver o

completo recobrimento do fluido sobre a superficie do evaporador.
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Figura 42 — Fragcao Massica (%) para MAG nas correntes de destilado e residuo em

diferentes temperaturas e vazdes de alimentacao.

Através da Figura 42, pode-se observar que a maior concentra¢do de 80% de DMG
foi obtida com uma vazao de alimentagdo de 10,0 mL/min e TE = 250°C, partindo-se de
uma alimentacdo que continha apenas 13,20% de MAG. A corrente de residuo também
contém concentracdes de MAG residuais (RMG) nao destilados nas condicdes
experimentais.

A composicao da corrente de alimentagcao € continuamente alterada a cada aumento
de TE. Sendo assim, a recuperagdo de MAG em cada etapa de destilagdao é diferente. O
calculo de recuperacdo de um determinado componente € determinado pela equagdo 2
(item 4.5.1).

As recuperagoes de MAG, bem como as concentragdes de DMG, a diferentes

temperaturas e vazoes de alimentagao sao apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 - Recuperacao de MAG a diferentes TE e vazdes de alimentagao.

Recuperacao de

Temperatura (°C) Q (mL/min) DMG (%) MAG (%)
190 6.2 47,84 17
100 10.3 63,09 12
230 6.3 65.18 50
230 10.6 79,06 27
250 6.4 76,85 52
250 10,5 80,01 35

Nota-se que a recuperagao de MAG ¢é sempre maior quando Q € menor. Isto se deve
ao tempo de residéncia das moléculas na superficie do evaporador: aumentando-se o
periodo de contato das moléculas no evaporador, a possibilidade de todas as moléculas
evaporarem, tanto as moléculas mais pesadas quanto as mais leves, é maior. Ha nesse caso,
maior recuperacao dos componentes. No entanto, a concentracdo de DMG é diminuida
quando Q € menor porque, sendo o filme mais fino, todas as moléculas que tém
possibilidade de evaporarem naquelas condicdes sdo evaporadas devido ao maior tempo de
exposi¢ao junto ao evaporador, diluindo a concentracio de MAG na corrente de destilado.
Em se tratando ainda da concentragdo madssica (%) de DMG, quando Q € aumentada,
somente as moléculas mais leves, como exemplo, os MAG ou AGL, podem evaporar, sem
haver tempo suficiente para outras moléculas que teriam possibilidade de evaporar,
aumentando assim a concentracdo de MAG na corrente de destilado.

A razdo de massa de material destilado (D) e massa de material alimentado (F) pode

ser determinada pela equagdo 1. A Tabela 17 apresenta os valores de porcentagem de
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destilado (100D/F) para as trés tltimas temperaturas de destilacdo estudadas. E observado
que na TE de 190 °C, a porcentagem de destilado foi praticamente a mesma obtida para
ambas as vazdes empregadas. A medida que TE aumentou para 230 °C, houve diferencas
na porcentagem de destilado para as diferentes vazdes de alimentagdo. Na vazdo de 6
mL/min 100D/F € maior que na vazdo de 10 mL/min. O mesmo ¢ verificado para a
temperatura de 250 °C. Neste caso, cabe a discussdo sobre recuperacdo de MAG ser maior
também em vazdes menores: a possibilidade da maioria das moléculas menores
conseguirem evaporar devido a um tempo de residéncia maior no evaporador em funcao da

menor vazao de alimentag¢do no evaporador.

Tabela 17 — Porcentagem de destilado das amostras nas vazdes de 6 e 10 mL/min e

diferentes TE.
100D/F
TE (°C) Q = 6 mL/min Q =10 mL/min
190 10,29 12,45
230 36,46 32,58
250 32,57 27,12
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Figura 43 — Fracao Massica (%) para DAG nas correntes de destilado (DDGQG) e residuo

(RDG) em diferentes temperaturas e vazdes de alimentagao.

Em contrapartida, a Figura 43 apresenta as concentracdes de DAG destilados e
residuais, nas condi¢des estudadas. A quantidade de DAG destilada é baixa, com um
aumento discreto em temperaturas mais elevadas, de 230 a 250°C.

Deste modo, ndo se deve deixar de observar o material restante obtido a partir do
dltimo residuo, essencialmente de DAG (TE = 250°C e Ve = 10 mL/min). De acordo com a
Figura 44, grande parte de sua composi¢do € decorrente do componente DAG: 29,83% de

TAG; 53,20% de DAG; 15,64 de MAG e 1,33 % de AGL.
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Figura 44 — Fracdo mdssica (%) dos componentes na corrente de residuo em fungdo da

temperatura. Vazao de alimentacdo de 6 mL/min (----- ) e 10 mL/min (—).

De acordo com o objetivo da pesquisa, o material obtido na corrente de destilado,
com 80% de MAG contém propriedades emulsificantes importantes e de qualidade para
varios segmentos industriais, especialmente alimenticios e cosméticos. Para tanto, o MAG
aqui obtido foi sintetizado primeiramente através de reacdes de glicerdlise enzimética e
posterior separagdo e concentracdo por destilacdo molecular, sempre visando a qualidade
do material sintetizado e nos beneficios que este produto adicionard nas aplicacdes
industriais posteriores.

Entretanto, apés todo o procedimento da destilacio molecular em “cascata”, foi
obtido como residuo um material rico em DAG com baixa acidez (Figura 44). Este

subproduto torna-se produto importante para pesquisas que utilizam 6leos de DAG, 6leos
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estes que podem ser empregados na industria alimenticia com a finalidade de substituir os
6leos de triacilglicerdis. A fim de ilustragdo, é apresentada uma comparagao entre o 6leo de
soja comercial (Figura 45 (1)), a mistura de acilgliceréis oriunda da reagdo de glicerdlise

enzimatica (2) e o 6leo rico em DAG obtido da destilacdo molecular (3).

Figura 45 — Comparacio de cores entre dleo de soja (1), mistura de acilglicerdis (2) e 6leo

de DAG (3).

Durante todo o processo de producdo de MAG e DAG, desde a escolha de reacdes
enzimdticas para sintese desses componentes, até a destilacio molecular para separacio
com o objetivo de se obter emulsificantes importantes para varios segmentos, obtém-se,
ndo apenas um, mas dois produtos de igual importancia industrial e académica. Lembrando
que durante a sintese enzimdtica de MAG e DAG sdo utilizados 6leos vegetais e ndo
gorduras hidrogenadas e baixas temperaturas de operagdo, estes produtos nio contém
dcidos graxos com configura¢do trans, ndo possuem odor desagraddvel e a coloragdo é

similar a do 6leo vegetal inicial.
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4.5.3 PRINCIPAIS DIFERENCAS ENTRE DESTILADORES MOLECULARES -
ESCALA LABORATORIAL E PILOTO

Para a etapa de purificagdo dos produtos da rea¢do enzimatica, foi utilizada toda a
experiéncia e infra-estrutura do LDPS (Laboratério de Desenvolvimento de Processos de
Separagdo), pioneiro na drea de destilacio molecular no Brasil. Desta forma, além dos
experimentos em escala laboratorial ja apresentados (itens 4.5.1 e 4.5.2), foram feitos
ensaios em maior escala, utilizando-se o protétipo nacional de destilador molecular
centrifugo.

O destilador molecular escala piloto foi inicialmente adaptado para se adequar ao
carater peculiar da mistura de acilglicerdis a ser alimentada. A mistura glicérica oriunda
das reacdes de glicerdlise apresenta-se, em temperatura ambiente ou temperaturas abaixo
de 40°C, num estado sélido/pastoso, ndo apresentando fluidez devido a presenga dos
componentes emulsificantes MAG e DAG. Devido as alteragdes realizadas, a alimentagcdo
foi diretamente direcionada para a camara de vacuo do destilador, desativando parte do
equipamento, como o degaseificador e uma bomba de alto vicuo. A linha de alimentagdo
passou a ter uma extensao de apenas 0,5 m. Como na mistura de acilglicer6is nao havia
componente volatil que necessitasse ser retirado pelo degaseificador, a desativacdo deste
foi satisfatoria, uma vez que evitou que acilglicerdis ficassem acumulados na extensdo das
linhas, ndo ocorrendo perdas maiores de material. Desse modo, o esquema do destilador
molecular escala piloto apresentou a mesma disposicdo operacional que o destilador
molecular escala laboratorial. Um esquema do processo de destilacio molecular é

apresentado na Figura 46.
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O destilador molecular importado de escala laboratorial foi operado nas seguintes
condi¢des de temperatura do evaporador: 100, 140, 190, 230 e 250 °C. No entanto, o
projeto do destilador molecular centrifugo de escala piloto ndo possibilita aumentos de
temperatura do evaporador acima de 200 °C, sob o risco de danificar o equipamento. Por
este motivo, a temperatura limitante de uso foi de 200 °C, e ndo de 250 °C, como no caso
anterior.

A espessura do filme formado na superficie do evaporador depende diretamente da
rotacdo da placa do evaporador e da vazao de material alimentado no evaporador. Assim
sendo, como foi fixada uma rotagdo baixa de 400 rpm, a vazdo nao poderia ser elevada,
com o risco de formar uma camada de material espessa na superficie do evaporador. Neste
caso, foram adotadas vazdes de alimentagao iguais a 17 e 27 mL/min.

Independentemente das principais diferengas entre os destiladores moleculares, o
mesmo experimento de separacdo da mistura glicérica obtida da reagdo de glicerdlise
contendo TAG, DAG, MAG, AGL e GL foi realizado no destilador molecular centrifugo
de escala piloto a fim de verificar o seu potencial de separacdo dos componentes € a
viabilidade deste para o caso em questdo. As diferencas mais representativas entre ambos
os equipamentos sdo listadas na Tabela 18.

As demais condi¢des de operacdo como temperatura do condensador (50 °C),
temperaturas das linhas de alimentagdo e saidas de destilado e residuo (60 °C) foram

mantidas iguais para ambos os experimentos.
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Figura 46 — Fluxograma da destilagio molecular apds alteracdo no projeto original. 1)
Alimentacdo de Acilgliceréis TAG, DAG, MAG, AGL, GL; 2) Controle de vazao da
alimentacdo; 3) Banho termostdtico a fim de evitar que materiais volateis prejudiquem o
vacuo do sistema; 4) Motor para controle de Rota¢do do evaporador; 5) Bomba de alto
viacuo (P = 200 pbar = 1,9 x 10-4 atm); 6) Sistema de controle de temperatura do
condensador; 7) Bombas de controle de vazdo das linhas de saida; 8) Destilado; 9) Residuo

ou Concentrado; 10) Evaporador; 11) Condensador.
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Tabela 18 — Diferencas operacionais entre os destiladores moleculares centrifugos

de diferentes escalas.

Destilador Molecular Escala Destilador Molecular Escala

Laboratorial Piloto
Rotagao (RPM) 1450 400
Area de evaporacao (mz) 0,0046 0,1252
Press@o na camara de evaporacdo A A
2,0x 10 1,8 x 107
(atm)
Temperaturas do Evaporador (°C) 100, 150, 190, 230 e 250 100, 140, 180, 200
Vazdes de alimentagdo (mL/min) 6el0 17 e 27
Quantidade minima de material
500 2000
alimentado (mL)
Tempo total (estimado) de uma
45 - 30 80 —50

etapa de destilacdo (min)

4.5.4 EXPERIMENTOS REALIZADOS NO DESTILADOR MOLECULAR -

ESCALA PILOTO

O material a ser fracionado pelo destilador molecular escala piloto foi obtido a

partir de varias reagdes de glicerdlise em reator de 2 L, como descrito no item 4.1. A

Tabela 19 apresenta as concentracdes em fragdo madssica (%) dos componentes na

alimentacdo inicial e em cada corrente de destilado e residuo em todas as temperaturas

utilizadas. As etapas de destilacio molecular foram realizadas segundo os experimentos

feitos no destilador molecular centrifugo de escala laboratorial, ou seja, com destilacdes

consecutivas sempre realimentando o destilador com o material obtido na corrente de
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residuo da etapa anterior. Deste modo, a méaxima recuperacio de MAG na corrente de
destilado pdde ser alcancada, diminuindo gradativamente a concentracao deste componente
na corrente de residuo.

Os ensaios foram realizados por etapas nas condi¢des de temperatura e pressao
descritas na Tabela 18 e de acordo com o material alimentado descrito na Tabela 19. A
recuperacdo de MAG em cada etapa foi gradual: a 100 °C a recuperag¢io de MAG foi de
apenas 1 %, até alcancar 52 % de recuperagdo de MAG a 200 °C, independentemente da
vazdo de alimentacdo (Figura 47). No caso anterior da destilacio molecular escala
laboratorial, foram observadas recupera¢des de MAG nas correntes de destilado, na vazao
de 6 mL/min, de 50 e 52 % nas temperaturas de 230 e 250 °C, respectivamente. No caso
atual, a maxima recuperagdo de 52% foi observada na temperatura de 200 °C com ambas as
vazdes de alimentacdo, 17 e 27 mL/min. Ou seja, a uma temperatura mais baixa foi obtida

a mesma recuperagdo de MAG que no caso anterior a temperatura mais elevada.

Tabela 19 — Composicdes dos componentes da mistura glicérica em cada etapa da

destilacdo molecular - escala piloto.

ALIMENTACAO %

Vazao entrada 17,3mL/min Vazao entrada 23,2 mL/min

Temperatura °C) TAG DAG MAG AGL GL | TAG DAG MAG AGL GL

100 31,64 36,74 23,65 5,63 234 31,64 36,74 23,65 5,63 234
140 37,63 28,45 22,778 8,13 3,00|32,17 38,00 22,11 5,08 2,64
180 33,20 42,45 19,20 5,15 0,00 | 37,15 34,42 21,23 536 1,84
200 38,76 36,45 17,38 4,64 2,77 |3536 3996 19,53 5,16 0,00
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Figura 48 - Porcentagem de MAG nas amostras de destilado obtidas pelo destilador
molecular de escala laboratorial (vazdes 6 ¢ 10 mL/min) e destilador molecular de escala

maior (17,3 e 23,2 mL/min).
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Figura 49 — Porcentagem de MAG nas amostras de residuo (B) obtidas pelo destilador
molecular de escala laboratorial (vazdes 6 e 10 mL/min) e protétipo de destilador

molecular de maior escala (17,3 e 23,2 mL/min).

Observando valores experimentais de separacdo de acilgliceréis em destilador
molecular escala laboratorial, MAG sdo mais presentes nas correntes de destilado nas
amostras obtidas com maiores vazdes e maiores temperaturas de destilagdo, pois a
combinacdo de maior vazdo com temperatura mais elevada possibilita que quantidades
maiores de moléculas de MAG sejam evaporadas. Isso € verificado na Figura 48, para as
amostras obtidas no destilador molecular de menor escala. Entretanto, o mesmo
comportamento das amostras de destilado obtidas no destilador molecular escala piloto nao
foi observado visto que o controle de todas as condi¢des e varidveis € mais confiavelmente
verificado quando se trata de uma menor escala. Manter todas as condi¢des de operacao no

destilador molecular escala piloto é mais dificil, visto que nesse equipamento hd mais

chances de haver contaminag¢do das amostras e o erro experimental é maior. Ainda, a
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quantidade de material obtido na corrente de destilado em temperaturas abaixo de 200 °C é
pequena, uma vez que nesta faixa de temperatura preferencialmente GL e AGL sdo
evaporados, e as concentracdes desses componentes no material alimentado ja sao
consideradas baixas (Tabela 19). Isso aumenta ainda mais os riscos de contamina¢cdo com
amostras anteriores. Por esses motivos, as amostras de destilado obtidas do destilador de
maior escala ndo apresentaram o mesmo comportamento regular que as amostras retiradas
no destilador de menor escala.

No entanto, para as amostras de residuo, material mais concentrado em moléculas
de TAG e DAG, observa-se uma concordancia maior entre 0 comportamento das amostras
do destilador molecular de escala laboratorial e das amostras do destilador molecular escala
piloto (Figura 49). A massa total das amostras obtidas na corrente de residuo era suficiente
para minimizar contaminagdo com amostras anteriores, diminuindo o erro experimental,
pois a maior parte do material fracionado era recolhida na corrente de residuo. Inicialmente
a amostra a ser fracionada apresentava cerca de 24 % de MAG, e ao final do processo, na
temperatura de 200 °C, a quantidade de MAG nas amostras de residuo foi diminuida para
15,5 e 17,2 % para as vazdes de 17,3 e 27,2 mL/min, respectivamente.

Outro fato importante observado na Figura 49 é que a separacdo de MAG foi mais
eficiente quando se operou o destilador molecular escala piloto a vazdes menores. Desse
modo a separacdo dessas moléculas foi mais efetiva, pois a camada de material glicérico
formado na superficie do evaporador € menos espessa, proporcionando uma melhor troca
de calor entre o evaporador aquecido e as moléculas a serem evaporadas naquela
temperatura. Esta discussdo pode ser complementada observando os valores calculados de

porcentagem de destilado (100D/F) em diferentes TE e vazdes empregadas (Tabela 20).
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Tabela 20 - Porcentagem de destilado (100D/F) das amostras nas vazdes de 6 € 10 mL/min

e diferentes TE.

100D/F
TE (°C) Q=173 mL/min Q =23,2 mL/min
100 1,28
140 13,96 16,03
180 13,96 13,91
200 54,95 47,59

No destilador molecular escala laboratorial essa diferenca na taxa de evaporagao
de MAG a diferentes vazdes também foi verificado quando se trabalhou a temperaturas
menores que 200 °C. Foi observado que, a temperaturas acima de 200 °C, esse fato ndo é
tdo expressivo, e o efeito de diferentes vazdes de alimentacdo diminui com o aumento da
temperatura do evaporador para 230 e 250 °C. A partir de 200 °C a taxa de separacdo de
MAG era preferencialmente comandada pela temperatura e nao mais pela vazao de
alimentacdo. Como no caso atual ndo foi possivel elevar a temperatura do evaporador
acima de 200 °C sob o risco de causar danos ao equipamento, esse fato ndo pode ser
comprovado.

Ao final das etapas de destilagdo molecular em escala laboratorial na temperatura
de evaporacdo de 250 °C, foi obtido um material na corrente de residuo com alta
concentracdo de DAG, entdo denominado de 6leo de DAG, com composi¢ao final de 29,83
% de TAG:; 53,20 % de DAG; 15,64 % de MAG e 1,33 % de AGL, a partir de uma mistura
inicial contendo 25,06 % de TAG, 46,63 % de DAG, 21,72 % de MAG, 5,38 % de AGL ¢

1,21 % de GL. O material final obtido na corrente de residuo apds as etapas de destilagao
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molecular em escala piloto, na temperatura de evaporacio de 200 °C, apresentou
composi¢ao final de 38,14 % de TAG, 42,29 % de DAG, 17,18 % de MAG e 2,39 % de
AGL, a partir de uma mistura glicérica contendo inicialmente 31,64 % de TAG, 36,74 %
de DAG, 23,65 % de MAG, 5,63 % de AGL e 2,34 % de GL.

De acordo com esses resultados, houve um aumento de 20 % de TAG e 14 % de
DAG nas amostras de Residuo para ambos os equipamentos, mesmo em temperaturas de
evaporacao diferentes. Igualmente, houve uma reducao de 72 % na concentragdo de MAG
nas duas amostras de residuo das destilacdes em escala laboratorial e piloto. No entanto, a
amostra de residuo do equipamento de escala laboratorial apresentou redugdo de 24,0 % de
AGL, enquanto que no equipamento escala piloto a quantidade de AGL foi reduzida de
42,50 %. Para ambos os casos a glicerina foi eliminada nas primeiras etapas de destilacdo a
temperaturas de evaporacdo mais baixas (100 °C).

Considerando os resultados obtidos, o destilador molecular centrifugo construido
com tecnologia nacional, de escala piloto, independentemente de todas as diferengas
operacionais com o equipamento importado (como diferengas nas velocidades de rotagdo,
distancias entre evaporador e condensador, temperatura méxima do evaporador) ofereceu
grande potencial de separacdo das amostras de acilglicerdis contendo MAG e DAG.

Tendo em vista as condi¢des de operacdo velocidade de rotagdo e temperatura
méxima de evaporagdo, o destilador molecular centrifugo importado apresenta vantagens
sobre o de tecnologia nacional como a maior velocidade de rotagdo do rotor e possibilidade
de elevagdo da temperatura do evaporador acima de 220 °C. De acordo com discussdo
anterior, quanto menor a espessura da camada de material alimentado na superficie do

evaporador (proporcionada por uma velocidade alta do rotor), melhor a troca de calor entre
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a placa do evaporador e as moléculas na superficie. Porém, com uma velocidade de rotacao
menor, a camada de material alimentado ndo € tdo fina, porém o material a ser evaporado
apresenta maior tempo de residéncia na superficie da placa aquecida do evaporador, e as
moléculas passam a ter mais chance de serem evaporadas com o tempo maior de contato.
Ou seja, a desvantagem da velocidade de rotagao do rotor do equipamento nacional frente a
alta velocidade do rotor do equipamento importado € compensada pelo tempo maior que as
moléculas permanecem em contato com o evaporador.

No caso da temperatura méxima de evaporacao, esta é limitada pela temperatura de
degradac¢io do material alimentado. Acima de 250 °C hd degradacdo dos acilgliceréis, por
isso esta foi a temperatura estipulada maxima de operagdo no equipamento importado. No
destilador nacional a temperatura maxima de evaporacdo foi limitada pelo préprio
equipamento, porém nao trouxe grandes desvantagens. Obviamente, quanto maior a
temperatura de evaporacdo, mais MAG poderiam ser recuperados, entretanto, em
temperaturas acima de 200 °C sdo evaporadas também moléculas mais pesadas, como
DAG e até alguns TAG, que ndo sdo interessantes serem obtidas na corrente de destilado
desta pesquisa.

A grande vantagem observada do destilador molecular escala piloto em relagdo ao
de escala laboratorial foi a pressdo interna de evaporacdo alcangada: 1,8 x10™ atm contra
2,0 x 10 atm no destilador de menor escala. O melhor vicuo obtido no destilador de

escala piloto foi fundamental para o melhor fracionamento de componentes MAG e DAG.
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4.6 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS DESTILADOS

4.6.1 DETERMIN~ACAO DA MASSA MOLAR DAS AMOSTRAS OBTIDAS POR
DESTILACAO MOLECULAR

Apos as etapas de destilacdo molecular apresentadas no item 4.5, foram realizadas
cromatografias gasosas para verificar a distribui¢ido dos diferentes dcidos graxos do 6leo de
soja original presentes em cada amostra de MAG e DAG. A partir dos valores de
porcentagens dos diferentes dcidos graxos e, possuindo as massas molares (MM) de cada
um respectivamente, foi possivel determinar a Massa Molar Média (g/mol) das amostras
obtidas de MAG e DAG obtidas.

Na Tabela 21 € apresentada a distribui¢do dos dcidos graxos presentes nas amostras
de MAG, ¢leo enriquecido de DAG e do 6leo de soja original.

Tabela 21 — Composi¢do dos diferentes dcidos graxos nas amostras obtidas.

Acido Graxo MM (g/mol) Composicao (%) dos AG (m/m)
Oleo de Soja  Oleo de DAG MAG destilados

C16:0 — Palmitico 270 11,6 15,0 15,8
C18:0 — Estedrico 298 2,5 3.8 33

C18:1 - Oléico 297 22,5 22,4 23,8
C18:2 — Linoleico 295 54,9 48,8 52,1
C18:3 — a-Linolénico 293 5,5 2,3 0,7
C20:0 — Araquidico 326 0,4 - -

C20:1 — Gadolénico 324 2,8 3,7 3,0
Massa Molar (g/mol) 970,2 619,3 366,3
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4.6.2 DETERMINACAO DA MASSA ESPECIFICA DOS OLEOS

As determinacdes das massas especificas (g/cm’) dos 6leos de soja, de DAG e
acilglicer6is em diferentes temperaturas (20, 40 e 70°C) foram realizadas e sao
apresentadas na Tabela 22.

Em ordem crescente de massa especifica temos que Acilgliceréis > DAG >TAG.
Desse modo observa-se que amostras contendo maior concentragdo de componentes com

menor massa molar apresentam maior massa especifica.

Tabela 22 — Massa especifica (0) dos dleos a diferentes temperaturas.

Amostra Temperatura (°C) Yo (g/cm3)
20 0,9207
Oleo de Soja 40 0,9076
70 0,8876
20 0,9246
Oleo de DAG 40 0,9119
70 0,8900
Acilglicer6is* 0 09244
70 0,9035

(*)Nao foi determinada p na temperatura de 20°C para a mistura de acilglicerdis e

MAG por apresentarem-se sélido/pastoso.
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4.6.3 ANALISES TERMICAS

A decomposicdo térmica dos materiais e andlise dos pontos de fusdo foram
determinados através de analises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
ilustradas na Figura 50.

Praticamente nao houve diferencas entre a quantidade de energia necessdria para
degradar as amostras de 6leo de soja e 6leo de DAG, visto a semelhanga destas amostras
quanto as porcentagens de TAG e DAG e de suas massas molares. Para amostras que
apresentavam apenas MAG e AGL, foi requerido menos energia para degradar a estrutura

das cadeias carbdnicas.
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Figura 50 — Degradacdo térmica das amostras de 6leo de soja e acilglicerdis antes e apds

separacao por destilacdo molecular.
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Através dos picos de fusdo DSC € possivel observar distintas propriedades que
permitem a identificagdo do material, como temperatura final de fusdo. A temperatura final
de fusdo determinada por DSC pode ser considerada pelo ponto onde termina o fendmeno
da fusdo e todos os cristais se transformam para a forma liquida (CHIH et al, 2008;
NASSU e GONCALVES, 1999). Assim sendo, as temperaturas finais de fusdo das

amostras analisadas sdo apresentadas na Tabela 23.

Tabela 23 — Temperaturas de degradacdo e temperaturas finais de fusdo das amostras

glicéricas.
Amostras T. Degradacao (°C) T. Final de Fusdo (°C)
TAG 431,0 -5
DAG 435,5 10
MAG 432,0 42
Acilglicerdis 431,0 20
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CAPITULO 5

5 CONCLUSOES

5.1 GLICEROLISE ENZIMATICA

Os resultados sobre screening de lipases indicaram a enzima Candida antartica
(CA-IM) como a mais eficiente na catdlise de reacdes de glicerdlise para producdo de
MAG e DAG nas condi¢des estudadas.

Utilizando-se a lipase TL-IM como catalisador, os resultados para MAG e DAG

foram de 20 e 45 %, com baixa produciao de AGL (menos de 9 %).

A presenca de dgua € fundamental para que ocorra a reagdao de glicerdlise, pois as
lipases atuam na interface dgua/dleo. Porém, uma quantidade elevada de dgua no meio
reacional propicia reacdes de hidrdlise, ao contrdrio da reacdo desejada de glicerdlise,
ocasionando alta concentra¢do de AGL no produto final.

A fim de minimizar custos do processo e diminuir a concentracio de AGL na
mistura glicérica, estudos com CA-IM mostraram que a reducao de 10 para 2 % de lipases
nas reacdes resultou em uma pequena redug¢do na producdo de MAG, 27 para 24 %,
comparada a redugdo consideravel na producao de AGL (12,5 para 5,38 %).

As lipases de TL-L e CA-IM apresentaram alta producao de monoacilglicerdis,
cerca de 60 % em sistemas enzimdtico na presenca de solvente terc-Butanol, superior a
porcentagem obtida nos sistemas livres de solventes (geralmente, 30 % de

monoacilgliceréis).
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O reuso de lipases para a producio de MAG e DAG através de glicerdlise
enzimatica utilizando sistemas livre de solventes apresentou excelentes resultados
inovadores, tanto para lipase imobilizada quanto para lipase livre. Ao final das reagdes foi
observada a formagdo espontanea de fases distintas: fase hidrofébica contendo
acilglicer6is e fase hidrofilica de glicerol, lipases e dgua. Desse modo, mantendo as
lipases no reator por diversos ciclos de reacdo foi possivel o reuso de ambas lipases. A
lipase imobilizada, mais estdvel, mostrou alta conversdo de TAG de 82 % durante nove
ciclos de reacdo e os rendimentos de DAG e MAG foram mantidos constantes em torno
de 53 e 24 %, respectivamente. Reagdes com lipase livre indicam a excelente
possibilidade de reuso da lipase ndo imobilizada, porém apds o quinto ciclo a lipase
mostrou perda da estabilidade e decréscimo na conversao de TAG.

A utilizacdo da glicerina destilada obtida a partir da producdo de biodiesel foi
efetuada com sucesso. A integracdo dos dois processos, transesterificacdo de 6leos para

producdo de ésteres (biodiesel) adequada a glicerdlise para produgcdo de mono e

diaciglicerdis, é uma alternativa para o aproveitamento da glicerina excedente.

52  DESTILACAO MOLECULAR

A cada etapa de destilagdo, o material obtido na corrente de residuo foi alimentado
no destilador para a préxima etapa, caracterizando uma destilagdo tipo “cascata”. A
concentracdo de MAG obtida na corrente de destilado foi de 80% nas seguintes condicdes
de operacdo: TE = 250 °C, Ve = 10mL/min, P = 0,18 torr, TC = 60 °C, para o destilador

molecular de escala laboratorial.
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Foi obtido como residuo um 6leo contendo em sua composi¢do preferencialmente
DAG na concentracao de 53 % (m/m).

Foram testados dois equipamentos de destilacdo molecular centrifugo: um de escala
laboratorial e outro em escala piloto. Foi observado que muitos pardmetros operacionais
diferem de um equipamento para outro, no entanto o equipamento nacional demonstrou
eficiéncia na separacao dos componentes desejados.

Foram obtidas recupera¢des maximas de MAG de 52 % para ambos os destiladores
e concentracdes de MAG purificado de 80 e 66 % nas amostras de destilado para os
destiladores moleculares de escala laboratorial e piloto, respectivamente, para misturas de

acilglicer6is da alimentagdo que apresentavam 22 e 23 % (m/m) de MAG, respectivamente.
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6 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar reacdes de glicerdlise enzimatica com diferentes 6leos vegetais
(6leo de peixe, 6leo de palma, 6leo de primula) e com lipases especificas a fim de
produzir monoacilglicerol e dleo de diacilglicerol com elevadas propriedades e valores

nutricionais.

Realizar um estudo mais amplo sobre reuso de lipases imobilizadas e livres,
com diversos tipos de lipases comerciais para obtencdo de monoacilglicerdis e
diacilgliceréis. Observar preferencialmente as condi¢des de processo e possibilidade de

andlise de atividade enzimatica durante o reuso das lipases.

Caracterizar através de cromatografias (gasosas e/ou liquida) os
componentes mono e diacilglicerois oriundos de reagcdes enzimdticas quanto aos seus

isomeros 1(3)-MAG e 2-MAG e 1,2-DAG e 1,3-DAG.

A oxidagdo lipidica estd na origem do desenvolvimento do ranco, da
producdo de compostos responsaveis pela ocorréncia de um elevado nimero de reagdes
de polimerizacdo e de cisdo. Este tipo de rea¢des nao sé diminui o tempo de vida e o
valor nutritivo dos produtos alimentares, como podem gerar compostos nocivos Em
funcdo disso, € proposto caracterizar os produtos monoacilglicerol e 6leo de

diacilaglicerol quanto ao grau de oxidagdo lipidica e estabilidade antioxidante.
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