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RESUMO

FREITAS, L. Estratégias para desenvolvimento de um sistema operacional eficiente para
a producao enzimatica de monoglicerideos. 2009. 154 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena/SP, 2009.

O objetivo desta tese se insere nas prioridades nacionais relativas a destinacdo do glicerol
residual gerado na producdo do biodiesel, tendo como proposta a producido enzimdtica de
monoglicerideos (MAG), surfatantes amplamente utilizados nas industrias de alimentos,
farmacos e cosméticos. Foram avaliadas duas rotas enzimdticas para a obtencdo de
monoglicerideos (glicerdlise e esterificacdo) visando atingir uma elevada producdo de MAG e
permitir um aproveitamento total do glicerol formado como subproduto na geracdo do
biodiesel. As lipases microbianas de Burkolderia cepacia (lipase PS) e Penicillium
camembertii (lipase G) adquiridas comercialmente na forma solivel foram imobilizadas em
suporte hibrido SiO,-PVA e usadas como catalisadores, respectivamente, para mediar as
reacoes de glicerdlise do dleo de babacu e esterificacio do glicerol com acidos graxos de
diferentes tamanho de cadeia carbdnica e grau de insaturacio (Ci,-Cjs.1). Independente da rota
utilizada, concentracdes mais elevadas de monoglicerideos foram obtidas em reagdes
conduzidas em regime de batelada. No caso da glicerdlise verificou-se uma formacdo maxima
de 60% de MAG correspondendo uma produtividade de 25 mg MAG/g meio reacional. h,
para meios reacionais constituidos de glicerol e 6leo de babacu numa razio molar de 15:1 e
incubados a 50°C. A manutencdo de atmosfera inerte por inser¢do de nitrogénio no meio
reacional foi considerada uma estratégia fundamental para prevenir a oxidacido da matéria-
prima lidipica e evitar efeitos inibitorios da atividade lipolitica da lipase. As condi¢Ges
estabelecidas para as reagdes de esterificacdo incluiram razdo molar glicerol/ dcido graxo da
ordem de 8:1 e temperatura de reacdo entre 45 a 60°C, dependendo do dcido graxo empregado
(C12-Cys:1). Concentracoes de MAG entre 33-60% foram obtidas, sendo contatada uma
elevada afinidade da lipase G pelo 4cido ldurico atingindo uma concentragdo de 60% de
monolaurina em apenas 12 h de reagdo. O aquecimento por irradiagdo de micro-ondas néo foi
efetivo para ambas as rotas, em funcdo da interferéncia do campo magnético na atuacdo
catalitica e seletividade das enzimas, com reducdo acentuada do produto alvo
(monoglicerideos). As reagdes foram também conduzidas em regime continuo utilizando
reatores de leito fixo e leito fluidizado, sendo constatado um comportamento altamente
satisfatorio com relacdo a estabilidade operacional dos derivados imobilizados da ordem de
50 dias para a lipase PS e de 21 dias para lipase G, em testes conduzidos em presenga de
substratos e produtos. Entre os reatores testados, para as reacdes de glicerdlise o reator de
leito fluidizado forneceu valores mais elevados de MAGs (34%), apesar desse sistema
experimental ainda requerer estudos adicionais. Os testes de esterificacdo em regime continuo
em reator de leito fixo ficaram limitados ao uso de meio reacional constituido por glicerol e
acido oléico em fungdo da dificuldade de operar o sistema com acidos graxos saturados (C12
a C18). Das estratégias investigadas para remover dgua formada como subproduto da reacio
de esterificacdo do glicerol e 4cido oléico, a utilizacdo de uma coluna extratora de umidade
contendo peneira molecular foi a mais efetiva, fornecendo uma concentracdo da ordem de
31% de monooleina o que correspondeu uma produtividade de 22 mg MAG/g meio reacional.
h. O enfoque desta proposta de trabalho permitiu associar preocupacdes ambientais e
econOmicas, além de usar 6leo vegetal ndo comestivel e o subproduto glicerol para producio
de produto de maior valor agregado. Desenvolvimento experimental é ainda necessario neste
campo de rapida evolugdo tecnoldgica.

Palavras-chave: Lipase, Glicerélise, Esterificacio, Oleo de babacu.



ABSTRACT

FREITAS, L. Strategies for developing an efficient operational system for the enzymatic
production of monoglycerides. 2009. 154 p. Thesis (Doctor of Science) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena/SP, 2009.

The objective of this thesis fitted up with the National priorities in finding new utilization for
glycerol generated as a by product in the biodiesel production, having as a proposal the
enzymatic synthesis of monoglycerides (MAG), surfactants largely used in the food, cosmetic
and pharmaceutical industries. Two enzymatic routes were evaluated to produce
monoglycerolysis (glycerolysis and esterification) aiming at attaining high MAG production
and allowing total utilization of glycerol formed as by-product generated from biodiesel.
Microbial lipases of Burkolderia cepacia (lipase PS) and Penicillium camembertii (lipase G)
commercial purchased in soluble form were immobilized in an hybrid support SiO,-PVA and
used as catalysts to mediate, respectively, the glycerolysis of babassu oil and the esterification
of the glycerol with fatty acids having different carbon chain size and unsaturation degree
(C12-Cig.1). High concentrations of monoglycerides were obtained for both enzymatic routes
under batch reactions. In the case of the glycerolysis reaction and using starting materials at
glycerol-oil molar ratio of 15:1 at 50°C, maximum MAG formation (60%) was achieved
corresponding to a productivity of 25 mg MAG/g reaction medium h. The maintenance of
inert atmosphere by sparging nitrogen gas into the feeding medium was considered to be an
essential strategy to avoid the oxidation of the feeding feedstock and the negative influence of
the oxidized oil on both enzymatic activity and reaction rate. For esterification reactions, the
established conditions included glycerol to fatty acid molar ratio at 8:1 and reaction
temperature in the range from 45 to 60°C, depending on the tested fatty acid (C;-Cis:1).
Concentrations of MAG varying from 33 to 60% were attained and the lipase G showed high
affinity for lauric acid achieving concentration of about 60% monolaurine at 12 h reaction.
Heating system by micro-wave irradiation was not effective for both routes since magnetic
field negatively interfered on the catalytic performance and selectivity for both enzymes, with
accentuated reduction for the target product (monoglycerides). The reactions were also carried
out under continuous mode using fixed bed and fluidized bed reactors being verified a good
behavior regarding the operational stability of the immobilized derivative at about 50 days for
lipase PS and 21 days for lipase G, under tests performed in presence of substrate and
products. Among the tested reactors for glycerolysis reactions, higher MAGs values (34%)
were obtained using fluidized bed reactor and despite of the promise results, this reactor
configuration still requests additional studies. The esterification tests under continuous mode
in packed bed reactor was restrained for using feeding medium formed by glycerol and oleic
acid to overcome limitations for operating the system with saturated fatty acids (Cy,-C;g). The
utilization of a water column extractor containing molecular sieve was the best investigated
strategy to remove water formed as by-product in the esterification reaction of glycerol with
oleic acid. Under optimized conditions, monooleine concentration of 31%, corresponding to a
productivity of 22 mg MAG/g reaction medium.h was attained. The approach proposed in this
work allow associating environmental and economical concerns in addition to the use of non-
edible vegetable oil and a by-product “glycerol” for production of high added value
compound. More work is still necessary in this fast-moving field.

Keywords: Lipase, Glycerolysis, Esterification, Babassu oil.
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1. INTRODUCAO

No atual contexto nacional, com o lancamento do Programa de Produg@o e Uso de
Biodiesel pelo Governo Federal, espera-se um aumento da oferta do glicerol, visto que para
cada 100 litros de biodiesel produzidos, 10 quilos de glicerina bruta sdo gerados. Estima-se
que, com o incentivo desta Politica Nacional, a oferta do glicerol em 2010 seja da ordem de
250 mil toneladas por ano (com o uso do B5 — mistura obrigatéria de 5% de biodiesel no 6leo
diesel), tornando-se estritamente necessario o desenvolvimento de alternativas que permitam a
absorcdo desse excedente de glicerol. Diante desta realidade, o objetivo deste trabalho se
insere nas prioridades nacionais relativas a destinacdo do glicerol residual gerado pela
producdo do biodiesel, visando a formacdo de monoglicerideos.

Monoglicerideos (MAG) sdo surfatantes ndo i0nicos, sendo amplamente utilizados nas
industrias farmac€uticas, de alimentos e de cosméticos, por ndo apresentarem efeitos
colaterais quando ingeridos ou irritacdes na pele, ao contrdrio dos tensoativos i0Onicos.
Tradicionalmente, estes compostos t€ém sido produzidos por via quimica pela glicerdlise
continua de triglicerideos empregando catalisadores alcalinos sob elevadas temperaturas.
Recentemente a sintese de MAG catalisada por lipases tem sido estudada intensamente como
alternativa ao método cldssico, em fun¢do das vantagens oferecidas pela rota enzimdtica
incluindo: condi¢Ges reacionais brandas, produtos de melhor qualidade, menor custo
energético e seletividade da reacdo.

Entre as rotas enzimadticas para a obtencdo de monoglicerideos (hidrélise, esterificacao
e glicerdlise) as reagdes empregando glicerol em esterificagdes (glicerol e dcidos graxos) e
glicerdlises (glicerol e dleos vegetais), possuem relevancia adicional no atual contexto das
prioridades nacionais. Além disso, vérios estudos tém sido realizados para investigar a
possibilidade de implementar essas rotas em reatores continuos, visando uma reducdo do
custo do processo enzimdtico tornando-o competitivo com 0s processos quimicos atuais.
Sabe-se que a estabilidade operacional das lipases imobilizadas depende de varios parametros,
tais como: do tipo do biocatalisador, da quantidade de dgua presente no meio reacional, da
presenca de oxidacdo dos produtos, entre outros. Ressalta-se que a configuracio do biorreator
e modo de operacdo afetam a estabilidade operacional do biocatalisador.

Com base neste contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema
eficiente para sintetizar monoglicerideos por duas vias enzimadticas, glicerdlise do 6leo de
babacu e esterificacio do glicerol com diferentes dcidos graxos, empregando lipases

imobilizadas em matriz hibrida de polissiloxano &dlcool polivinilico como catalisadores,
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visando o aproveitamento total do glicerol gerado na produc¢do do biodiesel, agregando valor
a este subproduto.

Para alcancar os objetivos propostos, foram realizadas reagdes continuas e
descontinuas sendo empregadas algumas estratégias para obter uma elevada producdo de
monoglicerideos, como por exemplo: o emprego de atmosfera inerte (devido a oxidag¢do do
6leo), a utilizacdo de agentes antioxidantes e emulsificantes, a remogdo da dgua formada nas
reacoes de esterificacdo e as sinteses de MAGs efetuadas em sistemas reacionais assistidos
por micro-ondas, tratando-se de uma alternativa vantajosa na conducdo de reagdes

enzimadticas, devido aos relatos de menores tempos de reacdo e rendimentos mais elevados.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um sistema operacional eficiente para a
sintese enzimatica de monoglicerideos, compostos muito utilizados nas inddstrias de
alimentos, cosméticas e farmacéuticas, empregando estratégias para maximizar sua producio,
utilizando lipases imobilizadas em SiO,-PVA como catalisadores. Foram avaliadas duas rotas
enzimaéticas para a obtencdo de monoglicerideos (glicerdlise do 6leo de babagu e esterificacdo
do glicerol com diferentes dcidos graxos), visando atingir uma elevada producdo de MAG e
permitir um aproveitamento total do glicerol formado como subproduto na geragdo do
biodiesel. Levando em consideracdo estes aspectos, o objetivo global do projeto foi alcancado

mediante a execucao das seguintes etapas:

1. Obter dados experimentais referentes a glicerdlise do 6leo de babacu, avaliando-se o
uso de atmosfera inerte e o desempenho dos sistemas experimentais operados em

regime descontinuo e/ou continuo;

2. Obter dados experimentais referentes a esterificagdo de glicerol e 4acido graxo,
buscando-se estabelecer estratégias para remocdo da 4dgua formada, bem como
avaliando o desempenho dos sistemas experimentais operados em regime descontinuo

e/ou continuo;

3. Estabelecer pardmetros de irradiacdo de micro-ondas (poténcia, temperatura, tempo,

velocidade de agitacdo) visando-se a maximizacgdo de formacido do MAG.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Monoglicerideos

Monoglicerideos s@o surfatantes ndo idnicos, que possuem o status GRAS (Generally
Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drugs Administration-EUA), sendo amplamente
utilizados nas industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos (DA SILVA et al.,
2002), por ndo apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos ou irritagdes na pele, ao
contrario dos tensoativos i6nicos (MACHADO et al., 2000; FREITAS et al., 2008). Os
monoglicerideos sdo formados quando uma das trés hidroxilas da molécula do glicerol é
substituida por um radical de 4cido graxo. Embora os dcidos graxos possam ser situados em
qualquer uma das trés posicdes (Figura 3.1), os grupos hidroxilas das laterais (1 ou 3-MAG)
reagem em primeiro lugar. O grupo hidroxila intermedidrio (2-MAG ou B-MAG) € mais
dificil de ser esterificado. Monoglicerideos esterificados nas posi¢cdes laterais sdo

denominados de a-monoglicerideos (MORRISON; BOYD, 1990).

O
/
H,C—0—C H,C—O0OH
- \ O
R | 7
HC—OH HC—O0—C
| x
H,C—OH H,C—OH
sn-1 sn-2
R - Cadeia carbdnica saturada ou insaturada

Figura 3.1. Formas isoméricas dos monoglicerideos

Na industria farmacéutica, os monoglicerideos (MAG) sdo utilizados como emolientes
para emplastos, liberando lentamente a medicacdo. Na industria cosmética sdo usados como
agentes texturizantes e para melhorar a consisténcia de cremes e locoes (KAEWTHONG et
al., 2005). Na industria alimenticia sdo mais comumente utilizados como emulsificantes em
uma ampla gama de produtos de padaria, como margarinas, derivados do leite, doces e
molhos. Na Tabela 3.1 sdo sumarizados diferentes tipos de monoglicerideos e algumas de
suas principais aplicacdes (FREITAS et al., 2008).

A producio mundial de monoglicerideos € estimada em cerca de 180 mil toneladas por
ano (BELLOT et al., 2001), das quais aproximadamente 85 mil sdo consumidos nos EUA,
correspondendo a 70% do total de emulsificantes usados em produtos alimenticios (FREITAS

et al., 2008).



Tabela 3.1 - Exemplos de monoglicerideos e suas principais aplicacoes
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Monoglicerideos

Aplicacoes

Referéncia

Monoglicerideos dos acidos
EPA e DHA

Previnem efeitos danosos em pessoas que possuem desordens
vasculares.

LI; WARD, 1993.

Monopentadecanoato

SO Tratamento de cabelos. WEISS, 1990.

de glicerila

Monocaprina Possuem propriedades antivirais, bacteriana e microbiana sendo THORGEIRSDOTTIR
utilizadas em emulsdes para mucosa bucal, reduzindo os prejuizos et al., 2006.
causados por bactérias como Candida albicans, que se aloja entre a
gengiva e os dentes (principalmente nas dentaduras).

Monolaurina Possuem propriedades antivirais, bacteriana, protozoal e microbiana. COCONUT OIL, 2006.

Monooleina Utilizada como sistema de liberagc@o de drogas, carreador farmacéutico GANEM-QUINTANAR; QUINTANAR-

e emulsificante.

GUERRERO; BURI, 2000.

Monoaracdonato de glicerila

Ligante endégeno receptor de canabindides nos tecidos cerebrais e
intestinais.

SUGIURA et al., 1995;
MECHOULAM et al., 1995.

Monoacetato de glicerila

Podem melhorar a qualidade das gorduras, como por exemplo, a
margarina.

MONOACYLGLYCEROLS, 2006.

Monolactato de glicerila

Usados para a producido de bolos, sobremesas e cremes industriais.

MONOACYLGLYCEROLS, 2006.

Monosuccinato de glicerila

Usados como agentes modificadores de massas e emulsificantes para a
producdo de bolos industriais.

MONOACYLGLYCEROLS, 2006.

Monocitrato de glicerila

Sdao emulsificantes altamente hidrofilicos, sendo usados para a
producdo de margarinas e produtos ldcteos. Também sdo utilizados
como estabilizante de emulsdes para maioneses e molhos.

MONOACYLGLYCEROLS, 2006.
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Os monoglicerideos produzidos comercialmente sdo sdlidos, com um aspecto de
“cera”, com uma cor amarelada, sabor e gosto tipico de gordura. Sdo comercializados em
diferentes formas: barra, flocos e pd, sendo insoliveis em dgua, etileno glicol e propileno
glicol, mas soldveis em acetato de etila, metanol, acetona, 6leos vegetais e minerais
(MARTINELLO; MOLINA; PRAMPARO, 2005).

Normalmente os MAG sdo sintetizados quimicamente via glicerdlise de triglicerideos
empregando catalisadores inorganicos (Ca (OH),, NaOH) a 220-250°C (SONNTAG, 1982).
Entretanto, a utilizacdo de temperaturas elevadas, além de acarretar um alto consumo
energético, € responsavel pela parcial degradac@o dos produtos, com formagéo de subprodutos
escuros e sabor de queimado (BERGER; SCHENEIDER, 1992). Desta forma, quando esta
rota € usada (Figura 3.2), se obtém um produto constituido por uma mistura que contém cerca
de 35-60% de monoglicerideos, 35-50% de diglicerideos, 1-20% de triglicerideos, 1-10% de
dcidos graxos livres, e o sal de metal alcalino resultante, implicando em multiplas etapas
adicionais de purificagdo do produto se comparada a rota enzimatica (Figura 3.3).

Tanto fatores técnicos como regulatérios da FDA, da Unido Européia, entre outras,
tém incentivado o desenvolvimento de melhores processos para a sintese de emulsificantes,
especialmente daqueles usados em aplicacdes farmacéuticas ou relacionadas a 4drea de
alimentos (BOMMARIUS; RIEBEL, 2004).

Recentemente a sintese de MAG catalisada por lipases tem sido estudada intensamente
como alternativa ao método convencional, devido principalmente, a utilizacdo de condigdes
reacionais brandas que implica em baixo consumo energético, e a seletividade da enzima
lipase que de forma integrada resulta em produtos de melhor qualidade. Além disso, a
exploragdo da especificidade dessas enzimas possibilita a sintese de produtos que ndo
poderiam ser obtidos pela rota quimica convencional. Cabe ressaltar que do ponto de vista
ambiental, o processo enzimdtico é tecnicamente limpo e seguro (BORJESSON; ARROD,
1999). Neste contexto, diferentes alternativas t€m sido propostas com relacdo a sintese
enzimatica de monoglicerideos. Algumas destas incluem a hidrdlise seletiva usando lipases
1,3-especificas, a esterificacdo de dcidos graxos ou a transesterificacdo de ésteres com glicerol
e a glicerdlise de 6leos e gorduras. Paralelamente, ambos os processos, batelada ou continuo
bem como, tipo, pureza e imobilizacdo do biocatalisador, temperatura e sistema isento de
solvente ou sistema a solvente, vém sendo investigadas detalhadamente para producdo de

MAGs (FREITAS et al., 2008; XU, 2003; BORNSCHEUER, 1995).
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Figura 3.2. Fluxograma geral da sintese de MAGs por glicerdlise quimica.
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Figura 3.3. Fluxograma geral da sintese de MAGs por glicerdlise enzimadtica.
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3.2. Métodos de obtencao de monoglicerideos (MAG) por via enzimatica

Sdo trés as metodologias descritas para a obtencdo de monoglicerideos por catilise
enzimatica empregando a enzima lipase: (1) hidrélise ou alcodlise de triglicerideos, (2)
glicerdlise de triglicerideos e (3) esterificacdo de glicerol com dacidos graxos. Alguns
exemplos desses métodos sao descritos na Tabela 3.2 (FREITAS et al., 2008).

O primeiro método fornece B-MAG, enquanto o segundo e terceiro métodos
usualmente fornecem uma mistura de monoglicerideos, na qual a-MAG € o composto

predominante, geralmente obtido com um rendimento elevado.

3.2.1. Hidrolise ou Alcodlise

A hidrélise continua de 6leos e gorduras para a produgéo de 4cidos graxos e glicerol é
o processo padrao utilizado em escala industrial. As gorduras sdo hidrolisadas em tratamento
contracorrente com vapor em elevadas temperaturas e pressoes (LI; WARD, 1993). Hidrolises
enzimdticas utilizando lipases nao-especificas oferecem um processo alternativo para a
producdo de 4cidos graxos em condi¢cdes moderadas. Varios métodos estdo descritos na
literatura, incluindo reacdes na presenca (VIRTO; LASCARY; SOLOZABL, 1991) ou na
auséncia (BAILLARGEON; SONNET, 1991) de solventes organicos.

Para obtencdo de MAG por hidrélise enzimatica, € necessdrio o controle da reacdo
para evitar uma hidrélise completa. A maneira mais facil de alcancgar esse propdsito é a

aplicagdo de lipases 1,3-especificas resultando em B-MAG (2-MAG) (Figura 3.4).

OCOR OH OH
H;0 H;0
EOC OR = EO‘COR —_— EOCOR

OCOR OCOR ol
TAG 1,2 ou 23 DAG 2-MAG
) AL A

; Igracao || migracio

| D acil

¥

OCOR OCOR

H-0
OH
RCOOH
OCOR
13 DAG 1(3)}-MAG

==———> catalizado por lipase 1,3 especifica
=g nfo catalisado por lipase 1,3 especifica

Figura 3.4. Sintese de monoglicerideos por hidrdlise catalisada por lipase 1,3-especifica.



Tabela 3.2 - Sintese de monoglicerideos por catdlise enzimatica empregando diferentes métodos
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Método Receptador Doador do Sistema Rendimento Lipase Referéncia
do grupo grupo acila reacional (%)
acila
1 Agua Oleo de palma Micelas reversas 78 LRO HOLMBERG:; OSTERBERG, 1988.
1 Etanol Trioleina Etanol 84 LPF ZAKS; GROSS, 1990.
1 Butanol Tricaprina Butanol / Duas fases 87 LHL MAZUR ; HILLER ; EL-NOKALY, 1991.
1 Etanol Tripalmitina MTBE 97 LRO MILLQVIST-FUREBY; ADLERCREUTZ;
MATTIASSON, 1994.
1 Etanol Trilaurina Etanol 75 LPC MILLQVIST-FUREBY et al., 1997.
1 Agua Trioleina Tampdo fosfato 67 LPP PLOU et al., 1996.
2 Glicerol Oleo de palma Micelas reversas 30 LRO HOLMBERG; LASSEN; TARK, 1989.
2 Glicerol Sebo bovino Precipitado/ sem solvente 72 LPF MCNEILL; SHIMIZU; YAMANE, 1990.
2 Glicerol Trioleina Micelas reversas 50 LCV CHANG:; RHEE; KIM, 1991.
2 Glicerol Trioleina Precipitado/ sem solvente 96 LCV BORNSCHEUER; YAMANE, 1994.
3 Glicerol Acido palmitico Precipitado/ sem solvente 95 LPcam WEISS, 1990.
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/ sem 74 LPcam YAMAGUCHI; MASE, 1991.
solvente
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 55 LCR HAYES; GULARI, 1991.
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 62 LRO HAYES; GULARI, 1994.
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/ Hexano 72 Lpcam AKOH; COOPER; NWOSU, 1992.
3 Glicerol Laurato de vinila MTBE 90 LRM BERGER; SCHNEIDER, 1992.
3 Glicerol Acido oléico Micelas reversas 42 LRM SINGH; SHAD; HOLBERG, 1994.
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 11 LPC BORNSCHEUER et al., 1994.
3 Glicerol Oleado de etila Acetona 68 LCA-B PASTOR; OTERO; BALLESTEROS,
1995.
3 Glicerol Acido palmitico Hexano 61 LRO KWON; HAN; RHEE, 1995.

Meétodo 1: Hidrdlise ou alcodlise de triglicerideos. Método 2: Glicerdlise de triglicerideos que produzem 1(3) monoglicerideos. Método 3: Esterificagcdo ou
transesterificacio de glicerol com dcido graxo ou ésteres produzindo 1(3) monoglicerideos. Abreviagdes: MTBE: Metil ferc-butil éter, LPP: (lipase animal) de
pancreas de porco, LCR: (lipase fiingica) Candida rugosa, LPcam: (lipase fingica) Penicillium camembertii, LRM: (lipase fungica) Rhizomurcor miehei, LRO:
(lipase fingica) Rhizopus oryzae, LPC: (lipase bacteriana) Pseudomonas cepacia, LCA-B: (lipase fungica) Candida antarctica B, LPF: (lipase bacteriana)
Pseudomonas fluorescens, LCV: (lipase bacteriana) Chromobacterium viscosum, LHL: (lipase fungica) Humicola lanuginosa.
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O principal problema na reacdo de hidrélise € o baixo rendimento em MAG, pois sdo
produzidos dois mols de dcido graxo livre por mol de MAG, e a migragcdo do grupo acila (da
posicdo 2 para a posi¢do 1(3) do glicerol) deve ser suprimida (HOLMBERG; OSTERBERG,
1988). Por outro lado, a reacdo de alcodlise pode ser realizada na presenca de solventes
apolares, reduzindo a velocidade de migracdo do grupo acila. Por esta razdo, a alcodlise de
triacilglicerdis fornece rendimentos mais elevados que a hidrdlise.

Adicionalmente as reacdes de alcodlise sdo mais rdpidas por ndo ocorrer mudanga do
pH durante a reagdo, e também pelo fato da lipase ndo sofrer inibi¢do pelos dcidos graxos
livrtes. A adicdo do dlcool em excesso desloca o equilibrio para a formagdo de
monoglicerideos.

Hidrolises parciais de Oleos de diversas sementes oleaginosas s@o descritas na
literatura (BORNSCHEUER, 1995), como por exemplo, a hidrélise do éleo de mamona
usando a lipase 1,3-especifica de Rhizophus arrhizus. Nesse procedimento, rendimentos de
23% de MAG (principalmente monorricinoleina) e 66% de dcido ricinoleico foram
alcancados em 3 h de reacdo. A precipitacdo do 4cido pela adicdo de cloreto de sédio
aumentou a quantidade de MAG para 65% (BORNSCHEUER, 1995).

Um procedimento mais especifico de obtencdo de 2-MAG em um sistema bifésico foi
relatado por Mazur, Hiller e ElI-Nokaly (1991). O sistema consistia em hexano, butanol e uma
solugdo aquosa tamponada contendo lipase 1,3-especifica (Lipozyme). Numa segunda etapa
uma maior seletividade da reac@o pdde ser induzida pela esterificagcdo dos 4dcidos graxos livres
(liberados pela hidrélise) com o butanol. O rendimento foi de 70% e o método € aplicavel
para triglicerideos de Cg até Cjs0 (MAZUR; HILLER; EL-NOKALY, 1991). Uma outra
possibilidade para a inducdo da seletividade pode ser alcancada pela hidrélise do dleo na
presenca de surfatantes anidnicos. Em condi¢des otimizadas Holmenberg e Osterberg (1988)
obtiveram um rendimento de 80% em 2- MAG. Na Tabela 3.3 estdo sumarizados trabalhos
recentes, referentes a producido de monoglicerideos a partir da hidrdlise ou alcodlise de dleos

e gorduras.
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Tabela 3.3 — Exemplos de processos para a obtencdo de monoglicerideos via hidrélise ou
alcodlise enzimadtica.

Substrato Reacdo Fonte de MAG Referéncia
Alcool Triglicerideo lipase (%)
Etanol Oleo de peixe Alcodlise Novozym 435 63-65 ESTEBAN
(atum e bacalhau) et al., 2009
n-butanol tricaprilina Alcodlise Pseudomonas 50
isopropanol trilaurina Sfluorescens 48 LEE et
Isopropanol tripalmitina imobilizada 45 al., 2004.
em Celite
Rhizopus
6leo de delemar 60
palma imobilizada em
Etanol Alcodlise  Accurel EP-100 WONGSAKUL
et al., 2003.
Pseudomonas
Oleo de sp. imobilizada 81
atum em particulas
ceramicas
Isento 6leo de Hidrdlise  Rhizopus oryzae  32-50 TAN; WANG;
palma imobilizada em ZANG, 2002.
membrana
composta por
PV A/Quitosana

3.2.2 Glicerdlise de triglicerideos

z

A desvantagem da reacdo de alcodlise é o desperdicio de dois dcidos graxos do
triglicerideo, sendo, portanto, mais eficiente o método no qual o glicerol é usado como élcool,
permitindo a conversdo total dos trés 4cidos graxos (Figura 3.5), empregando lipases tanto
especificas como ndo especificas (YAMANE et al., 1986). Na pratica, usualmente as reacdes
promovem a migracdo do grupo acila de tal forma que se estabelece um equilibrio da
concentracdo dos produtos formados na razdo de 9:1 (a-MAG e B-MAG) (KAZLAUSKAS;
BORNSCHEUER, 1998).

OC(O)R OH OC(O)R OH
lipase )
OCOR + 2 OH OH + OC(O)R
OC(O)R OH OH OH
triglicerideo glicerol 13)-MAG 2-MAG

Figura 3.5. Obtencdo de monoglicerideos por glicerdlise enzimatica.
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Como a glicerdlise de triglicerideos apresenta baixo rendimento em monoglicerideos,
devido ao equilibrio desfavoravel da reagdo, diversas estratégias sdo adotadas para deslocar o
equilibrio no sentido desejavel da reag@o. O trabalho pioneiro foi desenvolvido por Yamane et
al. (1986) e desde entdo a reacdo de glicerdlise catalisada por lipases vem sendo intensamente
pesquisada, sendo inimeros os trabalhos realizados visando a obten¢do de MAGs a partir de
uma variedade de dleos e gorduras naturais. Reagdes de glicerdlise ja foram realizadas em
micelas reversas (CHANG; RHEE; KIM, 1991; HOLMBERG; LASSEN; STARK, 1989), na
presenga e auséncia de solventes orginicos e em sistemas continuos e descontinuos.
Problemas envolvendo a hidrofilicidade do substrato glicerol em solventes organicos e
problemas analiticos para a determinacdo quantitativa dos glicerideos parciais foram descritos
por Ferreira-Dias e Fonseca (1993).

Yamane et al. (1986) estudaram a reacdo de glicerdlise do 6leo de milho mediada pela
lipase de Pseudomonas fluorescens em sistema batelada sem adi¢do de surfatantes ou
emulsificantes, e relataram a produgéo de 20,4% de MAG a 40°C. Em um outro trabalho, foi
descrito que a lipase pode sofrer inibi¢do ou desativacdo pela matéria-prima lipidica oxidada
durante a glicerdlise (batelada ou continua) do dleo de girassol (OHTA; YAMANE;
SHIMIZU, 1989).

Mcneill, Shimizu e Yamane (1990) desenvolveram um método, no qual a glicerdlise
foi realizada numa emulsdo liquido-liquido, composta de glicerol e triglicerideos, seguida de
uma etapa de cristaliza¢do dos monoglicerideos formados. Usando este método, foram obtidas
elevadas propor¢des de MAG (70-99%) utilizando diferentes meios reacionais
(BORNSCHEUER; YAMANE, 1994; FERREIRA-DIAS; FONSECA, 1993; MYRNES et
al., 1995). A temperatura de reacdo também ¢ critica e precisa ser mantida abaixo da
temperatura do ponto de fus@o do monoglicerideo, por exemplo, para sebo de boi a
temperatura 6tima foi de 42°C fornecendo 72% 1(3) MAG usando lipase pancredtica ou
microbiana (MCNEILL; SHIMIZY; YAMANE, 1990). Um melhor desempenho do processo
pode ser ainda obtido por meio do controle do teor de 4gua do meio reacional, da razdo entre
triglicerideos e glicerol e da quantidade e do tipo de lipase empregada (MCNEILL;
YAMANE, 1991).

A atividade e a estabilidade das lipases de diferentes fontes também foram estudadas
utilizando-se trioleina como modelo de triacilglicerol, sendo observado que lipases
bacterianas foram muito estdveis, enquanto que as lipases flngicas foram rapidamente

inativadas (BORNSCHEUER; YAMANE, 1994). Uma melhoria na estabilidade operacional



28

foi descrita por meio da imobilizacdo da lipase em Celite. Com lipase de Chromobacterium
viscosum, 99% de MAG foi obtido apds 120 h de incubagéo a 8°C (primeiras 8 h a 25°C).

Glicerdlises continuas foram realizadas empregando-se biorreatores com membrana de
microporos hidrofébicos, no qual o6leo comestivel foi glicerolisado por lipase de P.
fluorescens, resultando na formacgao de 5-25% de MAG. O tempo de meia-vida da enzima foi
de 3 semanas a 40°C. Em processos continuos, podem ser usados reatores com membrana
para remover os monoglicerideos ao invés da estratégia da cristalizacdo utilizada nos
processos descontinuos (STEVENSON; STANLEY; FURNEAUX, 1993; CHANG; RHEE;
KIM, 1991).

Chang, Rhee e Kim (1991) descreveram o uso biorreatores de mistura para efetuar
glicerdlises do dleo de oliva em AOT/isooctano utilizando lipase de C. viscosum imobilizada
em lipossomos (pequenas vesiculas lamelares). A fase estaciondria foi detectada apds 24 h de
operacdo, resultando numa conversio de 80% do 6leo de oliva durante 6 dias de operacdo do
reator, sendo que a estabilidade operacional da lipase imobilizada em lipossoma foi calculada
em 45 dias.

Em um outro exemplo, um elevado rendimento de formac¢do de MAG foi obtido para
reacdes conduzidas na presenca de um dlcool secunddrio ou tercidrio agindo na mistura
reacional como solvente para todos os componentes incluindo o glicerol (BORNSCHEUER,
1995). Uma grande variedade de 6leos e gorduras naturais foram glicerolisadas na presenga
de n-butanol. Apés 3 h de reacdo a 70°C, 82-90% de MAG foram sintetizados pela lipase
imobilizada de Candida antarctica. Esse sistema também foi aplicado em reacdes de
esterificaclo e transesterificacdo usando dcidos graxos e seus derivados (BORNSCHEUER,
1995).

Na Tabela 3.4 estdo sumarizadas alguns trabalhos referentes a producdo de
monoglicerideos a partir da glicer6lise de diferentes dleos vegetais em processos operando de

forma continua e descontinua.



Tabela 3.4 - Exemplos de processos para a obtencdo de monoglicerideos via glicerdlise enzimatica.

Solvente/ Regime do Tipo de éleo ou Lipase Razao molar MAG Referéncia
Estratégia Processo gordura (glicerol/dleo) (%)
Terc-butanol/ isopropanol Batelada Oleo de soja Lipozyme TL IM 3,5:1 72 ZHONG et al.,
2009.
2-metil —2-butanol Batelada Oleo de palma Pseudomonas sp. 10:1 54 CHEIRSILP;
imobilizada em JEAMJOUNKHA
gel de alginato W; KITTIKUN,
2009.
n-butano e Bis (2-etilhexil) Batelada Oleo de oliva Novozym 435 2:1 70 VALERIO et al.,
sulfossuccinato de s6dio (reator pressurizado) 2009a.
(AOT)
Isento de Batelada Oleo de soja Thermomyces lanuginosus, 4:1-8:1 28-30 FREGOLENTE et
solvente C. antarctica B, C. rugosa, al., 2008.
Aspergillus niger,
Rhizomucor miehei
Metil ferc-butil éter Batelada Oleo de atum Pseudomonas fluorescence 3:1 24.6 PAWONGRAT;
(MTBE) imobilizada em XU;
Accurel EP100 H-KITTIKUM,
2007.
Terc-butanol/ ferc-pentanol  Continuo em reator de Oleo de girassol Candida antarctica - 47-56  DAMSTRUPetal.,
leito empacotado imobilizada em PMMA 2006.
Isento *Continuo em tanque Oleo de palma Burkholderia cepacia 2,7:1 *14,35 KAEWTHONG et
agitado imobilizada em al., 2005.
**Reator de leito Accurel EP100
empacotado **14,01
Terc-butanol *Batelada Oleo de girassol Novozym 435 *45:1 *60-70  YANGetal,
**Continuo em reator 2005a.
de leito empacotado **4:1 **70
Acetona/ isooctano Batelada Oleo de palma Burkholderia cepacia 8:1 55,75 KAEWTHONG;
imobilizada em Accurel KITTIKUN, 2004.

EP100
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3.2.3. Esterificagdo do glicerol com dcidos graxos

A esterificacio também produz monoglicerideos sem desperdicar o dcido graxo,
podendo formar 1(3) e 2 MAG, 1,3 e 1,2 DAG (diglicerideo) e TAG (triglicerideo), conforme
especificidade da lipase (Figura 3.6). Na esterificacdo do glicerol com 4cidos graxos
utilizando lipases 1,3-especificas, o glicerol pode ser esterificado na posicdo 1 ou 3, podendo
formar 1(3) MAG e 1,3 DAG. Quando lipases ndo especificas sdo empregadas, o glicerol
pode ser esterificado em qualquer posic¢do, podendo formar 1(3) e 2 MAG, 1,3 e 1,2 DAG e
TAG. Deve-se levar em consideragdo que ainda pode ocorrer a migracdo do grupo acila,
ocasionando mudangas de posicdes desse grupo na molécula do glicerol.

Para deslocar a reacdo para a formagdo de monoglicerideos, diversas estratégias sdo
usadas para remover a 4gua formada durante a rea¢éo, como por exemplo, redugdo de pressao
ou uso de agentes dessecantes (YAMAGUCHI; MASE, 1991; MILLQVIST-FUREBY;
ADLERCREUTZ; MATTIASSON, 1996).

HG ~ OH RCOOH Esterificagio 25 O Hj':: OC(OR H2C|): OC(OR
HC-OH  + —_— ch_OH + cl; OH . ch: OC(O)R
H,C - OH H,C - OC(O)R H.C — OC(O)R H,C - OC(O)R
Glicerol 1(3)-MAG 1,3-DAG Triglicerideo

H,C~OH H,C - OH

HC-OC(O)R HC - OCIO)R

H,C — OH H.C - OC(O)R

2-MAG 12-DAG

Figura 3.6. Possiveis produtos formados na esterifica¢éo do glicerol com acidos graxos.

A Tabela 3.5 lista outras estratégias descritas na literatura para atingir um elevado
rendimento de formagdo de MAG e evitar a inversdo da reagc@o no sentido da hidrélise.

A influéncia do tamanho da cadeia dos 4cidos graxos na reacdo de esterificagdo com
glicerol tem sido estudada por diversos grupos (TSUJISAKA; OKUMURA; IWAI, 1977;
JANSSEN; VANDER PADT; VANTRIET, 1993).

Tsujisaka, Okumura e Iwai (1977) demonstraram a versatilidade das lipases para a
reacdo de esterificacdo do glicerol com diversos dcidos graxos. Com lipases de Aspergillus

niger e Rhizopus delemar, a esterificacdo do 4cido oléico ocorreu exclusivamente nas
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posicdes 1 e 3 do glicerol. Por outro lado, lipases de Geotrichum candidum e Penicillium
cyclopium esterificaram somente acidos graxos de cadeia longa e a esterificacdo ocorreu

randomicamente (TSUJISAKA; OKUMURA; IWAI, 1977).

Tabela 3.5 - Métodos para formagdo seletiva de MAG em reagdes de esterificagdo.

Método Principio Referéncia

YAMAGUCHI; MASE, 1991;
GANCET, 1990.

Adicdo de peneira molecular Remocdo de dgua

Reducdo de pressao

Remocao de dgua

MILLER et al., 1988.

Adsor¢do do glicerol em um
material suporte (silica-gel)

Deslocamento do equilibrio,
Aumento da seletividade.

BERGER; SCHNEIDER, 1992,

1993.

Adsorcdo de MAG
em uma coluna em série

Deslocamento do equilibrio,
Aumento da seletividade.

VAN DER PAT et al., 1992.

Adicdo do acido fenil-boro

Aumento da solubilidade do

STEFFEN et al, 1992.

glicerol, agente protetor.

Janssen, Vander Padt e Vantriet (1993) observaram que a maior formacdo de
monoéster foi obtida para dcidos graxos de cadeias curtas na presencga de solventes polares, ao
passo que rendimentos mais elevados na sintese de di e triéster foram alcangados empregando
dcidos graxos de maior tamanho de cadeia carbOnica na presenga de solventes organicos
apolares.

Conversdes elevadas de MAGs (80-90%) foram reportadas por Fletcher et al. (1987),
empregando lipase ndo especifica e ambos 1(3) e 2-MAG foram formados. Isto também foi
relatado por Bornscheuer et al. (1994) para a reacdo entre glicerol e 4cido ldurico usando
lipase purificada de Pseudomonas cepacia em microemulsdes. A lipase de Chromobacterium
viscosum apresentou elevada estabilidade em AOT em micelas reversas (FLETCHER et al.,
1987), enquanto que a lipase de R. delemar mostrou-se menos estivel no mesmo sistema.

A baixa solubilidade do glicerol em solventes apolares orgénicos reduz a velocidade
reacional e favorece as reagdes paralelas, como a acilagdo dos monos e diglicerideos mais
soliveis. Para minimizar este problema, algumas técnicas t€m sido propostas, como o uso de
(KWON; HAN; RHEE, 1995),
(BORNSCHEUER et al., 1994) e conducdo do processo em reatores com membranas (VAN
DER PADT et al., 1992; HOQ et al., 1985).

diferentes tipos de solventes micelas reversas

O alto rendimento de sintese de 1(3) MAG regioisomericamente puro em solventes
organicos em escala laboratorial foi relatado por Berger e Schneider (1992). O problema da
baixa solubilidade do hidrofilico glicerol em solventes organicos apolar foi superado

facilmente pela adsor¢do do glicerol em um suporte sélido em p6 (ex: silica gel, Celite). Estas
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preparagdes de glicerol foram colocadas em meio solvente organico, e um doador do grupo
acila foi adicionado juntamente com a lipase 1,3-especifica. Depois da reacdo concluida,
enzima e suporte foram removidos simultaneamente por filtracdo simples, enquanto os
produtos da esterificacdo permaneceram em solu¢do. Em condi¢des otimizadas, foi obtida
uma concentracdo maxima de 70% de MAG. Rendimentos mais elevados ndo foram
alcancados devido a alta concentracdo de 1(3) MAG que serviu como melhor substrato que o
proprio glicerol (BERGER; SCHNEIDER, 1992). Desta forma, para obter rendimentos mais
elevados, os autores desenvolveram um sistema de separacio continua constituida de 2 etapas:
sintese e isolamento. Substratos ndo reagidos e subprodutos indesejados (ex; 2-MAG, DAG e
TAG) foram completamente reciclados e 1(3) MAG foi congelado a baixas temperaturas.
Lipases ndo especificas também foram utilizadas com sucesso neste procedimento (BERGER;
SCHNEIDER, 1992).

A aplicabilidade do método desenvolvido por Berger e Schneider (1992) foi
demonstrada para diferentes sistemas de esterificagdo usando varios doadores do grupo acila,
tais como, acidos graxos livres (Cs a C;g saturados ou insaturados), metil éster de acidos
graxos, ésteres vinilicos, triacilglicerdis sintéticos, Oleos e gorduras naturais. Varios
monoacilgliceréis foram produzidos com alto rendimento e pureza isomérica sem a
necessidade de etapas posteriores de purificacio.

A produgdo continua de glicerideos em reator com membrana a partir de dcidos graxos
e glicerol catalisada por lipase de Mucor miehei imobilizada em microporos hidrofébicos, foi
relatada por Yamane et al. (1984) e Hoq et al. (1985). Com 80% de conversdo, 32% de MAG
(principalmente 1(3) MAG) foram produzidos, sendo o tempo de meia-vida da enzima de 54
dias (JANSSEN; VANDER PADT; VANTRIET, 1993). A aplicacdo de biorreatores com
membrana para esterificagdo de dcidos graxos com glicerol e a hidrélise de 6leos, foi revisada
por Kloosterman, Vanwassenaar e Bel (1987).

Uma outra estratégia para superar o problema da acilacdo subseqiiente, que pode
ocorrer nas reagdes de esterificacdo com glicerol puro tem sido testada por varios grupos de
pesquisa empregando glicerol protegido (Figura 3.7). Este método também oferece uma
vantagem para a sintese de MAGs na posi¢ao especifica ou enatiomericamente puro (WANG;
WONG, 1988). Neste contexto, o acido fenilboro (PBA) foi descrito como um solubilizante e
agente protetor da esterificacdo do glicerol com diferentes dcidos graxos na presenca de
solventes orgénicos (STEFFEN et al., 1992). O rendimento mais elevado de MAGs foi de
84% usando o dcido hidroxiestedrico como substrato e Lipozyme como biocatalisador em

meio a solvente organico (n-hexano).
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Lipase
o + RC(O)OR' = = o + R'OH

1,2-O-isopropilideno Ester ou Alcool ou
glicerol Acido graxo Agua

Figura 3.7. Obtenc¢do de monoglicerideos por esterifica¢@o do glicerol protegido e acido graxo.

A Tabela 3.6 sumariza alguns trabalhos recentes referentes & producdo de

monoglicerideos por esterificacdo do glicerol com diferentes dcidos graxos.

Tabela 3.6 - Obtencdo de monoglicerideos via esterificacdo enzimdtica do glicerol e acidos
graxos.

Solvente Acido Lipase Razio molar MAG Referéncia
graxo (glicerol/ acido) %0
Isento Laurico C. antarctica 5:1 36 FREITAS
imobilizada em et al., 2007.
Si0,-PVA
Isento Oléico Staphylococcus 5:1 71 GHAMGUI
simullans et al., 2006.
imobilizada
em CaCO;
Isento FFA-CLA* Penicillium 5:1 87 WATANABE
camembertii et al., 2004.
Hexano/ Laurico Lipozyme IM 5:1 65 MONTEIRO;
terc- NASCIMENTO;
butanol NINOW, 2003.
Isento Céprico/ Lipozyme IM 1:1 52-57 LANGONE et
Laurico/ al., 2002.
Miristico
Isento Laurico Lipozyme IM 1:1 61 DA SILVA et
al., 2002.

*FFA-CLA - produto comercial composto por: dcido oléico conjugado e uma mistura de 4cidos graxos.

Verifica-se uma tendéncia na investigacdo da sintese enzimdtica de monolaurina, o
principal monoglicerideo produzido a partir de 6leos lauricos. Monolaurina é encontrada
naturalmente no leite materno, sendo que, o recém nascido € totalmente dependente deste
leite, tanto para sua alimentagdo quanto para sua protecdo. Analisando a composi¢io do leite

materno, pesquisadores encontraram altas concentracdes de monolaurina, motivando o estudo
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da acdo desse monoglicerideo, como um agente anti-viral, bacteriano, protozoal e microbiano
(MONOLAURIN, 2007).

Em medicamentos a monolaurina € usada para destruir a gordura revestida de viroses
(ex. HIV e herpes), bactérias patogénicas (ex. Listeria monocytogenes e Helicobacter pylori)
e protozoa (ex. Giardia lamblia) (COCONUT OIL, 2006). E também usada como um dos
principais agentes penetrantes para aplicagdes em membranas mucosas, reduzindo o tempo
necessdrio para o inicio da ac¢do da droga, aumentando a quantidade da droga penetrante e
causando menor ou nenhum efeito deletério a2 membrana mucosa (MATSON et al., 2006). A
monolaurina rompe a ligagdo do lipideo com o virus, impedindo sua fixacdo as células
hospedeiras, inibindo assim, a sua replicacio e conseqiientemente prevenindo a infecgdo. A
ligacdo da monolaurina ao revestimento virético torna o virus mais susceptivel as defesas das

células hospedeiras (MONOLAURIN, 2007).

3.3. Métodos para purificacio de MAGs

Monoglicerideos de acordo com a sua finalidade, como, por exemplo, empregados na
industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos, precisam ser altamente puros, para isso,
sao utilizadas algumas técnicas de purificagdo.

Sabe-se que a produg¢do de monoglicerideos obtida pela rota quimica gera residuos
téxicos, implicando em multiplas etapas adicionais de purificacdo do produto se comparada a
rota enzimdtica. Neste contexto, estudos relatados na literatura para a concentragdo e
purificacdo dos MAGs incluem uma diversidade de métodos fisicos, tais como cromatografia
de particao centrifuga (ALVAREZ; CAZES, 1990), adsor¢dao em coluna (VANDER PADT et
al., 1992), resfriamento por solvente (WATANABE et al., 2006) cromatografia liquida de alta
eficiéncia (LOPEZ-LOPEZ; CASTELLOTE-BARDALLO; LOPEZ-SABATER, 2001) e
destilacdo molecular (KRISTENSEN; XU; MU, 2005). Além disso, a separagdo por outros
métodos como cromatografia de exclusdo por tamanho, cromatografia de camada delgada,
extragdo com fluido supercritico e destilacdo flash, sdo alternativas normalmente utilizadas.

Particularmente a destilacdo molecular constitui um processo de grande potencial
industrial na separacdo e purificacdo de produtos que possuem elevada massa molecular, sdo
termicamente sensiveis e de substincias com baixa pressdo de vapor (MARTINS et al., 2006).

A destilagdo molecular pode ser de baixo custo e alto rendimento em grupos de
compostos que incluem: vitaminas, resinas epoxidas, dcidos graxos altamente concentrados,
plastificantes, compostos nitrogenados, e varios outros materiais termicamente sensiveis que

requerem somente desodorizacdo ou descoloracdo (THE UNIQUE, 2006). Além disso, esse
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processo tem vantagens sobre outras técnicas que usam solventes como agentes de separagao,
evitando problemas de toxicidade.

De forma geral, existem dois tipos de destiladores moleculares: 1) destilador de filme
descendente (Figura 3.8a), que quando dispde de um sistema de agitacdo do filme é conhecido
por destilador molecular de filme agitado e 2) destilador centrifugo (Figura 3.8b). Ambos os
modelos t€m como principio de separacdo o alto vacuo, pequena exposicdo do liquido
destilado a temperatura de operagdo e uma pequena distancia entre o evaporador e o
condensador (20-50 mm) (LUSITAN; CVENGROS; MICOV, 2002).

Com base nessas caracteristicas, conseqiientemente, forma-se um filme liquido
uniformemente distribuido sobre a superficie do evaporador, que no primeiro equipamento, é
forcado rapidamente para baixo na superficie de evaporagdo. As paredes de aquecimento e o
alto vacuo conduzem os componentes mais voléteis (destilados) para a porcdo interna do
condensador e os compostos menos volateis (residuos) continuam na parte inferior do
cilindro. Enquanto que, os destiladores moleculares centrifugos utilizam a forca centrifuga
para promoverem a distribui¢do do filme liquido sobre o evaporador. A combinagdo de uma
pequena distincia entre o evaporador e o condensador (cerca de 2 cm) e um alto vicuo na
destilacdo resulta em um mecanismo eficiente de transferéncia de massa com
rendimento/eficiéncia de evaporacdo de 20-40 g.m’zs'l (CVENGROS; LUSITAN, MICOV,
2000), aproximadamente. As fra¢des resultantes saem por meio de tomadas individuais de
descarga e dependendo da aplicagdo, o produto desejado pode ser tanto o destilado quanto a
fracdo residual.

Fregolente et al. (2005), otimizaram a producdo de MAGs destilados usando a técnica
de superficie de resposta, estudando como varidveis independentes a temperatura de
evaporacdo (TEV) e fluxo de alimentacao (Q). Em condicdes otimizadas (TEV =250 °C e Q=
5 mL/min), conseguiram recuperar 61% de MAGs. Enquanto que, Kaplon, Minkowski e
Kaplon (2001) investigaram a influéncia da temperatura de destila¢do, fluxo de alimentacdo e
velocidade do rotor na eficiéncia de separagdo dos monoglicerideos, alcancando uma
concentragdo de 85,6% de MAGs no destilado.

No entanto, quando a destilagdo molecular é usada na purificagdo de MAGs alguns
problemas tem sido observados (TORRES; NETTEKOVEN; HILL, 2003), tais como perdas
parciais de monoglicerideos e migracao da posi¢do sn-2 para sn-1,3 (XU; SKANDS; ADLER-
NISSEN, 2001). Ressalta-se também que a purificagio de MAGs de 4cidos graxos instaveis
(ex: acidos graxos conjugados) pela técnica de destilagio molecular, ndo é recomendada,

devido a instabilidade apresentada por estes compostos (WATANABE et al., 2006).
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Entretanto, estes problemas podem ser minimizados trabalhando-se em condi¢des de vacuo

que resultem em temperaturas de destilacdo mais baixas possiveis.

Figura 3.8. Representacdo esquemadtica de equipamentos de destilacio molecular: a) de filme
descendente agitado (1. Alimentacdo de mistura reacional, 2. Rotor acoplado ao sistema de
agitacdo, 3. Camara de evaporagdo constituida por superficie do evaporador de filme
descendente e condensador, 4. Agitador para homogeneizacdo do filme, 5. Sistema encamisado
para aquecimento do evaporador, 6. Alimentacdo de vapor de dgua na camisa do evaporador, 7.
Agua de resfriamento no condensador, 8. Trap para protecdo do sistema de vicuo, 9. Bombas de
alto vacuo, 10. Descarga do residuo, 11. Descarga do destilado, 12. Reservatério de MAGs de
alta qualidade, 13. Reservatério do residuo). b) centrifugo (1. Alimentacio de mistura
reacional, 2. Camara de evaporacdo constituida por superficie do evaporador centrifugo, 3.
condensador, 4. Agua de resfriamento no condensador, 5. Trap para protecio do sistema de
vacuo, 6. Bombas de alto véacuo, 7. Descarga do destilado, 8. Descarga do residuo, 9.
Reservatério de MAGs de alta qualidade, 10. Reservatorio do residuo).
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3.4. Meios reacionais

Dentre as numerosas aplicacdes de reagdes enzimdticas em meio orginico, destacam-
se a sintese de produtos de interesse nas dreas clinica, nutricional, ambiental, industrial e
biotecnoldgica (LIMA; ANGNES, 1999).

Os métodos enzimdticos convencionais tém sido empregados em meio aquoso devido
a concepgdo de que este ¢ um bom ambiente para a manuten¢do da conformacao estrutural da
enzima cataliticamente ativa. Entretanto, essa concepcdo ndo é completamente verdadeira.
Muitas enzimas tais como; lipases, esterases e desidrogenases sdo cataliticamente ativas em
ambientes hidrofobicos naturais com eficiéncia similar aquela em solugdes aquosas, ou em
certos casos, até superior (LIMA; ANGNES, 1999).

As principais razdes para a utilizagdo de meios reacionais ndo-convencionais sdo

essencialmente o fato de estes permitirem:

1) a solubilizacio de substratos efou produtos hidrofébicos, levando ao
desenvolvimento de processos com produtividade volumétrica elevada;

2) a reducdo de possiveis efeitos inibitdrios e/ou tdxicos por parte do substrato e/ou
produto, em que o solvente orginico pode ser selecionado de modo a funcionar como
diluente, reduzindo a concentracao interfacial de substratos e/ou produtos;

3) o deslocamento do equilibrio quimico, podendo ser deslocado no sentido do
favorecimento de reacdes de sintese, por meio do controle do teor de dgua. O equilibrio da
reacdo pode ser também deslocado no sentido do favorecimento da formagdo do produto,
mediante a remocao continua deste para a fase organica (AIRES BARROS, 2002).

Os meios ndao convencionais para biocatdlise podem ser solventes orgénicos, fluidos
supercriticos, sistemas em que ndo sdo utilizados solventes orgénicos (fases solidas, liquidas e
gasosas) e recentemente fluidos idnicos (AIRES BARROS, 2002).

A sintese de ésteres catalisada por lipases tem sido tema para muitos estudos
(TORRES; OTERO, 1999; GUBICZA et al., 2000). Em principio, esses processos podem ser
realizados em um sistema reacional contendo quantidades apropriadas de élcool e 4cidos
graxos em presenga ou auséncia de solventes organicos apolares (LANGRAND et al., 1990;
GUBICZA et al., 2000). A Tabela 3.7 mostra as vantagens e as desvantagens associadas ao
uso desses sistemas (AIRES BARROS, 2002).

A eliminagdo de solventes € tecnicamente possivel e oferece inimeras vantagens, tais
como: evita o custo adicional dos solventes, os produtos formados sdo facilmente separados e

os substratos ndo convertidos sdo prontamente reciclados. Além disso, a auséncia de solventes
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geralmente promove processos produtivos ambientalmente limpos, j4 que a maioria dos
solventes orgénicos € toxica e poluente. Por outro lado, nestes sistemas, a auséncia de um
solvente que solubilize reagentes e produtos, e que diminua a viscosidade do sistema, dificulta
o seu controle e determina a influéncia dos varios pardmetros que afetam o processo

(FORESTI; FERREIRA, 2005).

Tabela 3.7 - Vantagens e limita¢des do uso de solventes organicos

Caracteristicas do processo Vantagens (+) e desvantagens (-)

Operacao do reator (+) solubilizacdo de substratos/produtos hidrofébicos

(+) reducido da inibig¢ao/toxicidade de substratos/produtos

(+) deslocamento do equilibrio quimico

(-) limitagGes a transferéncia de massa

(-) toxicidade para biocatalisador

Isolamento e purificacio (+) concentracdes elevadas de produto

(-) formagdo de emulsdes

3.5. Antioxidantes

Quando se utiliza matéria-prima lipidica, deve-se levar em consideragdo o processo
oxidativo que esses materiais de partida estdo sujeitos, em fun¢do dos lipidios serem
constituidos por uma mistura de tri, di € monoacilglicerdis, dcidos graxos livres, glicolipidios,
fosfolipidios, esterdis e outras substincias. A maior parte destes compostos € oxidavel em
diferentes graus, sendo que os dcidos graxos insaturados sdo as estruturas mais susceptiveis ao
processo oxidativo (RAMALHO; JORGE, 2006). Os peroxidos sdo compostos considerados
substancias nocivas, podendo ser cancerigenas, causar arteriosclerose e acelerar o
envelhecimento (OHTA; YAMANE; SHIMIZU, 1989). Desta forma, com a finalidade de
inibir ou retardar o processo de oxidag@o lipidica de Oleos e gorduras, sio empregados
compostos quimicos conhecidos como antioxidantes (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os lipideos podem ser oxidados por diferentes mecanismos:

» Reacoes hidroliticas: catalisadas pelas lipase ou pela agao de calor e umidade, com

formacdo de acidos graxos livres.

» Oxidagdo enzimadtica: ocorre pela a¢do das enzimas lipoxigenases que atuam sobre 0s

N

dcidos graxos poliinsaturados catalisando a adi¢do de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poliinsaturada, formando peréxidos e hidroperdxidos.
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» Fotoxidago: esse mecanismo é promovido pela radiacio de UV em presenca de
fotossensibilizadores (ex. clorofila) que absorvem a energia luminosa de comprimento
de onda na faixa do visivel, gerando o oxigénio no estado “singlete”. Este reage com
as ligacdes duplas formando hidroperéxidos e que por degradagio posterior originam
aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos.

» Autoxidagido: € o principal mecanismo de oxidacdo de 6leos e gorduras. A autoxidacio
dos lipidios estd associada a reagdo do oxigé€nio com dcidos graxos insaturados e
ocorre em trés etapas: Iniciacdo, Propagacdo e Término (Figura 3.9), levando a
formacdo de produtos estdveis de oxidacdo (produtos secunddrios do processo de
oxidacdo). Para evitar esse processo é necessario diminuir a incidéncia dos fatores que
o favorecem como: diminuir os niveis de energia (temperatura e luz), evitar o contato
com oxigénio e bloquear a formacgdo de radicais livres por meio de antioxidantes
(RAMALHO; JORGE, 2006).

I[niciacao RH — R'+H'
Propagacio R*+0, — ROO*

ROO*+RH —> ROOH + R’

Término ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO'+ROO" —> ROOR+0, Y oo

R'+R* — RR
onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre;

ROO’ - Radical perdxido e ROOH - Hidroperéxido

Figura 3.9. Mecanismo da oxidagao lipidica.

O uso de antioxidantes na indudstria de alimentos e seus mecanismos funcionais t€m
sido amplamente estudados. Das centenas de compostos que t€m sido propostos para inibir a
deteriorizacdo oxidativa das substancias oxiddveis, somente alguns podem ser usados em
produtos para o consumo humano. Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes
propriedades: eficicia em baixas concentracdes (0,001 a 0,01%); auséncia de efeitos
indesejaveis na cor, no odor e no sabor, compatibilidade com o produto e facil aplicacio;
estabilidade nas condi¢des de processo e armazenamento, € 0 composto e seus produtos de
oxidacdo ndo podem ser toxicos (RAMALHO; JORGE, 2006). Dentre os antioxidantes mais
utilizados nas industrias de alimentos estdo: sintéticos: BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT

(butil-hidroxi-tolueno), PG (propil galato) e TBHQ (ferc-butil-hidroquinona) e naturais:
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tocoferdis, acidos fendlicos e extratos de plantas como alecrim e silvia (RAMALHO;
JORGE, 2006).

No entanto, poucos sio os trabalhos publicados que tratam do estudo da influéncia da
oxidacdo das matérias—primas lipidicas na atividade lipolitica e velocidade de reacdo. Ohta,
Yamane e Shimizu (1989), em trabalho pioneiro relacionaram o indice de perdxido da
matéria-prima com atividade lipolitica da lipase de Pseudomonas fluorescens e concluiram
que valores superiores 5 meq/kg afetam de maneira marcante atuacdo da lipase em reagdes de
glicerdlise, sendo recomendado a insercdo de gis (nitrogénio ou argdnio) no meio reacional
para garantir ambiente de atmosfera inerte ou ainda a adi¢cao de agentes antioxidantes no meio
reacional. Recentemente, Ibrahim et al. (2008) recomendaram para as reacdes conduzidas em
reatores de leito fixo, a inser¢do de uma pré-coluna de purificacdo contendo agentes de
adsor¢do como, por exemplo, carvdo ativo, peneira molecular ou ainda enzima imobilizada
inativada, para garantir uma matéria-prima totalmente isenta de componentes que podem

comprometer atuacdo da lipase na reacdo de glicerdlise.

3.6. Lipases

Lipases (triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrélise
de triglicerideos e também a sintese de ésteres formados a partir de glicerol e dcidos graxos.
Sdo encontradas extensamente na natureza, mas, no entanto, a maioria das lipases comerciais
¢ de origem microbiana. Sdo enzimas que nio requerem co-fatores, sdo de custo moderado e
atuam em uma ampla faixa de pH (SHARMA; CHISTY; BANERIJEE, 2001).

Ao contrdrio das esterases, que atuam apenas nas ligacdes éster em substratos soldveis
em agua, as lipases sdo ativas na presenca de substratos insoliveis em 4gua, ou seja, na
presencga de uma interface dleo-dgua (MARTINELLE; HOLMQUIST; HULT, 1995).

Em eucariontes, as lipases sdo envolvidas em vdrios estigios do metabolismo dos
lipideos incluindo: a digestdo das gorduras, absor¢do, reconstituicio e também no
metabolismo da lipoproteina. Em plantas, as lipases sdo encontradas em tecidos que
contenham reserva de energia (SHARMA; CHISTY; BANERIJEE, 2001).

As lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes, ndo apenas pela
capacidade de atuarem em substratos pouco soliveis em dgua, mas também pela capacidade
de catalisarem diferentes reacdes, como as de hidrélise de dleos e gorduras, esterificacao,
interesterificacdo, alcodlise, acidélise e amindlise. A diversidade de propriedades das lipases
propicia a utilizagdo destas enzimas em diferentes campos promissores de aplicacdo, como:

formulacdes de detergentes, sintese de biossurfatantes, na inddstria oleoquimica, inddstria de



41

laticinios, inddstria agroquimica, fabricacdo do papel, nutricdo, cosméticos e no
processamento de farmacos (SHARMA; CHISTY; BANERIJEE, 2001; HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006).

Um numero significativo de livros textos e artigos referentes a producdo de lipases e
suas aplicacdes estdo disponiveis (GANDHI, 1997; KAZLLAUSKAS; BORNSCHEUER,
1998; PANDEY et al., 1999; SHARMA; CHISTY; BANERIJEE, 2001; DE CASTRO et al.,
2004; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

As caracteristicas das duas lipases selecionadas (FREITAS, 2006) para o
desenvolvimento experimental do presente trabalho sdo descritas a seguir, tomando por base

as informacdes fornecidas pelo fabricante (AMANO ENZYME, 2006).

Lipase de Burkholderia cepacia (lipase PS)

Lipase PS é uma nova preparacdo enzimadtica lipolitica desenvolvida pela Amano
Enzyme Inc. Esta enzima € manufaturada por cultivo submerso de uma linhagem selecionada
proveniente de Burkholderia cepacia. Ela é muito utilizada para a separacdo de compostos
Opticos ativos em sintese quimica. A enzima possui massa molar de 45 kDa, elevada atividade
lipolitica e € uma lipase ndo especifica (AMANO ENZYME, 2006).

A lipase PS possui elevada atividade em uma ampla faixa de pH (3,5-11), sendo que o

seu valor 6timo varia de 7 a 8. Sua temperatura 6tima é de 50 °C.

Lipase de Penicillium camembertii (lipase G)

Lipase G € uma preparacdo enzimdtica lipolitica desenvolvida pela Amano Enzyme
Inc e manufaturada por cultivo submerso de uma linhagem selecionada proveniente de
Penicillium camembertii. E especifica para monos e diglicerideos, mas ndo para triglicerideos.
O fato desta lipase hidrolisar especificamente monos e diglicerideos, produzindo glicerol e
dcidos graxos, mas ndo triglicerideos, melhora a qualidade de alguns dleos, que por
apresentarem elevados niveis de monos e diglicerideos, tem qualidade reduzida. Esta lipase
possui massa molar de 37 kDa e alta atividade de esterificagaio (AMANO ENZYME, 2006).

A lipase G atua numa faixa de pH que varia de 4 a 7, sendo o seu valor 6timo = 5, e

temperatura 6tima de 45 °C.

3.7. Suportes para imobilizaciao de lipases

As lipases sdo muito empregadas em processos biotecnoldgicos, por apresentarem

elevada estabilidade em meio orginico/ aquoso, versatilidade catalitica e disponibilidade
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comercial (REIS et al., 2009; DE CASTRO et al., 2008). No entanto, sua utilizagdo tem sido
limitada por alguns fatores como instabilidade enzimadtica, dificuldade de recuperacdo e
insolubilidade da enzima. Para contornar esses problemas, diferentes estratégias tém sido
propostas, como por exemplo, o desenvolvimento de técnicas e matrizes para a imobilizacdo
de enzimas.

A imobilizag¢do da enzima tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em funcio das
interagOes fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima. A imobilizagao,
também auxilia na dispersdo homogénea da enzima no meio, o que é essencial, para a
condugdo de reacdes enzimdticas (ZANIN; MORAES, 2004; DE CASTRO et al., 2008).
Considerando a compatibilidade com a enzima, inimeros materiais t€m sido testados como
matrizes de insolubilizacdo de enzimas, como por exemplo, Eupergit C, Celite, quitosana e
quitina, agarose, Chromosorb e Sepharose, no entanto, alguns desses suportes apresentam
como limitagdo a baixa resisténcia mecanica (DE CASTRO et al., 2008).

Recentemente matrizes de insolubilizac¢@o hibridas vém sendo utilizadas, combinando
os atributos fisico-quimicos de materiais inorganicos e organicos melhorando de modo geral

as suas propriedades (GILL; BALLESTEROS, 1998; JOSE; PRADO, 2005).

3.7.1. Suportes hibridos

Materiais hibridos orgénicos-inorganicos sdo preparados pela combinacdo de
componentes organicos e inorganicos e constituem uma alternativa para a produgdo de novos
materiais multifuncionais, com uma larga faixa de aplicacdes. Normalmente as caracteristicas
desejadas ndo sdo encontradas em um unico constituinte e a combinacdo adequada dos
componentes tem levado a formacdo de materiais que apresentam propriedades
complementares, que nio sio encontradas em uma tinica substancia (JOSE; PRADO, 2005).

Hibridos orginicos sdo materiais de grande interesse em aplicagdes comerciais devido
as suas propriedades mecénicas, Opticas e térmicas, que combinam a estabilidade térmica e
quimica dos materiais cerdmicos, com a processabilidade e a flexibilidade dos compostos e
polimeros organicos. O desenvolvimento desta drea acelerou-se desde a década de 80,
destacando-se a preparagdo de géis inorginicos impregnados por polimeros orgénicos
(HIRATSUKA; SANTILLI; PULCINELLI, 1995).

Uma das principais rotas de obtenc¢do de materiais hibridos orginicos/ inorgénicos € o
processo sol-gel. O sol é constituido de uma suspensdo de particulas coloidais (dimensdo
entre 1 e 1000 nm) e um liquido, o gel é formado pela estrutura rigida de particulas coloidais

(gel coloidal) ou por cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobilizam a fase liquida nos
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seus intersticios (JOSE; PRADO, 2005). As rea¢des quimicas envolvidas num processo sol-
gel convencional, sdo compostas pela hidrdlise e condensacdo de alcéxidos de silicio, sendo
um método relativamente barato e conveniente para a producdo de silicatos, que podem ser
finamente dispersos em diferentes matrizes poliméricas. A reagdo de sintese € mostrada na
Figura 3.10 (COELHO et al., 2003). A etapa (a) corresponde a hidrdlise, enquanto a (b)

corresponde a policondensacdo do silano.

OIR OR
|
a) RO—Si—OR+H,0 —— RO Si—OH + HOR
2
| |
OR OR

OR OR OR
| \ |
(b)2 RO-Si-OH ——— »R0O-S1—0-Si-OR +H,0
| | [ -
OR OR OR

Figura 3.10. Representacdo esquematica do processo sol-gel.

O processo sol-gel € relativamente complexo, envolve diversas varidveis, como tempo
e temperatura da reac¢do, natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, entre outros.
Estas varidveis determinam as caracteristicas finais dos materiais, incluindo a porcentagem de
hidrélise e condensacdo de grupos reativos, densidade de reticulacdo, homogeneidade do
produto, entre outros. Além disso, aditivos quimicos podem ser usados para melhorar o
processo e obter materiais com melhores propriedades. Tais aditivos podem ser agentes
estabilizantes ou agentes quimicos controladores de secagem, que em muitos casos permitem
a obtencdo do produto na forma de um monolito livre de trincas (HENCH; WEST, 1990;
SANCHEZ et al., 1988).

A natureza do catalisador, dcido ou bdsico, influencia fortemente a cinética de reacao,
assim como, a estrutura final do gel (FONSECA; AIROLDI, 2003; HENCH; WEST, 1990;
SANCHEZ et al., 1988). Se a hidrélise for catalisada por base, a reacdo deve se processar por
meio de uma substituicdo nucleofilica, e a velocidade de hidrdlise serd maior que a velocidade
de condensagdo, levando a formagdo de cadeias mais ramificadas no inicio do processo. Se a
hidrélise for catalisada por d4cido, ocorre uma reacdo eletrofilica, e a velocidade da
condensagdo serd maior que a hidrélise, levando a formagéo de cadeias mais longas e menos

ramificadas no inicio do processo (J OSE; PRADO, 2005).
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A grande versatilidade destas matrizes associada as suas propriedades Opticas,
estabilidade quimica e termomecinica permite que esses materiais apresentem grande
potencial para diferentes aplicagdes, como para construcdo de sensores quimicos, aplicacdes
Opticas, biomateriais, em catdlise, revestimento, aplicagdes cromatogrificas, preparacdo de
membrana e materiais compdsitos (J OSE; PRADO, 2005).

Dentre essas matrizes, o compdsito polissiloxano-dlcool polivinilico (SiO,-PVA) tem
apresentado consistentemente um bom desempenho como suporte para imobilizacdo de
diferentes fontes de lipase, como demonstrado em diversos trabalhos publicados, os quais sdao
listados na Tabela 3.8. Considerando esses resultados promissores, este suporte foi
selecionado para imobilizar as duas fontes de lipases testadas no presente trabalho. A

estrutura desta matriz hibrida é representada na Figura 3.11.

R- Grupo alquil

Figura 3.11. Estrutura da matriz polissiloxano-dlcool polivinilico (Si0,-PVA)



Tabela 3.8 - Exemplos de trabalhos realizados empregando a matriz de polissiloxano-dlcool polivinilico (SiO,-PVA) como suporte de

imobilizacdo de diferentes fontes de lipase (Continua)

Fonte de Método de Agente de Substrato Reacao Rendimento Observacoes Referéncia
lipase imobilizacao ativacao empregada/ou (%)
Aplicacao
*6leo de *transesterificacdo *75-95 O biocatalisador apresentou boa  PAULA et
babacu etanol,  (sintese de biodiesel) estabilidade térmica e propriedades al., 2007.
pancreética ligacdo glutaraldeido propanol e cataliticas adequadas, alcancando
covalente butanol resultados promissores na sintese de
surfatantes e biodiesel.
**glicose, **esterificacdo **50%
frutose, (sintese de ésteres de
sacarose e acucar)
dcidos graxos:
Ciz, Cis € Cyg.
1
pancredtica ligacdo Glutaraldeido glicose, Esterificagdo >50 O sistema constituido por frutose e PAULA;
covalente frutose, (sintese de ésteres de Cis.1, empregando terc-butanol, foi o BARBOSA;
sacarose e actcar) mais efetivo na obtencdo de ésteres de ~ CASTRO,
dcidos graxos: agucares 2005.
Ci,Cise
Cisa
Foi verificado que o agente de
C. antarctica, glutaraldeido, ativacdo ndo teve efeito sobre o FREITAS et
T. lanuginosa, ligacdo metaperiodato rendimento da  reagdo;  meios al., 2007.
C. rugosa, covalente de sodio; glicerol e Esterificagdo reacionais contendo excesso de
P.fluorescens, carbonildiimi- acido laurico (sintese de ésteres 40-80 glicerol favoreceram a sintese dos
B. cepacia dazol (Cp) glicéricos) ésteres, ¢ o derivado imobilizado da
pancredtica lipase Calb L foi o que apresentou a

maior conversao molar.
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Tabela 3.8 - Exemplos de trabalhos realizados empregando a matriz de polissiloxano-alcool polivinilico (Si0,-PVA) como suporte de
imobilizacdo de diferentes fontes de lipase (Conclusio)

Fonte de lipase Método Agente de Substrato Reacio Rendimento Observacoes Referéncia
de imobilizacio ativacio empregada/ou (%)
Aplicacao
A ativagdo do suporte com SANTOS etal.,
Pseudomonas ligacdo glutaraldeido Hidrélise/ 16 epicloridrina resultou em um 2008a.
fluorescens covalente 6leo de oliva imobilizagdo de sistema imobilizado com maior
lipase afinidade pelo substrato em
epicloridrina 32 relacdo a enzima imobilizada em
suporte ativado com
glutaraldeido.
T. lanuginosus, Dentre as enzimas testadas a
P. fluorescens, lipase de P. fluorescens forneceu = MOREIRA et
B.cepacia, ligacdo glutaraldeido 6leo de palma Alcodlise 6-85 valores mais elevados de al., 2007.
P. camembertii, covalente e etanol (sintese de biodiesel) formacdo em monoésteres,
C. antarctica rendimento e produtividade da
pancredtica. reacio.
*adsor¢ao Nao foi possivel recuperar a
*52 atividade da lipase imobilizada PAULA et al.,
butanol Esterificagdo por encapsulagdo. Entre os outros 2008.
C. rugosa **ligacdo Glutaraldeido e 4cido (sintese dois  derivados, a  lipase
covalente butirico do butirato de butila) **63 imobilizada por ligagdo covalente
mostrou  caracteristicas = mais
interessantes, como: tempo de
Encapsulagdo - meia-vida satisfatério (80 h) e boa
estabilidade de estocagem.
As condi¢des otimizadas para a
Burkolderia ligacdo *glicerol e dleo *Glicerolise *25% sintese de MAG foram: RM = FREITAS etal,,
cepacia covalente epicloridrina de babagu (sintese de MAG) 1:15 (6leo: dlcool), T = 55°C (6h). 2009b.
Para sintese de biodiesel as
**etanol e dleo **Alcodlise **98% condicdes foram: RM = 1:7 (dleo:

de babagu

(sintese de biodiesel)

lcool), T = 39°C (48h de reagio).
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3.8. Biorreatores com enzimas imobilizadas

Biorreator € qualquer recipiente usado para realizar reagdes bioquimicas, convertendo
substrato em produto. As reacdes que ocorrem em um biorreator sdo conduzidas por
biocatalisadores, tais como: enzimas, microorganismos, células animais ou vegetais ou
estruturas sub-celulares como mitocondria e cloroplastos (CHISTI, 2006). A sele¢do do reator
mais apropriado para um dado bioprocesso depende das caracteristicas da conversdo e das
condi¢des reacionais, cinéticas e referentes ao biocatalisador, que vao determinar o modo de

operacdo e as caracteristicas do fluxo (Figura 3.12) (AIRES-BARROS, 2002).

Caracteristicas da
Bioconverséo
Condicdes Condicdes Condicdes do
Reacionais Cinéticas Biocatalisador

1l

Modo de operaciio |Caracteristicas do fluxo

1l

Seleciio do
Reator

Figura 3.12. Considera¢des importantes para sele¢do do biorreator.

Em todas as possiveis aplicagdes para as enzimas imobilizadas, sua utilizacdo em
escala industrial € a mais importante. O emprego desses biocatalisadores em processos
industriais € realizado nos reatores quimicos cldssicos. Estes podem abranger desde grandes
colunas industriais com diversos metros cubicos de capacidade, a pequenos eletrodos que
incorporam microgramas de enzima. Embora haja essa amplitude de possiveis escalas os
mesmos principios basicos sdo aplicados em todos os casos (ZANIN; MORAES, 2004).

A selecdo do tipo de biocatalisador a ser utilizado em processos com enzimas
imobilizadas depende da andlise criteriosa de uma série de fatores, tais como: a forma da
enzima imobilizada (particulas, membranas, fibras); a natureza do substrato (solucdo, solidos
em suspensdo, coloidal); os requisitos operacionais de reacdo (controle de pH, temperatura); a

cinética da reacgdo (inibi¢do por substrato, por produto, ou por ambos); superficie catalitica por
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unidade de volume de reator; as caracteristicas de transferéncia de massa externa e interna, e
quando aplicdvel, a transferéncia de calor; a facilidade de substitui¢do do catalisador e sua
regeneracdo; a facilidade de constru¢ido e custo do biorreator. Nessa andlise os pontos
fundamentais s@o a natureza da solucdo de substrato e a cinética da reacdo enzimética
(ZANIN; MORAES, 2004).

Virias configuracdes de reatores t€ém sido usadas em estudos com lipases
imobilizadas. Dois tipos de fases estdo invariavelmente presentes - uma fase sélida (isto é, o
suporte no qual a enzima estd imobilizada) e uma ou duas fases liquidas. Dentre os reatores
usados em sistemas multifasicos destacam-se, os reatores agitados mecanicamente (continuos
ou descontinuos), os reatores com membranas e os reatores de leito fixo e fluidizado. Na

Figura 3.12, sdo mostrados alguns modelos desses reatores (AIRES-BARROS, 2002).

Tanque Agitado Tanque Agitado Leito Fixo Fluidizado
(Batelada) (Continuo)

way

(GH
VR

—
@

Figura 3.13. Configuracdes de reatores para aplicacdes com enzimas imobilizadas.

3.8.1.Reatores de tanque agitados

Biorreatores de tanque agitado t€ém sido os mais comumente descritos na literatura
para estudos com lipases. Deve-se destacar que reatores de tanque agitado podem ser
operados em modo continuo (CSTR) ou em batelada (BSTR), apresentando este tltimo a
desvantagem da imposi¢do de tempos mortos de operagdo, relativos a carga, descarga e
limpeza do sistema (ZANIN, 1989; BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996).

Estes reatores consistem de um vaso no qual a mistura dos reagentes é efetuada por
meio de agitacdo mecénica (barra magnética, pas de agitacdo) de tal forma que sdo evitados a
formacdo de gradientes de temperatura e concentragdo. Permitem um controle adequado da

area interfacial por meio da velocidade de agitacdo (e da vazdo volumétrica das fases), de
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forma a obterem velocidades de transferéncia de massas elevadas (BALCAO; PAIVA;
MALCATA, 1996). Normalmente esses reatores sdo equipados com chicanas, cuja fungdo é
evitar a formacdo de vortice durante a agitagdo do liquido (SCHMIDELL; FACCIOTTI,
1998).

O reator batelada com agitagdo € o tipo de configura¢do mais comumente usada, sendo
responsavel por mais de 75% dos sistemas descritos na literatura. A enzima imobilizada é
separada do meio reacional no final da reacdo por filtracdo ou centrifugacio (BALCAO;
PAIVA; MALCATA, 1996). Tais processos de separacdo geralmente provocam perdas das
particulas de catalisadores, bem como a desativacdo parcial da enzima imobilizada. Além
disso, nesse tipo de reator alguns suportes quebram-se devido ao atrito do agitador.

O reator continuo com agitacdo consiste de um tanque com entrada de substrato e
saida de produtos separados. A enzima imobilizada € retida dentro do reator por meio de um
filtro disposto na saida do reator (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996). O grau de
conversdo pode ser controlado pelo volume do reator, vazdo volumétrica, quantidade e
atividade da enzima imobilizada (ZANIN, 1989). Esses reatores sdo muito utilizados para a
producdo de antibidticos e dcidos organicos (CHISTI, 2006).

Virias condi¢des influenciam a escolha do tipo do reator para uma aplicagdo
particular. Por exemplo: a utilizacdo de um CSTR nao é aconselhdvel quando a reacdo sofre
inibicdo pelo produto, ji que sua alta concentracdo estd sempre em contato direto com o
catalisador. No entanto, quando ocorre inibi¢do pelo substrato, a melhor opcao seria o CSTR

(FERNANDES; CABRAL, 2006).
3.8.2. Reatores de leito fixo e fluidizado

Nos reatores de leito fixo e fluidizado (reatores mais utilizados no caso de
biocatalisadores imobilizados), o biocatalisador ¢ mantido no interior do reator (em uma
coluna recheada com particulas de enzima imobilizada) enquanto o fluido é passado através
do leito. Os suportes para o biocatalisador devem ser particulas poliméricas compressivas ou
materiais mais rigidos (CHISTI, 2006). Uma comparagdo das caracteristicas desses reatores é

apresentada na Tabela 3.9 (ZANIN, 1989).



Tabela 3.9 - Comparacgao das caracteristicas dos reatores de leito fluidizado e leito fixo

Variavel

Reator de Leito
Fluidizado

Leito Fixo
ou Empacotado

Diametro da
particula

Particulas pequenas

Particulas grandes

Queda de pressdo Baixa Alta
para a mesma vazao
Gradiente de Auséncia Presenga
concentracao
Alimentagdo do Facil Dificil
catalisador novo
Concentragao do catalisador Relativamente Alta
por volume de reator alta
Velocidade Baixa Baixa
Distribui¢do da Temperatura Verificam-se maiores

temperatura no leito

constante e uniforme;
facil controle

gradientes de temperatura;
dificil de controlar.

Fluxo de calor
€ massa no leito

Eficiéncia para uma dada
razdo e altura

Ineficiéncia

Obstrugdo do leito

Muito dificil

Facilmente ocorre

Caminhos preferenciais

Sdo evitados com
Distribui¢do uniforme do
fluido

Pode ocorrer
facilmente

Sélidos em suspensdo no

substrato, e substrato viscoso.

Nao causam problemas

Problemas sérios

Distribui¢do do tempo de Intermediario Pequena
residéncia
Taxa de conversao Eficiente Razodvel, depende do
comprimento do reator.
Area superficial relativa por Alta Baixa
unidade de volume do reator
Controle de pH Facil Dificil (impossivel)

Problemas com
inibi¢do pelo substrato

Nao causa problemas sérios

Maiores que no caso do leito
fluidizado

Contaminagdo
microbioldgica

Possivel

Pode ocorrer facilmente

Fonte: ZANIN, 1989.
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Reator de leito fixo ou empacotado tem sido tradicionalmente usado para a maioria
dos reatores cataliticos em larga escala, devido a sua alta eficiéncia, baixo custo e facilidade
de construcio e operacio (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996). Esse tipo de reator
usualmente proporciona uma maior drea superficial para a reag@o, por unidade de volume, do
que um reator com membrana e tem sido empregado para a hidrélise de triglicerideos

catalisada por lipases e para reacdes de interesterificacdo, por um grande nimero de
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pesquisadores. Quando apenas uma fase estd presente, o bombeamento pode ser realizado
descendentemente (tendo a vantagem da forca gravitacional) ou ascendentemente (evitando
extensos caminhos preferenciais), nesse caso a velocidade maxima do fluxo é limitada, pois
esta ndo pode exceder a velocidade de fluidizagcdo minima, ou o leito ird fluidizar (CHISTI,
2006). Em uma situagdo bifésica, as duas fases podem ser bombeadas em dire¢des opostas
(fluxo contra-corrente) ou numa mesma dire¢io (fluxo concorrentes) (BALCAO; PAIVA;
MALCATA, 1996). A concentracido do substrato diminui com a movimentacdo do fluido ao
longo do leito, sendo aumentada a concentragdo dos produtos. Deste modo, o ambiente de um
reator de leito fixo ndo é homogéneo, mas a variagdo da concentragio ao longo do reator pode
ser reduzida pela elevacdo da velocidade do fluxo de alimentacdo (CHISTI, 2006).

Séo cineticamente mais favordveis que os reatores continuos com agitagéo, e ndo tém
a desvantagem das elevadas tensdes de corte devido a agitacdo mecénica. No entanto, sua
aplicagdo € limitada pelo tipo de substrato e pela forma do biocatalisador imobilizado
(AIRES-BARROS, 2002). Existem dois obstdculos que devem ser considerados quando se
opera com reatores de leito fixo: limitacdes difusionais intraparticulares que afetam a
velocidade global de reacdo e alta queda de pressd@o no escoamento do fluido do leito.
Limitacdes difusionais podem ser diminuidas se forem utilizadas particulas de suporte de
menor tamanho. Contudo, tais suportes podem resultar em maiores quedas de pressdo.
Quando a reacdo é conduzida na auséncia de solvente, o efeito da viscosidade do 6leo s6
podera ser minimizado pela utilizacdo de altas temperaturas. Por outro lado, temperaturas
elevadas promovem um aumento na velocidade de desativacao das lipases (MALCATA et al.,
1990). Reatores de leito fixo sdo amplamente empregados em reagdes de sintese de ésteres,
mono, di e triglicerideos catalisadas por lipases de diferentes fontes (AIRES-BARROS,
2002).

Outra opcdo que permitiria melhorar as caracteristicas de mistura do sistema quando
comparado ao leito fixo, evitando a formacdo de caminhos preferenciais, é o reator de leito
fluidizado. Esses reatores sdo apropriados para reagdes que envolvem particulas suspensas
num fluido, tais como enzimas imobilizadas, particulas de células ou flocos microbianos.
(CHISTIL, 2006).

Sob o aspecto hidrodindmico, este biorreator pode ser considerado um intermedidrio
entre a mistura completa do CSTR ideal e o reator tubular do leito fixo ideal (BALCAO;
PAIVA; MALCATA, 1996). Conforme se aumenta a velocidade ascendente do fluido
reacional, atinge-se um ponto no qual a queda de pressdo no leito torna-se equivalente ao peso

deste por unidade de superficie, fazendo com que as particulas percam o contato entre si e
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movimentem-se de maneira semelhante a um liquido em ebuli¢do (leito fluidizado). Acima
desta velocidade, ha expansdo do leito até que se atinja um valor maximo (velocidade maxima
de fluidiza¢do) acima do qual as particulas sdo carregadas para fora do reator (BARON;

WILLAERT; BACKER, 1996).

3.8.3. Reatores com membrana

Este tipo de reator opera de forma continua, sendo que a membrana funciona como
uma interface entre as duas fases liquidas imisciveis (organica e aquosa), evitando o seu
contato. Ela também atua como suporte para a imobilizacdo do biocatalisador (aumentando a
area interfacial de contato entre enzima/substrato). As principais desvantagens destes reatores
sdo0: a diminui¢do da atividade catalitica do biocatalisador por perdas da enzima na membrana
e diminui¢do da eficiéncia de transferéncia de massa devido a diminuicdo de fluxo de
permeado. Os dois fendmenos responsaveis por esta diminuicdo sfo: a concentracdo de
polarizacdo e o fouling da membrana, que levam aos baixos coeficientes de transferéncia de
massa e ao entupimento da membrana (AIRES-BARROS, 2002).

Membranas podem ser consideradas como peliculas poliméricas ou inorgénicas
semipermedveis, que atuam como barreiras seletivas, separando duas fases. As membranas
sintéticas comerciais sdo produzidas a partir de duas classes distintas de material: os
polimeros, na sua grande maioria materiais orginicos (poliamidas, polissulfonas,
poliacrilonitrila, polifluoreto de vinilideno) e inorganicos, como metais e ceramicos (alumina,
zirconia e silica) (CARMINATTI, 2001).

A eficiéncia do sistema de membrana depende de vdérios fatores, tais como:
propriedades da membrana, do substrato, da polarizagdo e das condi¢cdes operacionais. A
estrutura morfoldgica, por sua vez, refere-se essencialmente a densidade e porosidade
(tamanho, ndmero e distribuicio dos poros) das camadas constituintes da membrana
(CARMINATTI 2001).

A Tabela 3.10 lista trabalhos recentes empregando lipases como biocatalisadores em

varios processos enzimaticos operados em diferentes modos e biorreatores.
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Modo de Tipo de Reacio Substrato Fonte de Produto Conversao Referéncia
operacio biorreator lipase
Batelada Tanque agitado Alcodlise Oleo de peixe Novozym 435 Monoglicerideos 63-65% ESTEBAN
Continuo Leito fixo (atum e bacalhau) 53% et al., 2009.
e etanol
Batelada Frasco fechado Glicerdlise Oleo de soja Lipozyme TL IM Monoglicerideos 72% ZHONG
e glicerol etal., 2009.
Batelada Frasco fechado Glicerdlise Oleo de palma Pseudomonas sp. Monoglicerideos 54% CHEIRSILP;
Agitacdo (shaker) e glicerol imobilizada em gel de JEAMJOUNKHAW
alginato : KITTIKUN, 2009.
Batelada Frasco fechado Glicer6lise Oleo de oliva Novozym 435 Monoglicerideos 70% VALERIO
(pressurizado) e glicerol etal., 2009a.
Continuo Leito fixo Metandlise Oleo de canola Novozym 435 Biodiesel <90% HAJAR et al., 2009.
Batelada Frasco fechado Metandlise Oleo de pinhdo manso  Enterobacter aerogenes Biodiesel 94% KUMARI
em shaker e metanol imobilizada em silica etal., 2000.
Batelada Tanque agitado Metandlise Oleo de girassol Novozym 435 <99% OGNJANOVIC
Continuo Leito fixo e metanol Biodiesel 96% et al., 2009.
Continuo Leito fixo Esterificagdo Acido l4urico Lipozyme IM Hexil laurato 82 pmol/min JU et al., 2009.
e hexanol
Batelada Tanque agitado Esterificagdo Acido adipicoe Novozym 435 Ester adipico 96% CHAIBAKHSH
oleil dlcool et al., 2009.
Continuo Leito fixo Interesterificacdo Gordura do leite, Lipozyme RM IM Incorporagio de 4cido 25% SHIN et al., 2009.
estearina de palma e a-linoleico na
6leo de linhaga. gordura do leite
Continuo Leito fluidizado Interesterificacdo ~ Estearinade palmae  Candida parapsilosis Incorporagdo de Aumento de OSORIO
6leo de palma imobilizada em dcidos graxos ECN 4244 et al, 2009.
Accurel MP 100 poliinsaturados em Diminuigdo de
blendas de gordura ECN 46-50
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3.9. Micro-ondas

As micro-ondas s@o radiacdes eletromagnéticas ndo ionizantes, que possuem uma
freqiiéncia que vai de 300 a 300.000 MHz e que corresponde a comprimentos de onda de 1
mm a 1 m. A regido de micro-ondas situa-se entre a regifio de infravermelho e ondas de rddio
no espectro eletromagnético. Uma aplicagé@o recente € a obtengdo de produtos organicos em
escala de laboratdrio usando o aquecimento por irradiacio de micro-ondas, onde as reagdes
sdo conduzidas em forno de micro-ondas de cozinha ou em reatores especificamente
desenhados para esta finalidade (SANSEVERINO, 2002).

Os principios envolvidos no aquecimento por micro-ondas englobam conceitos fisicos,
tais como, temperatura, ligacdo quimica, estrutura molecular, momento dipolo, polarizagio,
capacidade calorifica e constante dielétrica (ROSINI; NASCENTES; NOBREGA, 2004).

O aquecimento por micro-ondas, também denominado aquecimento dielétrico, pode
ocorrer por meio de dois mecanismos. O primeiro, denominado rotacdo dipolo, relaciona-se
com o alinhamento das moléculas (que tem dipolos permanentes ou induzidos) com o campo
elétrico aplicado. Quando o campo é removido as moléculas voltam a um estado desordenado,
e a energia que foi absorvida nestes dipolos € dissipada na forma de calor. No segundo o
mecanismo, denominado conduc¢do idnica, o calor é gerado por perdas de fric¢do, que
acontecem pela migracdo de fons dissolvidos sob a¢do de um campo magnético. Estas perdas
dependem do tamanho, da carga, da condutividade dos fons dissolvidos e interagdo destes

ultimos com o solvente (ROSINI; NASCENTES; N()BREGA, 2004).

3.9.1. Diferencas do aquecimento convencional comparado ao aquecimento sob irradiacdo
de micro-ondas

O aquecimento por micro-ondas é completamente diferente daquele que ocorre em um
forno de cozinha convencional (seja a gds ou elétrico), onde o aquecimento de alimentos
ocorre por condugdo, irradiacdo e convec¢do. Em um forno de micro-ondas doméstico, as
ondas eletromagnéticas geradas pelo magnetron (um aparelho a vicuo que converte energia
elétrica alternada em micro-onda), sdo guiadas para a cavidade do forno e refletidas para as
paredes deste. Ao contrério do aquecimento convencional, no qual uma substancia ¢ aquecida
de fora para dentro, no interior do forno de micro-ondas o que ocorre é uma transferéncia de
calor dos diversos pontos que absorvem a energia da parte interna para externa (SADICOFF;
AMORIM; MATTOS, 2000).

Virios trabalhos vém sendo publicados sobre aplicagdes de energia de micro-ondas em

quimica (FANG; HUANG; XIA, 2008; ROY; GUPTA, 2003) e na adaptacdo de fornos
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domésticos para este fim (PECORARO; DAVOLOS; JAFELICCI, 1997; CADDICK, 1995).
Nestes casos, observa-se que varias reagdes “classicas” podem ser bastante aceleradas (muitas
vezes por um fator de 10%) quando o aquecimento é realizado por meio de um forno de micro-
ondas caseiro ao invés do aquecimento convencional (placa de aquecimento, bico de Bunsen,
etc). Além disso, os rendimentos de reagOes efetuadas sob irradiacio de micro-ondas sdo
geralmente mais elevados, ha menor formagdo de subprodutos e ndo ocorrem decomposicdes
de materiais (SADICOFF; AMORIM; MATTOS, 2000).

O surgimento de reatores de micro-ondas para condugdo de reagdes organicas ocorreu
como conseqiiéncia direta do estudo das reagdes em forno doméstico, que demonstrou o
grande potencial desta técnica. Estes aparelhos t€m algumas vantagens sobre o forno
doméstico de micro-ondas, tais como: possibilidade de realizacdo de refluxo, utilizagdo de
pressdo, controle de temperatura e pressdo (que ndo € possivel no forno de cozinha). Outro
fator importante, é que esses reatores operam de forma diferente que um forno doméstico,
onde a distribuicdo de micro-ondas no interior do forno ndo é homogénea (forno multimodo).
Nestes reatores, a distribuicdo é homogénea (monomodo). Além disso, a poténcia em um
forno de micro-ondas nio €, na realidade, possivel de variagdo, pois o que ocorre é uma
interrup¢do seqiiencial da irradiagdo que corresponde aos niveis de poténcia do seletor (a
amostra estd submetida sempre a mesma poténcia, mas por periodos de tempo diferentes).
Deste modo, os reatores de micro-ondas sdo mais eficientes do ponto de vista energético, e

garantem uma maior reprodutibilidade de experimentos (SANSEVERINO, 2002).
3.9.2. Reacdes enzimadticas assistidas por micro-ondas

Reagles enzimdticas assistidas por micro-ondas ainda estdo em fase inicial de
investigacdo, apesar de constituirem tema de relevante importincia principalmente para
aplicacdo em sistemas ndo aquosos, nos quais as enzimas apresentam uma elevada
estabilidade térmica quando comparada com aquela observada em sistemas aquosos.

Trabalhos publicados sugerem a possibilidade dos campos magnéticos de alta
freqiiéncia influenciarem nao apenas a velocidade inicial das reacdes, mas também a
enantiosseletividade das enzimas quando comparado com sistemas submetidos ao
aquecimento convencional (GUPTA; ROY, 2004).

A Tabela 3.10 apresenta de forma resumida exemplos de diversas reagdes enzimdticas
assistidas por micro-ondas, com enfoque particular nos tipos de enzimas e substratos usados,

bem como nos parametros de operag¢do do equipamento gerador de micro-ondas.
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Tipo de reacao Substrato Enzima Parametros das Referéncia
micro-ondas
(Poténcia/
temperatura)
Transesterificacao Acetato Lipase de 35-300W LEADBEATER;
(solvente orgédnico) de metila e Candida 50-70°C STENCEL;
n-propanol antarctica WOOD, 2007.
*Hidrdlise Lipase de *175W SAXENA
Triolina Aspergillus 38-40°C et al., 2005.
**Sintese carneus
*E800W
90°C
*Esterificacdo *n-Acetil-L- *0- ROY;
fenilalanina Quimotripsina GUPTA,
e etanol Nao 2003
**Transesterificagdo especificadas
(solvente orgénico) **n-Acetil-L- **Subtilisina
fenilanina Carlsberg
etil ester
e propanol
Sintese p-nitrofenil-B-D- B-galatosidase 12W MAUGARD
galatopiranoside e de 40°C et al., 2003.
lactose Kluyveromyces
lactis
Acilagdo a) 1,2,3,4- Lipase de 700W LIN; LIN, 1998.
(solvente organico)  Tetrahidro-1-naftol pancreas de 25-35°C
b) Mentol e acido porco (LPP)
palmitico
Interesterificagdo Butanol Fusarium solani 2,45 Ghz PARKER
etilbutirato Cutinase 50°C et al., 1996.
Hidrdlise P-nitrofenil Celulase 750W KABZA
poliéster e 75°C etal., 1996.
carboidratos
Transesterificacdo Feniletanol Lipase de 30-90 W CARRILLO-
Candida 70-100°C MUNOZ
antarctica e et al., 1996.
Pseudomonas
cepacia
Esterificag@o Acido Caprilicoe =~ Novozyme 435 200-400W FANG; SUN; XIA,
glicerol 65°C 2008.
Esterificag@o Acido Caprilico e Lipozyme RM 200W FANG; HUANG,
pentanol M 50°C XIA, 2008.

O mecanismo de interacdo da irradiagdo das micro-ondas com os sistemas enzimaticos

ainda ndo estd claramente definido, entretanto alguns autores sugerem que o efeito das micro-

ondas na velocidade de reacdo é creditado ndo apenas ao efeito térmico (KABZA et al.,

1996). De uma maneira geral, considera-se que a velocidade de reacdo € acelerada desde que

as moléculas absorvam energia por dois mecanismos distintos: rota¢do de dipolo e movimento

ionico (ROY; GUPTA, 2003). Esses pesquisadores testaram o efeito de micro-ondas em
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reacoOes de esterificacdo usando quimiotripsina e constataram incrementos de 2 a 5 vezes nas
velocidades reacionais. Combinando a ativagcdo com sais e ajuste de pH e usando subtilisina
Carlsberg, sob micro-ondas, foram obtidas velocidades de transesterificacio 20 vezes
superiores ao experimento controle (sistema ndo exposto ao campo).

Resultados ndo menos importantes foram reportados por Parker et al. (1996),
enfatizando a importincia da otimizacdo da atividade da dgua para obter incrementos na
velocidade de reacdo. Nesse trabalho, a enzima foi previamente hidratada e ressuspensa em
meio organico a 50°C por irradiacdo em micro-ondas, alcancando velocidades de reacdo de
duas a trés vezes superiores as obtidas sob aquecimento convencional. Finalmente, especial
destaque deve ser dado ao trabalho descrito por Maugard et al. (2003) que reportaram,
incrementos da ordem de 217 vezes na sintese de oligossacarideos a partir de lactose usando

[-galactosidase sob micro-ondas.

3.10. Matérias Primas

As matérias-primas utilizadas para producido de monoglicerideos neste trabalho foram:
glicerol e &cidos graxos (reagdes de esterificacdo) e glicerol e dleo vegetal (reacdes de
glicerdlise).

Os o6leos vegetais sdo produtos naturais constituidos por uma mistura de ésteres
resultantes da condensacdo de uma molécula de glicerol com trés moléculas de dcidos graxos
(triacilglicerdis ou triglicerideos), constituidos de cadeias curtas ou longas de 4cidos graxos
cujo grau de saturagio ou insaturacio é fungdo do tipo da semente que originou o 6leo. Oleos
que possuem maior niimero de dcidos graxos saturados, como por exemplo, o 6leo de babacu
(ricos em dcido laurico), apresenta-se em estado s6lido a temperatura de 20-25° C; aqueles
cujo teor de insaturados € mais elevado, por exemplo, soja, algoddo, amendoim (ricos em
acidos linoléico/oléico) apresentam-se em estado liquido a temperatura ambiente ou inferior
(ABOISSA OLEOS VEGETAIS, 2005).

A diferenga entre 6leos e gorduras resume-se basicamente na aparéncia fisica (COSTA
NETO et al., 2000). A resolugdo 20/77 do CNNPA (Comissdo Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentos) define a temperatura de 20 °C como limite inferior para o ponto de fusdo das
gorduras, classificando como 6leo todos os lipideos de ponto de fusdo inferior a essa
temperatura.

Conforme a espécie de oleaginosa, variacdes na composi¢do quimica do 6leo vegetal
sdo expressas por variacdes na relacdo molar entre os diferentes dcidos graxos presentes na

estrutura. Portanto, a andlise da composi¢cdo de &cidos graxos constitui o primeiro
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procedimento para a avaliagdo preliminar da qualidade do 6leo bruto e/ou de seus produtos de
transformag@o e isto pode ser obtido por meio de vérios métodos analiticos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia e de fase gasosa e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. Para o desenvolvimento deste trabalho foi selecionado o
6leo de babagu, por apresentar uma composicdo rica em dcidos graxos saturados

(aproximadamente 80%), possuir uma grande disponibilidade comercial e custo acessivel.
3.10.1. Oleo de babacu

O babacu (Orbignya speciosa) destaca-se entre as palmeiras encontradas em territdrio
brasileiro pela peculiaridade, graca e beleza da estrutura que lhe é caracteristica, chegando a
atingir entre 10 a 20 metros de altura, suas folhas mantém-se em posi¢do retilinea, pouco se
voltando em dire¢do ao solo; orientando-se para o alto (ALBIERO et al., 2007). Seus frutos
sdo pequenos cocos que ficam suspensos em cachos nas palmaceas, contendo de 15-20 frutos
cada um (TEIXEIRA, 2008).

Atualmente, encontram-se no Brasil, vastos babacuais espalhados ao sul da bacia
amazonica, onde a floresta imida cede lugar a vegetacdo tipica dos cerrados. Sdo os estados
de Maranhdo, Piaui e Tocantins que concentram as maiores extensdes de matas onde
predominam os babacus, formando muitas vezes e espontaneamente, agrupamentos
homogéneos, bastante densos e escuros, tal a proximidade entre os grandes coqueiros
(ALBIERO et al., 2007).

O principal produto do babagu é o 6leo da améndoa, constituindo 65% do peso da
améndoa, esse Oleo pode ser usado na fabricacdo de sabdo, glicerina e 6leo comestivel, mais
tarde transformando em margarina, e de uma torta utilizada na producio de ra¢do animal e de
oleo comestivel (ALBIERO et al., 2007).

No Brasil, o bagaco da cana-de-agiicar e as plantacdes de eucalipto sdo as duas
principais fontes de biomassa para energia renovavel. No entanto, hd outras espécies que
geralmente ndo sdo exploradas, como por exemplo, o babacu. O 6leo extraido dessas
palmeiras pode ser usado para produzir o biodiesel, e sua exploragdo sustentdvel poderia além
de gerar energia, ocasionar beneficios socio-econdmicos e ambientais para a regido onde elas
se encontram. Depois da crise do 6leo em 1973, o Governo Federal brasileiro considerou estas
palmeiras, juntamente com a cana de acticar e a mandioca, como possiveis fontes de energia
para substituir o 6leo importado. Uma vez, o pais decidido a basear-se no programa da cana-

de-agucar como combustivel renovavel, poucos estudos foram feitos utilizando-se o babacu
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como biomassa (BARUQUE et al., 1998). No entanto, hd agora um interesse renovado no uso
do babacu no Brasil (TEIXEIRA, 2008).

Apesar da extraordindria potencialidade do babagu, medida pela dimensdo de
ocorréncia ja disponivel e nobreza das varias aplicacdes ja testadas, a exploragdo do coco de
babagu ainda € realizada, em grande parte do nordeste, de forma artesanal, no entanto,
ressalta-se que ja se dispde de equipamentos para a quebra automdtica do coco de babagu,
com a separacao de seus constituintes (PARENTE, 2008).

O esmagamento do coco produz dois tipos de 6leos: um para fins comestiveis e outro
para fins industriais (6leo ldurico). A utilizacdo do 6leo de babagu para fins comestiveis tem
sofrido declinio constante, em virtude de duas razdes: a substituicdo por 6leos mais acessiveis,
e a tendéncia dos consumidores a optarem por 6leos e gorduras ndo saturadas (ALBIERO et
al., 2007).

O dleo de soja € o principal concorrente do 6leo de babagu no mercado de 6leos
comestiveis. O mercado brasileiro formal para o 6leo de babagu comestivel é estimado em 5,5
mil toneladas/ano, predominantemente para o mercado nordestino. Além deste, existe um
mercado informal caracterizado pelo autoconsumo das familias de baixa renda localizadas nas
regides de ocorréncia das palmeiras. O mercado brasileiro de O6leos lauricos constitui-se
atualmente no principal mercado para o 6leo de babagu. As industrias do segmento de
higiene, limpeza e cosméticos absorvem cerca de 35 mil toneladas anuais de 6leo de babacu

bruto (ALBIERO et al., 2007).

3.10.2. Glicerol

O glicerol, um dlcool trihidroxilado, € um liquido claro, higroscépico, viscoso e de
gosto adocicado. O glicerol ocorre naturalmente em formas combinadas, como os glicerideos,
em todos os Oleos graxos animais e vegetais e pode ser produzido por fermentacdo
microbiana. O glicerol é também recuperado como co-produto no processo de manufatura de
saboes, reducdo de acidos graxos, ou quando Oleos e gorduras sdo transesterificados com
metanol (ou outro dlcool) para a producdo de metil ésteres (KNOTHE et al., 2006).

Atualmente, industrias que produzem glicerol estdo em plena decadéncia e outras que
utilizam o glicerol como matéria-prima estdo surgindo, devido ao grande excedente de
glicerol formado como subproduto na produgdo do biodiesel, pois 10% de toda produgdo
corresponde a formacgdo deste dlcool. A Figura 3.14 ilustra as diferentes aplicagdes para o

glicerol.
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Qutros Alimentos
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Figura 3.14. Aplicagdes gerais do glicerol.
Fonte: PAGLIARO et al., 2007.

Com o incentivo do Governo Federal a Politica do Biodiesel e a entrada em vigor do
B3, mistura obrigatdria de 3% do biodiesel ao 6leo diesel, em 2008, o Brasil produziu cerca
de 100 mil toneladas de glicerina geradas a partir da fabrica¢do do biodiesel. No entanto, o
aspecto ecoldgico desta iniciativa pode ser arranhado se ndo for encontrada uma destinacio
para esse excedente. Em 2010 estd previsto o aumento deste percentual para 5% (BS),
gerando cerca de 250 mil toneladas de glicerina por ano (VEDANA, 2009). Esses valores sdo
muito superiores ao consumo € producdo nacional atual, estimado em cerca de 30 mil
toneladas anuais (MOTA; DA SILVA; GONCALVES, 2009). Ressalta-se ainda que embora
ndo haja definida na politica Nacional de Biodiesel uma alternativa para absorver todo este
volume extra de glicerina, torna-se necessdrio o desenvolvimento de alternativas que
agreguem valor a este subproduto.

Desta forma, novas aplicacdes para o glicerol estdo sendo desenvolvidas visando a
aplicacdo na industria de alimentos, polimeros (poliglicerol e poliuretano), no campo de
estabilizantes da madeira e na producdo de pequenas moléculas, tais como: dihidroxiacetona,
dcidos glicéricos e hidroxipirdvicos e carbonato de glicerol (DA SILVA; MACK;
CONTIERO, 2009). Dentre as possiveis aplicagdes do glicerol, estd a utilizacdo deste dlcool
como fonte de carbono e energia para o crescimento microbiano fornecendo produtos
biotecnolégicos, como por exemplo: 1,3-propanodiol, dihidroxiacetona, succinato,
propionato, biossurfatantes, entre outros (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

O objetivo deste trabalho se insere nas prioridades nacionais relativas a destinacdo do
glicerol residual gerado pela producgado do biodiesel, tendo como proposta a sintese enzimética
de monoglicerideos (surfatantes) utilizados amplamente em produtos alimenticios, farmacos e

CcoSméEticos.



61

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Enzimas

Os experimentos foram realizados empregando duas preparagdes comerciais de
lipases livres: Burkholderia cepacia (Lipase PS, AMANO — Lote: 01022TD) e Penicillium
camembertii (Lipase G — AMANO - Lote: 08122HI) e uma preparacdo comercial de lipase

imobilizada: Mucor miehei (Lipozyme IM°).

4.1.2. Materiais de partida

Como materiais de partida foram utilizados: glicerol (Merck), dcidos graxos, como:
acido laurico (Cy,), miristico (Ci4), palmitico (Cye), estedrico (Cig) e oléico (Cig.1) (Riedel-de
Haén). O 6leo de babagu foi gentilmente cedido pela COGNIS (Jacarei-Séao Paulo), tendo uma
composicdo aproximada em 4cidos graxos de 3,5% Octandico, 4,5% Decandico, 44,7%

Laurico, 17,5% Miristico, 9,7% Palmitico, 3,1% Estearico, 15,2% Oléico e 1,8% Linoléico.

4.1.3. Suporte de imobilizacdo

Como suporte foi selecionada a matriz hibrida constituida de polissiloxano dlcool
polivinilico (SiO,-PVA) preparada pela técnica sol-gel, empregando como precursor
tetraetilortossilicato (TEOS) adquirido da Aldrich (EUA). A matriz possuia as seguintes
propriedades: didmetro médio de poros de 22,91 A, drea de superficie (BET) de 461,00 m’, g!
e volume de poros de 0,275 cm’. g'1 (SANTOS et al., 2008b).

4.1.4. Outros reagentes

Outros reagentes utilizados foram: solventes (acetona - Synth, etanol — Nuclear,
hexano — Quimex, cloroférmio - Cromoline, dcido acético glacial - Synth), peneira molecular
3,2 mm (Peneira molecular 3A - Sigma Aldrich), dlcool polivinilico (Across), HCI (Isofar),
epicloridrina (Sigma), polietilenoglicol (Synth - MM 1500), Tetraetilortossilicato (Sigma —
Aldrich), Terc-butanol (Cromoline), Lecitina de soja (Olleman), Hidroxitolueno Butilado

(Sigma-Aldrich), Tocoferol (Sigma-Aldrich), Triton X100 (Colleman Chemicals).

4.1.5. Padroes cromatogrdficos

O método cromatografico utilizado para a quantificacio dos produtos, foi

desenvolvido por Freitas, 2006. Os padrdes utilizados (mono, di e triglicerideos) foram
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adquiridos da empresa AccuStandard, com excecdo da trioleina, adquirida da CHEM

SERVICE. Os padrdes utilizados, bem como seus cddigos, estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Nomenclatura e cdigos dos padrdes glicéricos utilizados para estabelecimento
do método cromatografico

Monoglicerideos Cad. Diglicerideos Cad. Triglicerideos Cad.
Monocaprina GS - 006N Dicaprina GS - 005N Tricaprina GS - 004N
Monolaurina GS - 009N Dilaurina GS - 008N Trilaurina GS - 007N

Monomiristina ~ GS—-012N  Dimiristina ~ GS - 011N Trimiristina GS - 010N
Monopalmitina ~ GS —-015N  Dipalmitina  GS - 014N Tripalmitina GS - 013N
Monooleina UG -012N Dioleina UG-01IN Trioleina Pz — 880

4.1.6. Coluna capilar

A coluna capilar utilizada na analise cromatogréifica foi a coluna CP Sil 5CB (10 m X
0,25 mm X 0,12 pm) fabricada pela Varian, descrita na literatura como adequada para a

quantificagdo de monoglicerideos (FREITAS, 2006).

4.1.7. Biorreator de leito fixo

Para a construcdo e adaptacdo do biorreator de leito fixo para a producdo dos
monoglicerideos, foram adquiridos reatores de vidro, bomba peristéltica, placa de agitagdo,
tubulagdes de silicone, banho termostatizado, aquecedor e resisténcias flexiveis. As
especificagdes dos equipamentos adquiridos estdo descritas na Tabela 4.2. As conexdes foram
feitas por tubos de silicone e de marprene com as seguintes especificacdes: WATSON
MARLOW: 1.6 X 4.0 (WATON - 913. AJ40. 016); 1.6 X 3.2 (WATON - 913. AJ32. 016);
1.6 X 1.6 (WATON - 913. AJ16. 016); 1.6 X 0.8 (WATON - 913.AJ08.016); 1.6 X 0.5
(WATON -913.AJ05.016); 1.6 X 1.6 (WATON - 913.AJ16.024); ALQUILABOR: de = 0,5
cme di =0,3 cm (céd. 200), de = 1,0 cm e di = 0,6 cm (cdd. 203), de = 0,8 cme di = 0,4
cm (cdd. 201).
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Tabela 4.2 - Especificacdes dos itens adquiridos para a construg@o do biorreator de leito fixo

Equipamento Descricao Marca
Bomba peristiltica Bomba Peristaltica ATTO/Japao
SJ-1211
Banho termostatizado Banho Ultratermostato NOVA ETICA
Criostato
1) Diametro = 15 mm, Construido em oficina
Reatores de vidro Comprimento =55 mm e especializada
de coluna Volume = 10 mL (UNICAMP)
encamisado 2) Diametro = 20 mm,

Comprimento = 120 mm e
Volume = 37,70 mL

Reatores de vidro
cilindricos com trés bocas

Volume = 100 mL

Construido em
oficina especializada (DIST)

Agitador magnético Agitador Magnético MARCONI
MA 085
Aquecedor Aquecedor e MONDIAL
Desumidificador de ar
(2000W)
Resisténcias flexiveis Resisténcia flexivel KW Resisténcias
2m/25W Elétricas

4.1.8. Biorreator de leito fluidizado

Para a construgio e adaptacdo do biorreator de leito fluidizado foram adquiridos um

reator de coluna de vidro, reatores cilindricos, placas de agitacdo, bombas peristilticas,

tubulacdes de silicone, resisténcias flexiveis, aquecedor e banho termostatizado. As

especificagdes dos equipamentos adquiridos estdo descritas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Especificacdes dos itens adquiridos para a construcdo do biorreator de leito

fluidizado
Equipamento Descricao Marca
Bomba Bomba Peristéltica WATSON MARLOW
peristaltica 401U/DM2
Bomba Bomba Peristaltica COLE-PARMER
peristéltica MasterFlex C/L INSTRUMENT Co.
Banho Banho Termostatizado TECNAL
termostatizado TE - 2005
Agitador Agitador Magnético MARCONI
magnético MA 085
Reator de vidro Diametro = 15 mm, Construido em oficina
de coluna Comprimento =21 mm especializada
encamisado e Volume = 37 mL (PROVERMEX)
Reatores de vidro Construido em oficina
cilindricos com Volume = 100 mL especializada
trés bocas (DIST)
Aquecedor Aquecedor e MONDIAL
Desumidificador de ar (2000W)
Resisténcias Resisténcia flexivel KW Resisténcias
flexiveis 2m/25W Elétricas
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As conexdes foram feitas por tubos de silicone e de marprene com as seguintes
especificagdes: WATSON MARLOW: 1.6 X 4.0 (WATON - 913. AJ40.016); 1.6 X 3.2
(WATON - 913.AJ32.016); 1.6 X 1.6 (WATON - 913.AJ16.016); 1.6 X 0.8 (WATON -
913.AJ08.016); 1.6 X 0.5 (WATON - 913.AJ05.016); 1.6 X 1.6 (WATON - 913.AJ16.024);
ALQUILABOR:de=0,5cme di=0,3 cm (céd. 200),de = 1,0 cm e di = 0,6 cm (cdd. 203),
de=0,8 cme di =0,4 cm (céd. 201).

4.1.9. Reator de micro-ondas

Para a realizacdo das reagdes de glicerdlise do 6leo de babagu e de esterificacdo do
glicerol com &cidos graxos empregando campos magnéticos, foi utilizado o reator de micro-
ondas Discover/University-Wave (Cem Corporation), modelo PN # CE-925SB235-SPB-
PLUG. Este reator possui camara interna cilindrica com as seguintes dimensdes: 100 mm de
altura, 7Smm de didmetro, dotado de agitacdo magnética, a qual pode ser ajustada em trés
niveis (baixo, médio e alto). A poténcia maxima de operacdo de 300W. O controle de
temperatura € realizado com auxilio de ar comprimido direcionado para o interior da cAmara;
o fluxo de ar pode ser configurado para operar em diferentes niveis de pressdo e/ou de modo
intermitente. A temperatura da reacdo € monitorada por um sensor de infravermelho
localizado na parte inferior da cAmara. Um software ChemDriver foi utilizado para coleta de
dados referentes a cada experimento, como por exemplo: variagio de irradiagdo e temperatura
em funcdo do tempo. Destaca-se ainda que o formato cilindrico da cdmara interna propicia a

irradiacdo homogénea em toda a extensdo da mistura reacional, diferentemente dos reatores

de micro-ondas construidos a partir de adapta¢des em fornos domésticos.
4.2. Metodologia Experimental

4.2.1. Preparagdo do suporte hibrido (Si0,-PVA)

O composto hibrido de polissiloxano-dlcool polivinilico foi inicialmente sintetizado
conforme metodologia descrita por Lima-Barros et al. (2002), pela mistura de 5 mL de
tetraetilortossilicato (TEOS), 5 mL de etanol e 6 mL de solu¢@o de 4lcool polivinilico (PVA)
2% (m/v). Essa mistura foi aquecida a 60 ° C, sob agita¢do, com adi¢ao de duas a trés gotas de
HCI concentrado, sendo a agitagdo mantida nesta temperatura por mais 40 min. A mistura foi
vertida em placas de Eliza e mantida a temperatura ambiente por 48h (aproximadamente) para
completa solidificacdo (formagdo da rede interpenetrada de polissiloxano-dlcool polivinilico —

Si0,-PVA). O sélido foi entdo submetido & moagem, até que o material passasse
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completamente por uma peneira padrdo série Tyler de 42 MESH e ficasse retido em uma
peneira de 60 MESH (aproximadamente 0,231 a 0,308 mm de didmetro de particulas), sendo
em seguida ativado. Em seguida, o suporte foi embebido em solucio de epicloridrina 2,5%
(v/v) em tampdo fosfato de sédio (0,1 M e pH 7-8), na propor¢cdo massa de suporte: volume
de solugdo de 1:10, sendo esta mistura mantida sob agitacdo por 2 h a temperatura ambiente.
Ap6s este periodo, o suporte foi lavado exaustivamente com agua destilada e solug@o tampao

de fosfato, sendo em seguida levado a estufa (60°C) por 24 h (SANTOS et al., 2008a).

4.2.2. Imobilizagdo das lipases no suporte ativado

O suporte ativado foi embebido em hexano (1:10) e mantido sob agitacdo durante 2 h.
Ap6s este periodo adicionou-se a lipase PS ou lipase G numa razdo mdssica enzima: suporte
de 1:4. Polietilenoglicol (PEG-1500) foi adicionado como estabilizante da enzima. Os
sistemas foram mantidos sob suave agitacdo a temperatura ambiente por 2h, seguido de
contato estdtico por um periodo adicional de 18h a 4°C. A recuperagdo dos derivados
imobilizados foi efetuada por filtracdo a vacuo, com lavagens sucessivas com hexano até a
reducdo da umidade dos derivados imobilizados em valores abaixo de 15%. Na Figura 4.1 ¢é
mostrado o esquema do procedimento de imobilizacdo. As atividades hidrolitica e sintética
dos derivados foram determinadas, como descrito nos itens 4.3.2 e 4.3.3. A Tabela 4.4
apresenta as propriedades cataliticas da lipase PS imobilizada em SiO,-PVA estabelecidas por
Da Rés (2009).

5 mL TEOS + 5 mL EtOH +
6 mL PVA (2%)

Adigio de HCl ‘

aquecimento (60 °C)
sob agitacdo: 40 min

Suporte POS-PVA: |
Secagem (30°C), -
Trituragdo

Ativacdo com
Epicloridrina
Suporte POS-PVA
Ativado com EP

em POS-PVA

Lipase Imobilizada
por ligacdo covalente

Figura 4.1. Esquema do procedimento experimental de preparo do suporte e
imobilizacdo da lipase.
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Tabela 4.4 - Propriedades cataliticas da lipase de Burkholderia cepacia (lipase PS)
imobilizada em Si0,-PVA

Parametros Valores

Rendimento de imobilizagdo, (%). 30,27
Temperatura 6tima, °C 40-60
pH 6timo 8.5
Tempo de meia vida (t;») a 60°C, (h) 6,24
Constante de desativagao térmica (Kd), (h™h 0,11
Parametros cinéticos Km (mM) 1883

Vmax (U/g) 3873

4.2.3. Planejamento estatistico

Visando otimizar a formacdo de monoglicerideos, foi realizado um estudo do efeito
das varidveis: temperatura e razao molar dos materiais de partida nas reacdes de glicerdlises
do dleo de babacu. Para isso, foram propostos dois planejamentos experimentais: 1)
planejamento central composto ortogonal e outro fatorial 2* com face centrada, cujas varidveis
codificadas sdo apresentadas nas Tabelas 4.5 e 4.6. Todos os experimentos foram efetuados de
maneira randomica.

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
STATISTICA (versao 7.0), considerando como varidvel resposta a formacdo de
monoglicerideos. Os resultados foram expressos em tabelas de estimativas de efeitos, erros-
padrio (teste t de Student’s) e ainda em tabelas de andlise de varidncia com colunas de causa
de variacdo (CV), graus de liberdade (GL), soma quadratica dos fatores (SQF), soma média

quadratica (SMQF), teste F e nivel de significancia (p).

Tabela 4.5 - Valores reais e codificados das varidveis independentes propostas no
planejamento central composto ortogonal

Variaveis independentes Niveis codificados

-1.41 -1 0 +1 141
X, .Razdo molar glicerol/6leo 8:1 10:1 15:1 20:1 22:1
X, Temperatura, °C 41 45 55 65 69

Tabela 4.6 - Valores reais e codificados das varidveis independentes usadas no planejamento
fatorial 2* com face centrada

Variaveis independentes Niveis codificados
-1 0 +1
X, .Razdo molar glicerol/6leo 5:1 10:1 15:1

X,. Temperatura, °C 40 45 50
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4.2.4. Densidade cristalina do suporte

A densidade cristalina ou densidade do esqueleto s6lido foi determinada em baldo
volumétrico previamente aferido com dgua a temperatura ambiente. Colocou-se uma massa
conhecida de particulas no interior do baldo e as mesmas foram imersas em dgua destilada sob
vacuo, a fim de se eliminar o ar contido nos espacos intra e interparticulas. O baldo
volumétrico foi completado com 4gua, sendo o volume ocupado pelo sélido obtido por
diferenca ap6s preencher o baldo. A densidade foi calculada como a relagéo entre a massa e o

volume ocupado pelos sélidos (ZANIN, 1989).

4.2.5. Velocidade minima de fluidizacdo

A velocidade minima de fluidiza¢do foi obtida conforme metodologia descrita por
Zanin (1989). Os ensaios foram conduzidos pelo preenchimento do reator de leito fluidizado
com meio reacional (quantidades adequadas de glicerol, 6leo de babacu e terc-butanol)
empacotado com suporte polissiloxano-dlcool polivinilico ativado com epicloridrina (sem
enzima imobilizada). A vazdo da bomba de recirculacido foi gradativamente aumentada até
seu maximo valor e, em seguida, gradativamente diminuida. Os valores de altura de leito
correspondentes para cada vazdo foram anotados. A vazdo de recirculacdo foi medida por
método direto, ou seja, cronometrando-se o tempo necessario para que a bomba preenchesse
um determinado volume em uma proveta. A altura de leito foi medida usando-se uma escala
graduada em mm.

A velocidade minima de fluidizagdo foi calculada a partir dos dados experimentais de
porosidade do leito em funcdo da velocidade superficial do liquido, aos quais ajustou-se a
correlacdo de Richardson e Zaki (1954), citados por Zanin (1989), conforme descrito na
Equagdo 4.1.

U @.1)

Em que:

U... velocidade superficial do fluido

Utc... velocidade terminal corrigida da particula, sendo log(Utc) = log(Ut)-dp/di, onde Ut € a
velocidade terminal da particula, dp é o didametro médio da particula e di € o didmetro interno
da coluna

n... coeficiente de expansio

€... porosidade do leito
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A porosidade do leito foi calculada por meio da Equagéo 4.2.

(V- Vy) M, (4.2)
&= v =

) (pC.A.H)

t
Em que:

Vt... volume total do reator

Vs... volume do leito de particulas sélidas
Ms... massa de particulas sdlidas

pc... densidade cristalina da particula

A... drea do reator atravessada pelo fluido
H... altura do leito

A drea (A) utilizada para o cdlculo da porosidade do leito foi correspondente a drea da
secdo transversal do reator atravessada pelo fluxo ascendente de liquido na regido ocupada
pelo leito.

Considerou-se como velocidade minima de fluidizagdo a velocidade superficial do
fluido na Equacg@o de Richardson; Zaki para a qual a porosidade do leito corresponde a altura
do leito com velocidade superficial de fluido nula.

A densidade cristalina ou densidade do esqueleto sélido foi determinada conforme

descrito no item 4.2.4.
4.2.6. Producdo de monoglicerideos

4.2.6.1. Glicerdlise descontinua do oleo de babacu

As reacdes em batelada foram realizadas em reatores de vidro esféricos e cilindricos
(50 — 100mL) contendo 6leo de babagu e glicerol, numa razdo molar variando de 5:1 a 20:1
(glicerol/6leo de babacu). As misturas foram incubadas com lipase PS imobilizada em SiO,-
PV A na propor¢do de 10% (m/m) em relacdo a massa total dos reagentes envolvidos no meio
reacional. As reacdes foram conduzidas por um periodo maximo de 24 h, com agitacdo
magnética (150 rpm) na faixa de temperatura entre 40 a 70 °C. A atmosfera inerte, quando
utilizada, foi garantida pela insercdo de um ponto de N, em uma das entradas do reator,
impedindo a exposi¢do do meio reacional ao ar (presenca de O,). O progresso da sintese foi
acompanhado pela retirada de aliquotas, ao longo da reacéo, para quantificacio dos produtos

formados por cromatografia de fase gasosa.
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4.2.6.2. Glicerdlise descontinua do dleo de babacu em reator de micro-ondas

As glicerdlises sob irradiacdo de micro-ondas foram realizadas em reatores esféricos
(100 mL), utilizando agitacdo magnética (nivel médio) e em reatores cilindricos (50 mL),
empregando-se agitacdo mecanica (400-450 rpm), sendo este sistema composto de um
agitador mecénico contendo uma haste de vidro e uma pa de aco inox. Os reatores foram
inseridos na cadmara do reator de micro-ondas Discover, sendo utilizada uma irradiacdo
praticamente constante de 15 W para manter a temperatura do meio reacional a 50 °C. As
sinteses foram realizadas numa razdo molar de 15:1 (glicerol/6leo de babagu), sob atmosfera
inerte (N;), incubadas com lipase PS imobilizada em SiO,-PV A na propor¢do de 10% (m/m)
em relacdo a massa total dos reagentes envolvidos no meio reacional. As reacdes foram
conduzidas por um periodo maximo de 6h. A conversdo mdssica dos produtos formados

durante a reag@o foi obtida por andlise cromatogréfica.

4.2.6.3. Glicerdlise continua do oleo de babacu em reator de leito fixo

A mistura reacional de dleo de babacu e glicerol (razdo molar = 15:1 glicerol/6leo) foi
mantida em um frasco de alimentacdo, sob agitacdo magnética e temperatura de 50 °C. O
substrato foi bombeado através do reator de leito fixo (didmetro interno= 15 mm,
comprimento = 55 mm e volume = 10 mL) com o auxilio de uma bomba peristéltica (SJ-
1211-HATTO), com vazdes entre 0,017 a 0,045 mL/min. O reator encamisado consistia de
uma coluna empacotada contendo 6,70g (massa seca) de lipase PS imobilizada em SiO,-PVA.
A densidade cristalina do derivado imobilizado seco era de 1,865 g/mL. O esquema
experimental estd demonstrado na Figura 4.2. O tempo de residéncia foi calculado de acordo

com Levenspiel (2000), conforme as Equagdes 4.3 a 4.5:

LV

" 43)

V = Vreator Y catalisador (44)
w

catalisador — (45)

2

em que: T = € o tempo de residéncia (min), V = volume util do reator (mL), v, = vazdo
volumétrica sobre a secdo da coluna (mL/min), Vieaor = volume total do reator, Vi uiisador =
volume ocupado pelo catalisador no interior do reator, w = peso do catalisador seco (g), p =
densidade cristalina do biocatalisador seco (g/mL).
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A temperatura do reator de leito fixo foi mantida a 50 °C pela circulacdo de dgua
controlada em banho de aquecimento termoestabilizado. A coluna foi empacotada com uma
suspensdo do derivado imobilizado no meio reacional e em seguida estabilizada pela
recirculacdo do substrato através da coluna por um periodo equivalente a 3 tempos de
residéncia. Esta metodologia também permitiu a eliminacdo de bolhas de ar formadas durante
a etapa do empacotamento da coluna. A atmosfera inerte foi garantida pelo acoplamento de
uma bexiga contendo N, no frasco de alimentagao, protegendo os substratos da exposicdo ao
ar (presenca de O,). As amostras foram recolhidas e estocadas a -2 °C, até a realizacdo das
andlises cromatogréficas. Os resultados das andlises de cromatografia gasosa foram expressos

em porcentagens mdssicas dos produtos obtidos: monos, dis e triglicerideos.

1. Substrato

2, 3. Bombas

4. Reator

5. Produto

6. Banho para controle de temperatura
7. Cilindro de nitrogénio

Figura 4.2. Esquema experimental das reagcdes continuas realizadas em reator de leito fixo.

4.2.6.4. Glicerdlise continua do oleo de babacu realizada em reator de leito fluidizado

Para a condug@o do processo em reator de leito fluidizado em modo continuo, utilizou-
se uma coluna de vidro encamisada com volume total de 37 mL, correspondendo a 21 cm de
altura e 1,5 cm de didmetro. O meio reacional composto por glicerol e 6leo de babacu (razio
molar = 15:1) e terc-butanol como solvente (razdo de 1:1 ou 2:1 solvente/meio reacional
total), foi armazenado em um frasco de alimentacdo, mantido sob agitacio magnética e
atmosfera inerte. O meio era bombeado para o reator de circulacdo numa vazdo de 0,082

mL/min e recirculado na coluna através de uma bomba peristéltica, sendo o produto recolhido
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pelo topo do reator. Na coluna, foram adicionados 12 g (massa seca) de lipase de
Burkholderia cepacia (lipase PS) imobilizada em SIO,-PVA, correspondendo a uma razio
madssica do derivado imobilizado reacional de 17%. As vazdes de alimentacdo e de
fluidizacdo foram, respectivamente, de 0,082 mL/min e 0,017mL/min, o que possibilitou a
fluidizacdo do derivado imobilizado na coluna até a altura de aproximadamente 12,5 - 14,5
cm. O reator foi mantido a 50°C. O esquema experimental estd demonstrado na Figura 4.3. O
tempo de residéncia foi calculado de acordo com Levenspiel (2000), conforme citado no item
4.2.6.3. Amostras foram retiradas para acompanhamento do processo por cromatografia em

fase gasosa.

Saida de agua

para controle de
D temperatura

9
7
Tr O— Entrada de agua

para controle de
temperatura

1 - Reator

2 - Substratos

3 - Reservatdrio de meio para recirculagio
4 - Produto

5,6,7,8,9 - Bombas

10 - Banho para controle de temperatura
11 - Cilindro de nitrogénio

Figura 4.3. Esquema experimental das reagdes continuas realizadas em reator de leito fluidizado.

4.2.6.5. Esterificacdo descontinua do glicerol com dcidos graxos

As sinteses foram realizadas em reatores de vidro esférico (50 mL) contendo misturas
adequadas de glicerol, dcido graxo (Cj, - Cis.1) e preparacao de lipase G imobilizada em SiO,-
PVA, com agitacdo magnética na faixa de temperatura entre 45 a 65°C, dependendo do ponto
de fusdo do 4cido graxo empregado. O progresso da sintese foi acompanhado pela retirada de
aliquotas, ao longo da reag@o, quantificando o consumo do 4acido graxo e as concentragdes dos

monos, dis e triglicerideos por cromatografia de fase gasosa (Cromatdgrafo Varian 3800).



72

4.2.6.6. Esterificacdo descontinua sob irradiacdo de micro-ondas

As esterificacdes sob irradiacio de micro-ondas foram realizadas em reatores esféricos
(100 mL), utilizando agitagdo magnética (nivel médio). Os reatores foram inseridos na cimara
do reator de micro-ondas Discover, sendo utilizada uma irradiacio praticamente constante de
15 W para manter a temperatura do meio reacional a 50 °C. As sinteses foram realizadas
empregando meios constituidos de glicerol/dcido laurico nas seguintes razdes molares: 3:1,
5:1 e 8:1, incubadas com lipase G imobilizada em SiO,-PVA ou Lipozyme IM*” na proporgao
de 5% (m/m) em relacdo a massa total dos reagentes envolvidos no meio reacional. As

reacdes foram conduzidas por um periodo médximo de 6h. Os produtos formados durante a

reacao foram quantificados por cromatografia de fase gasosa.

4.2.6.7. Esterificacdo em reator de leito fixo em regime continuo

As reagdes de esterificacdo do glicerol com os dcidos l4urico e oléico foram efetuadas
em meio isento de solvente ou empregando ferc-butanol na propor¢do de 1:1 terc-
butanol/meio reacional. Em ambos experimentos, os meios reacionais eram compostos de
misturas de glicerol e dcido graxo numa razdo molar fixa de 8:1. As misturas reacionais foram
mantidas em um frasco de alimentacdo, sob agitagdo magnética e temperatura de 50°C e
bombeadas através do reator de leito fixo (didmetro interno= 20 mm, comprimento = 120 mm
e volume = 37,70 mL ou didmetro interno= 15 mm, comprimento = 55 mm e volume = 10
mL) com o auxilio de uma bomba peristaltica (SJ-1211-HATTO), com vazdes entre 0,018 a
0,024 mL/min. Para esta série de experimentos foi também utilizada resisténcias flexiveis
envolvidas nas tubulagdes de silicone ou marprene (mangueiras de alimentagdo) para evitar a
solidificacdo dos materiais de partida. O reator encamisado consistia de uma coluna
empacotada contendo 6,70g (massa seca) de lipase G imobilizada em SiO,-PVA. A densidade
cristalina do derivado imobilizado seco era de 2,878 g/mL. O tempo de residéncia foi
calculado de acordo com Levenspiel (2000), conforme descrito anteriormente no item 4.2.6.3.

A temperatura do reator de leito fixo foi mantida a 50 °C pela circulagdo de 4gua
controlada em banho de aquecimento termoestabilizado. A coluna foi empacotada com uma
suspensdo do derivado imobilizado no meio reacional e em seguida estabilizada pela
recirculacdo do substrato através da coluna por um periodo equivalente a 3 tempos de
residéncia. Esta metodologia também permitiu a eliminacdo de bolhas de ar formadas durante
a etapa do empacotamento da coluna. As amostras foram recolhidas e estocadas a -2 °C, até a
realizacdo das andlises cromatograficas. Os resultados das andlises de cromatografia gasosa

foram expressos em porcentagens massicas dos produtos obtidos: monos, dis e triglicerideos.



73

4.2.7. Separacdo dos produtos formados nas reacdes de glicerdlise e esterificacdo

As reacdes foram finalizadas adicionando-se a cada grama de amostra do meio
reacional, uma mistura de 9 mL de cloroférmio e 2,5 mL de 4cido acético glacial, com
homogeneizagdo por 10 min sob agitacdo constante. Em seguida o contetddo foi transferido
para uma proveta de 100 mL e o volume foi completado com 4gua destilada. Posteriormente,
o contetido da proveta foi transferido para um funil de decantacio e deixado em repouso para
a separacdo das fases (AOCS, 1990). A fase aquosa (contendo também glicerol) foi

descartada e a fase orgénica foi concentrada em rotaevaporador Fisaton 801.

4.3. Métodos de Analises
4.3.1. Método cromatogrdfico para dosagem de glicerideos

As concentragdes de monos, dis e triglicerideos foram determinadas por cromatografia
de fase gasosa, utilizando-se uma coluna capilar (CPSil 5CB: 10 m X 0,25 mm X 0,12 pm,
Varian), temperaturas do detector e injetor de 300 °C, fluxo da coluna de 2 mL/min (o gés de
arraste utilizado foi o nitrogé€nio), pressdo da coluna de 10 psi, split de 1:20, atenuacéo = 1,

temperatura de 80 °C no momento da inje¢do, variando-se a rampa de aquecimento para cada

método de andlise (FREITAS et al., 2007).

4.3.2. Atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica da enzima imobilizada PS foi determinada pela reacdo de
hidrélise do azeite de oliva (SOARES et al., 1999). As condi¢des de incubacio das reagdes de
hidré6lise foram: pH 7,0 (tampao fosfato) e temperatura de 37°C. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de produto por minuto de reagio
(U), nas condigdes do ensaio. As atividades foram expressas em ([moles/g.min), sendo que

grama refere-se a massa de biocatalisador.

4.3.3. Atividade sintética

A atividade sintética das lipases foi quantificada pelo consumo de 4cido l4urico na
reacdo de esterificagdo com glicerol, com razdo molar acido: élcool de 3:1 a 60°C, com
enzima a 5% (m/m) mantida sob agitacdo por 40 min. A reacgdo foi iniciada pela adi¢do da
enzima ao meio reacional em um reator de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacdo
magnética. Aliquotas de 150 pL, em triplicata, foram retiradas do meio reacional no tempo

zero e apds 40 min de reacdo e diluidas em 20 mL de acetona-etanol (1:1) com a finalidade de
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cessar a reacdo. A quantidade de 4cido l4urico consumido foi determinada por titulagdo com
NaOH 0,03 N. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que
conduz ao consumo de lumol de acido ldurico por minuto, nas condi¢des experimentais

(LANGONE et al., 2002).

4.3.4. Anadlise da viscosidade dos meios reacionais

Os valores da viscosidade absoluta em funcdo da taxa de deformacdo foram medidos
em viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra)
empregando o cone CP 42. As medidas foram feitas em duplicata a 50 °C, empregando 0,5
mL de fluido. Os dados obtidos foram ajustados de acordo com a lei de poténcia (Equacio

4.6), conforme descrito por Da Rés (2009).

T=Ky" (4.6)

em que: T € a tensdo de cisalhamento, Y € a taxa de deformagdo aplicada, n é o valor do

coeficiente angular e K € o indice de consisténcia.

4.3.5. Teor de umidade

Os teores de dgua nos suportes puro e ativado, bem como nos sistemas imobilizados
foram medidos diretamente em uma balanca de secagem acoplada com lampada de

infravermelho (Marte ID 50).

4.3.6. Cdlculo da seletividade na reagdo de esterificacdo
Os valores de seletividade obtidos nos sistemas reacionais testados foram
determinados empregando-se a Equagdo 4.7.

% Seletividade = % MAG 4.7
% MAG + % DAG + % TAG

em que: %MAG = é a quantidade de monoglicerideos formada na reagdo, %#DAG = ¢é a
quantidade de diglicerideos formada na reacdo e %TAG ¢é a quantidade de triglicerideos
formada na reagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No desenvolvimento deste trabalho foram estudadas duas rotas enzimadticas para
producgdo de monoglicerideos: glicerélise do 6leo de babacu e esterificacdo do glicerol com
dcidos graxos de diferente tamanho de cadeia carbdnica e grau de insaturacdo (Cj; a Cig.p).
Para cada tipo de reacdo foi utilizada uma preparacdo de lipase comercial, tomando por base
os resultados dos testes de triagem efetuados anteriormente (FREITAS, 2006; FREITAS et
al., 2007; FREITAS et al., 2009a). As reacdes de glicerdlise foram catalisadas pela lipase de
Burkolderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA empregando duas maneiras de operacgdo: 1)
glicerdlises descontinuas realizadas em reatores esféricos, cilindricos e em reator de micro-
ondas e 2) glicerdlises continuas realizadas em reatores de leitos fixo e fluidizado. Para as
reacOes de esterificacdo, foi utilizada a lipase de Penicillium camembertii imobilizada em
Si0,-PVA como biocatalisador e também testadas em dois modos de operagdo: 1)
esterificacdes descontinuas, realizadas em reatores esféricos e em reator de micro-ondas e 2)
esterificacdes continuas, realizadas em reatores de leito fixo. Em ambas as reagdes foram
estudadas a influéncia de diferentes fatores que afetam a sintese de monoglicerideos,

preferencialmente em sistemas isento de solventes.

5.1. Reacoes de glicerolise

5.1.1. Reacdes de glicerdlise descontinuas do oleo de babacu

Em trabalho anteriormente realizado (FREITAS, 2006; FREITAS et al., 2009b), de
um universo de sete preparacdes de lipases microbianas testadas, a lipase de Burkolderia
cepacia (lipase PS) imobilizada em SiO,-PVA foi selecionada como a mais eficiente para a
sintese de monoglicerideos pela rota de glicerdlise. Em fungdo da baixa concentragdo de
MAG obtida nesse ensaio de triagem (mdxima 10%), testes adicionais foram realizados
visando estudar a influéncia dos fatores mais importantes na sintese de MAGs, tais como:
influéncia da razdo molar entre os materiais de partida e da temperatura, emprego da
atmosfera inerte, geometria do reator, utilizacdo de agentes antioxidantes e emulsificantes e

efeito da irradiac@o de micro-ondas.

5.1.1.1. Sintese de monoglicerideos via glicerdlise enzimdtica do oleo de babacu:
Maximizagdo por planejamento de experimentos

O efeito da temperatura e da razdo molar glicerol/6leo de babacu no desempenho da

reacdo de glicerdlise foi avaliado por meio de um planejamento experimental central
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composto ortogonal (2* com pontos estrelas), constituido de 8 experimentos e 3 pontos
centrais para estimativa do erro experimental. Os experimentos foram efetuados em reatores
esféricos contendo meios reacionais preparados em diferentes razdes molares (glicerol/6leo)
de 8:1 a 22:1 e incubados com 10% (m/m) de lipase PS imobilizada em SiO,-PVA ativado
com epicloridrina (1300-1600 U/g) em temperaturas variando na faixa entre 41 a 69 °C.
Todos os experimentos foram conduzidos por um periodo méximo de 24 h, retirando-se
amostras em periodos pré-determinados. As faixas de variacdo de ambas varidveis foram
baseadas em dados descritos na literatura (KAEWTONG; SIRISANSANEEYAKUL;
PRASERTSAN, 2005; TUTER et al., 1999). O progresso das reagdes de glicerdlise em
funcdo do tempo estd ilustrado na Figura 5.1. A Figura 5.2 mostra a distribuicdo da mistura
gliceridica formada nos ensaios experimentais (6 h de reacdo). A matriz experimental
proposta juntamente com os resultados obtidos para a producdo de MAG (%) € apresentada na

Tabela 5.1.
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Figura 5.1. Perfil de formagdo dos monos e diglicerideos e consumo dos triglicerideos na
reacdo de glicerdlise do 6leo de babacu sob diferentes condi¢cdes operacionais (ensaios 1 a 6).
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Figura 5.2. Distribui¢do dos produtos formados na reacio de glicerdlise do 6leo de babacu catalisada
pela lipase PS imobilizada em SiO,-PVA nas diferentes condi¢cdes ensaiadas de acordo com o
planejamento experimental central composto ortogonal.
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Tabela 5.1 - Matriz do planejamento experimental central composto ortogonal (2% com pontos
estrelas) e resultados obtidos

Ensaios Valores codificados Valores reais Variavel resposta
MAGs
X, X, Razao Molar Temperatura (%)
(Glicerol/oleo) (&)
1 -1 -1 10:1 45 16,48
2 -1 1 10:1 65 14,65
3 1 -1 20:1 45 17,24
4 1 1 20:1 65 10,37
5 -1,41 0 8:1 55 13,84
6 1,41 0 22:1 55 13,63
7 0 -141 15:1 41 15,53
8 0 1,41 15:1 69 10,59
9 0 0 15:1 55 27,94
10 0 0 15:1 55 23,07
11 0 0 15:1 55 20,77

Verifica-se na Tabela 5.1 que em todas as condi¢des ensaiadas houve formacgdo de
monoglicerideos, variando entre 10 a 27%. Os valores mais elevados foram obtidos nos
ensaios 9 a 11 (razdo molar glicerol/6leo de 15:1 e temperatura de 55 °C).

As estimativas dos efeitos, erros-padrdo, valor de p e valor de t para a resposta
analisada apresentadas na Tabela 5.2, indicam que somente as varidveis quadréticas foram

estatisticamente significativas para um nivel de confianca de 95%.

Tabela 5.2 - Estimativa dos efeitos para a formacdo de monoglicerideos de acordo com o
planejamento experimental central composto ortogonal para um nivel de confianca 95%

Variaveis Efeitos Desvio padrao Valor t Valor p
Média 23,93 + 1,64 14,57 0,000%*
X -2,25 +2,01 -1,12 0,3143
X, -9,55 +2,40 -3,99 0,0105*

X, -2,63 +2,01 -1,31 0,2485
X, -10,22 +2,40 -4,27 0,009*

X; X, -2,52 12,84 -0,89 0,4163

X =razdo molar; X, = temperatura; *p<0, 05, R*=0,8577

Os efeitos principais para a concentracdo de monoglicerideos foram ajustados por
andlise de regressdo mdltipla para um modelo polinomial e a melhor funcio ajustada pode ser

demonstrada pela Equagéo 5.1.

y=2392-477x,-511x, (5.1)

em que: y € a varidvel resposta (MAGs formados em %) e x e x, representam os valores

codificados para razdo molar e temperatura, respectivamente.
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A validade do modelo proposto, verificada por meio da analise de variancia (Tabela
5.3), constatou que a equagdo obtida foi estatisticamente significativa (p=0,004), ao nivel de

95% de confianga, apresentando um coeficiente de determinacio (R?) de 0,7513, justificando
75,13% a variagao total da resposta.

Tabela 5.3 - Andlise de Variancia para a formagdo de monoglicerideos de acordo com o
planejamento central composto ortogonal

Fonte de variacao Soma Grau de Média F P
Quadratica Liberdade Quadratica
Modelo 213,67 2 106,83 12,09 0,004
X, 128,70 1 128,70 14,56 0,005
X, 147,54 1 147,54 16,69 0,004
Residuo 70,71 8 8,84
Falta de ajuste 43,91 6 7,32 0,55 0,760
Erro Puro 26,81 2 13,40

X =razdo molar; X, = temperatura

Os valores preditos pelo modelo representados na superficie de resposta (Figura 5.3)
sugerem que os rendimentos mais elevados de formacdo de MAGs pela rota da glicerdlise,

podem ser alcangados nos niveis médios de temperatura e razdo molar, na faixa experimental
usada neste estudo.

NS OSPUS DTN

Figura 5.3. Superficie de resposta para a formagdo de monoglicerideos
de acordo com a Equacdo 5.1.
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5.1.1.2. Estudo da geometria do reator na sintese de monoglicerideos via glicerolise
enzimdtica do oleo de babagcu

Visando estudar a influéncia da geometria do reator na sintese de monoglicerideos
pela rota de glicerdlise, foi realizado um experimento em um reator cilindrico empregando as
condig¢des preditas pelo modelo matematico anteriormente determinado, entretanto, reduzindo
a temperatura de incubacgdo para 50 °C. Esta estratégia foi adotada para garantir a manutencio
da atividade enzimitica durante a reagdo por periodos mais longos. Dados obtidos
anteriormente indicaram que a lipase PS imobilizada em SiO,-PV A possui maior estabilidade
térmica na faixa entre 40-50°C (DA ROS, 2009).

O sistema experimental consistia de um reator cilindrico de vidro encamisado (50 mL)
conectado com tubulacdes de silicone em um banho termostatizado e agitagdo magnética
conforme ilustrado na Figura 5.4.

O perfil de formacdo de monos e diglicerideos, bem como o consumo dos
triglicerideos em funcdo do tempo, estd ilustrado na Figura 5.5. A Figura 5.6 mostra a
distribuicdo da mistura gliceridica formada em funcio do tempo. Analisando-se os resultados,
verifica-se uma formacdo média de 26% de MAGs em 3 h de reacdo. A continuidade da
reacdo por um periodo adicional (21 h) ndo foi um fator decisivo para aumentar a producio de

monoglicerideos, sendo constatado um valor médio de 30% de MAGs ao final de 24h.

Figura 5.4. Montagem do sistema de
reagdo empregado na glicerdlise do 6leo
de babacu (reator cilindrico).

Comparando esse resultado com aqueles obtidos em reator esférico, verifica-se que o
tempo de reacao foi reduzido pela metade, o que corresponde a um aumento na produtividade
do sistema. Desta forma, os resultados indicam que a geometria cilindrica reator foi mais

eficiente para a producdo de MAGs do que o reator com geometria esférica, provavelmente
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por permitir uma agitacdo mais uniforme do meio reacional e melhor controle da temperatura
(reator encamisado) sendo, portanto, a configuracdo selecionada para dar continuidade aos

testes experimentais deste trabalho.
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Figura 5.5. Perfil de formagdo dos monos e diglicerideos e consumo dos triglicerideos na
reacdo de glicerdlise do 6leo de babagu realizada em reator cilindrico.

I Monoglicerideos [ Diglicerideos [l Triglicerideos

100
80—-
60—-
40—-
20
0—- + + + +
0 3 6 12 24

Tempo (horas)

% Massica

Figura 5.6. Distribui¢do dos produtos formados na reacdo de glicerdlise do 6leo de babacu
catalisada pela lipase PS imobilizada em SiO,-PV A realizada no reator cilindrico.
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5.1.1.3. Influéncia da atmosfera inerte na sintese de monoglicerideos via glicerolise do oleo
de babagcu: Maximizacdo por planejamento de experimentos

As reagdes catalisadas por lipases empregando 6leos vegetais requerem um controle
adequado do grau de oxidacdo da matéria-prima lipidica, tendo em vista que 6leos oxidados
podem afetar a atividade enzimatica e a velocidade de reacdo (OHTA; YAMANE; SHIMIZU,
1989). Para evitar oxidag@o do substrato, a manutencdo de atmosfera inerte no meio reacional
tem sido recomendada e testada com sucesso para conducdo de reacdes mediadas por lipases
(NUNES et al., 2009; AGUEDO et al., 2009; AGUEDO et al., 2008; BALCAO; MALCATA,
1997).

Com base nestas informacdes e selecionando o reator com geometria cilindrica para a
realizacdo desses testes, foi avaliada a influéncia da atmosfera inerte na sintese de
monoglicerideos por glicerdlise do 6leo de babacu. Para tanto, foi utilizado um planejamento
fatorial 2> com face centrada, constituido de 11 ensaios (3 no ponto central), considerando
como varidveis independentes a razdo molar (glicerol/6leo) na faixa entre 5:1 a 15:1 e
temperatura entre 40-50° C. Todos os experimentos foram efetuados com 10% (m/m) de
lipase PS imobilizada em SiO,-PVA (biocatalisador) por um periodo maximo de 24 h. A
atmosfera inerte foi garantida pela insercdo de um ponto de N, por uma das entradas do
reator, conforme ilustrado na Figura 5.7. O progresso das reag¢des de glicerdlise em fungdo do
tempo estd demonstrado na Figura 5.8 e a Figura 5.9 mostra a distribuicio da mistura
gliceridica formada nos ensaios experimentais (concentragcdes maximas). A matriz proposta
juntamente com os resultados obtidos para a producido de MAG (%) é apresentada na Tabela
5.4.

Figura 5.7. Esquema da reacdo de glicerdlise
realizada em reator cilindrico sob atmosfera
inerte.
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Figura 5.8. Perfil de formacao
dos monos e dis e consumo
dos triglicerideos na reagdo de
glicerdlise do 6leo de babagu
sob atmosfera inerte em
diferentes condigdes
operacionais (ensaios 1 a 11).
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Figura 5.9. Distribui¢do dos produtos formados nas reagdes de glicerdlise do 6leo de babacu sob
atmosfera inerte catalisada pela lipase PS imobilizada em SiO,-PVA nas diferentes condigdes

ensaiadas no planejamento fatorial 2° de face centrada.

Tabela 5.4 - Matriz do planejamento fatorial 2> com face centrada e resultados obtidos

Ensaios Valores codificados Valores reais MAGs

X, X, Razao molar Temperatura (%)
Glicerol/6leo (&8}

1 -1 -1 5:1 40 36,00
2 +1 -1 15:1 40 31,99
3 -1 +1 5:1 50 37,37
4 +1 +1 15:1 50 59,90
5 -1 0 5:1 45 31,54
6 +1 0 15:1 45 37,30
7 0 -1 10:1 45 26,00
8 0 +1 10:1 50 33,59
9 0 0 10:1 45 26,49
10 0 0 10:1 45 28,02
11 0 0 10:1 45 26,96

Verifica-se na Tabela 5.4 que em todas as condi¢des ensaiadas houve formacgdo de
monoglicerideos, variando entre 26 a 60%. Os valores mais elevados foram obtidos
empregando razdo molar = 15 e temperatura de 50°C (ensaio 4).

As estimativas dos efeitos, erros-padrdo, valor de p e valor de t para a resposta
analisada (Tabela 5.5), indicam que as varidveis quadraticas (x12, xz2) e lineares (x;, x;), como
também a interacdo (x;X;), foram estatisticamente significativas para um nivel de confianca de

95%.
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Tabela 5.5 - Estimativa dos efeitos para a formacdo de monoglicerideos de acordo com o
planejamento fatorial 2% com face centrada para um nivel de confianga 95%

Variaveis Efeitos Erro Padrao t p

Média 26,26* 10,40 65,32 0,000%*
(x;) Razdo Molar 8,09* +0,64 12,65 0,006*
(xlz) Razao Molar 19,01%* +0,98 19,30 0,003*
(x,) Temperatura 12,29* +0,64 19,21 0,003*
(x25) Temperatura 9,76* +0,98 991 0,010*
Interacdo 13,27* +0,78 16,93 0,003*
*p: efeitos significativos para valores de p < 0,05

R*: 0,9635

Os efeitos principais para a concentracdo de monoglicerideos foram ajustados por
andlise de regressdo mdltipla para um modelo polinomial e a melhor funcdo ajustada pode ser

demonstrada pela Equagéo 5.2.

y=2626+406x,+9,50x,”+6,15x, +4,88x,” +6,64x,x, (5:2)

em que: y € a varidvel resposta (MAGs formados em %) e x; e x, representam os valores
codificados para razdo molar e temperatura, respectivamente.

A andlise de variancia (Tabela 5.6) foi realizada com o propdsito de determinar a
significincia estatistica dos efeitos principais e da interacdo dos fatores sobre a producdo de
monoglicerideos.

Tabela 5.6 - Andlise da varidncia para a formac¢do de monoglicerideos de acordo com o
planejamento fatorial 22 com face centrada

Variaveis Soma Grau de Media F

Quadratica  Liberdade Quadratica Valores Prob>F
Modelo 879,59 5 175,92 26,40 0,001
X1 98,25 1 98,25 14,74 0,012
X, 22,81 1 228,81 34,00 0,002
X, 226.57 1 226,57 34,33 0,002
X 60,30 1 60,30 9,05 0,030
X1 Xz 176,09 1 176,09 26,42 0,004
Erro Residual 33,32 5 6,66
Falta de ajuste 32,09 3 10,70 17,42 0,055*
Erro puro 1,23 2 0,61
Cor Total 912,92 10

* ndo significativo

X, =razdo molar; X, = temperatura

F = Teste estatistico de comparacdo da varidncia nos ensaios, permitindo a avalia¢do da qualidade do
ajuste do modelo. O valor de F do modelo = 26,40, implica que o modelo € significativo (de acordo
com programa estatistico Design Expert 6.0).
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Os resultados obtidos indicaram significancia estatistica ao nivel de 95% de confianca,
ndo sendo constatada falta de ajuste para o modelo. Além disso, verifica-se pelo valor do
coeficiente de determinagdo (R* = 0,9636) que a equagio obtida estd adequada para descrever
a formacgdo de MAG em fungio da razdo molar e da temperatura.

Os valores preditos pelo modelo representados na superficie de resposta (Figura 5.10)
indicam que os rendimentos mais elevados de formacdo de MAGs (60%) pela rota da
glicerdlise podem ser alcangados nos niveis maximos de temperatura (50° C) e razdo molar

(15:1 glicerol/6leo de babacu), na faixa experimental usada neste estudo.

Figura 5.10. Superficie de resposta para a formacdo de monoglicerideos de acordo com a
Equagdo 5.2.

As condi¢des preditas pelo modelo estdo de acordo com dados descritos na literatura,
tendo em vista que um excesso de dlcool favorece o acimulo de MAG no meio reacional, ao
invés de diglicerideos ou triglicerideos (KAEWTHONG et al., 2005; TUTER et al., 1999). No
entanto, cabe-se ressaltar que um elevado excesso de glicerol pode inibir a atividade da lipase
e afetar negativamente o processo (FERREIRA DIAS et al., 2001).

Quanto a temperatura, neste processo, constata-se que baixas temperaturas prejudicam
a homogeneidade do meio reacional, restringindo o contato entre a lipase e o substrato, que
representa um obstdculo para melhorar o rendimento de MAG. Deste modo, 50 °C foi o valor
de temperatura 6tima que resultou na producido mais elevada de MAG, sendo que este valor

preveniu a lipase dos efeitos de desativacdo térmica. Dados obtidos anteriormente indicaram
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que a lipase PS imobilizada em SiO,-PVA possui maior estabilidade térmica na faixa entre
40-55°C (DA ROS, 2009).

Desta forma, considera-se que o ponto 6timo para a formagdo de monoglicerideos foi
encontrado por meio da realizagdo deste planejamento de experimento, sendo essas condi¢des
adotadas para realizacdo dos ensaios subseqiientes.

Esses dados se comparam favoravelmente com os resultados publicados na literatura.
Por exemplo, em trabalho realizado por Yang et al. (2005b), foi reportada a formag¢do de cerca
de 23% de MAGs na glicerdlise do 6leo de girassol realizada em reator batelada, empregando
Novozym 435 como catalisador. Pawongrat, Xu e H-Kittikun (2007), verificaram a formacdo
de 24,5% de MAGs enriquecidos com écidos graxos poliinsaturados em 24h de reacdo, a
partir da glicerdlise do 6leo de atum empregando lipase de Pseudomonas fluorescences
imobilizada em Accurel-EP100. Em outro trabalho (FREGOLENTE et al., 2008) foi
verificada a formacgdo de 32% de MAG na glicerdlise do dleo de soja empregando Novozym
435 como biocatalisador. Cheirsilp e colaboradores (2009) estudaram a glicerdlise do 6leo de
palma catalisada pela lipase Burkholderia cepacia imobilizada em gel de alginato e
verificaram uma formacdo maxima de 54% de MAG nas seguintes condi¢des reacionais:
razdo molar = 10 (glicerol/6leo), 27 U da enzima imobilizada e 10% (m/v) do dleo em 2-metil
2-butanol, evidenciando-se que os dados obtidos no presente trabalho, estdo de acordo com os
dados reportados na literatura, atingindo cerca de 60% de monoglicerideos na glicerdlise do

6leo de babacgu catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA.

5.1.1.4. Influéncia da acdo de diferentes agentes antioxidantes e emulsificantes na glicerdlise
do odleo de babacu

Conforme anteriormente descrito (item 5.1.1.3), modificacdes enziméticas de dleos e
gorduras requerem o uso de estratégias para evitar a oxidagdo dos materiais de partida, sendo
recomendado o uso de atmosfera inerte (NUNES et al., 2009; BALCAO; MALCATA, 1997).
Entretanto, a inser¢do de linha de gds inerte (nitrogé€nio) durante o progresso da reacgdo
representa um custo adicional ao processo. Uma alternativa, ainda pouco explorada, é baseada
na adi¢do de agentes antioxidantes no meio reacional, como adotado na inddstria de alimentos
que incorpora em seus produtos diversos tipos de compostos antioxidantes (DOMINGOS et
al., 2007; WARNER; NEFF; ELLER, 2003). Em reacdes enzimaticas de glicerdlise, somente
recentemente, a adicdo de agentes antioxidantes ou emulsificantes no meio reacional vem
sendo proposta como estratégia para evitar a oxidacdo da matéria-prima lipidica ou promover

maior homogeneidade para o sistema dleo/glicerol/enzima, com o descrito por Valério et al.
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(2009b) que testaram a atuacdo de surfatantes de grau alimenticio (Tween e Triton) na sintese
de monoglicerideos via glicerdlise do 6leo de oliva.

Desta forma, nesta série de ensaios foi verificada a acdo de agentes antioxidantes e
emulsificantes no desempenho da reacdo de glicerdlise do 6leo de babacu catalisada pela
lipase PS imobilizada em SiO,-PVA. Como agentes antioxidantes foram selecionados os
seguintes compostos: lecitina de soja, BHT (butil-hidroxi-tolueno) e tocoferol e como agentes
emulsificantes foram testados Triton X-100 e lecitina de soja. Esses compostos foram
selecionados por serem utilizados na industria alimenticia.

Esses experimentos foram realizados adotando como meio reacional glicerol e 6leo de
babacu numa razdo molar = 15:1, temperatura = 50 °C e 10% (m/m) de lipase PS imobilizada
em SiO,-PVA (condigdes estabelecidas anteriormente). O sistema experimental utilizado
nesta série de testes estd ilustrado na Figura 5.11. Para efeito de comparacao, os resultados
obtidos empregando esses agentes, foram comparados com o desempenho das reacdes de
glicerdlise isenta de qualquer artificio (Controle 1) e sob atmosfera inerte (Controle 2). O

progresso dessas sinteses esta ilustrado na Figura 5.12 (a — f).

Figura 5.11. Esquema da reagdo de
glicerdlise realizada em reator cilindrico
empregando diferentes agentes
antioxidantes e emulsificantes.

A Figura 5.12a ilustra o perfil de formagdo de monos e diglicerideos no sistema
reacional (Controle 1, auséncia de qualquer técnica para inibir a oxidagdo da matéria-prima
lipidica), no qual verifica-se que houve formacgdo de cerca de 49% de MAGs em 12h de
reacdo, ndo sendo constatado reversibilidade da reacdo. O perfil da reagdo conduzida em
atmosfera inerte (Controle 2, Figura 5.12b), confirma que esta estratégia € altamente eficiente

elevando a formacdo de MAGs para cerca de 57% em 12h de reacgao.
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Figura 5.12. Perfil de formacdo dos monos e dis e consumo dos triglicerideos nas reagdes de
glicerdlises do 6leo de babagu sob diferentes condi¢des operacionais: a) Controle 1, b) Controle
2(sob atmosfera inerte, ¢) BHT, d) tocoferol, e) lecitina e f) Triton-100X.

Os dois agentes antioxidantes testados foram BHT (Figura 5.12¢) que é um polifenol,
antioxidante sintético, muito efetivo no controle da oxidagdo em gorduras animais e de acidos
graxos de cadeia curta, como os contidos em 6leo de coco e palma (RAMALHO; JORGE,
2006) e o tocoferol (Figura 5.12d), que € uma vitamina E lipossolivel, antioxidante natural,
utilizado para inibir a oxidacdo dos d6leos e gorduras comestiveis, prevenindo a oxidag@o dos
dcidos graxos insaturados (RAMALHO; JORGE, 2006). No entanto, a acdo antioxidante
desses compostos foi insatisfatéria, sendo observada uma concentragdo em MAGs inferior
daquela obtida nos controles (concentragdo maxima entre 37-44% de MAGs), ressaltando-se
ainda que em ambas reacdes, constatou-se reversibilidade da reacdo de forma bem acentuada,
ocorrendo um decaimento na concentracdo de MAGs apdés 12 h de reacdo (dados ndo
mostrados). Além disso, verifica-se pelo perfil de formagdao dos mono e diglicerideos uma
alteracdo da atuacdo da enzima, com formagéo preferencial de diglicerideos. Este fato pode
estar associado a algum tipo de inibicdo exercido por esses dois compostos (BHT e tocoferol)

sob a atuacgéo da lipase.
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A lecitina de soja € uma substancia oleosa que tem propriedades emulsificantes, sendo
usada comercialmente nas industrias farmacéutica ou de alimentos (chocolate, margarina),
além disso, alguns estudos (KURASHIGE; MATSUZAKI; TAKAHASHI, 1993; SOARES et
al., 2003) descrevem o uso de lecitina como agente estabilizante para a lipase no processo de
imobilizacdo. Para o sistema reacional em estudo, a lecitina apresentou satisfatoria capacidade
antioxidativa, proporcionado a formacdo de 49% de MAGs em 12h de reagdo (resultado
similar ao obtido no Controle 1). Além disso, foi verificado que a presenca de lecitina no
meio reacional aumentou a velocidade reacional em relagdo daquela manifestada na reacdo
controle, sendo constatada a formacdo de 43% de MAGs em apenas 3h de reacdo (Figura
5.12e).

Dos agentes antioxidantes utilizados, apenas a lecitina de soja nfo interferiu no
mecanismo de atuacdo da enzima, sendo obtido um perfil similar de formac¢do de monos e
diglicerideos ao alcancado na reagdo controle, com vantagem adicional de aumentar a
velocidade reacional, resultados que podem estar relacionados com o fato da lecitina também
apresentar propriedades emulsificantes.

O uso de emulsificantes ou surfatantes no meio reacional pode proporcionar maior
homogeneidade para o sistema Oleo/glicerol/enzima, aumentando a &rea superficial, e
promovendo aumento da velocidade de reacdo, bem como da eficiéncia do biocatalisador,
principalmente para lipases (enzimas que atuam numa interface). A caracteristica de um
surfatante € a formacfo de um sistema micelar que aumenta a estabilidade enzimética em
termos das condi¢des do processo, tais como, temperatura e pH, além de aumentar a
solubilidade entre o substrato, reduzindo as limita¢des de transferéncia de massa, promovendo
desta maneira uma elevagdo na conversio (VALERIO et al., 2009b).

Nesta série de ensaios, Triton X-100 (tensoativo) foi testado, por ser relatado na
literatura como o mais adequado para reacdes mediadas por lipases (VALERIO et al., 2009b).
Triton é um surfatante ndo idnico, apresentando-se como um liquido viscoso na temperatura
ambiente, com aparéncia amarela claro. Apresenta propriedades antimicrobianas, sendo
freqiientemente utilizado em aplicacdes bioquimicas para solubilizar proteinas (SIGMA,
2009).

Como pode ser observado na Figura 5.12f o emprego do Triton no meio reacional nio
foi efetivo e promoveu uma reducdo acentuada na formacdo de MAG (valor maximo de
apenas 20%) com relacdo as reagdes controles (Figuras 5.12 a, b) e da reagédo efetuada na
presenca de lecitina de soja (Figura 5.12 c), que também, como ja descrito, apresenta

propriedades emulsificantes. Esse resultado também difere daqueles descritos por Valério et
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at. (2009b), entretanto deve ser considerado que esses autores utilizaram a preparacdo
comercial Novozym 435 como catalisador da reacdo de glicerdlise do dleo de oliva. A
influéncia negativa do Triton X-100 na reacdo de glicerdlise do 6leo de babagu catalisada pela
lipase PS imobilizada em SiO,-PV A, pode ser melhor compreendida com base no mecanismo
complexo de interacdo entre o surfatante e o sistema imobilizado. O Triton, por ser um
tensoativo, possui tanto a parte hidrofilica (cabeca) como a hidrofébica (cauda), e quando em
contato com a lipase, esta se dispde na sua conformagdo aberta, deixando seu sitio ativo
exposto. Segundo Fernandez-Lorente et al. (2007), a parte hidrofébica do Triton adere-se ao
sitio ativo da lipase, podendo ocasionar uma distor¢do da enzima ou uma inibi¢do da sua
atividade catalitica (inibicdo competitiva), ocorrendo uma competicdo entre o Triton e o
substrato, dificultando o acesso do substrato ao sitio ativo da lipase e limitando a formacéo de
produto. Entretanto, esse comportamento é dependente do tipo de suporte de imobilizacdo
usado no preparo do sistema imobilizado, como descrito no trabalho publicado por Cabrera et
al. (2009). Neste trabalho, os autores descrevem uma andlise comparativa dos efeitos do
Triton em derivados imobilizados da lipase de Candida antarctica em diferentes suportes
(butil-agarose, octadecil-agarose e octadecil-Sepabeads) e Novozym 435. Entre todos os
derivados testados, somente Novozym 435 nao sofreu efeitos de distor¢do ou dessor¢do em
funcdo da elevada hidrofobicidade do suporte empregado na manufatura desta preparagdo
enzimatica. Portanto, o uso de Triton como emulsificante de meio reacional, deve ser
considerado com cautela, sendo provavelmente recomendado apenas para reagdes catalisadas
com Novozym 435.

Para melhor visualizar a acdo das diversas estratégias testadas, a Figura 5.13 ilustra a
distribuicdo da mistura gliceridica para todos os experimentos realizados em 12h de reagéo,
evidenciando que a utilizagdo de atmosfera inerte foi a estratégia que apresentou o melhor
desempenho para a formag¢do de MAGs, provavelmente porque o N, inibiu a oxidacdo da
matéria-prima oleosa sem interferir no mecanismo de acdo da lipase. Esses dados comprovam
resultados descritos na literatura (AGUEDO et al., 2009; AGUEDO et al., 2008; BALCAO;
MALCATA, 1997), sendo esta estratégia a mais utilizada para evitar a oxidagdo de 6leos e
gorduras, garantindo desta maneira, que a sintese enzimdtica ocorra sem interferéncia ou

inibi¢do por alteracdes nas condigdes reacionais.
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Figura 5.13. Distribuicdo dos produtos formados nas reacdes de glicerdlise do 6leo de babagu
catalisada pela lipase PS imobilizada empregando diferentes estratégias para evitar a oxidagio
(agentes antioxidantes) e promover melhor homogeneizagdo (emulsificantes) do meio reacional.

5.1.1.5. Glicerdlise descontinua do 6leo de babagu assistida por irradiagdo de micro-ondas

Campos magnéticos de alta freqii€ncia podem influenciar ndo apenas a velocidade
inicial das reagdes, mas também a seletividade e enantiosseletividade das enzimas quando
comparado com sistemas submetidos ao aquecimento convencional (GUPTA; ROY, 2004).
Baseados nessas informacgdes e estabelecidas as condicdes reacionais (glicerol e dleo de
babagu numa razao molar = 15:1, temperatura = 50°C e 10% (m/m) de lipase PS imobilizada
em SiO,-PVA), foram efetuados testes cataliticos no reator de micro-ondas Discover. Os
testes foram realizados em reator esférico e a atmosfera inerte foi garantida pelo acoplamento

de uma bexiga contendo N, (Figura 5.14).

(b)

Figura 5.14. Esquema da reacdo de glicerdlise do 6leo de babagu realizada em reator de micro-
ondas Discover (reator esférico) sob atmosfera inerte; (a) vista externa do reator e (b) vista da
camara interna.
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Os resultados obtidos em 6h de reacdo sob irradiagdio de micro-ondas foram
comparados com o desempenho da reacdo obtido sob aquecimento convencional (item
5.1.1.3), como ilustrado na Figura 5.15.

Verifica-se que a irradiagdo de micro-ondas ndo forneceu resultados satisfatérios e
modificou o perfil de forma¢cao de MAG, DAG e TAG, provavelmente em funcao de algumas
limitagdes apresentadas pelo sistema reacional, tais como: 1) elevada viscosidade do meio, 2)
geometria do reator e 3) baixa velocidade de agitacio do meio reacional, indicando a
necessidade de ajustes de alguns pardmetros do sistema experimental. Para tanto, adaptou-se
um reator cilindrico dotado de agitacio mecanica, sendo a atmosfera inerte garantida pela
insercao de um ponto de N, na entrada do reator, impedindo a exposi¢do do meio reacional ao
ar (Figura 5.16). O perfil de formacido de monos e diglicerideos, bem como o consumo dos
triglicerideos, em funcdo do tempo de reacdo € apresentado na Figura 5.17. A Figura 5.18

ilustra o perfil de formagéo dos diferentes monoglicerideos formados durante a reacio.

Porcentagem Massica (%)

O Micro-ondas
B Convencional

TAG

Figura 5.15. Comparagdo da porcentagem mdssica de monos, dis e triglicerideos obtidos na
glicerdlise do 6leo de babacu catalisada pela lipase PS sob irradiagdo de micro-ondas e aquecimento
convencional.

Figura 5.16. Esquema da reacdo de glicer6lise do 6leo de babagu realizada em reator de micro-
ondas Discover (reator cilindrico) sob atmosfera inerte; (a) vista externa do reator e (b) vista da
camara interna.
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Figura 5.17. Perfil de formacio dos monos e Figura 5.18. Perfil de formacdo dos diferentes
dis e consumo dos triglicerideos na glicerélise monoglicerideos formados na glicerdlise do 6leo de
do 6leo de babacu catalisada pela lipase PS babacu catalisada pela lipase PS imobilizada em
imobilizada em SiO,-PVA realizada em reator SiO,-PVA realizada em reator de micro-ondas, sob
de micro-ondas sob agitacdo mecdnica e atmosfera inerte.

atmosfera inerte.

Analisando-se os resultados, verifica-se uma formagdo média de 46% de MAGs em 6h
reacdo utilizando o reator cilindrico, e comparando este resultado com o obtido em reator
esférico, observa-se que a velocidade de formacio de MAG foi aumentada em 1,6 vezes.
Desta forma, pode-se concluir que a geometria cilindrica do reator foi mais eficiente para a
producao de MAGs sob irradiacdo de micro-ondas do que o reator esférico, provavelmente
porque a agitacdo mecanica possibilitou uma agitacio mais uniforme e eficaz do que a
magnética. Além disso, a manuten¢do de uma linha continua de nitrogénio no meio reacional
pode ter garantido a permanéncia da atmosfera inerte sob o meio reacional, impedindo desta
forma, a oxidacdo da matéria lipidica (6leo de babacu).

Esse desempenho (46% em 6h de reacdo), entretanto, ainda € inferior ao obtido nas
mesmas condi¢des sob aquecimento convencional, contrariando a expectativa das vantagens
da irradiacdo das micro-ondas, ou seja, em funcdo de um sistema de aquecimento mais eficaz
a irradiacdo deve, ndo apenas melhorar o rendimento, mas também aumentar a velocidade
inicial de sintese (GUPTA; ROY, 2004; YADAYV; LATHI, 2006).

Uma outra limitagdo que poderia ter influenciado a sintese de MAG pode estar
relacionada com a eficiéncia do sistema usado para manutencdo da atmosfera inerte no
interior do reator, pois, mesmo usando uma linha continua de Nj, eventuais vazamentos
poderiam ter atuado como um fator limitante do processo (ocorréncia de oxidacdo do meio
reacional durante a reagdo). Na impossibilidade de verificar a eficiéncia do sistema em termos

de assegurar um meio reacional em atmosfera totalmente inerte, foi efetuado um ensaio
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controle sem injecdo de nitrogénio com o objetivo de verificar a influéncia da oxidacdo do
meio reacional na formacdo de MAGs sob irradiagdo de micro-ondas.

O resultado obtido revelou uma superioridade da sintese realizada no reator de micro-
ondas sob atmosfera inerte, porém nao muito significativa (aumento de aproximadamente 6%
na producdo de MAG). A Figura 5.19 mostra o comportamento desta reacdo e a Figura 5.20
apresenta uma comparagdo da atuagdo da lipase PS nas reacdes de glicerdlise (Controle e em

atmosfera inerte) sob irradiacdo de micro-ondas.

—8— Monoglicerideos
80 Diglicerideos
—w— Triglicerideos

% Massica

Porcentagem Massica (%)

1
reagao controle sob atmosfera inerte

Figura 5.19. Perfil de formagdo dos monos e Figura 5.20. Comparacio da formacdo dos
dis e consumo dos triglicerideos na glicerdlise monoglicerideos obtidos nas glicerélises do dleo de
controle (isenta de N;) do O6leo de babagu babagu catalisadas pela lipase PS imobilizada em
catalisada pela lipase PS imobilizada em SiO,- SiO,-PVA em reator de micro-ondas (6h de
PVA, realizada em reator de micro-ondas. reacdo).

Ainda com o objetivo de verificar a influéncia da oxida¢do da matéria-prima lipidica
na sintese de monoglicerideos sob irradiacdo de micro-ondas, foi realizado um experimento
adicional empregando-se a lecitina de soja como agente antioxidante, visto que este agente foi
o0 que apresentou o melhor desempenho nos testes efetuados em regime de batelada sob
aquecimento convencional (item 5.1.1.4). No entanto, o resultado obtido néo foi satisfatdrio,
apresentando uma diminuicdo na formagdo de MAG (reduzindo cerca de 12% em 6h de
reacdo) quando comparado com a reacdo realizada com lecitina de soja em aquecimento
convencional (item 5.1.1.4). Esse fato pode estar associado a algum efeito inibitorio a atuagéo
da lipase causado pela lecitina de soja, ou ainda interferéncia na ag¢do da lipase quando

exposta a irradiacdo de micro-ondas, como alterac@o da seletividade da enzima. A Figura 5.21
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mostra o perfil de formacdo de monoglicerideos na sintese realizada sob aquecimento

convencional e irradiada por micro-ondas em presenca de lecitina.

30 /

20 /

Porcentagem Massica (%)

—=— MAG (Micro-ondas)
—e— MAG (Convencional)

Tempo (h)

Figura 5.21. Comparacdo de diferentes formas de aquecimento (convencional e irradia¢do de micro-
ondas) utilizando lecitina de soja como agente antioxidante, na formacdo de monoglicerideos.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que vdrios fatores podem ter
contribuido para o limitado desempenho alcangado na sintese de monoglicerideos sob
irradiacdo de micro-ondas, tais como: dificuldade de manutencdo da atmosfera inerte no
interior do reator (ocasionando uma provavel oxidacdo do 6leo de babacu), a deficiéncia da
agitacdo do meio reacional, possivel migragdo dos grupos acila no decorrer da reacdo, entre
outros fatores.

Fang et al. (2008) estudaram a seletividade da formacdo de monoglicerideos na reacio
de esterificagdo do dcido ldurico com glicerol sob aquecimento de micro-ondas. O trabalho
mostrou reducdo da seletividade de a-MAG/B-MAG quando se comparou a forma de
aquecimento convencional com a irradiagdo de micro-ondas. Estes autores atribuiram a
diminuicdo dessa relagdo, em parte, ao aumento da entropia das moléculas polares do glicerol
e da aceleracdo da oscilacdo dessas moléculas quando expostas a irradiagdo de micro-ondas.
Estes efeitos gerados pela acdo das micro-ondas favorecem o aumento das colisdes entre os
grupos hidroxilas e a lipase podendo levar a um acréscimo da velocidade de reacdo (uma das
caracteristicas do aquecimento sob irradiacio de micro-ondas), o que ndo significa um
aumento na velocidade de formacdo de monoglicerideos. Além disso, o aumento da oscilagio
das moléculas pode aumentar a probabilidade de ligagcdo entre substrato e o sitio ativo da
lipase, debilitando ao mesmo tempo a forca de ligacdo entre eles. Desta forma, alteragdes no
perfil de formagdo dos produtos (mono e diglicerideo) durante a reagdo podem ocorrer de

maneira randomica. Esse fato € ilustrado nas Figuras 5.22 e 5.23 que mostram,
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respectivamente, o comportamento de formacdo dos produtos (MAG+DAG) e de MAG
alcancado na glicerdlise do 6leo de babacu conduzida sob irradiacdo de micro-ondas e

aquecimento convencional em func¢io do tempo.
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Figura 5.22. Comparacdo de diferentes formas de Figura 5.23. Comparacdo de diferentes
aquecimento na glicer6lise do 6leo de babacu na formas de aquecimento na glicerdlise do 6leo
formacdo de MAG+DAG de babagu na formacdo de MAG.

Comparando os perfis das curvas (Figura 5.22) constata-se um aumento de 1,23 vezes
na velocidade de formacdo dos produtos (MAG+DAG), elevando-se de 0,24 para 0,31 g
produto/g meio.h. Comportamento inverso foi verificado na formagao de MAG (Figura 5.23),
sob irradiacdo de micro-ondas, apresentando uma reducao de 0,11 para 0,10 g MAG/g meio.h,
correspondendo a uma diminui¢do de 1,13 vezes na velocidade de formacdo de MAG.

Uma possivel explicagdo para esse resultado pode ser relacionada com o aumento da
entropia do sistema reacional (aumento de choques entre as moléculas) favorecendo a
formacdo de diglicerideos em detrimento aos monoglicerideos. A Figura 5.24 (a-c) mostra a
possibilidade de um provavel favorecimento na formagdo de diglicerideos causado pelo
aumento da entropia e da colisdo entre as moléculas do substrato, ocasionados pela irradiacao
das micro-ondas (FANG et al., 2008).

Uma estratégia recomendada para solucionar limitagdes desta natureza € a prote¢do
das hidroxilas presentes na molécula do glicerol, deixando livre apenas um radical OH, para
favorecer a formacgdo exclusiva dos monoglicerideos. Este método também oferece uma
vantagem para a sintese de MAGs na posi¢ao especifica ou enatiomericamente puro (WANG;
WONG, 1988). Esta técnica foi testada com sucesso por Rufino et al. (2009), para a formagio

de ésteres de xilitol.
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5.1.2. Glicerdlises continuas do oleo de babacu

5.1.2.1. Glicerdlises continuas realizadas em reator de leito fixo

Nas glicerdlises continuas realizadas em reator de leito fixo empregando lipase de
Burkolderia cepacia imobilizada em SiO,-PVA, foram efetuados testes visando determinar
parametros do processo, incluindo: orientacdo do fluxo de alimentacdo, estabilidade
operacional do biocatalisador, limite de operacdo do reator e efeito da adi¢do de agentes

antioxidantes e emulsificantes na atuacdo da lipase.
5.1.2.1.1. Influéncia da orientacdo do fluxo de alimentagéo (ascendente ou descendente)

Os testes iniciais das glicerdlises em reator de leito fixo foram realizados visando
estudar a influéncia da orientacdo do fluxo de alimentacdo através da coluna. As condi¢des
experimentais adotadas foram aquelas que forneceram formacao mais elevada de MAGs nos
testes efetuados em reator cilindrico (item 5.1.1.3), tais como: razdo molar = 15:1
(glicerol/dleo), temperatura de 50°C e emprego de atmosfera inerte.

O reator foi empacotado com cerca de 6,70g (massa seca) de lipase PS imobilizada em
Si0,-PVA misturado com meio reacional e em seguida alimentado numa vazdo volumétrica
de 0,028 mL/min (ascendente ou descendente). A atmosfera inerte foi garantida pelo
acoplamento de uma bexiga contendo N; no frasco de alimentagdo. A Figura 5.25. mostra o

esquema experimental e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 5.26 (a e b).

Figura 5.25. Esquema da reacdo de
glicerlise em reator de leito fixo
operado em regime continuo, sendo o
frasco de alimentacdo mantido sob
atmosfera inerte, pelo acoplamento de
uma bexiga contendo N,.
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Figura 5.26. Perfil de formacg@o dos monos e dis e consumo dos triglicerideos na reagdo de glicer6lise
continua do dleo de babacu empregando lipase PS imobilizada em SiO,-PVA, sob atmosfera inerte: (a)
fluxo ascendente e (b) fluxo descendente.

Verifica-se que a orientacdo do fluxo de alimentacdo apresentou uma influéncia
marcante na sintese de monoglicerideos, obtendo-se uma producdo média de 5% de MAGs
para o fluxo ascendente (Figura 5.26a) e da ordem de 22% para o fluxo descendente (Figura
5.26b). Além disso, a orientagdo do fluxo também influenciou no alcance do estado
estaciondrio, sendo necessarias 34 h para o sistema alimentado com fluxo ascendente. Para o
fluxo descendente, o estado estaciondrio foi alcangado em apenas 18 h de operagcdo em regime
continuo.

Esses resultados podem estar relacionados com algumas limitacdes inerentes ao
substrato constituido basicamente de 6leo de babacu e glicerol na auséncia de solventes, o que
dificulta a homogeneidade do meio de alimentacdo, bem como o contato entre o substrato e a
lipase imobilizada no reator de leito fixo quando alimentado em fluxo ascendente. Em funcio
da heterogeneidade do meio de alimentag@o, € provdvel que nessas condi¢des operacionais
(Figura 5.26a), o glicerol, por ser mais denso que o 6leo de babagu, tenha ficado retido no
interior do leito empacotado, atingindo concentracdes elevadas de glicerol, podendo ocasionar
a inibi¢do da lipase (inativacdo de enzimas pelo excesso de dlcool), como relatado por
Ferreira-Dias et al. (2001).

5.1.2.1.2. Estabilidade operacional do derivado imobilizado na glicerdlise continua do 6leo de
babagcu realizada em reator de leito fixo

Um parametro de fundamental importancia, quando se trabalha com processos que
envolvem enzimas imobilizadas, € a sua estabilidade operacional. Esta estabilidade depende

de uma série de fatores, tais como: desprendimento da enzima do suporte, obstru¢do dos poros
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por impurezas ou produtos secunddrios, perda de suporte por atrito e obstrugcdo do leito fixo,
causando caminhos preferenciais (ZANIN; MORAES, 2004). Uma elevada estabilidade da
lipase poderia tornar a glicerdlise continua mais atrativa para o uso industrial, principalmente
devido ao elevado custo das lipases.

Visando estudar a estabilidade operacional do sistema continuo, foi efetuado um teste
nas condicdes ja estabelecidas anteriormente (RM=15:1 glicerol/éleo e T=50 °C). O reator de
leito fixo foi empacotado com 6,70g de lipase PS imobilizada em SiO,-PVA misturado com
meio reacional e em seguida alimentado numa vazio volumétrica de 0,028 mL/min e fluxo
descendente. A atmosfera inerte foi garantida pela inser¢do de um ponto de N; no frasco de
alimentacdo, garantindo a manutencdo de uma linha continua de nitrogénio no meio reacional,
impedindo a oxidacdo da matéria-prima lipidica (6leo de babacu). A Figura 5.27 mostra o

esquema experimental utilizado para a realizacdo dos testes continuos. Os resultados obtidos

sdo apresentados na Figura 5.28.

Figura 5.27. Esquema da reagdo de glicerdlise
realizada em reator de leito fixo operado em
regime continuo, com meio de alimentacdo
mantido sob atmosfera inerte por meio de uma
linha continua de N,.

A formagdo de monoglicerideos foi em média 28%, e o estado estaciondrio foi
alcancado em 6 tempos de residéncia (24h). Durante os 6 primeiros dias, nenhum decaimento
significativo na atividade inicial foi observado e a concentragdo de MAGs variou de 28 a
33%. Subsequentemente, um decaimento progressivo na atividade foi detectado, e uma
reducdo de aproximadamente 20% na mistura foi obtida no final da reacdo. O sistema
continuo foi mantido durante 22 dias, apresentando pequenas oscilagdes esperadas em
sistemas desta natureza, demonstrando uma boa estabilidade operacional do sistema

experimental e da enzima imobilizada.
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Figura 5.28. Perfil de formagdo dos monos e dis e consumo dos triglicerideos na glicerdlise continua
do 6leo de babacu empregando lipase PS imobilizada em SiO,-PVA, sob atmosfera inerte ( 22 dias de
operagao).

Este resultado foi comparado com aqueles reportados na literatura usando reatores de
leito empacotado (YANG et al., 2005a; YANG et al., 2005b; KAEWTHONG et al., 2005).
Em trabalho realizado por Yang et al. (2005b) 12% de MAGs foram obtidos na glicerdlise
continua do 6leo de girassol, empregando-se como catalisador Novozym 435, sendo o sistema
considerado estiavel por 30 dias. Em outro trabalho realizado por Kaewthong et al. (2005),
14% de MAGs foram produzidos a partir da glicerdlise continua do 6leo de palma,
empregando-se lipase PS imobilizada em Accurel EP100 como biocatalisador. Portanto, no
presente trabalho pode-se constatar um comportamento altamente satisfatério do sistema
experimental utilizado para a sintese continua de MAGs.

Os resultados experimentais mostrados na Figura 5.28 foram ajustados para um
modelo de desativacdo de primeira ordem (Equagdo 5.3) para estimar a constante de

desativagdo térmica do biocatalisador (k;), como mostrado na Figura 5.29.

A _ (5:3)

A,

em que: k; € o coeficiente de desativacdo, ¢ € o tempo de reacdo, Ap é a concentracdo maxima

de MAG e A € a concentragdo de MAG no tempo “f” de operacdo.



O tempo de meia-vida do biocatalisador (t;,2) foi calculado pela Equagdo 5.4:

t
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(5.4)

Uma elevada estabilidade operacional do biocatalisador € necessdria para a aplicacdo

industrial das glicerdlises continuas catalisadas por lipases e realizadas em reatores de leito

fixo. Neste trabalho, um tempo de meia-vida de 50 dias e um coeficiente de desativacdo de

1,37x107 h' foi estimado. Este valor foi mais elevado que o reportado por Osério et al.

(2005) que estimaram um tempo de meia-vida de 17 dias para Novozym 435, uma preparacio

comercial de lipase imobilizada, utilizando reator de leito fluidizado na glicerdlise da

estearina de palma com 6leo de soja.
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Figura 5.29. Ajuste do modelo de desativacdo da lipase PS imobilizada em SiO,-PVA na formacao

de MAG na glicer6lise continua do 6leo de babagu conduzida em reator de leito fixo a 50 °C.
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5.1.2.1.3. Limites de operag¢do do reator de leito fixo na reacdo de glicerdlise do d6leo de
babagu em meio isento de solvente

Considerando a elevada estabilidade operacional do biocalisador (t;,= 50 dias) foi
avaliado o desempenho do reator de leito fixo na reacdo de glicerdlise do 6leo de babacu em
meio isento de solvente, definindo os limites de operagdo em termos de vazdo volumétrica
critica do substrato. Foram adotadas as condicdes estabelecidas anteriormente (RM=15:1
glicerol/6leo, T=50 °C, 6,70g de lipase PS imobilizada em SiO,-PVA, sob atmosfera inerte) e
testadas vazdes volumétricas variando entre 0,017 a 0,046 mL/min, correspondendo a tempos
de residéncia entre 6,15 a 2,35 h, respectivamente. A Figura 5.30 mostra o perfil de formacao

dos monoglicerideos em funcio do tempo, para cada vazao volumétrica testada.

v = 0,017 mL/min v = 0,028 mL/min i v=0,046 mL/min

% Monoglicerideos

0 T T T— T T T : T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
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Figura 5.30. Perfil de formagd@o dos monoglicerideos na reacdo de glicerdlise continua do 6leo de
babacu utilizando lipase PS imobilizada em SiO,-PVA, sob atmosfera inerte, empregando
diferentes vazdes volumétricas.

Analisando-se os resultados, verifica-se que o aumento da vazdo volumétrica, ou seja,
com a diminui¢do do tempo de contato entre a lipase e o substrato no interior do reator de
leito fixo, houve uma reducdo na formagdo de monoglicerideos, sendo obtida uma média de
32, 25 e 8% de MAG, nos seguintes tempos de residéncia 6,15; 3,85 e 2,35 h,

respectivamente. Uma condensag@o dos resultados obtidos pode ser observada na Figura 5.31,
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onde s@o plotados os valores médios de produtividade, concentracdo de produto formado
(monoglicerideos) e triglicerideo residual para as vazdes volumétricas testadas. Verifica-se
que quando a vazdo volumétrica foi aumentada de 0,017 para 0,028 mL/min, embora tenha
ocorrido uma reducgdo na concentragdo de MAGs da ordem de 7%, houve um aumento da
produtividade de 52 para 65 mg MAG/g meio reacional.h, sendo ainda constatados valores
similares de triglicerideos residuais (1,9 para 2,4%). Por outro lado, quando a vazdo
volumétrica foi aumentada de 0,028 para 0,046 mL/min, verificou-se uma redugdo acentuada
da concentracdo de MAG (de 17%) e produtividade (de 65 para 34 mg MAG/g meio
reacional.h), com conseqiiente aumento da concentrag¢do dos triglicerideos residuais (de 2,4

para 3,2%).
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Com base nesses resultados, verifica-se que o funcionamento do reator de leito fixo foi
comprovado quantitativamente para tempos de residéncias iguais ou superiores a 3,85h (vazio
volumétrica = 0,028 mL/min). Produtividades entre 34-65 mg MAG/g meio reacional.h foram
alcangadas com elevada conversdo do triglicerideo (> 98%). O derivado imobilizado de lipase
PS foi extremamente estavel quanto suas propriedades cataliticas (t ;.= 50 dias). O processo
necessita de um controle permanente da qualidade da matéria-prima por meio do emprego de
técnicas que previnam a oxidacio da matéria-prima lipidica, como inser¢do de uma linha de

gds inerte ou adi¢do de agentes antioxidantes no meio de alimentaco.
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5.1.2.1.4. Atuacdo da lecitina de soja como agente antioxidante nas reagdes de glicerdlise
continua do 6leo de babacu em reator de leito fixo

Considerando que a lectina de soja foi o agente antioxidante mais eficaz nas reagdes
de glicerélise conduzidas em regime de batelada (item 5.1.1.4), a ac@o deste emulsificante foi
também testada em reator de leito fixo, empregando as condi¢des experimentais estabelecidas
anteriormente. Para efeito de comparagdo dos resultados obtidos, dois controles foram
utilizados: Controle 1 (reacdo isenta de aplicag¢@o de técnicas antioxidantes) e Controle 2 (sob

atmosfera inerte). A Figura 5.32 mostra o perfil de formagcdo dos MAGs nas duas reagdes

controle.
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Figura 5.32. Perfil de formacdo dos monoglicerideos na glicerélise continua do 6leo de babagu
(controle e sob atmosfera inerte) empregando lipase PS imobilizada em SiO,-PVA.

Independente da utilizacdo de estratégias para inibir a oxidagao lipidica (Controle 1 ou
2), foi constatada que a formag¢do de MAG foi mantida durante a operagdo do sistema
continuo, demonstrando a boa estabilidade operacional do derivado imobilizado utilizado. O
uso de atmosfera inerte (Controle 2), entretanto, forneceu concentracdes mais elevadas de
MAGs (variagdo entre 30 a 35%) em relagdo ao Controle 1 (variagdo entre 23 a 26%),
comprovando mais um vez a eficiéncia do N na inibicdo ou redugdo da oxidagdo do 6leo de
babagu durante o progresso da sintese de MAGs.

No entanto, ndo foi possivel operar o reator de leito fixo, quando a lecitina de soja foi
adicionada ao meio de alimentagdo, devido a ocorréncia de obstrucio dos poros do derivado

imobilizado, impedindo a passagem do substrato através do leito empacotado. Este fato pode
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ser associado ao aumento da viscosidade do meio reacional causado pela adi¢do de lecitina de
soja, um surfatante anfétero e altamente viscoso. Além disso, ha relatos na literatura que a
lipase pode sofrer inibi¢do da sua atividade catalitica em presenca da lecitina de soja (Soares
et al., 2003).

Para superar a elevada viscosidade nesses meios reacionais, trabalhos descritos na
literatura (YANG et al., 2005b; DAMSTRUP et al., 2005; XU; KATO; ASANO, 2001)
recomendam o uso de solventes, como terc-butanol, hexano, pentanol, isopropanol entre
outros. Uma outra possibilidade seria a variagdo da razdo molar entre os materiais de partida,
pois com a redugdo da quantidade de glicerol no meio reacional, este tenderia a ficar menos

viscoso (48,47 cp), devido a elevada viscosidade do glicerol (d = 1,22 g/cm?).

5.1.2.2. Reacoes de glicerdlise do éleo de babacu em reator de leito fluidizado em regime
continuo

Embora inimeros testes tenham sido realizados com o intuito de verificar possiveis
influéncias na sintese de monoglicerideos pela glicerdlise continua do 6leo de babacu em
reator de leito fixo, valores similares de concentracido de MAG aos alcancados nos
experimentos conduzidos em regime batelada (60%) ndao foram obtidos em fungdo das
limitagdes operacionais discutidas anteriormente. Desta forma foi proposta a avaliagdo do
reator de leito fluidizado, que é a configuracdo mais indicada na literatura para operar
sistemas reacionais que empregam substratos com elevada viscosidade. Além disso, reatores
de leito fluidizado demonstram melhor desempenho que os reatores de leito fixo e geralmente
fornecem conversdes mais elevadas, provavelmente porque nos reatores de leito fixo parte da
enzima ndo fica em contato com o substrato, devido a presen¢a de caminhos preferenciais
através do leito e obstrucdo da area de contato.

Osdério et al. (2005), avaliaram esses dois sistemas continuos na interesterificacdo da
esterarina de palma com 6leo de soja, empregando Novozym 435 como biocatalisador e
verificaram que o reator de leito fluidizado foi mais eficiente que o reator de leito fixo, pois
este apresentava elevada perda de pressdo no decorrer da reagio, mostrando-se inapropriado
para o sistema reacional empregado.

No presente trabalho, inicialmente os testes de glicerdlise em reator de leito fluidizado
foram realizados empregando as condi¢cdes experimentais que alcangaram os valores mais
elevados de MAG em reator de leito fixo (item 5.1.2.1.3.), como: RM=15:1 glicerol/dleo,
T=50°C, tempo de residéncia de 6,30 h e meio de alimentagdo mantido sob atmosfera inerte.

O reator de coluna utilizado apresentava as seguintes dimensdes: didmetro interno= 15 mm,
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comprimento = 210 mm e volume = 37 mL. A massa de lipase PS imobilizada em SiO,-PVA
utilizada no interior do reator foi de 12g, correspondendo a uma razdo mdssica de sistema
imobilizado/meio reacional de 17%, sendo a vazdo de alimentagdo de 0,082 mL/min.

Na tentativa de operagdo do sistema continuo do leito fluidizado em meios reacionais
isento de solvente, muitos obstdculos foram detectados, tais como: fluidizacdo insuficiente e
ndo uniformidade no interior do reator de coluna, deslocamentos do leito (diferengas na altura
do leito fluidizado), vazamentos nas conexdes do sistema experimental (mangueiras, entradas
e saidas de reatores), perdas do biocatalisador por arraste pelo substrato em funcio da elevada
vazdo de fluidizacdo ocasionando entupimentos nas mangueiras do sistema experimental.
Todos estes problemas podem estar relacionados com a elevada viscosidade do meio
reacional da ordem de 48,47 cp.

Para superar essas limitagGes operacionais terc-butanol foi adicionado ao meio de
alimentacdo, objetivando reduzir a viscosidade do meio reacional e possibilitar a operagao do
reator de leito fluidizado em regime continuo. Ressalta-se que este solvente foi selecionado
tomando por base dados descritos na literatura referentes as reacdes medidas por lipases
(ZHONG et al., 2009; YANG et al., 2005a; YANG et al., 2005b; KUMARI et al., 2009;
DAMSTRUP et al., 2005).

Foram testadas duas condic¢des reacionais, variando a propor¢do do solvente no meio

de alimentagdo, conforme a seguir descrito:

Condicao 1: RM = 15:1 (glicerol/6leo), empregando terc-butanol como solvente no meio
reacional na razdo de 1:1 (volume de solvente: massa total do meio reacional), viscosidade=

13,00 cp.

Condicao 2: RM = 15:1 (glicerol/6leo), empregando ferc-butanol como solvente no meio
reacional na razdo de 2:1 (volume de solvente: massa total do meio reacional), viscosidade=

7,73 cp

A velocidade minima de fluidizagdo foi calculada, conforme descrito anteriormente
(item 4.2.6) para as duas condi¢cdes ensaiadas e a Tabela 5.7 apresenta os dados referentes a

porosidade do leito em funcdo da velocidade de ascens@o do fluido no reator.
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Tabela 5.7 - Porosidade do leito em fun¢@o da velocidade de ascensdo do fluido no reator de
leito fluidizado para as duas condi¢des ensaiadas.

Condicao 1 Condicao 2
Ve(l;);:;l:)lde Porosidade Ve(l:;:;ls?de Porosidade
0,0798 0,7488 0,1026 0,7039
0,0685 0,7302 0,0672 0,6777
0,0566 0,6833 0,0492 0,6628
0,0475 0,6531 0,0403 0,6358
0,0276 0,6166 0,0314 0,6166
0,0184 0,5953 0,0172 0,5953
0,0096 0,5715 0,0112 0,5447
0,0040 0,5447 0,0040 0,5144

Os dados listados na Tabela 5.7 foram ajustados a correlagdo de Richardson e Zaki

(1954), citados por Zanin (1989) conforme descrito na Equagdo 4.1, e plotados na Figura

5.33.

Com os dados apresentados na Tabela 5.7 e na Figura 5.33 os valores das velocidades

minimas de fluidizagcdo de 2,16)(10'3 e 4,17)(10'3 cm/s foram determinadas, correspondendo a

uma vazio de e 3,81x107 e 7,37x10° mL/min, respectivamente para as condicdes 1 e 2. Para

operacdo do reator, optou-se por trabalhar com uma vazdo de 0,017 mL/min, capaz de

promover uma fluidizacdo mais intensa no interior do reator de coluna.
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Figura 5.33. Dados ajustados a Correlacdo de Richardson; Zaki (1954), para a determinagdo da
velocidade minima de fluidizacdo na glicerdlise continua do 6leo de babacu em reator de leito
fluidizado, (a) Condigdo 1 e (b) Condigao 2.
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A Figura 5.34 mostra o esquema experimental utilizado para a realizagdo destes testes.
O perfil de formacdo de mono e diglicerideos e consumo dos triglicerideos obtidos durante o

progresso da reacdo empregando a Condi¢@o 1 é mostrado na Figura 5.35.
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Figura 5.34. Esquema da reacdo de glicerdlise realizada em reator de leito fluidizado operado em
sistema continuo, empregando terc-butanol como solvente no meio de alimentacdo, sendo esta

mantida sob atmosfera inerte (linha de N,).
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Figura 5.35. Perfil de formacdo dos mono e diglicerideos e consumo dos triglicerideos na glicerdlise
continua do 6leo de babacu em reator de leito fluidizado empregando lipase PS imobilizada em SiO,-

PVA, sob atmosfera inerte (Condigdo 1).
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De acordo com os dados plotados na Figura 5.35, pode-se observar que, embora tenha
sido possivel operar o reator de leito fluidizado, em funcio da diminui¢cdo da viscosidade do
meio reacional (de 48,47 para 13,00 cp) limitacdes operacionais ainda foram constatadas, tais
como: fluidizagdo ndo adequada e o desprendimento da lipase do suporte (verificado
visualmente pelo surgimento de uma nova fase sélida no interior do reator). Estas limitacdes
resultaram em uma instabilidade do sistema, sendo alcangado um valor maximo de
monoglicerideo da ordem de 25% no primeiro tempo de residéncia (6,3 h), ocorrendo na
sequéncia um rdpido decréscimo dessa produgdo, até atingir uma concentragdo de apenas 5%
em 8 tempos de residéncia.

Por outro lado, adotando a Condicdo 2 (Figura 5.36) foi possivel operar o reator de
leito fluidizado em regime continuo de forma estavel, sendo constatada uma formacéo média
de 34% de monoglicerideos, o que correspondeu a uma produtividade de 54 mg MAG/g meio
reacional.h. Nota-se ainda que este sistema experimental atingiu o estado estaciondrio no
primeiro tempo de residéncia (6,3 h), ndo sendo observado nenhum decaimento de

desempenho do sistema até ao final de operacéo.
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Figura 5.36. Perfil de formagdo dos mono e diglicerideos e consumo dos triglicerideos na glicerélise
continua do 6leo de babacu realizada em reator de leito fluidizado empregando lipase PS imobilizada
em SiO,-PVA, sob atmosfera inerte, conduzida por 76 h (Condicdo 2).

O desempenho satisfatério deste sistema experimental deve estar relacionado com a
reducdo da viscosidade do meio de alimentacdo (7,73 cp), facilitando a fluidizacdo do sistema

continuo.
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5.2. Reacoes de esterificacao

5.2.1. Esterificagcdo descontinua do glicerol com dcidos graxos

As reacdes de esterificacdo descontinuas foram realizadas empregando-se a lipase de
Penicillium camembertii imobilizada em SiO,-PVA como biocatalisador, sendo verificada a
influéncia de alguns pardmetros na sintese de MAGs, tais como: influéncia do tamanho da
cadeia carbdnica do 4cido graxo, a seletividade para a formacdo de MAG e efeito da

irradiacdo de micro-ondas.

5.2.1.1. Influéncia do tamanho da cadeia carbonica e do grau de insaturacdo do dcido graxo
na sintese de MAG via esterificacdo

Visando estudar a influéncia do tamanho da cadeia carbdnica e grau de insaturagdo do
dcido graxo na formacgdo de monoglicerideos via esterificacdo enzimdtica, foram realizados
testes empregando diferentes dcidos graxos (presentes na composicdo do 6leo de babagu)
como o 4cido ldurico, mirfstico, palmitico, estedrico e oléico. Estes experimentos foram
efetuados em reatores esféricos (Figura 5.37) em meio reacional contendo excesso de glicerol
(raz@o molar glicerol/acido graxo = 8:1), (FREITAS, 2006; FREITAS et al., 2009a), 5% de
lipase Penicillium camembertii imobilizada em SiO,-PVA e temperatura na faixa de 45 a
65°C, dependendo do ponto de fusdo de cada dcido graxo empregado. Os resultados obtidos

sdo apresentados na Figura 5.38.

Figura 5.37. Esquema da reagdo de esterificacdo realizada em reator esférico operado em
sistema descontinuo.
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Figura 5.38. Perfil do consumo do acido graxo e formagdo de mono, di e triglicerideos na reacio de
esterificacdo com glicerol com diferentes acidos graxos catalisada pela preparacdo da lipase G
imobilizada em SiO,-PVA na faixa de temperatura de 45-65°C: (a) Acido l4urico, (b) Acido miristico,
(c) Acido palmitico, (d) Acido estedrico e (e) Acido oléico.
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Na reacdo empregando o 4cido ldurico (Cjy), como pode ser observado na Figura
5.38a, a obtencdo maxima de monolaurina (60%) foi alcancada em apenas 6 h de reacio,
sendo também constatado um consumo praticamente total do &acido ldurico (93%). A
continuidade desta reacdo por um longo periodo (24 h) ndo favoreceu a formagdo da
monolaurina.

Com relagdo a esterificacdo do acido miristico (Cy4) (Figura 5.38b), o equilibrio da
reacdo foi atingido no mesmo tempo reacional (6 h), no entanto houve formacdo de apenas
48% de monomiristina, ou seja, 20% a menos do que foi obtido de monolaurina. Também foi
observado que apenas 60% do dcido miristico havia sido consumido.

Para os acidos palmitico (Cy¢) e estedrico (C;g) foram constatadas formacdes similares
de monoglicerideos (45-48%) em 24h de reacdo (Figuras 5.38c e 5.38d), enquanto que o 4cido
oléico (Cijg;;) atingiu maxima formag¢do de monooleina (33%) em 6h de reagdo, como
demonstrado na Figura 5.38e.

A Figura 5.39 mostra o perfil de formacido dos monoglicerideos dos diferentes 4cidos

graxos estudados em funcao do tempo reacional.
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Figura 5.39. Perfil de formacdo dos monoglicerideos na reacdo de esterificagdo do glicerol com

diferentes 4cidos graxos, realizada em reator esférico, empregando a lipase G imobilizada em
SiO,-PVA.

Observa-se na Figura 5.39 que as maiores formagdes de monoglicerideos foram
obtidas para os dcidos graxos com menor tamanho de cadeia carbonica (Cj,), podendo estar
relacionada com o fato do sitio ativo da lipase ter encontrado dificuldade em interagir com os

dcidos graxos de cadeias mais longas (impedimento estérico), diminuindo assim, o poder
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catalitico da lipase. Uma outra hipdtese, é que essa influéncia pode estar relacionada com a
especificidade da lipase de Penicillium camembertii para alguns acidos graxos, conforme

pode ser melhor visualizado na Figura 5.40.
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Figura 5.40. Especificidade da lipase G em relag