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RESUMO

FREITAS, Larissa de. Selecdo de rota enzimatica para producdo de monoglicerideos
empregando lipase imobilizada em matriz obtida pela técnica sol-gel. Lorena,
2006.110f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Escola de Engenharia de
Lorena/ Universidade de S&o Paulo. Lorena. 2006.

O presente projeto teve como objetivo selecionar a melhor rota enzimética para producéo
de monoglicerideos empregando lipase imobilizada em matriz obtida pela técnica sol-gel,
visando total aproveitamento do glicerol gerado como sub-produto na obtencdo de
biodiesel. Para alcancar o objetivo proposto foram analisadas duas metodologias: (1)
esterificacdo do glicerol com acidos graxos e (2) glicerdlise do 6leo de babacu; testando
lipases de diferentes fontes como Candida antarctica B, Thermomyces lanuginosus,
Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Peniccillium
camembertii e pancreas de porco, imobilizadas em polissiloxano alcool polivinilico (POS-
PVA). As preparac@es de lipase imobilizada disponiveis comercialmente como Lipozyme
IM?, Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM foram também utilizadas. As
atividades experimentais foram, inicialmente, direcionadas para o estabelecimento das
condicGes adequadas da sintese de monoglicerideos, investigando a influéncia de diversos
parametros, tais como: propor¢do molar dos reagentes, tamanho da cadeia carbénica e grau
de insaturacdo dos acidos graxos e fonte de lipase. Verificou-se que meios reacionais
contendo excesso de glicerol favoreceram a sintese de ésteres glicéricos, entretanto, tanto a
velocidade reacional como a conversdo molar foram dependentes do tamanho da cadeia
carbonica e grau de insaturacdo dos acidos graxos testados. Os experimentos realizados
permitiram também selecionar a lipase Candida antarctica B como fonte de lipase mais
adequada para rota de esterificacdo, sendo alcancada uma elevada concentracdo de
monolaurina em 12 h de reacdo (24,15%). Para obtencdo de monoglicerideo pela rota de
glicerolise do o¢leo de babacu, o melhor desempenho foi alcancado pela lipase
Burkholderia cepacia, revelando uma formacdo de 10% (m/m) de monoglicerideos em
apenas 3h de reacdo. A analise comparativa do desempenho das duas rotas de obtencao de
monoglicerideos indicou que a esterificacdo foi mais eficiente que a glicerdlise, sendo
entdo selecionada para estudos complementares de otimizacdo. Um planejamento
experimental completo 27 foi proposto para verificar a influéncia simultanea das variaveis
X1 (temperatura entre 45-65°C) e x, (razdo molar glicerol/ &cido laurico na faixa 3:1 a 5:1)
na formacdo de monolaurina, empregando a lipase Candida antarctica B imobilizada em
POS-PVA. De acordo com a andlise estatistica, a formagdo de monolaurina foi fortemente
influenciada pela variavel (x,) razdo molar entre glicerol e acido laurico, enquanto que a
influéncia da temperatura (x;) foi pouco significativa. O modelo matematico proposto: y =
24,16 + 251 x3 + 4,43%X; - 2,74 Xi1Xp, permitiu prever as condi¢cdes necessarias que
favoreceram o alcance de elevados rendimentos de formagdo de monolaurina, sendo a
reacdo maximizada (31,35%) para meios reacionais constituidos de glicerol e &cido laurico
numa razdo molar de 5:1 e temperatura de incubacdo de 45°C. Essas condicGes foram
também adequadas para sintese de monolaurina empregando outras fontes de lipase, como
a lipase de Penicillium camembertii cujo desempenho foi altamente eficiente para obtencédo
de monoglicerideos, alcangando valores mais competitivos de formacdo de monolaurina
(51%), podendo, portanto, ser uma alternativa interessante para ser considerada no
desenvolvimento de futuros trabalhos.

Palavras-chave: lipase, monoglicerideo, 6leo de babacu, esterificacdo, glicerdlise.
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ABSTRACT

FREITAS, Larissa de. Enzymatic route selection for monoglyceride production using
immobilized lipase in matrix obtained by sol-gel technique. Lorena, 2006.110f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) — Escola de Engenharia de Lorena/
Universidade de S&o Paulo. Lorena. 2006.

The objective of this project was to select the best enzymatic route to produce
monoglycerides using lipase immobilized on matrix obtained by sol-gel technique, aiming
to contribute for a better utilization of the glycerol generated as by-product in the biodiesel
synthesis. For this purpose two methodologies were analyzed: (1) direct esterification of
the glycerol with fatty acids and (2) glycerolysis of the babassu oil, testing lipases from
different sources as Candida antarctica B, Thermomyces lanuginosus, Candida rugosa,
Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia, Penicillium camemberti and porcine
pancreas immobilized on polysiloxane-polyvinyl alcohol particles (POS-PVA). The
commercial immobilized lipase preparations as Lipozyme 1M20, Novozym 435, Lipozyme
RM IM and Lipozyme TL IM were also used. The experimental activities were, initially,
addressed to establish appropriate conditions for the monoglycerides synthesis by direct
esterification such as: reactants molar ratio, carbon chain size and insaturation degree of
the fatty acids and lipase source. Reaction performance was found to be dependent on the
glycerol/lauric acid molar ratio, requesting higher amount of glycerol to reach high
reaction conversion. It was also verified that the molar conversion were strongly dependent
on both carbon chain size and insaturation degree of the tested fatty acids. Experiments
also allowed to select Candida antarctica B as catalyst to carry esterification reactions and
the highest monolaurin formation occurred at 2 h reaction (24.15%). For the synthesis of
monoglycerides by the glycerolysis route using babassu oil as a starting material, the best
performance was attained by the lipase Burkholderia cepacia, revealing a formation of
10% (m/m) of monoglyceryde in 3h reaction. The comparative performance of the two
routes for the monoglycerides synthesis demonstrated that the direct esterification was
more efficient than the glycerolysis, being selected for additional optimization studies. A
full factorial design 22 was proposed to verify the simultaneous influence of the variables:
X1 (temperature in the range from 45 to 65°C) and x, (glycerol/ lauric acid molar ratio in the
range from 3:1 to 5:1) in the monolaurin formation, using as catalyst lipase Candida
antarctica B immobilized on POS-PVA. In agreement with the statistical analysis, the
monolaurin formation was strongly influenced by the variable (x2) glycerol/ lauric acid
molar ratio. The proposed mathematical model: y = 24.16 + 2.51 x; + 4.43%, — 2.74 X1X,
allowed to predict conditions that favored to attain high monolaurin yield. The reaction
was maximized (31.35%) for substrate containing glycerol/lauric acid molar ratio of 5:1
and at incubation temperature of 45°C. Those conditions were also appropriate for the
monolaurin synthesis using other lipase sources, as the lipase of Penicillium camembertii
that performance was found to be highly efficient for monoglycerides reaching more
competitive values for monolaurin formation (51%) and can be turn, therefore, an
interesting alternative to be considered in the development of futures works.

Key-words: lipase, monoglycerides, babassu oil, esterification, glycerolysis.
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1. INTRODUCAO

Monoglicerideos sdo emulsificantes ndo idnicos, e constituem a principal categoria
de agentes emulsificantes de uso alimenticio, principalmente nas industrias de panificacao,
de sorvetes, de margarina, de cosméticos e farmacos. Adicionalmente, monoglicerideos séo
intermediarios para a sintese de lipideos, cristais liquidos e encapsulantes de medicamentos
(BERGER e SCHNEIDER, 1993).

Estes emulsificantes sdo compostos quimicos amplamente utilizados em diversos
setores industriais e podem ser sintetizados por processos quimicos ou enzimaticos.
Atualmente monoglicerideos (MAG) sdo manufaturados em escala industrial por
glicerolise quimica continua de dleos e gorduras a elevadas temperaturas, empregando
catalisadores inorganicos alcalinos (SONNTAG, 1982). O produto desta rota tem varias
desvantagens, como por exemplo: baixo rendimento, coloragdo escura e cheiro de
queimado (BERGER e SCHNEIDER, 1992).

As exigéncias para que as industrias operem seus processos em condigdes de
desenvolvimento sustentavel, de quimica verde, ou em sistemas de tecnologia limpa, sdo
cada vez mais importantes em varias partes do mundo, e tornam-se um obstaculo a superar
sem a disponibilidade de biocatalisadores adaptados a estas condicdes.

As enzimas sdo biocatalisadores que apresentam diversas caracteristicas que as
tornam interessantes para a industria; sdo altamente especificas, atuam em condicdes
suaves (temperaturas moderadas e pressdo atmosférica) e ndo causam problemas ao meio
ambiente, sendo por isso consideradas “catalisadores ecologicamente corretos”. Por isso
sdo utilizadas em setores industriais como agro-alimentares, quimicos, farmacéuticos,
detergentes e diagnéstico (BOMMARIUS e RIEBEL, 2004). Com base nessas
caracteristicas, a sintese de monoglicerideos via catalise enzimatica vem sendo estudada
como uma alternativa ao método cléssico.

Lipases séo biocatalisadores que encontram uma vasta e diversificada gama de
aplicacdes, razdo pela qual a sua participacdo no mercado mundial de enzimas industriais
esta crescendo significativamente.

No entanto, a utilizacdo de lipases tem sido limitada por alguns fatores como
instabilidade enzimatica, dificuldade de recuperacdo e insolubilidade da enzima. Para

contornar esses problemas, diferentes estratégias tém sido propostas, como por exemplo, o



desenvolvimento de técnicas e materiais para a imobilizacdo de enzimas. Recentemente
matrizes de insolubiliza¢&o hibridas vém sendo utilizadas, combinando os atributos fisico-
quimicos de materiais inorganicos e organicos melhorando de modo geral, as suas
propriedades (GILL e BALLESTEROQOS, 1998).

Neste contexto, o presente trabalho trata da utilizacdo de lipases como catalisadores
na transformacé&o biotecnoldgica de 6leos e gorduras, visando a utilizacdo destas matérias-
primas na producdo de compostos de alto valor agregado (monoglicerideos). Para esta
finalidade, foram investigadas duas metodologias para a sintese enzimatica de MAG
empregando lipase (1) glicerdlise do 6leo de babacu e (2) esterificacdo do glicerol com
acidos graxos. Para execucdo do presente trabalho, optou-se pela imobilizagdo da enzima
lipase em uma matriz hibrida constituida de particulas de polissiloxano alcool polivinilico,
matriz esta testada com sucesso para imobilizacdo de diferentes fontes de lipase: Mucor
miehei (BRUNO et al., 2004), Candida rugosa (BRAGA, 2005) e Pancreatica (PAULA et
al., 2005).

Assim, buscando novos métodos para producédo e purificagdo de monoglicerideos,
0s principais aspectos que foram abordados neste projeto de mestrado compreenderam: (i)
Estabelecimento de metodologia para caracterizacdo da matéria prima e produtos
formados, (ii) Obtencdo de dados experimentais referente a esterificagéo direta do glicerol
com diferentes acidos graxos, (iii) Obtencéo de dados experimentais referente a glicerélise
(6leo vegetal e glicerol), (iv) Comparacao dos métodos propostos e selecdo da metodologia
mais eficiente e (v) Otimizacdo das condicBes de operacdo do método selecionado
empregando planejamento fatorial.

Este trabalho se insere na linha principal de atuacdo do Grupo de Biocatalise/Escola
de Engenharia de Lorena que vem desenvolvendo pesquisas referentes a aplicacdo da
enzima lipase em processos de valorizacdo de O6leos vegetais para a producdo, por
exemplo, de ésteres aromatizantes, biocombustiveis, acidos graxos poliinsaturados e

emulsificantes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Surfatantes

Os surfatantes constituem uma classe importante de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais, sendo normalmente sintetizados a
partir de derivados de petréleo. Entretanto, o crescimento da preocupacéo ambiental, aliado
as novas legislacdes de controle do meio ambiente tem impulsionado a busca de
surfatantes naturais como alternativa aos produtos existentes.

Os surfatantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcdo hidrofobica e
uma por¢do hidrofilica. A porcdo apolar é freqlientemente uma cadeia hidrocarbonada
enquanto a porgdo polar pode ser ibnica (anidnica ou catidnica), ndo-idnica ou anfotérica
(DESAI e BANAT, 1997). Em funcéo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na
mesma molécula, os surfatantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/éleo). A formacdo de um filme
molecular, ordenado nas interfaces, reduz as tensGes interfaciais e superficiais, sendo
responsavel pelas propriedades Unicas dos surfatantes. Estas propriedades fazem os
surfatantes serem adequados para uma ampla gama de aplicacdes industriais incluindo:
detergéncia, emulsificagdo, lubrificagdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
solubilizacdo e dispersdo de fases. A maior utilizagdo dos surfatantes se concentra na
indUstria de produtos de limpeza (sabdes e detergentes), na industria de petréleo, na
industria de cosmeticos e produtos de higiene. A producdo mundial de surfatantes excede 3
milhGes de toneladas por ano (BANAT, 2000), sendo a maioria utilizada como matéria-
prima para fabricagdo de detergentes de uso doméstico.

Vérios compostos com propriedades tensoativas sdo sintetizados por organismos
vivos, desde plantas (saponinas) até microrganismos (glicolipidios) e também no
organismo humano (sais biliares), sendo considerados surfatantes naturais (BOGNOLO,
1999). Atualmente, nos paises industrializados existe uma tendéncia para a substituicao
dos surfatantes sintéticos pelos naturais. Esta tendéncia é movida pela necessidade de
produtos mais brandos, substituicdo de compostos ndo biodegradaveis (alquil benzenos

ramificados) e pelo aumento da especificidade dos produtos.



2.1.1. Classificacéo e natureza quimica dos biossurfatantes

Os compostos de origem microbiana que exibem propriedades surfatantes, isso &,
diminuem a tensao superficial e possuem alta capacidade emulsificante, sdo denominados
biossurfatantes (CAMEOTRA e MAKKAR, 1998) e consistem em sub-produtos
metabolicos de bactérias, fungos e leveduras.

Os biossurfatantes constituem uma das principais classes de surfatantes naturais,
sendo classificados de acordo com a sua composi¢do quimica e sua origem microbiana. As
principais classes incluem glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e
acidos graxos, surfatantes poliméricos e surfatantes particulados (Tabela 2.1) (NITSCHKE
e PASTORE, 2002).

Tabela 2.1. Principais grupos de surfatantes de origem natural e sintética.

Naturais

Sintéticos

Alquil poliglicosideos

Alcanolaminas

Biossurfatantes

Alquil e aril éter carboxilatos

Amidas de acidos graxos

Alquil aril sulfatos

Aminas de acidos graxos

Alquil aril éter sulfatos

Glucamidas Alquil etoxilados
Lecitinas Alquil sulfonatos
Derivados de proteinas Alquil fenol etoxilados
Saponinas Aminodxidos

Sorbitol e ésteres de sorbitan Betainas

Esteres de sacarose

Co-polimeros de 6xido de etileno/propileno

Sulfatos de alcoois graxos naturais

Acidos graxos etoxilados

Fonte: NITSCHKE e PASTORE, 2002.

Algumas celulas microbianas apresentam elevada hidrofobicidade superficial,
sendo consideradas por si s6 como biossurfatantes, como por exemplo, microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos, algumas espécies de Cyanobacteria e alguns patdégenos
como Serratia sp (KAPPELI e FINNERTY, 1979).

Os biossurfatantes possuem uma estrutura comum: uma porcdo lipofilica
usualmente composta por cadeia hidrocarbénica de um ou mais &cidos graxos, que podem
ser saturados, insaturados, hidroxilados ou ramificados, ligados a uma por¢éo hidrofilica,
que pode ser um éster, um grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (BOGNOLO,
1999; CAMEOTRA e MAKKAR, 1998). A maioria dos biossurfatantes é neutra, ou

anidnica variando desde pequenos acidos graxos até polimeros de alto peso molecular.



2.1.2. Propriedades e aplicacGes industriais dos biossurfatantes

Apesar da diversidade de composicdo quimica e propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfatantes. Muitas destas caracteristicas

representam vantagens sobre os surfatantes convencionais (BOGNOLO, 1999):

» atividade superficial e interfacial: os biossurfatantes sdo mais eficientes e mais efetivos
do que os surfatantes convencionais (detergentes anionicos sulfatados), pois produzem
menor tensdo superficial em menores concentracGes de biossurfatante (COOPER e
PADDOCK, 1984);

» tolerancia a temperatura, pH e forca iénica: alguns biossurfatantes apresentam elevada
estabilidade térmica e de pH podendo ser utilizados em ambientes com condi¢cdes mais

drasticas;

» biodegradabilidade: diferentes dos surfatantes quimicos, os biossurfatantes sao
facilmente degradaveis na dgua e no solo, o que os torna adequados para aplicacdes

como biorremediacéo e tratamento de residuos;

> baixa toxicidade: os biossurfatantes tém recebido maior atencdo também devido a
crescente preocupacdo da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos artificiais
(CAMEOTRA e MAKKAR, 1998); além disto, sua baixa toxicidade permite o uso em

alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (FLASZ et al., 1998).

Os biossurfatantes também apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados a
partir de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando
aplicacOes especificas para cada caso particular (DESAI e BANAT, 1997). Além disto,
possuem caracteristicas estruturais e propriedades fisicas distintas, o que os torna
comparaveis ou superiores aos surfatantes sintéticos em termos de eficiéncia. Outra
vantagem reside no fato de serem compostos nao derivados de petroleo, fator importante a
medida que o preco do petréleo aumenta. A possibilidade de modificacdo da estrutura
quimica e das propriedades fisicas dos biossurfatantes por manipulacGes genéticas,



biolégicas ou quimicas permite o desenvolvimento de produtos para necessidades
especificas (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

O maior mercado para os biossurfatantes € a indudstria petrolifera, onde sao
utilizados no fracionamento do petréleo ou incorporados em formulacdes de Oleos
lubrificantes (VAN DYKE et al., 1991). Outras aplicagdes incluem biorremediacéo e
dispersdo no derramamento de 6leos, remo¢do e mobilizacdo de residuos de éleo em
tanques de estocagem, e a recuperacdo melhorada de petroleo. Porém, atualmente, as
aplicacdes se distribuem entre os mais diversos setores industriais, como por exemplo, na
agricultura, na mineragdo, em produtos de higiene, cosméticos, industria de alimentos entre
outras. A Tabela 2.2 resume as principais funcbes e aplicacdes industriais dos
biossurfatantes (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

Tabela 2.2. Principais aplicages comerciais dos biossurfatantes.

Funcoes

Campos de aplicacdo

Emulsionantes e dispersantes

Cosméticos, tintas, biorremediacdo, 6leos, alimentos

Solubilizantes

Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes

Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes

Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de
minerios

Agentes espessantes

Tintas e alimentos

SeqUiestrantes de metais

Mineracao

Formadores de vesiculas

Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas

Fator de crescimento microbiano

Tratamento de residuos oleosos

Demulsificantes

Tratamento de residuos, recuperacédo de petroleo

Redutores de viscosidade

Transporte em tubulagdes, oleodutos

Dispersantes

Misturas carvdo-agua, calcareo-agua

Fungicida

Controle bioldgico de fitopatégenos

Agente de recuperacéo

Recuperacao terciaria de petroleo




2.2. Monoglicerideos

Monoglicerideos sdo surfatantes ndo idnicos, que possuem o status GRAS
(Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drugs Administration-USA), sendo
amplamente utilizados nas industrias farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos (DA
SILVA et al., 2002), por ndo apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos ou irritagcoes
na pele, ao contrario dos tensoativos idnicos (MACHADO et al., 2000).

Na induastria farmacéutica, os monoglicerideos (MAG) sao utilizados como
emolientes para emplastos, liberando lentamente a medicacdo. Na industria alimenticia séo
mais comumente utilizados como emulsificantes em produtos de padaria, como
margarinas, derivados do leite, doces e molhos. Na industria cosmética, eles sdo usados
como agentes texturizantes e para melhorar a consisténcia de cremes e logdes
(KAEWTHONG et al., 2005).

A produgdo mundial de monoglicerideos € estimada em cerca de 180 mil toneladas
por ano (BELLOT et al., 2001). Eles sdo consumidos na faixa de 85 mil toneladas por ano
nos EUA, correspondendo a, aproximadamente, 70% do total de emulsificantes usados em
produtos alimenticios (ARCOS e OTERO, 1996).

Normalmente os MAG sdo sintetizados quimicamente via glicerdlise de
triglicerideos empregando catalisadores inorganicos (Ca (OH),, NaOH) a 220-250°C
(SONNTAG, 1982). A utilizacdo de temperatura elevada, além de acarretar um alto
consumo energeético, é responsavel pela parcial degradacéo dos produtos, com formacéo de
co-produtos escuros e sabor de queimado (BERGER e SCHENEIDER, 1992). O produto
preparado por essa rota, € uma mistura que contém cerca de 35-60% de monoglicerideos,
35-50% de diglicerideos, 1-20% de triglicerideos, 1-10% de acidos graxos livres, e o sal de
metal alcalino. Altas concentracBes de MAG séo obtidas por meio da destilagdo molecular
(da SILVA et al., 2002).

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 aplicacbes farmacéuticas ou relacionadas a area de
alimentos (OTERO et al., 2001).

Recentemente a sintese de MAG catalisada por lipases tem sido estudada
intensamente como alternativa ao método classico. As principais razGes sdo a utilizacdo de

condigdes reacionais brandas, resultando em produtos de melhor qualidade e menores



custos de energia, e a seletividade das lipases. A exploragdo da especificidade dessas
enzimas possibilita a sintese de produtos que ndo poderiam ser obtidos por rota quimica
convencional. Cabe ressaltar que do ponto de vista ambiental, o processo € tecnicamente
limpo e seguro (BORJESSON e HARROD, 1999).

A monolaurina (principal monoglicerideo produzido por 6leos lauricos) € muito
usada nas industrias de sabBes, cosméticos e farmacos. Possuem propriedades antivirais,
bacteriana, protozoal e microbiana. Em medicamentos € usada para destruir a gordura
revestida de viroses como, por exemplo: HIV, herpes, varias bactérias patogénicas (ex.
Listeria monocytogenes) e protozoa (ex. Giardia lamblia) (SINGFIELD, 2006). A
monolaurina também é usada como um dos principais agentes penetrantes para aplicaces
em membranas mucosas, em que: reduz o tempo necessario para o inicio da acdo da droga,
aumenta a quantidade da droga penetrante e causa menor ou nenhum efeito deletério a
membrana mucosa (MATSON et al., 2006).

2.3. Biotransformacao

O termo biotransformacédo é aplicado a uma modificacdo especifica ou a uma
interconversdo de estruturas quimicas provocadas por enzimas contidas nas células ou por
enzimas livres diferindo assim da fermentagdo, na qual o substrato é convertido ao produto
final por meio de uma complexa via metabdlica (CASTRO e ANDERSON, 1995).

Embora atualmente a biotransformacdo ndo possa competir com a rota quimica ja
otimizada para a producdo de compostos industrialmente importantes, poderia
gradativamente, substitui-la devido a grande demanda de compostos naturais
biodegradaveis que ndo causam danos ao meio ambiente. Por exemplo, a produgédo de
compostos geralmente requer condi¢fes drasticas de temperatura e pressdo, produzindo
impurezas como produtos de degradacdo, que inviabilizam seu uso em alimentos sem
redestilacdo prévia, tornando o processo energética e economicamente dispendioso.
Portanto, a diminuicdo do gasto de energia e reducdo da degradagdo térmica, torna a
biotransformacao um processo mais atrativo que 0s processos quimicos tradicionais.

As biotransformacGes podem ser realizadas por microorganismos vivos integros ou
outros materiais biol6gicos como RNA, anticorpos ou enzimas isoladas (FABER, 1997). A
frequéncia do uso de um particular tipo de enzima em biotransformagcdo ndo €
uniformemente distribuida entre suas diferentes classes. Esta distribuicdo segue um perfil

definido por suas vantagens técnicas e versatilidade de aplicacdo. Segundo FABER (1997),



a participacdo das hidrolases (lipases, esterases e proteases) nas reacOes de
biotransformacdo, perfaz um total de 75%. Este fato € uma conseqléncia direta da
disponibilidade comercial dessas enzimas, 0 que permite a selecdo da enzima mais
adequada para a biotransfomacdo desejada. Entre os processos quimicos de maior interesse
industrial sdo destacadas as reacfes de hidrélise, sintese e interesterificacdo de lipideos
catalisadas por lipases (CASTRO et al., 2004).

2.3.1. Lipases

A definicdo classica de lipases descreve estas enzimas como glicerol éster
hidrolases, E.C.3.1.1.3, que atuam sobre ligacGes éster presentes em acilglicerdis,
liberando acidos graxos e glicerol (JAEGER et al., 1994), constituindo uma classe especial
de esterases.

As esterases (E.C. 3.1.1.1) sdo enzimas largamente distribuidas na natureza e sua
atividade enzimaética esta restrita a hidrolise de ligacGes éster em substratos sollveis em
agua.

A diferenciacdo entre lipases e esterases, entretanto, ainda ndo esta completamente
definida. Em 1958, SARDA e DESNUELLE propuseram definir as lipases a partir de sua
caracteristica cinética: a propriedade de ativagdo na presenca de substratos insolGveis em
agua e emulsionados, ou seja, na presenca de uma interface lipideo/dgua. Segundo estes
autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados, enquanto as
esterases ndo apresentariam esta ativacdo, exercendo sua funcdo hidrolitica sobre
substratos solUveis em agua. A determinacdo da estrutura tridimensional das lipases de
Rhizomucor miehei (BRADY et al., 1990), Geotrichum candidum (SCHRAG et al., 1991)
e da lipase pancreatica humana (WINKLER et al., 1990), propiciou uma explica¢do para o
fendmeno da ativacdo interfacial: o sitio ativo destas enzimas era recoberto por uma
“tampa” hidrofébica ou “lid”, que ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma
mudanca conformacional, expondo o sitio ativo. A presenca da “tampa” na estrutura da
enzima e a propriedade de ativagéo interfacial passaram a ser fatores determinantes para a
caracterizacéo de lipases.

Mais recentemente, entretanto, observou-se que a presenca da “tampa” ndo esta
necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial, tendo sido descritas lipases
como as de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antartica B que

apresentam a “lid” em suas estruturas, mas ndo sofrem ativacdo interfacial (JAEGER e
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REETZ, 1998). Por outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases “verdadeiras”,
ndo apresentam a “lid” e ndo precisam da interface para exercer sua atividade hidrolitica.

As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes, simplesmente como
carboxilesterases que hidrolisam acilglicerois de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila
com mais de 10 a&tomos de carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar
apenas acilglicerdis de cadeia com menos de 10 carbonos sdo tidas genericamente como
esterases (JAEGER et al., 1999).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela diferenca de
especificidade preferencial das duas enzimas. Os substratos naturais para lipases sdo 6leos
e gorduras contendo triacilglicerois constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou seja,
ligacOes ésteres triplices, enquanto esterases atuam sobre ligagcdes ester Unicas, liberando
acidos graxos de baixo peso molecular (BROCKMAN, 1984). Deve-se enfatizar,
entretanto, que a maioria das lipases podem hidrolisar os substratos de esterases, enquanto
0 inverso ndo é verdadeiro (JAEGER et al., 1999).

As lipases diferem grandemente com respeito a origem (bacteriana, fungica,
vegetal, animal) e propriedades cinéticas. Elas catalisam in vitro a hidrolise ou sintese de
um grande namero de ésteres carboxilicos diferentes (FONTANA et al., 1993). Entretanto,
todas elas mostram maior atividade especifica para substratos glicerideos (EGLOF et al.,
1995). As lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes, ndo apenas pela
capacidade de atuarem sobre substratos insolGveis em agua, mas também pela capacidade
de catalisarem diferentes reacdes, como as reacbes de hidrélise, esterificacdo,
interesterificacdo, alcoolise, aciddlise e amindlise. A diversidade de propriedades das
lipases propicia a utilizacdo destas enzimas em diferentes campos de aplicacdo (PANDEY
etal., 1999).

Um numero significativo de livros textos e artigos referentes a producéo de lipases
e suas aplicagdes estdo disponiveis (GANDHI, 1997; FABER, 1997; KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998; PANDEY, 1999; SHARMA et al., 2001; REETZ et al., 2002;
CASTRO et al., 2004).

2.3.2. Caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas das lipases

A maioria das lipases apresentam uma faixa 6tima de atividade e estabilidade entre
pH 6,0 e 8,0 e temperatura Gtima para atividade maxima entre 30 e 40°C. Estas

propriedades, entretanto, podem variar significativamente, dependendo da origem, ou
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mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo microrganismo. Estas variagOes
também dependem do método e do substrato utilizados e das condi¢bes do ensaio, como
pH e temperatura, tornando a comparacéo dificil.

As lipases geralmente sdo glicoproteinas acidas (HIOL et al., 1999) de massa
molecular geralmente variando entre 20 e 60 kDa. Seu ponto isoelétrico varia em uma
faixa de 3,6 a 7,6, sendo majoritariamente acidicas, com pl entre 4 e 5 (FERRER et al.,
2000).

2.3.3. Especificidade

A literatura relata que a especificidade das lipases é controlada pelas propriedades
moleculares da enzima, estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligagdo enzima-
substrato (JENSEN et al., 1983). H& varios tipos de especificidade encontrados: quanto ao
substrato (diferentes taxas de hidrélise entre triacilglicerdis, diacilgliceréis ou
monoacilglicerdis por uma mesma enzima ou enzimas purificadas de uma mesma fonte);
posicional (hidrolise preferencial de ésteres primarios, secundarios, terciarios ou hidrolise
ndo especifica, liberando acidos graxos das trés posi¢des); quanto aos acidos graxos que
compdem o substrato (preferéncia por acidos graxos especificos, principalmente quanto ao
comprimento da cadeia e numero de insaturacdes); estereoespecificidade (discriminacdo
entre enantibmeros no caso de substratos racémicos). Pode-se observar também a

combinacéo de todos os tipos citados.
2.3.4. Lipases comerciais

Lipases sdo encontradas em plantas, animais e microorganismos, nos quais o papel
bioldgico das lipases € provavelmente digestivo. A maioria das biotransformacfes usa
lipases comerciais, e cerca de 70 ja estdo disponiveis (KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998). As caracteristicas de algumas lipases mais utilizadas como
lipase de pancreas de porco (LPP), lipase de Candida rugosa (LCR), de Rhizomucor
miehei (LRM), de Candida antarctica (CAL B), de Pseudomonas sp. (LPS), de
Thermomyces lanuginosus (LTL), de Pseudomonas fluorescens (LPF) de Burkolderia

cepacia (LBC) e lipase de Penicillium camembertii (LPC) séo descritas a seguir.
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Lipase de Pancreas de Porco (LPP)

Lipases pancreaticas tém massa molecular de 50 kDa e s@o normalmente isoladas
de pancreas ou biles de animais, por esse motivo, de todas as lipases usadas para sintese a
LPP é a menos pura. A lipase pancreética da Sigma contém cerca de 8-20% de proteina
(WEBER et al., 1995).

Preparacdes brutas de lipases pancreaticas contém um numero significante de
outras hidrolases (impurezas), além da “verdadeira LPP”. LPP esta disponibilizada a um
alto custo numa forma semi-purificada e a prepara¢do mais usada para biotransformacoes é
denominada de “pancreatina” que contém menos do que 5% de proteina. As principais
hidrolases contaminantes sdo: esterases, tripsina, proteases, colesterol, fosfolipases entre
outras (FABER, 1997).

Lipase de Candida rugosa (LCR)

Amostras comerciais de lipases de Candida rugosa contém cerca de 2-11% de
proteina (WEBER et al., 1995) e o restante compreende acglcares e cargas inertes.
Eletroforese em gel mostra uma proteina isolada com peso molecular de 63 kDa quando
analisada por Comassie Blue, no entanto, analises mais sensiveis revelam uma pequena
quantidade de outras proteinas. A biologia molecular tem produzido cinco diferentes
isbmeros de LCR a partir do levedo de Candida rugosa, tendo todas elas massas
moleculares semelhantes (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).

A LCR ¢é capaz de acomodar ésteres de cadeia longa em seu sitio ativo, e é a lipase
que possibilita a hidrdlise seletiva de ésteres de alcoois secundarios. Essa lipase €
classificada como inespecifica e tem habilidade de liberar todos os tipos de &cidos graxos

(de cadeias médias e longas) independente da sua posi¢éo no triglicerideo (FABER, 1997).

Lipase de Rhizomucor miehei (LRM)

Lipases de Rhizomucor miehei tem massa molecular de 33 kDa e a preparacéo
comercial contém cerca de 25-57% de proteina. LRM é uma proteina recombinante
produzida pelo fungo Aspergillus (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).

Com relacdo a necessidade estérica do substrato, elas se parecem com as lipases de
Pseudomonas sp., e sdo similares a Candida e a Pseudomonas, quanto a sua especificidade
hidrolitica. Estudos com lipases de Rhizomucor miehei mostraram que ela é muito seletiva

na produgdo de monoéster opticamente puros (FABER, 1997).
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Lipase de Candida antarctica (Cal B)

Cal B tem massa molecular de 33 kDa e cerca de 16-51% de proteina, € produzida
por fermentacdo submersa de um microorganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae). Cal B apresenta pouca ou nenhuma ativacdo interfacial e catalisa muito
lentamente a hidrdlise de triglicerideos de cadeia longa. Por esta razdo, é classificada por
alguns autores como uma esterase. Demonstra elevada atividade e alta enantiosseletividade
para uma extensa variedade de alcoois. Esta enantiosseletividade € baixa para acidos
carboxilicos (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).

Lipase de Pseudomonas sp. (LPS)

Lipases isoladas de bactérias de Pseudomonas fluorescens, P. aeroginosa, P.
glumae e P. cepacia sdo catalisadores altamente especificos. P. cepacia é composta por
320 aminoéacidos com massa molecular de 33 kDa. Lipase Amano P ou PS contém cerca de
1-25% de proteina, tdo bem quanto, diatomaceas, dextrinas e CaCl, Alguns grupos tém
produzido diferentes qualidades de LPS, mas a sequiéncia de aminoacidos de todas elas sao
muito similares. Provavelmente a preparacdo comercial de LPS ndo € uma proteina
recombinante. Na presenca de uma interface a lipase P. cepacia mostra uma ativagao
interfacial, aumentando sua atividade em aproximadamente 25 vezes (KAZLAUSKAS e
BORNSCHEUER, 1998).

Como a maioria das lipases microbianas, todas as preparacfes comerciais
disponiveis de lipases de Pseudomonas sp. possuem preferéncia estereoquimica para
hidrdlise de ésteres de &lcoois secundarios, mas a seletividade entre as diferentes

preparacOes pode diferir entre si (FABER, 1997).

Lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL)

Lipolase é uma lipase de Thermomyces lanuginosus também produzida por
fermentacdo submersa de um microorganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae), comercializada pela Novozymes. Devido a sua elevada estabilidade em pH
alcalino é mais utilizada na formulacdo de detergentes (AASLYNG et al., 1991),
entretanto, alguns trabalhos tém relatado sua aplicabilidade na sintese de ésteres (COSTA
NETO, 2002; SHINTRE et al., 2002).
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Lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF)

Lipase AK “Amano” 20 é uma preparacdo enzimatica produzida por um unico
processo de fermentacdo de uma linhagem selecionada de Pseudomonas fluorescencens. A
lipase AK tem uma elevada atividade lipolitica e estabilidade térmica (AMANO
ENZYME, 2006).

Lipase de Burkholderia cepacia (LBC)

Lipase PS é uma nova preparacdo enzimatica lipolitica desenvolvida pela Amano
Enzyme Inc. Esta enzima é manufaturada por uma cultura submersa de uma linhagem
selecionada proveniente de Burkholderia cepacia. A enzima é purificada com etanol e
possue uma elevada atividade lipolitica (AMANO ENZYME, 2006).

Lipase de Penicillium camembertii (LPC)

Lipase G é uma preparacdo enzimatica lipolitica desenvolvida pela Amano Enzyme
Inc, e é manufaturada por uma cultura submersa de uma linhagem selecionada proveniente
de Penicillium camembertii. O fato desta lipase hidrolisar mono e diacilglicerol,
produzindo glicerol e &cidos graxos, mas ndo triglicerideos, melhora a qualidade de alguns
Oleos, que por apresentarem elevados niveis de mono e diglicerideos apresentam sua
qualidade reduzida. Esta enzima possui alta atividade de esterificacdo (AMANO
ENZYME, 2006).

2.4. Utilizacdo de lipases em biocatélise

A utilizagdo de enzimas como catalisadores em reagdes sintéticas em meio de
solvente organico ndo € recente; as primeiras publicacdes a respeito deste assunto sdo do
inicio do Século XX. Entretanto, o interesse por estes sistemas ressurgiu apos a publicacao
dos trabalhos de ZAKS e KLIBANOV (1984; 1985; 1988 a, b), na década de 80. Embora
o0s primeiros estudos estivessem relacionados a sintese de ésteres simples, com o avango
das pesquisas a atencdo voltou-se para reacdes enantio e regiosseletivas. De fato, a
possibilidade de obtencdo de produtos enantiomericamente puros aumentou grandemente a
possibilidade e o interesse de aplicagdo de lipases em diversas &reas industriais,
especialmente na area farmacéutica, na qual compostos enantiomericamente puros tém

grande importancia devido a sua acdo biologica distinta (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3. Exemplos de aplicacdo de lipases em biocatélise

Aplicacdes Referéncia
Sintese quimio-enzimatica de analogos de ZHANG et al., 1999
gangliosideos
Esterificacdo de acido ascorbico com HUMEAU et al., 2000
carotenoide (bixina)
Sintese de surfatantes por ligagdo amida MAUGARD et al., 1998
Sintese de ésteres de cadeia curta SANTOS e CASTRO, 2006
Sintese de ésteres de agucares PAULA et al., 2005
Protecdo seletiva de grupos hidroxilas de CARREA e RIVA, 2000
acucares
Sintese de biodiesel URIOSTE e CASTRO, 2004

No caso de farmacos, a atividade bioldgica depende, em muitos casos, de sua
configuracdo absoluta, ou seja, normalmente um dos isdmeros (R ou S) apresenta atividade
bioldgica, enquanto o outro € muito menos ativo ou até mesmo téxico. Um exemplo
tragico € o caso da talidomida, composto empregado como sedativo para prevenir a nausea
durante a gravidez. A eficacia da droga deve-se exclusivamente ao enantibmero R, e
lamentavelmente, o enantibmero S € teratogénico. Como a sintese por via quimica deste
composto € inespecifica, o produto causou anormalidades em muitas criancas. A
biossintese assimétrica quimica, ou seja, a obtencdo de isdbmeros Unicos de compostos
quirais por métodos enzimaticos ndo possui esta desvantagem e é um mercado que se
encontra atualmente em grande expansao, sendo que atualmente reconhece-se que cerca de
1/3 dos medicamentos comercializados sdo compostos opticamente puros. O mercado
mundial de compostos quirais de quimica fina foi de 6,63 bilhdes de ddlares em 2000 e
crescera 13,2 % ao ano, atingindo um total de 16,2 bilhdes em 2007, de acordo com um
estudo feito na Inglaterra (STINSON, 2001).

Do ponto de vista biotecnolégico, a utilizacdo de sistemas reacionais em solventes
organicos apresenta muitas vantagens, como elevada solubilidade dos substratos e
produtos, reversdo da reacdo hidrolitica e modificacdo da especificidade da enzima
(KLIBANOQV, 2001, ZACKS e KLIBANOV, 1985), o que justifica a pesquisa sobre a
utilizagdo de enzimas em ambientes aquo-restritos.

A principio, a capacidade de catalisar reacdes em meio de solvente organico foi
descrita como caracteristica principalmente de lipases. Entretanto, atualmente, diversas

enzimas sdo utilizadas em escala industrial em reagdes sintéticas e de isomeriza¢do como a
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producéo de xaropes de milho com alto teor de frutose, pela acéo da xilose isomerase, que
catalisa a isomerizagdo de D-glucose a L-frutose, e a preparagdo de penicilina semi-
sintética catalisada pela penicilina amidase (ZANIN e MORAES, 2004). Apesar das
vantagens do emprego de sistemas ndo-aquosos para biocatalise, as enzimas geralmente
mostram baixa atividade catalitica nestes meios, em comparacdo com solugdes aquosas
nativas. Portanto, ainda existem muitos problemas relacionados com a aplicagédo de
enzimas em meio de solvente organico, entre 0s quais destacam-se a instabilidade da
enzima em solventes organicos e termoinstabilidade.

Para contornar estas dificuldades, diferentes estratégias tém sido propostas, como
por exemplo, o desenvolvimento de técnicas e materiais para a imobilizagdo de enzimas, a
implementacao de sistemas de micelas reversas, que preservam o numero de moléculas de
agua necessarias @ manutencdo de sua estrutura, ou ainda a modificacdo das caracteristicas

enzimaticas por mutagénese sitio dirigida ou por evolucéo dirigida.
2.5. Imobilizacao de lipases

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por propiciar a
reutilizacdo destas enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a estabilidade
em solventes organicos (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Diversas preparacGes de lipase imobilizada estdo disponiveis comercialmente e
podem ser adquiridas de diversos fornecedores, como: Sigma-Aldrich, Fluka, Novozyme,
Amano, entre outros. A Tabela 2.4 apresenta os pregos divulgados nos catalogos desses

fornecedores.

Tabela 2.4. Cotacéo de preparagdes comerciais de lipases imobilizadas

Fonte de Lipase Descrigdo Preco
($/9)

Candida antarctica Sol-gel-AK ou vidro sinterizado 32,12
Resina acrilica (Novozym 435) 5,00

Candida cylindracea Sol-gel-AK 56,80
Candida rugosa (tipo VII) Resina acrilica 30,00
Mucor miehei Sol-gel-AK 50,50
Pseudomonas fluorescens Sol-gel-AK ou vidro sinterizado 31,76
Rhizomucor miehei Resina de troca idnica macroporosa 2,00

(Lipozyme)
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Devido ao elevado custo dessas preparagdes imobilizadas e considerando a
compatibilidade com a enzima, inUmeros materiais tém sido testados como matrizes de
insolubilizacdo de lipases, como por exemplo, Eupergit C, Celite, quitosana e quitina,
agarose, Chromosorb e Sepharose. Alguns desses suportes apresentam como limitacdo a
baixa resisténcia mecanica e, portanto, outros suportes tém sido considerados: polimeros
polares como poli metil metacrilato (BASRI et al., 1996), polimeros sintéticos anfifilicos
como polietilenoglicol (HERNAIZ et al., 1999) ou hidrofébicos como o Accurel (AL-
DURI e YONG, 1997) e suportes inorganicos, como silica de porosidade controlada, 6xido
de nidbio entre outros (SOARES et al., 1999; MIRANDA et al., 2006).

Estudos comparativos mostram diferencas acentuadas no desempenho de lipases
imobilizadas nos varios suportes, e evidenciam que apesar das varias experiéncias
reportadas na literatura, a imobilizacdo de lipases ainda é um desafio complexo, uma vez
que a extensdo da imobilizacdo depende da estrutura da enzima, método de imobilizacéo e
do tipo de suporte. Em muitos casos, suportes que proporcionam uma elevada atividade e
estabilidade da enzima apresentam sérias limitacOes de resisténcia mecanica e de queda de

pressdo, 0s que 0s tornam inviaveis para a utilizacdo em alguns tipos de reatores.
2.5.1. Suportes hibridos

As mais recentes tecnologias requerem materiais com combinacgdo de propriedades
que ndo sdo encontradas nos materiais convencionais. Materiais hibridos orgéanicos-
inorganicos sdo preparados pela combinagdo de componentes organicos e inorganicos e
constituem uma alternativa para a producdo de novos materiais multifuncionais, com uma
larga faixa de aplicagdes. Normalmente as caracteristicas desejadas sdo encontradas em um
unico constituinte e a combinacdo adequada dos componentes tem levado a formacdo de
materiais que apresentam propriedades complementares, que ndo sao encontradas em uma
Unica substancia (JOSE e PRADO, 2005).

Hibridos orgéanicos sdo materiais de grande interesse em aplicacfes comerciais
devido as suas propriedades mecanicas, Opticas e térmicas, que combinam a estabilidade
térmica e quimica dos materiais ceramicos, com a processabilidade e a flexibilidade dos
compostos e polimeros organicos. O desenvolvimento desta area acelerou-se desde a
década de 80, destacando-se a preparacao de geis inorganicos, impregnados por polimeros
organicos (HIRATSUKA et al., 1995).
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Uma das principais rotas de obtengdo de materiais hibridos organico-inorgéanicos é
0 processo sol-gel. O sol € constituido de uma suspenséo de particulas coloidais (dimensédo
entre 1 e 1000 nm) em um liquido e o gel € formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou por cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobilizam a fase
liquida nos seus intersticios (HIRATSUKA et al, 1995).

A reacdo quimica envolvida num processo sol-gel convencional, baseado em
derivados alcoxidos, é mostrada abaixo. A etapa (1) corresponde a hidrolise, enquanto a (2)

corresponde & policondensacao do silano.

Si(OEt)s = n (EtO)XSi(OH)y-x = (SiOz)n
(1) (2)

O processo sol-gel é relativamente complexo, envolve diversas variaveis, como
tempo e temperatura da reagédo, natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, entre
outros. Estas variaveis determinam as caracteristicas finais dos materiais, incluindo a
porcentagem de hidrdlise e condensacdo de grupos reativos, densidade de reticulacéo,
homogeneidade do produto e etc. Além disso, aditivos quimicos podem ser usados para
melhorar 0 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 e
WEST, 1990; SANCHEZ et al., 1988).

A natureza do catalisador, &cido ou basico, influencia fortemente a cinética de
reacdo, assim como, a estrutura final do gel (FONSECA e AIROLDI, 2003; HENCH e
WEST, 1990; SANCHEZ et al., 1988). Se a hidrolise for catalisada por base, a reacdo deve
se processar através de uma substituicdo nucleofilica, e a velocidade de hidrolise sera
maior que a velocidade de condensacdo, levando & formacao de cadeias mais ramificadas
no inicio do processo. Se a hidrélise for catalisada por &cido, vai ocorrer uma reagdo
eletrofilica, e a velocidade da condensacao sera maior que a hidrolise, levando & formacéo
de cadeias mais longas e menos ramificadas no inicio do processo (JOSE e PRADO,
2005).

Materiais hibridos podem ser facilmente preparados e modificados com a grande
variedade de combinacdes de componentes disponiveis, conferindo diferentes

contribuicbes nas propriedades do material resultante, o que possibilita modificacGes nas
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propriedades mecanicas, controle da porosidade e ajuste no balanco hidrofilico/hidrofébico
(ZOPPI et al., 1997). Essa grande versatilidade associada as suas propriedades épticas,
estabilidade quimica e termomecénica fazem com que esses materiais se apresentem com
um grande potencial em diferentes aplicacdes, como no desenvolvimento de sensores
quimicos, aplicacbes Opticas, biomateriais, em catélise, revestimento, aplicagdes
cromatograficas, preparacio de membrana e materiais compositos (JOSE e PRADO,
2005).

O desenvolvimento de novos materiais para catalise heterogénea vem sendo usado
na preparacdo de suportes hibridos organico-inorgénicos, onde o catalisador é aplicado na
superficie de diferentes suportes, como silica, alumina, cloreto de magnésio e materiais
zedlitos (COLLINSON, 1998). A imobilizacdo de catalisadores em membranas
poliméricas tem sido uma das estratégias recentes utilizadas na busca de catalisadores
heterogéneos, com maior seletividade, rendimento e velocidade para algumas reacOes
(JOSE e PRADO, 2005).

Recentemente no Laboratorio de Biocatalise da Escola de Engenharia de Lorena foi
testada com sucesso uma matriz hibrida constituida de polissiloxano-alcool polivinilico
(POS-PVA) para imobilizacdo de diferentes fontes de lipase: Mucor miehei (BRUNO et
al., 2004), Candida rugosa (BRAGA, 2005) e Pancreatica (PAULA et al., 2005). Essa
matriz combina os atributos fisico-quimicos de materiais inorganicos e organicos,
permitindo a manipulacdo da hidrofilicidade e hidrofobicidade, condutividade elétrica,
carga ionica, porosidade e propriedades mecanicas em geral (GILL e BALLESTEROS,

1998), bem como elevada atividade e estabilidade. A estrutura dessa matriz é representada

na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Estrutura da matriz polissiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA)
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Considerando esses resultados promissores, selecionou-se essa matriz para

imobilizacdo das diversas fontes de lipases testadas no presente trabalho.
2.5.2. Modificacbes quimicas da superficie do suporte

Como a maioria dos suportes utilizados para ligacdo covalente ndo apresenta
grupos reativos que se ligam diretamente a proteina, torna-se necessario o uso de métodos
de ativacdo. A ativacdo corresponde a incorporagao de um grupo quimico que é capaz de
reagir com o0s grupos laterais da proteina.

O método de ativacdo do suporte mais adequado deve ser aquele que produza
grupos aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar impedimento estérico.

O agente de ativacdo mais comumente usado € o glutaraldeido que facilmente
polimeriza resultando em polimeros contendo funcdes aldeido o (6mega) insaturados que
podem reagir com amino grupos da enzima. A reagdo envolve a formacdo de uma base de
Schiff (Figura 2.2).

O mecanismo da reacdo é bastante complexo e ainda ndo completamente entendido
(ARAKAKI e AIROLDI, 1999). Entretanto, a ligacdo de acoplamento entre a enzima e o
suporte ocorre entre um grupo aldeido do suporte e usualmente uma amina disponivel na
proteina. A reacdo de ativacdo do suporte, normalmente, é realizada em pH 7,0 (tampé&o
fosfato 0,1 M) para evitar a polimerizacdo do aldeido proximo a superficie do suporte com
carga positiva. Apos a ativacdo, a lavagem do suporte com &gua destilada tem a funcéo de
remover o excesso de glutaraldeido e impedir a polimerizacao do glutaraldeido em excesso

com a enzima.
H
/ _ AN
Q& + NH— CH C =N
(@)
aldeido amino base de Schiff

Figura 2.2. Reagédo envolvida na formacéo da base de Schiff

A utilizacdo do carbonildiimidazol (CDI) na ativacdo de suportes contendo grupos

hidroxilas para a imobilizacdo de enzimas tem apresentado resultados satisfatorios
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(AKGOL et al., 2001). O CDI atua como um agente carbonilante, inserindo uma carbonila
no suporte.

A ativacdo ¢ feita por dissolucdo do CDI em solvente polar aprotico e o suporte €
entdo suspenso nesta solucdo a temperatura ambiente, com agitacdo constante seguida de
intensa lavagem com &gua destilada (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2002). Apds o
tratamento, o suporte é colocado em contato com uma solugdo enzimatica, 0 nitrogénio
nucleofilico do grupo amino livre da enzima ataca a carbonila presente no suporte ativado,
ocorrendo a ligacao covalente entre a enzima e o suporte (AKGOL et al., 2001).

O procedimento de ativagdo do suporte com metaperiodato de sodio é baseado na
oxidagdo dos grupos hidroxilas do suporte envolvendo o ion periodato. O metaperiodato de
sodio oxida especificamente os diois vicinais (1,2 — didis) com a clivagem da ligagédo
carbono-carbono, mas ndo oxida o produto formado, gerando grupos aldeidos no suporte.
A ativacdo do suporte geralmente € realizada por imersdo do suporte em uma solucéo de
NalO4, a temperatura ambiente, em total auséncia de luz e com agitacdo constante, seguida
de intensa lavagem com agua destilada (CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 1999).

Apbs o tratamento, o suporte ativado é colocado em contato com uma solugédo

enzimaética, ocorrendo a ligacdo covalente.
2.6. Meios reacionais

A sintese de ésteres catalisada por lipases tem sido tdpico para muitos estudos
(TORRES e OTERO, 1999; GUBICZA et al., 2000; SANTOS e CASTRO, 2006). Em
principio, os processos podem ser realizados em um sistema reacional contendo
quantidades apropriadas de alcool e &cidos graxos em presenca ou auséncia de solventes
organicos apolares (LANGRAND et al., 1990; GUBICZA et al., 2000). No entanto, a
eliminacdo de solventes é tecnicamente possivel e oferece inUmeras vantagens, tais como:
permite obtencdo de producBes volumétricas mais elevadas, evita custo adicional dos
solventes, os produtos formados sdo facilmente separados e os substratos ndo convertidos
sdo prontamente reciclados. Além disso, a auséncia de solventes geralmente promove
processos produtivos ambientalmente limpos, ja que a maioria dos solventes sdo toxicos e
agentes poluentes. Nestes sistemas a auséncia de um solvente que solubilize reagentes e
produtos, e que diminua a viscosidade do sistema, dificulta o controle e determina a

influéncia dos varios parametros que afetam o processo (FORESTI e FERREIRA, 2005).
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2.7. Métodos de obtencao de monoglicerideos (MAG)

Trés metodologias sdo descritas para a obtencdo de monoglicerideos por catalise
enzimatica empregando a enzima lipase: (1) hidrolise ou alcoodlise de triglicerideos, (2)
glicerdlise de triglicerideos, (3) esterificacdo ou transesterificacdo de glicerol com acidos
graxos de ésteres.

O primeiro método fornece 2-MAG, enquanto o0 segundo e terceiro métodos
usualmente fornecem uma mistura de monoglicerideos, na qual o 1(3) MAG é o composto
predominante, geralmente obtido com um rendimento elevado. Alguns exemplos desses

métodos sdo descritos na Tabela 2.5.
2.7.1. Método 1: Hidrolise ou Alcodlise

A hidrolise continua de Oleos e gorduras para a producdo de acidos graxos e
glicerol é o processo padrdo utilizado em escala industrial. As gorduras sdo hidrolisadas
em tratamento contracorrente com vapor em elevadas temperaturas e pressdes (LI e
WARD, 1993). Hidrélises enzimaticas usando lipases ndo-especificas oferecem um
processo alternativo para a producdo de acidos graxos em condigdes moderadas. Varios
métodos estdo descritos na literatura, incluindo reac@es na presenca (VIRTO et al., 1991)
ou na auséncia (BAILLARGEON e SONNET, 1991) de solventes organicos. Para
obtengdo de MAG por hidrélise enzimética, é necessario o controle da reacdo para evitar
uma hidrélise completa. A maneira mais facil de alcancar esse propésito € a aplicacdo de
lipases 1,3-especificas resultando em 2-MAG (Figura 2.3).

O principal problema na reacdo de hidrolise € o baixo rendimento em MAG, pois
sdo produzidos dois mols de acido graxo livre por mol de MAG, e a migracdo do grupo
acila (da posicao 2 para a posi¢do 1(3) do glicerol) deve ser suprimida (HOLMBERG e
OSTERBERG, 1988). Por outro lado, a reagdo de alcodlise pode ser realizada na presenca
de solventes apolares, reduzindo a velocidade de migracdo do grupo acila. Por esta razao, a
alcodlise de triacilglicerois fornece rendimentos mais elevados (75-97%) que a hidrdlise.
Adicionalmente as reacGes de alcodlise sdo mais rapidas por ndo ocorrer mudanca do pH
durante a reacdo e também porque a lipase ndo sofre inibicdo dos acidos graxos livres. A

adicdo do alcool em excesso desloca o equilibrio para a formacao de monoglicerideos.
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—OCOR 1,3- lipase especffica [ OH
——OC(O)R + 2 ROH = = OC(O)R *+ 2 RC(O)OR
—OC(O)R — OH
L agua ou acido graxo
triglicerideo alcool 2-MAG ou éster

Figura 2.3. Obtencdo de monoglicerideos por hidrdlise ou alcodlise por via enzimatica

Hidrolises parciais de dleos de diversas sementes sdo descritas na literatura
(BORNSCHEUER, 1995), como por exemplo, a hidrolise do 6leo de mamona usando a
lipase 1,3-especifica de Rhizophus arrhizus. Nesse procedimento, rendimentos de 23% de
MAG (principalmente monorricinoleina) e 66% de acido ricinoleico foram alcangados em
3 h de reacdo. A precipitacdo do &cido 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 bifasico
foi relatado por MAZUR et al., (1991). O sistema consistia em hexano, alcool alifatico,
como o 2-butanol, e uma solucdo aquosa tamponada contendo lipase 1,3-especifica
(Lipozyme). Numa segunda etapa uma maior seletividade de reacdo pode ser induzida pela
esterificacdo dos acidos graxos livres liberados com o alcool alifatico (geralmente alcoois
primarios). O rendimento foi de 70% e o método é aplicavel para triglicerideos de Cg.o até
Cus:0 (MAZUR et al., 1991). Uma outra possibilidade para a inducdo da seletividade pode
ser alcancada pela hidrélise do 6leo na presenca de surfatantes aniénicos. Em condigdes
otimizadas HOLMENBERG e OSTERBERG (1988) obtiveram um rendimento de 80% em
2- MAG.

2.7.2 Método 2: Glicerdlise de triglicerideos

A desvantagem da reacdo de alcodlise € o desperdicio de dois acidos graxos do
triglicerideo, sendo, portanto, mais eficiente o método no qual o glicerol é usado como
alcool, permitindo a conversdo total dos trés acidos graxos (Figura 2.4), empregando
lipases tanto especificas como ndo especificas (YAMANE et al., 1986). Na pratica,
usualmente as reacGes promovem a migracdo do grupo acila de tal forma que se estabelece
um equilibrio da concentracdo dos produtos formados na razdo de 9:1 (1(3) MAG e 2-
MAG) (KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998).
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—OC(O)R ——OH _ —OC(O)R —OH
lipase 2

—OCO)R + 2| —0OH = = OH + —OC(O)R

—OC(O)R — OH L OH L OH

triglicerideo glicerol 1(3)-MAG 2-MAG

Figura 2.4. Obtenc&o de monoglicerideos por glicerdlise enzimética

Como a glicerdlise de triglicerideos apresenta baixo rendimento 30-50% em
monoglicerideos, devido ao equilibrio desfavoravel da reacdo, diversas estratégias sao
adotadas para deslocar o equilibrio no sentido desejavel da reacdo. O trabalho pioneiro foi
desenvolvido por YAMANE et al. (1986) e desde entdo a reacdo de glicerolise catalisada
por lipases vem sendo intensamente pesquisada, sendo inumeros os trabalhos realizados
visando a obtencdo de MAG a partir de uma variedade de 6leos e gorduras naturais.
Reacdes de glicerdlise ja foram realizadas em micelas reversas (CHANG et al, 1991,
HOLMBERG et al., 1989), na presenca ou auséncia de solventes organicos ou em sistemas
em estado sélido livre de solvente (MCNEILL et al., 1990). 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 pela
lipase de Pseudomonas fluorescens em sistema batelada sem adicdo de surfatantes ou
emulsificantes, e conseguiram produzir 20,4% de MAG a 40°C. Foi também relatado que a
lipase pode sofrer inibicdo e desativacdo pela gordura oxidada durante a glicerolise
(batelada ou continua) do 6leo de girassol (OHTA et al., 1989).

MCNEILL et al., (1990) desenvolveram um método, no qual a glicerdlise foi
realizada numa emulsdo liquido-liquido de glicerol e triglicerideos, seguida da
cristalizacdo dos monoglicerideos formados. Usando este metodo, foram obtidas altas
formagdes de MAG (70-99%) utilizando diferentes meios reacionais (BORNSCHEUER e
YAMANE, 1994; FERREIRA DIAS e FONSECA, 1993; MYRNES et al., 1995). A
temperatura de reacdo também ¢é critica e precisa ser mantida abaixo da temperatura do
ponto de fusdo do monoglicerideo, por exemplo, para sebo de boi a temperatura 6tima foi
de 42 °C fornecendo 72% 1(3) MAG usando lipase pancreatica ou microbiana (MCNEILL

et al., 1990). Um melhor desempenho do processo pode ser ainda obtido por meio do
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controle do teor de agua do meio reacional, a razdo entre triglicerideos e glicerol e a
quantidade e o tipo de lipase (MCNEILL e YAMANE, 1991).

A atividade e estabilidade das lipases de diferentes fontes foram tambem estudadas
usando trioleina como modelo de triacilglicerol, sendo observado que lipases bacterianas
foram muito estaveis, enquanto que as lipases fungicas foram rapidamente inativadas
(BORNSCHEUER e YAMANE, 1994). Uma melhoria na estabilidade operacional foi
descrita por meio da imobilizacdo da lipase em Celite. Com lipase de Chromobacterium
viscosum, 99% de MAG foi obtido em 120 h de reacdo a 8°C (primeiras 8 h a 25°C).

A correlacgdo entre a composicdo da gordura e o rendimento em MAG em funcéo do
tamanho da cadeia e perfil de saturacdo dos acidos graxos, foi relatada na glicerolise do
6leo de palma. A andlise detalhada da composi¢do dos produtos de reacdo indicou uma
cristalizacédo preferencial de MAG (MCNEILL e BERGER, 1993; MCNEILL et al., 1992)
especialmente pelo acumulo de acidos graxos saturados, tais como, Ciso na fracdo de
MAG.

Em processos continuos, podem ser usados reatores & membrana para remover 0s
monoglicerideos ao invés da estratégia da cristalizacdo (STEVENSON et al., 1993;
CHANG et al., 1991).

Em biorreatores a membrana de microporos hidrofilicos, o éleo comestivel foi
glicerolisado por lipase de P. fluorescens, resultando na formacdo de 5-25% de MAG. O
tempo de meia-vida da enzima foi de 3 semanas a 40°C. CHANG et al., (1991)
empregaram biorreatores continuos com membrana de polissulfona para a glicerélise do
6leo de oliva em AOT/isooctano usando lipase de C. viscosum imobilizada em lipossomos
(pequenas vesiculas lamelares). A fase estacionaria foi detectada apds 24 h de operacao,
resultando numa conversao de 80% do 6leo de oliva durante 6 dias de operacdo do reator.
Uma produtividade mais elevada da monoleina (90 pmoL (h.mL)™) foi obtida numa
concentra¢do de 2% do substrato inicial. O fluxo otimizado do 6leo de oliva foi de 2,5
mL/h, e o teor de agua foi menor que 8%.
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Meétodo | Receptador do grupo | Doador do grupo Sistema reacional Rendimento Lipase Referéncia
acila acila (%)
1 Agua Oleo de palma Micelas reversas 78 LRO HOLMBERG e OSTERBERG (1988)
1 Etanol Trioleina Etanol 84 LPF ZAKS e GROSS (1990)
1 Butanol Tricaprina Butanol / Duas fases 87 LHL MAZUR et al.(1991)
1 Etanol Tripalmitina MTBE 97 LRO MILLQVIST-FUREBY et al. (1994)
1 Etanol Trilaurina Etanol 75 LPC MILLQVIST-FUREBY et al. (1997)
1 Agua Trioleina Tampao fosfato 67 LPP PLOU et al. (1996)
2 Glicerol Oleo de palma Micelas reversas 30 LRO HOLMBERG et al. (1989)
2 Glicerol Sebo bovino Precipitado/ sem solvente 72 LPF McNEILL et al. (1990)
2 Glicerol Trioleina Micelas reversas 50 LCV CHANG et al. (1991)
2 Glicerol Trioleina Precipitado/ sem solvente 96 LCV BORNSCHEUER e YAMANE (1994)
3 Glicerol Acido palmitico Precipitado/ sem solvente 95 LPcam WEISS (1990)
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/ sem solvente 74 LPcam YAMAGUCHI e MASE (1991)
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 55 LCR HAYES e GULARI (1991)
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 62 LRO HAYES e GULARI (1994)
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/ Hexano 72 Lpcam AKOH et al. (1992)
3 Glicerol Laurato de vinila MTBE 90 LRM BERGER e SCHNEIDER (1992)
3 Glicerol Acido oléico Micelas reversas 42 LRM SINGH et al. (1994)
3 Glicerol Acido laurico Micelas reversas 11 LPC BORNSCHEUER et al. (1994)
3 Glicerol Oleato de etila Acetona 68 LCA-B PASTOR et al. (1995)
3 Glicerol Acido palmitico Hexano 61 LRO KWON et al. (1995)

Método 1: Hidrolise ou alcodlise de triglicerideos. Método 2: Glicerdlise de triglicerideos que produzem 1(3) monoglicerideos. Método 3: Esterificacdo ou transesterificacdo de
glicerol com &cido graxo ou ésteres produzindo 1(3) monoglicerideos. AbreviagSes: MTBE: Metil t- butil éter, LPP: (lipase animal) de pancreas de porco, LCR: (lipase fingica)
Candida rugosa, LPcam: (lipase fungica) Penicillium camembertii, LRM: (lipase flngica) Rhizomurcor miehei, LRO: (lipase fungica) Rhizopus oryzal, 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.




A estabilidade operacional da lipase imobilizada em lipossoma foi calculada em 45
dias, por outro lado, o tempo de meia-vida da enzima livre em miscelas reversas foi
somente cerca de 4 dias. Nesse Ultimo exemplo, a atividade da enzima imobilizada foi
ligeiramente inferior ao biocatalisador na forma livre (CHANG et al., 1991).

Em um outro exemplo, um elevado rendimento de formacdo de MAG foi obtido
para reacfes conduzidas na presenca de um alcool secundario ou terciario agindo na
mistura reacional como solvente para todos os componentes incluindo o glicerol
(BORNSCHEUER, 1995). Uma grande variedade de 6leos e gorduras naturais foram
glicerolisados na presenca de n-butanol. Apds 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 reaces de esterificacdo e transesterificacdo usando acidos graxos e seus

derivados.

2.7.3. Método 3: Esterificacdo de glicerol com acidos graxos ou ésteres de &cidos
graxos

A esterificacdo também produz monoglicerideos sem desperdicar o &cido graxo,
podendo formar 1(3) e 2 MAG, 1,3 e 1,2 DAG e TAG, conforme especificidade da lipase
(Figura 2.5). Na esterificacdo do glicerol com &cidos 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 (diglicerideo). Quando lipases ndo especificas sdo empregadas, o glicerol pode
ser esterificado em qualquer posicdo, podendo formar 1(3) e 2 MAG, 1,3 e 1,2 DAG e
TAG (triglicerideo). Deve-se levar em consideragdo que ainda pode ocorrer a migracao do

grupo acila, ocasionando mudancas de posicdes desse grupo na molécula do glicerol.

OH 0OCOR
;]O\J\/OCOR . HO\)\/OH
OH 1.MAG e
Ho\/J\/OH +
glicerol OH OCOR
ificaca
. e ROCO \)\/OCOR HO\)\/OCOR
.
RCOOH 13DAG 12DAG
acido graxe
+
OCOR

ROCOR'/l\V/OCOR

TAG

Figura 2.5. Possiveis produtos formados na esterificacdo do glicerol com acidos graxos
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Para deslocar a reacdo para a formacdo de monoglicerideos, diversas estratégias sdo
usadas para remover agua ou alcool, como por exemplo, reducdo de pressao ou uso de
agentes dessecantes (YAMAGUCHI e MASE, 1991; MILLQVIST - FUREBY et al.,
1996). A Tabela 2.6 lista outras estratégias descritas na literatura para atingir um elevado
rendimento de formacdo de MAG e evitar a inversdo da reacdo no sentido da hidrolise.

Tabela 2.6. Métodos para formacéo seletiva de MAG em reacdes de esterificacao.

Método Principio Referéncias
Adicéo de peneira molecular Remocdo de agua YAMAGUCHI e MASE,
1991; GANCET, 1990
Reducdo de pressdo Remocdo de 4gua MILLER et al., 1988
Adsorgéo do glicerol em um Deslocamento do equilibrio, | BERGER e SCHNEIDER,
material suporte (silica-gel) Aumento da seletividade 1992, 1993
Adsorgdo de MAG em uma Deslocamento do equilibrio, | VAN DER PAT et al., 1992
coluna em série Aumento da seletividade
Adicdo do &cido fenil-boro Aumento da solubilidade do STEFFEN et al., 1992
glicerol, agente protetor

A influéncia do tamanho da cadeia dos acidos graxos na reacdo de esterificacdo
com glicerol tem sido estudada por diversos grupos (TSUJISAKA et al., 1977; JANSSEN
etal., 1993).

TSUJISAKA et al., (1977) demonstraram a versatilidade das lipases para a reacéo
de esterificacdo do glicerol com diversos acidos graxos. Com lipases de Aspergillus niger e
Rhizopus delemar, a esterificacdo do &cido oleico ocorreu exclusivamente nas posicoes 1 e
3 do glicerol. Por outro lado, lipases de Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium
esterificaram somente A&cidos graxos de cadeia longa e a esterificacdo ocorreu
randomicamente (TSUJISAKA et al., 1977).

JANSSEN et al., (1993) observaram que a maior formacdo de monoéster foi
possivel para cadeias curtas de acidos graxos em solventes polares, ao passo que a maior
sintese de di e triéster foi encontrada nas cadeias maiores de &cidos graxos em solventes
organicos apolares.

Uma conversdao mais elevada (80-90%) foi reportada por FLETCHER et al.,
(1987), mas a lipase empregada ndo foi a 1,3-especifica e ambos 1 (3) e 2-MAG foram
formados. Isto também foi relatado por BORNSCHEUER et al., (1994) para a reacao entre
glicerol e é&cido laurico usando lipase purificada de Pseudomonas cepacia em

microemulsdes. Ao passo que a lipase de Chromobacterium viscosum foi encontrada muito
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estavel em AOT em micelas reversas (FLETCHER et al., 1987), a lipase de R. delemar
mostrou-se menos estavel no mesmo sistema.

A baixa solubilidade do glicerol em solventes apolares organicos reduz a
velocidade de reagdo e favorece a reacdo paralela, ou seja, acilagdo dos monoacilglicerois e
diacilglicerdis mais sollveis. Para minimizar este problema, algumas técnicas tém sido
propostas como o uso de diferentes tipos de solventes (KWON et al., 1995); micelas
reversas (BORNSCHEUER et al.,, 1994), meios reacionais isentos de solvente
(YAMAGUCHI e MASE, 1991; ou conducéo do processo em reatores a membranas (VAN
DER PADT etal., 1992; HOQ et al., 1985).

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 adsorcdo do glicerol em um suporte solido em pé (ex; silica gel).
Estas preparacdes de glicerol foram colocadas em um solvente organico e um doador do
grupo acila foi adicionado juntamente com a lipase 1,3-seletiva, simulando assim, uma
interface liquido-liquido artificial. Depois da reacdo completada, enzima e suporte foram
removidos simultaneamente por filtracdo simples, enquanto os produtos da esterificagdo
permaneceram em solucdo. Em condicBes otimizadas, foi obtida concentragdo maxima de
70% de MAG, rendimentos mais elevados ndo foram alcangados devido a alta
concentracdo de 1(3) MAG que serviu como melhor substrato que o proprio glicerol
(BERGER e SCHNEIDER, 1992). Desta forma, para obter rendimentos mais elevados, 0s
autores desenvolveram um sistema de separacao 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 e
SCHNEIDER, 1992).

A aplicabilidade do método desenvolvido por BERGER e SCHNEIDER (1992) foi
demonstrada para diferentes sistemas de esterificacdo usando varios doadores do grupo
acila, tais como, acidos graxos livres (Cs a Cyg saturados ou insaturados), metil éster de
acidos graxos, ésteres vinilicos, triacilglicerdis sintéticos e 0Oleos e gorduras naturais.
Varios monoacilglicerdis foram produzidos com alto rendimento e pureza isomérica sem a

necessidade de etapas posteriores de purificacao.
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Um processo alternativo foi baseado em um reator & membrana equipado com
coluna de adsorcdo em série (VAN DER PADT et al., 1992). Neste reator, um circuito
interno (contendo acidos graxos e glicerideos produzidos) e um circuito externo glicerol-
agua, foram separados usando uma membrana de fibra oca. A lipase foi adsorvida na
superficie interna da fibra e uma coluna em série foi colocada na fase oleosa do circuito do
reator. VAN DER PADT et al., (1992) encontraram que monoglicerdis (ex: monocaprina)
foram adsorvidos preferencialmente na coluna em série, portanto o MAG foi removido da
mistura reacional, deslocando o equilibrio, levando a esterificacdo para a formacdo de
DAG e TAG.

Os autores concluiram que o reator de membrana pode ser usado em processos
continuos usando uma sequéncia de colunas. Eles estimaram uma producdo de 60 mols (15
Kg) de monoéster/g de enzima. O tempo de meia-vida da lipase de Candida rugosa foi de
50 dias.

A producdo continua de glicerideos em reator & membrana a partir de acidos graxos
e glicerol por lipase de Mucor miehei imobilizada em microporos hidrofébico, foi relatada
por YAMANE et al., (1984) e HOQ et al., (1985). Com 80% de conversdo, 32% de MAG
(principalmente 1-MAG) foram produzidos e o tempo de meia-vida da enzima foi de 54
dias (HOQ et al., 1985). A aplicacdo de biorreatores a membrana para esterificacdo de
acidos graxos com glicerol e a hidrdlise de oleos, foi revisada por KLOOSTERMAM et al.
(1987).

Uma outra estratégia para superar o problema da acilacdo subsequente, que pode
ocorrer nas reacdes de esterificacdes com glicerol puro, tem sido testada por varios grupos
de pesquisa empregando glicerol protegido (Figura 2.6). Isso também oferece uma
vantagem para a sintese de MAG na posicdo especifica ou enatiomericamente puro
(WANG et al., 1988; BORNSCHEUER e YAMANE, 1995).

O é&cido fenilboro (PBA) foi descrito como um solubilizante e agente protetor da
esterificacdo do glicerol com diferentes acidos graxos na presenca de solventes organicos
(STEFFEN et al. 1992). O rendimento mais elevado de MAG (84%) foi obtido usando o
acido hidroxiestearico como substrato e Lipozyme como biocatalisador em meio a n-

hexano.
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Figura 2.6. Obtencdo de monoglicerideos por esterificacdo do glicerol protegido e acido
graxo.

2.8. Matérias—primas

As materias-primas para producdo de monoglicerideos sédo: glicerol e acidos graxos
puros ou presentes em Gleos vegetais. Os 6leos vegetais sdo produtos naturais constituidos
por uma mistura de ésteres resultantes da condensacdo de uma molécula de glicerol com
trés moléculas de &cidos graxos (triacilglicerdis ou triglicerideos) (Figura 2.7). Os acidos
graxos mais comumente encontrados nos 6leos apresentam cadeias de 16 e 18 atomos de
carbono. Essas cadeias podem ser saturadas (sem duplas ligagdes) ou insaturadas (com
duplas ligacbes). Estas podem ser mono, di ou tri-insaturadas, dependendo da quantidade
de duplas ligacbes carbono/carbono. A diferenca entre 6leos e gordura resume-se
basicamente na aparéncia fisica (COSTA NETO et al., 2000). A resolugdo 20/77 do
CNNPA define a temperatura de 20°C como limite inferior para o ponto de fusdo das
gorduras, classificando como 06leo todos os lipideos de ponto de fusdo inferior a essa
temperatura.

Oleos vegetais sdo constituidos de cadeias curtas ou longas de acidos graxos, cujo
grau de saturacdo, ou insaturacéo, é funcéo do tipo da semente que originou o 6leo. Oleos
gue possuem maior numero de acidos graxos saturados, como por exemplo, o éleo de
babacu (ricos em &cido laurico), apresenta-se em estado solido a temperatura de 20-25° C;
aqueles cujo teor de insaturados é mais elevado, por exemplo, soja, algoddo, amendoim
(ricos em &cidos linoléico/ oléico) apresentam-se em estado liquido a temperatura ambiente
e abaixo desta (ABOISSA OLEOS VEGETAIS, 2005).
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Figura 2.7. Estrutura de uma molécula de triglicerideos.

Conforme a espécie de oleaginosa, variagdes na composicdo quimica do o6leo

vegetal sdo expressas por variacbes na relacdo molar entre os diferentes acidos graxos
presentes na estrutura. Portanto, a analise da composi¢do de 4cidos graxos constitui o
primeiro procedimento para a avaliagdo preliminar da qualidade do dleo bruto e/ou de seus
produtos de transformacéo e isto pode ser obtido por meio de varios métodos analiticos,
tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia e de fase gasosa e espectroscopia de
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio. A Tabela 2.7 apresenta a composi¢do de
alguns dleos vegetais, com potencial de utilizacdo na producdo de emulsificantes.
Entretanto, ndo existem limitacBGes técnicas para o uso de qualquer outro tipo de
6leo. Varios aspectos, incluindo tipo de catalisador (quimico ou bioguimico), razdo molar,
temperatura, pureza dos reagentes (incluindo teor de &gua) e composicao dos &cidos graxos

livres interferem na eficiéncia da reacao.

Tabela 2.7. Composi¢cdo em percentual de acidos graxos de diferentes 6leos vegetais

Acido Graxo Oleo Vegetal

Oliva Soja Babacu | Mamona Palma Arroz
Octanoico (Cg) 0 0 3,5 0 0 0
Decan6ico (Cyg) 0 0 4,5 0 0 0
Laurico (Cy,) 0 0 44,7 0 0,1 0
Miristico (C14) 0 0,1 17,5 0 1,2 0
Palmitico (Cis) 16,9 10,5 9,7 1,2 46,8 17,5
Estearico (C1g) 2,7 3,2 31 1,0 38 1,3
Oléico (Cys.1) 61,9 22,3 15,2 3,3 37,6 39,9
Linoléico (Clg,) 14,8 54,5 18 3,6 10,0 39,1
Linolénico (Cyg:3) 0,6 8,3 0 0,2 0 0,3
Ricinoleico (Cyg.1) 0 0 0 89,2 0 0
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O Oleo de babacu foi selecionado para desenvolvimento deste trabalho, por
apresentar uma composicdo rica em &cidos graxos saturados (aproximadamente 80%),
possuir uma grande disponibilidade comercial e custo acessivel.

O babacu é uma palmécea encontrada em grande quantidade nos estados do Mato
Grosso, Tocantins, Maranhdo e Piaui. O Maranhdo possui a maior concentracdo de
babacuais do pais, distribuidos de forma descontinua em 10 milhdes de hectares no estado
(COPENAT, 1981). O babacu pode atingir até 20 m de altura e suas folhas chegam a ter
em média 9 m de comprimento.

O auge da economia babacueira foi entre as décadas de 60 a 80. Neste periodo, 52
empresas de médio e de grande porte funcionavam no Maranhdo, produzindo 6leo para o
abastecimento das industrias alimenticias e de higiene e limpeza no pais e no exterior. A
producéo anual de éleo de babacu girava em torno de 130 mil toneladas, sendo o principal
item da pauta de exportacdo do estado (ROCHA NETO, 1993).

Na década de 80 o avango da producdo de soja do Brasil iniciou um processo de
migracdo da demanda por Oleos comestiveis em favor desta. Na década seguinte, 0
processo de abertura da economia brasileira resultou na reducdo das aliquotas de
importacdo dos Oleos lauricos. Produtos oriundos do sudeste asidtico, com precos
extremamente competitivos, iniciaram uma forte concorréncia no mercado brasileiro,
restringindo ainda mais a demanda por 6leo de babacu. O resultado deste processo foi a
faléncia de varias esmagadoras, com a reducéo significativa do parque industrial de 6leos
maranhense (ROCHA NETO, 1993).

Enquanto a estrutura industrial se alterou significativamente, a estrutura de
producdo do babacu continuou sendo feita de maneira artesanal num sistema caseiro
tradicional e de subsisténcia, no entanto, ja se dispde de equipamentos para a quebra
automatica do coco de babagu, com a separagdo de seus constituintes (TASSARO, 1996).
O esmagamento do coco produz dois tipos de dleos: um para fins comestiveis e outro para
fins industriais (6leo laurico). A utilizacdo do 6leo de babacu para fins comestiveis tem
sofrido declinio constante, em virtude de duas razdes: a substituicdo por Oleos mais
acessiveis, e a tendéncia dos consumidores a optarem por 6leos e gorduras ndo saturadas.
O mercado brasileiro formal para o 6leo de babagu comestivel é estimado em 5,5 mil

toneladas/ano, predominantemente para 0 mercado nordestino.
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O mercado brasileiro de 6leos lauricos constitui-se atualmente no principal mercado
para o Oleo de babacu. As industrias do segmento de higiene, limpeza e cosméticos
absorvem cerca de 35 mil toneladas anuais de 6leo de babacu bruto.

Por apresentar altas concentracBes dos &cidos lauricos, miristico e palmitico,
utilizados em todo 0 mundo para a producdo de tensoativos, o 6leo de babagu também é
muito utilizado para esta finalidade pelas industrias quimicas (MORAES, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Enzimas

Os experimentos foram realizados com preparacGes comerciais de lipases de células
microbianas como: Candida antarctica B (Calb L, Novozymes), Thermomyces
lanuginosus (Lipolase e Lipozyme TL 100L, Novozymes), Candida rugosa (Tipo VII,
Sigma), Pseudomonas fluorescens (Lipase AK “Amano” 20, Amano), Burkholderia
cepacia (Lipase PS “Amano”, Amano), Penicillium camembertii (Lipase G, Amano) e
células animais (pancreas de porco, Tipo Il, Sigma). As preparagdes comerciais de lipase
imobilizada Lipozyme IM?, Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM

(Novozymes - Dinamarca) foram também utilizadas.
3.1.2. Materiais de partida

Como materiais de partida foram utilizados: glicerol (Merck), acidos graxos, como:
acido laurico (Cy), miristico (Ci4), palmitico (Cys), estearico (Cyg) € oléico (Cig:1) (Riedel-

de Haén) e 6leo de babacu gentilmente cedido pela COGNIS (Jacarei-Sao Paulo).
3.1.3. Suporte de imobilizagéo

Como suporte foi utilizado uma matriz hibrida constituida de polissiloxano alcool
polivinilico (POS-PVA) preparada pela técnica sol-gel, empregando como precursor
tetraetilortossilicato (TEOS) adquirido da Aldrich (EUA).

3.1.4. Outros reagentes

Outros reagentes utilizados foram: solventes (acetona - Synth, etanol — Nuclear,
hexano — Quimex, dimetilsufoxido — F. Maia Industria e Comércio Ltda, cloroférmio
(Dinamica), &cido acetico glacial (Synth), peneira molecular 0,32 cm diametro (Silicato de
sodio e aluminio) tipo 13 X-BHD Chemicals; base (hidroxido de potéssio - Merck),
indicador &cido-base (fenolftaleina - Olleman), &lcool polivinilico (Acros), HCI (Isofar),
glutaraldeido (Nuclear), metaperiodato de sédio (Nuclear), carbonildiimidazol (Sigma),
polietilenoglicol (Synth - MM 1500) e Tetraetilortossilicato (Sigma — Aldrich).
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3.1.5. Padrbes croamtograficos

Para o estabelecimento do método cromatografico os padrdes utilizados (mono-di e
triglicerideos) foram adquiridos da empresa AccuStandard, com excecdo da trioleina,
adquirida da CHEM SERVICE. Os padrfes utilizados, bem como seus cddigos, estdo
apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Nomenclatura e codigos dos padrdes glicéricos utilizados para estabelecimento

do método cromatogréfico.

Monoglicerideos Cad. Diglicerideos Cad. Triglicerideos Cad.
Monocaprina GS - 006N Dicaprina GS - 005N Tricaprina GS - 004N
(C10) (C10) (C10)
Monolaurina GS — 009N Dilaurina GS - 008N Trilaurina GS - 007N
(C12) (C12) (C12)
Monomiristina | GS-012N | Dimiristina | GS - 011N Trimiristina GS - 010N
(C14) (C14) (C14)
Monopalmitina | GS—- 015N | Dipalmitina | GS - 014N Tripalmitina GS - 013N
(C16) (C16) (C16)
Monooleina UG - 012N Dioleina UG - 011N Trioleina Pz — 880
(C18:1) (C18:1) (C18:1)

3.2. Metodologia Experimental
3.2.1. Preparacdo do suporte hibrido (POS-PVA)

O composto hibrido de polissiloxano-alcool polivinilico foi inicialmente sintetizado
conforme metodologia descrita por LIMA-BARROS et al. (2002), pela mistura de 5 mL de
tetraetil ortossilicato (TEOS), 5 mL de etanol e 6 mL de solugdo de alcool polivinilico
(PVA) 2% (p/v). Essa mistura foi aquecida a 60° C, sob agitacdo, com adicdo de duas a trés
gotas de HCI concentrado, a agitacdo foi 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 (formacdo da rede interpenetrada de
polissiloxano-alcool polivinilico — POS-PVA). O composto foi entdo triturado até a
obtencdo de particulas que passam por uma peneira (série Tyler de peneiras padrdes) de 80
MESH, correspondendo a particulas com diametro menor que 0,175 mm.
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3.2.2. Ativacédo do suporte
3.2.2.1. Ativacao com glutaraldeido

O suporte foi embebido em solucdo de glutaraldeido 2,5% (v/v) e em tampao
fosfato de sodio 0,1 M e pH na faixa entre 7 e 8, na proporgéo solido liquido de 1:10 sendo
mantido sobre a placa de agitacdo por 1 h. Apds este periodo, o suporte foi lavado
exaustivamente com agua destilada e solugdo tampao fosfato, sendo levado a estufa (60 °C)
por 24 h.

3.2.2.2. Ativagdo com metaperiodato de sodio

Mediante metodologia descrita por CARNEIRO-DA-CUNHA et al. (1999), o
suporte foi suspenso em uma solucdo de 0,5 M de metaperiodato de sodio, sob agitacdo
constante durante 90 min em ambiente isento de claridade. Em seguida, o suporte ativado
foi transferido para um funil de Buchner e lavado com agua destilada até a neutralidade do

filtrado. Apos a lavagem, a 4gua foi succionada por 30 min.
3.2.2.3. Ativacao do suporte com carbonildiimidazol

O procedimento foi realizado conforme metodologia descrita por CARNEIRO-DA-
CUNHA et al. (2002). O suporte foi suspenso em uma solucdo de 5 mg.mL™ de
carbonildiimidazol (CDI), diluido em dimetilsuféxido, sob agitacdo constante por 2 h em
temperatura ambiente. Em seguida, o suporte foi transferido para um funil de Buchner e
lavado com uma solucdo aquosa de dimetilsufoxido (1:1) e intensamente lavado com agua

destilada. Apds a lavagem, a agua foi succionada por 30 min.
3.2.3. Imobilizacao da lipase

O suporte ativado foi embebido em hexano (1:10), e mantido sob agitacdo durante 2
h. ApOs este periodo, para cada grama de suporte ativado (matéria seca), foram
adicionados 250 mg de lipase na forma livre e 100 puL de solucdo aquosa contendo 5
mg/mL de polietileglicol (PEG-1500). O sistema foi mantido sob agitacdo até a completa
evaporacdo do hexano. Na Figura 3.1 é mostrado o esquema do procedimento de
imobilizac@o. A atividade hidrolitica do derivado imobilizado foi determinada pelo método
de hidrolise do paranitrofenilpalmitato ou azeite de oliva, como descrito no item 3.3.3.
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Figura 3.1. Esquema do procedimento experimental de preparo do suporte e imobilizacdo da
lipase.

3.2.4. Procedimento geral de esterificacéo

As sinteses foram realizadas em balGes de fundo redondo (50 mL) contendo
misturas adequadas de glicerol, &cido graxo e preparacdes de lipase imobilizada, com
agitacdo magnetica (150 rpm) na faixa de temperatura entre 45 a 65°C, dependendo da
estabilidade térmica de cada preparacao de lipase imobilizada. Esses experimentos foram
realizados variando-se a razdo molar dos reagentes (glicerol e &cido graxo), sistema
imobilizado (lipases de diferentes fontes imobilizadas em suporte hibrido), tamanho de
cadeia carbonica dos &cidos graxos (Ci2 a Cig) e composicdo em acidos graxos. O
progresso da sintese foi acompanhado pela retirada de aliquotas, ao longo da reacéo,

quantificando o consumo de &cido graxo e a formacdo dos mono, di e triglicerideos.
3.2.5. Reacbes de glicerolise do 6leo de babacu

As sinteses foram realizadas em reatores de vidro esféricos (50 mL) contendo 6leo

de babacu e glicerol numa razdo molar de alcool: 6leo igual a 2. As misturas foram
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incubadas com diferentes fontes de lipases imobilizadas em POS-PVA na proporgdo 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 45 a 60°C, dependendo da estabilidade térmica de cada
preparacao de lipase. O progresso da sintese foi acompanhado pela retirada de aliquotas, ao
longo da reacdo, para quantificacdo da formacdo de mono, di e triglicerideos por

cromatografia de fase gasosa.
3.2.6. Separacdo dos produtos formados na reacéo de esterificacdo e glicerolise

Nas amostras (5g) retiradas do meio reacional (reacdes de esterificacdo ou
glicerdlise) foram adicionadas uma mistura de 45 mL de cloroférmio e 12,5 mL de acido
acetico glacial, com homogenizacdo por 10 min sob agitacdo constante. Em seguida, o
conteddo foi transferido para uma proveta de 500 mL e o volume foi completado com &gua
destilada, sendo tansferido para um funil de separagdo para a separacdo das fases (AOCS,
1990). A fase aquosa (contendo também glicerol) foi descartada e a fase organica foi
concentrada em rotaevaporador Fisaton 801. O procedimento utilizado na separacdo dos

produtos é mostrado na Figura 3.2.

Término
da reacdo

!

Funil de
separagao

l
! !

Fase aquosa Fase orgénica

! !

Identificacdo e
quantificagdo
dos ésteres

Determinagéo
do Glicerol

Figura 3.2. Processo operacional do fracionamento dos produtos da hidrolise
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3.2.7. Planejamento Estatistico

Com base nos resultados obtidos, foi realizado um estudo do efeito das variaveis:
temperatura e razdo molar dos materiais de partida, com objetivo de determinar a melhor
combinacdo dessas varidveis para a obtencdo maxima de monoglicerideos (MAG). Um
planejamento fatorial completo 22 com 2 pontos centrais foi utilizado para melhor
entendimento da influéncia dessas variaveis e de suas interacbes na formacdo de
monoglicerideos. Na Tabela 3.2 estdo apresentados os niveis escolhidos para cada variavel.

Todos os experimentos foram efetuados de maneira randémica.

Tabela 3.2. Niveis das variaveis utilizados nos ensaios esterificacdo do glicerol com &cido
laurico

Niveis
Variaveis
Minimo Ponto central Méaximo
() ) (+
Razdo molar (&cido laurico: glicerol) 1:1 1:3 1:5
Temperatura (°C) 45 55 65

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa
STATISTICA (versdo 5.0), considerando como variavel resposta a formacdo de
monoglicerideos. Os resultados foram expressos em tabelas de estimativas de efeitos,
erros-padrdo (teste t de Student’s), e ainda em tabelas de andlise de variancia com colunas
de causa de variagédo (CV), graus de liberdade (GL), soma de quadratica dos fatores (SQF),
soma média quadratica (SMQF), teste F e nivel de significancia (p).

Os modelos foram determinados por meio da regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados aplicada aos resultados experimentais obtidos nos planejamentos
fatoriais completos. Estes modelos sdo representados pela equacao 3.1.

Yi = bo¥ biXi + 3 biiXi + 3 3" bijXix] (3.1)

i-1 i=1 i=1j=it]

em que: Y; representa a variavel resposta, bo, b, bii, bij representam os coeficientes

da regresséao X;, X; representam as variaveis estudadas.
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Os valores das variaveis foram codificados nos planejamentos fatoriais de acordo

com a equacao 3.2.

_N-u
7 - AN/ (32)

2

em que: Z = valor codificado da variavel; N = valor real da variavel; p = média dos valores
reais das variaveis; AN = valor real méaximo da variavel.

3.3. Métodos de Analises
3.3.1. Construcdo do método cromatografico para dosagem dos glicerideos

No estabelecimento do método de andlise cromatogréafica, foi utilizada uma coluna
capilar (CP Sil 5CB: 10 m X 0,25 mm X 0,12 um) fabricada pela Varian, descrita na
literatura como adequada para a quantificacdo de monoglicerideos (LANGONE, 1998).

Para determinacdo dos tempos de retencdo de cada produto e rampas de
temperaturas, os padrds cromatogréficos (Tabela 3.1) foram diluidos em hexano/acetato de
etila (1:1) e em seguida 1uL de cada amostra foi injetada no cromatdgrafo. Os métodos
foram construidos e ativados segundo procedimentos descritos no “Manual de Operacao da
Workstation Varian Versdo 4.5, para configuracdo do equipamento e elaboracdo de

métodos de analises.
3.3.2. Analise da concentracéo de acido graxo total

A concentracdo de acido carboxilico foi determinada por titulagdo de aliquotas
dissolvidas em 10 mL de etanol 98° GL neutralizado, empregando-se uma solugéo
alcoolica de KOH 0,02 M (Merck) e fenolftaleina como indicador, utilizando bureta digital

de 50mL (Hirshmann Techcolor). Os calculos foram efetuados pela equagéo 3.3.
Acido carboxilico (g/L) = V<M xMM (3.3)
Vv

em que: MM = massa molecular do &cido carboxilico titulado (g.mol™); M = molaridade da
solugdo de KOH (mol.L™); V = volume gasto de KOH (mL); v = volume da aliquota
titulada (mL).
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A conversdao do substrato foi expressa em conversdo molar do acido graxo

consumido, empregando a equacao 3.4.

% Molar= [(Co-C)/ Co] x 100 (3.4)

em que: C, = concentracdo inicial do reagente e C = concentracdo do reagente em um

determinado tempo.
3.3.3. Atividade hidrolitica das lipases imobilizadas

De acordo com a fonte de lipase utilizada, a determinagdo da atividade hidrolitica
das enzimas imobilizadas foram determinadas pela reacdo de hidrolise do p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP, massa molecular = 377,5 g/ Mol) (PENCREAC'H e
BARATTI 1996) ou do azeite de oliva (SOARES et al., 1999). Em ambas reacGes as
condicdes de incubacdo foram: pH 7,0 (tampéo fosfato) e temperatura 37°C. Uma unidade
de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de produto por
minuto de reacdo, nas condi¢bes do ensaio. As atividades foram expressas em
(umoles/mg.min) (U), sendo que miligrama refere-se a massa de suporte seco para lipase

imobilizada.
3.3.4. Teor de umidade

Os teores de agua nos suportes puro e ativado, bem como nos sistemas imobilizados
foram medidos diretamente em uma balanca de secagem acoplada com lampada de
infravermelho (Marte 1D 50).

3.3.5. Célculo da Atividade enzimatica especifica, Produtividade e Rendimento por
grama de biocatalisador

Os valores de Atividade Enzimatica Especifica (A.E.E), Produtividade (P) e o
Rendimento por grama de catalisador oferecido (R) obtidos nos diversos sistemas
reacionais testados foram determinadas empregando-se as equacgdes 3.5, 3.6 e 3.7,
respectivamente, de acordo FORESTI e FERREIRA (2005).

A.E.E (mmol &cidos graxos consumidos/h.g) = (NFa)® X (Xac)t (3.5
txw
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P (mmol &cidos graxos consumidos/h) = (NFa)° X (Xac)t (3.6)
t

R (mmol acidos graxos consumidos/g) = (NFa)° X (Xg)t (3.7)
Wo

em que: (NFA)° = é a quantidade inicial de acidos graxos (mmol), (Xac): = € a conversédo de
acidos graxos em um determinado tempo, t = tempo (horas) e w, = massa total de
biocatalisador oferecida.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste projeto foi aplicar os principios de biocatalise na sintese de
monogliceridios, visando o aproveitamento do glicerol formado como subproduto na
obtencdo do biodiesel, utilizando lipase como catalisador. Inicialmente, foi necessario
estabelecer um método cromatografico que permitisse quantificar os produtos formados
nas reacOes de esterificacdo ou glicerolise (mono, di e triglicerideos) por cromatografia de
fase gasosa. Na sequiéncia foram analisadas duas metodologias enzimaticas para a obtencao
de monoglicerideos: (1) esterificacdo do glicerol com acidos graxos e (2) glicerolise de

triglicerideos, visando selecionar o método mais eficiente de sintese.

4.1. Estabelecimento do método de andlise cromatografica para quantificacdo dos
glicerideos

Para quantificagdo dos mono, di e triglicerideos formados tanto nas reacfes de
esterificacdo do glicerol com &cidos graxos, quanto nas glicerolises do 6leo de babacu,
foram estabelecidos métodos de analise cromatografica, utilizando um cromatografo a gas
(\Varian- Modelo CG 3800).

Nas Figuras 4.1 a 4.5 s&o apresentados 0s cromatogramas das curvas de calibragao
dos Métodos de analise para quantificacdo das concentracGes (g/L) dos lauratos, acidos
graxos, mono, di e triglicerideos formados nas reacdes (esterificacdes e glicerolises). As
condi¢Bes estabelecidas para os métodos sdo resumidas nas Tabelas 4.1 a 4.5,
respectivamente.

A elaboracdo desse método revelou ser uma ferramenta importante no
acompanhamento tanto das reacOes de esterificacdo enzimatica do glicerol com acidos
graxos, como das glicerdlises, permitindo o monitoramento da reacdo e facilitando

possiveis correces operacionais.
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Tabela 4.1. CondicGes de operacdo estabelecidas para 0 método de dosagem dos lauratos

por CG

Padrao Interno (PI): Tetradecano

Coluna CP Sil 5CB (Varian)

Rampa de aquecimento 80°C por 1 min até 320°C

numa taxa de 20°C/ min, mantendo-se constante
por 2 min, totalizando 15 min de anélise.

lonizador Vaporizador

350°C 350°C

Gas de arraste: Hidrogénio, Split na razdo de 1:20 e Atenuagdo = 1

Composto Tempo de retencéo (min) Concentracéao (g/L)
tetradecano 3,128 20,77
acido laurico 4,175 36,46
monolaurina 6,725 21,39
dilaurina 10,944 29,66
trilaurina 13,714 24,32
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Tabela 4.2. CondicGes de operacdo estabelecidas para 0 método de dosagem dos &cidos

graxos por CG

Padrao Interno (PI): Octanol

lonizador Vaporizador
Temperaturas Coluna CP Sil 5CB (Varian)
Rampa de aquecimento 80°C por 1 350°C 350°C
min até 240°C numa taxa de 20°C/
min, mantendo-se constante por 1
min, totalizando 10 min de analise.
Gas de arraste: Hidrogénio, Split na razdo de 1:20 e Atenuagdo = 1
N° Composto Tempo de retengdo Concentracéao (g/L)
(min)
1 octanol 1,00 24,85
2 acido caprico 2,818 34,31
3 acido laurico 4,101 30,29
4 acido miristico 5,177 31,01
5 acido palmitico 6,198 30,29
6 acido oléico 7,012 97,53

Tabela 4.3. Condicdes de operacdo estabelecidas para o método de dosagem dos

monoglicerideos por CG

Padrdo Interno (PI): Tetradecano

Temperaturas Coluna CP Sil 5CB (Varian) lonizador

Rampa de aquecimento 80°C por 1

Vaporizador

min até 320°C numa taxa de 20°C/ 350°C 350°C
min, mantendo-se constante por 2
min, totalizando 15 min de analise.
Gas de arraste: Hidrogénio, Split na razdo de 1:20 e Atenuagdo = 1
N° Composto Tempo de retencdo Concentracao
(min) (g/L)
1 tetradecano 3,134 20,77
2 monocaprina 5,734 12,45
3 monolaurina 6,754 12,03
4 monomiristina 7,659 12,70
5 monopalmitina 8,546 12,42
6 monooleina 9,223 6,13
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Tabela 4.4. Condicdes de operacdo estabelecidas do método de dosagem dos diglicerideos

Padrao Interno (PI): Tetradecano

Temperaturas Coluna CP Sil 5CB (Varian) lonizador Vaporizador
Rampa de aquecimento 80°C por 3
min até 320°C numa taxa de 15°C/ | 350°C 350°C
min, mantendo-se constante por 6
min, totalizando 25 min de analise.
Gas de arraste: Hidrogénio, Split na razdo de 1:20 e Atenuacdo =1
N° Composto Tempo de retencdo Concentracao
(min) (g/L)
1 tetradecano 5,102 20,77
2 dicaprina 13,909 11,78
3 dilaurina 15,717 13,42
4 dimiristina 17,328 11,78
5 dipalmitina 18.766 13,09
6 dioleina 20,198 8,51

Tabela 4.5. Condicdes de operac¢do estabelecidas no método de dosagem dos triglicerideos

Padrao Interno (PI1): Tetradecano

Temperaturas Coluna CP Sil 5CB (Varian) lonizador | Vaporizador
Rampa de aquecimento 80°C por 1
min até 320°C numa taxa de 25°C/ 350°C 350°C
min, mantendo-se constante por 19,40
min, totalizando 30 min de analise.
Gas de arraste: Hidrogénio, Split na razdo de 1:20 e Atenuagdo = 1
N° Composto Tempo de retengdo Concentracgéao
(min) (g/L)
1 tetradecano 2,874 22,33
2 tricaprina 10,090 16,67
3 trilaurina 11,587 15,20
4 trimiristina 14,972 13,46
5 tripalmitina 23,669 14,62
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4.2. Testes referentes a rota de obtencdo de monoglicerideos por esterificacdo do
glicerol com &cidos graxos

Optou-se por efetuar os ensaios iniciais com a preparacdo comercial de lipase
imobilizada — Lipozyme IM?°, por ser uma preparacdo bem documentada e ter um
comportamento definido em diversos sistemas reacionais (PASTORE e PARK, 1993;
SELMI et al., 1998; ARCOS et al, 1998; LANGONE, 1998; DA SILVA et al, 2002),
permitindo uma comparagao com os resultados obtidos no presente projeto. Utilizando este
biocatalisador, foram estudados alguns fatores que podem interferir no rendimento de
esterificacdo, como: razdo molar dos reagentes, tamanho da cadeia carbonica e grau de
insaturacdo do acido graxo. Testes subseqlientes foram efetuados para estabelecer as

condigdes que maximizem a producdo de MAG.

4.2.1. Influéncia da razdo molar dos reagentes na esterificacdo do glicerol com acido
laurico utilizando Lipozyme 1M?

Nesta série de experimentos, foi verificada a influéncia da razdo molar entre o
glicerol (Glic) e &cido laurico (AcLau) nas seguintes proporc¢des: equimolar (1:1), excesso
de glicerol (3:1) e excesso de acido laurico (1:3) na sintese do laurato de glicerila
catalisada pela Lipozyme, em termos de consumo do &cido laurico. Os resultados obtidos
sdo mostrados nas Figuras 4.6 e 4.7, tomando por base os dados detalhados no Apéndice
8.1

4 —@— Glic:AcLau (1:1)
—\— Glic:AcLau (3:1)
—{1— Glic:AcLau (1:3)
—~ 3 B
>3
=}
ki
Q 24
<
1 -
o T I T I T I T I
0 1 2 3 4

Tempo (h)
Figura 4.6 Perfil de consumo do &cido laurico na sintese de laurato de glicerila
empregando Lipozyme (60°C) para meios reacionais contendo glicerol e acido laurico em
diferentes razdes molares.
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Figura 4.7. Conversdo molar maxima alcangada nas rea¢Bes de sintese de laurato de

glicerila empregando Lipozyme (60°C) em diferentes razGes molares de glicerol e acido
laurico no tempo de 4 h.

Verifica-se que o perfil de consumo de &cido laurico na formacdo do laurato de
glicerila foi dependente da raz&o molar dos materiais de partida, com favorecimento da
reacdo para meios contendo excesso de glicerol. Em substratos contendo proporc¢édo
equimolar de reagentes (1Glic: 1AcLau) o consumo de acido laurico foi de 3,43 M em 4 h
de reacdo. Esse consumo elevou-se para 3,76 M quando o substrato era constituido com
excesso de glicerol (3Glic: 1AcLau). Este fato pode ser melhor observado na Figura 4.8,
em que todo o acido laurico (94,36%) foi praticamente consumido em apenas 4 h de
reacdo, comprovando o comportamento altamente satisfatorio desse sistema imobilizado
(LANGONE, 1998). Por outro lado, utilizando substratos com excesso de acido laurico
(1Glic: 3AcLau) o consumo de acido graxo foi reduzido para valores préximos a 1,88 M.
Esse comportamento é similar ao descrito na literatura para diferentes sistemas reacionais e
diversas fontes de lipase (PASTORE e PARK, 1993; MONTEIRO et al., 2003).

No trabalho publicado por PASTORE e PARK (1993) referente a esterificacdo do
glicerol com é&cido oleico empregando lipase de Penicillium sp, foi verificado que quanto
menor a concentracdo de acido oleico em relagdo a concentracdo de glicerol maior foi o
grau de esterificagéo.

Utilizando a condicdo reacional que favoreceu a formacdo do laurato de glicerila
(4cido laurico/glicerol = 3) e empregando Lipozyme IM? como biocatalisador, foi

realizado um teste para quantificacdo dos produtos formados na esterificagdo, empregando
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a metodologia desenvolvida para analise cromatografica. A Figura 4.8 mostra o perfil de
formacdo de mono, di e trilaurina no teste realizado, cujo detalhnamento encontra-se no
Apéndice 8.2. Analisando-se esta figura, podemos observar que houve formacdo de 28%
de monolaurina em apenas 4h de reacdo, comprovando o comportamento altamente

satisfatorio deste biocatalisador.
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Figura 4.8. Perfil de formacdo de mono, di e trilaurina na reacdo de esterificacdo do
glicerol e &cido laurico catalisada pela preparacdo de Lipozyme IM.

4.2.2. Influéncia do tamanho da cadeia carbdnica e grau de insaturacdo do acido
graxo na sintese de ésteres glicerideos Lipozyme IM?

Visando estudar a influéncia da composicdo dos &cidos graxos em termos de
tamanho da cadeia e grau de insaturacdo no desempenho da reacdo de esterificacdo, foram
realizados testes empregando diferentes acidos graxos tomando por base a composicao do
6leo de babacu, tais como os acidos miristico, palmitico, estearico e oléico.

Estes experimentos foram realizados em meio reacional contendo excesso de
glicerol, tendo em vista que esta foi a melhor condicdo determinada anteriormente para o
sistema reacional (glicerol: 4cido laurico e Lipozyme IM? como biocatalisador) utilizado
neste trabalho como padrdo de comparagdo para as demais preparacOes testadas. Os
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.9 (a-d), tomando por base os dados
detalhados no Apéndice 8.3.
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Na reacédo de esterificacdo do glicerol como o acido miristico (Figura 4.9a) o grau
de esterificacdo maximo alcancado em termos de consumo do acido foi de 70,68% em 5 h
de reacdo. Em relacdo a esterificacdo do glicerol com acido ladrico (94,36% em 4h de
reacdo) verificou-se uma reducdo da conversdo molar do &cido graxo, provavelmente
devido ao aumento da cadeia carbonica (Cy2 para Cis). Um comportamento similar foi
observado na sintese do palmitato de glicerila (Figura 4.9b), sendo alcancada uma
conversdo molar do acido palmitico de 70,95%, para 0 mesmo tempo de reacgéo (5 h).

Na reacdo de esterificacdo do glicerol e o acido estearico (Figura 4.9c), a conversao
molar obtida em 5 h de reacdo decresceu para 63,86%, sendo esta reducdo justificada
novamente, pelo aumento do nimero de carbonos na composicao desse acido (Cjsg).

Uma explicacdo provavel para essa influéncia marcante do tamanho da cadeia do
acido graxo pode estar relacionada com o fato do sitio ativo da lipase ter encontrado
dificuldade em interagir com o grupo funcional dos reagentes (dificultado pelo aumento do
tamanho das cadeias carb6nicas), diminuindo assim o poder catlitico da enzima.

A influéncia do grau de insaturacdo do acido graxo na sintese de ésteres glicéricos
pode ser melhor observada nas Figuras 4.9c e 4.9d. Na esterificacdo do glicerol com &cido
estedrico (acido graxo saturado) a conversdo molar maxima foi de 63,86% em 5 h de
reacdo (Figura 4.9c), enquanto, que a conversdo molar obtida na reacdo do glicerol com
acido oléico (&cido graxo monoinsaturado) foi de apenas 23,13% num mesmo tempo de
reacao (Figura 4.9d). Podendo-se entdo concluir que, a presenca de insaturacdo na cadeia
carbonica do acido graxo, também restringe a catalise pela lipase.

Um comportamento similar foi relatado por SELMI et al., 1998, na sintese de
triglicerideos empregando Lipozyme como catalisador em meio isento de solvente.
Analisando estes resultados verifica-se que tanto o tamanho da cadeia carbénica como o
grau de insaturagdo do &cido graxo, interferiram significativamente na conversdo molar e

velocidade de reacéo.
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Figura 4.9. Perfil da conversio molar de diferentes acidos graxos na reacdo de
esterificagdo com glicerol catalisada pela Lipozyme: (a) Acido Miristico; (b) Acido
Palmitico; (c) Acido Estearico; (d) Acido Oléico (60-65°C, agitacdo magnética, reator
fechado).

4.2.3. Esterificacdo do glicerol e misturas de &cidos graxos em propor¢des simulando
a composicdo do 6leo de babacu utilizando Lipozyme 1M%

Estes experimentos foram realizados com o intuito de simular a composi¢do em
acidos graxos do 6leo de babacu, para posterior comparacdo com a reacdo de glicerdlise.
Foram testados quatro sistemas reacionais, contendo uma concentracdo total em &cidos
graxos da ordem de 0,025 mols, com diferentes proporcdes de &cido laurico (100- 52%),
acido miristico (0-20%), acido palmitico (0- 14%), e acido oléico (0-17%), conforme
descrito na Tabela 4.6. O detalhamento desses experimentos esta apresentado no Apéndice
8.4.
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Tabela 4.6. Composicdo dos sistemas reacionais simulando a composicdo do 6leo de
babacu em porcentagem de acidos graxos

Sistema reacional Composicdo em &cidos graxos Resultados
A 100 % acido laurico Figura4.10 a
B 72% acido laurico; 28% acido miristico Figura4.10 b
C 62 % é&cido laurico; 24 % &cido miristico Figura4.10c
14 % &cido palmitico
D 52% acido laurico, 20% acido miristico, Figura4.10d
11% &cido palmitico e 17% acido oléico.

O sistema reacional contendo glicerol e 100% de &cido laurico (A), possiblitou o
alcance de uma conversdo molar praticamente total da ordem de 95% em 4 h de reacédo
(Figura 4.10a). Nos outros sistemas reacionais, constatou-se reducdo do grau de
esterificagdo & medida que a porcentagem do &cido laurico era gradativamente reduzida de
100 para 52%.

No sistema B (Figura 4.10b) composto por 72% de &cido laurico e 28% de acido
miristico, foi observado que a substituicdo parcial do acido laurico por um &cido de cadeia
carbbnica maior (miristico) reduziu a conversdo molar maxima para valores de 85% e
aumentou o tempo de reacgdo para 7 h.

No sistema reacional C composto por glicerol e os acidos laurico (62%), miristico
(24%) e palmitico (14%) (Figura 4.10c), foi obtido um perfil similar ao alcancado no
sistema B. Entretanto, o consumo total dos &cidos graxos e a velocidade de reacdo foi ainda
mais afetada negativamente pela adicdo do acido palmitico no meio reacional (conversdo
méaxima alcancada = 82,7% em 8h de reacdo). Esse comportamento também foi observado
no sistema reacional D contendo 52% de laurico, 20% de miristico, 11% de palmitico e
17% de &cido oléico (Figura 4.10d), sendo alcangado um grau de esterificagdo da ordem de
81%.

A Tabela 4.7 mostra os valores de conversdo molar, atividade enzimatica
especifica, produtividade e rendimento por grama de biocatalisador, das reacbes de
esterificagdo realizadas utilizando diferentes composi¢des em acidos graxos.

Considerando que o &cido laurico é o &cido graxo presente em maior proporgao no
0leo de babacu da ordem de 44%, estudos adicionais foram realizados adotando o sistema
reacional composto de glicerol e acido laurico visando selecionar a fonte de lipase mais

adequada para sintetizar o monoglicerideo correspondente.
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Figura 4.10. Perfil da conversdo molar de diferentes acidos graxos na reacdo de esterificacao
com glicerol catalisada pela Lipozyme: (a) Acido laurico; (b) Acido laurico + miristico; (c)
Acido laurico + miristico + palmitico; (d) Acido laurico + miristico + palmitico + oleico (60-
65°C, agitacdo magnética, reator fechado).
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Tabela 4.7. Resumo das esterificagdes realizadas utilizando diferentes composi¢Ges em
acidos graxos

Sistema imobilizado Conversdo| AEE? | P? | R® Tempo °
Molar (h)
(%)

Acido miristico/Glicerol 69,11 13,82 | 6,91 | 69,11 5
Acido palmitico/Glicerol (1:3) 71,07 11,85 | 592 | 71,07 6
Acido estearico/Glicerol (1:3) 77,77 1,62 0,81 | 77,77 48

Acido oléico/Glicerol (1:3) 66,89 1,39 0,70 | 66,89 48
Sistema A 94,36 25,59 11,80 | 94,36 4
Sistema B 84,68 12,09 | 6,05 | 84,68 7
Sistema C 81,16 1,69 0,85 | 81,16 48
Sistema D 81,35 10,17 | 5,08 | 81,35 8

@ Atividade Enzimética Especifica (mmol écidos graxos consumidos/h.g), ° Produtividade (mmol
acidos graxos consumidos/h), ‘Rendimento por massa de catalisador (mmol &cidos graxos
consumidos/g), ® Tempo no qual obteve-se a maior conversdo molar

Sistema A = Composto por: 100% de &cido laurico; Sistema B = Composto por: 72% acido laurico
e 28% acido miristico; Sistema C = Composto por: 62% acido laurico, 24% &cido miristico e 14%
acido palmitico, Sistema D = Composto por: 52% acido laurico, 20% acido miristico, 11% éacido
palmitico e 17% &cido oléico.

4.2.4. Influéncia das diferentes fontes de lipase na esterificacdo do glicerol com acido
laurico

A condicdo experimental (excesso de glicerol) que forneceu o grau de esterificacao
mais elevado foi utilizada como referéncia para verificar o efeito da fonte de lipase na
sintese do laurato de glicerila. Diferentes fontes de lipases (Calb L, Lipolase, Candida
rugosa, Pancreatica, Lipase AK “Amano” 20, Lipase PS “Amano” e Lipozyme TL 100L),
foram utilizadas, todas imobilizadas em suporte hibrido POS-PVA, conforme descrito no
item 3.2.3. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4.11 (a-g), cujo detalhamento
esta apresentado no Apéndice 8.5.

Nesta série de experimentos, algumas lipases imobilizadas disponiveis
comercialmente (Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, todas Novozymes)
foram também empregadas nas reagdes de esterificacdo do glicerol com é&cido laurico
(Figura 4.12 a-c) para permitir uma comparagdo do desempenho dos sistemas imobilizados
obtidos experimentalmente (Apéndice 8.6).

Tanto a preparacdo comercial da lipase imobilizada Novozym 435 (Figura 4.12a)
como a preparagao experimental Calb L imobilizada em POS-PVA (Fig 4.11a) forneceram

uma conversao molar média de 66,5% em 4 h de reacdo. A continuidade da reacdo por um
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longo periodo (48 h) ndo foi um fator decisivo para aumentar a conversdo molar do acido
ladrico, sendo constatado um valor médio de 77%. Por outro lado, ndo foi observada
reversibilidade de reacéo.

Ambas preparagdes de Lipolase e Candida rugosa imobilizadas em POS-PVA
(Figuras 4.11b e 4.11c, respectivamente) apresentaram desempenhos insatisfatdrios, sendo
constatado um consumo maximo de apenas 51-52% do acido laurico em 48 h de reacdo. O
problema detectado pela preparacdo de Lipolase foi referente ao efeito da reversibilidade
da reacdo de forma bem acentuada, ocorrendo um decaimento na conversdo molar apos 24
h de reacdo. Apesar da Lipolase ser mais utilizada na formulacdo de detergentes
(AASLYNG et al, 1991), alguns trabalhos descritos na literatura indicam sua
aplicabilidade na sintese de monoésteres (biodiesel) (COSTA NETO, 2002).

A baixa conversdo molar obtida pela lipase de Candida rugosa imobilizada em
POS-PVA pode ser explicada pela restricdo que essa lipase possui em catalisar susbtratos,
em meio organico, contendo mais de 12 carbonos (URIOSTE, 2004), como no sistema
reacional utilizado neste trabalho, (substrato contendo 15 carbonos = 12C acido laurico +
3C glicerol). Destaca-se, que em meio aquoso essa limitacdo ndo é observada, sendo
inclusive uma das lipases recomendadas na hidrélise de triglicérideos por ndo apresentar
regioespecificidade (RONNEY e WEATHERLEY, 2001).

O derivado imobilizado de lipase pancreatica em POS-PVA (Figura 4.11d), apesar
de ter apresentado menor velocidade de reacdo em relacédo as preparacdes de Lipozyme e a
Novozym 435, obteve um perfil similar, atingindo 60% de conversdo molar no final das 48
h de reacdo. Dados encontrados na literatura referentes a essa lipase em reacdes de
esterificacdo sdo escassos, no entanto esta preparacdo pode ser uma opg¢éo interessante por
apresentar um custo bem inferior quando comparado as outras lipases.

A preparacdo de Lipase AK “Amano” 20 (Figura 4.11e) ndo apresentou
desempenho satisfatorio, fornecendo uma conversdo molar de apenas 18,48% em 48 h de
reacdo. A Figura 4.11 f mostra o bom desempenho alcancado pela preparacdo de lipase PS
“Amano” que atingiu 53,26% de conversdo molar em 30 h de reacdo. Embora a preparacédo
de Lipozyme TL 100L (Figura 4.11g) tenha apresentado uma conversdo molar
intermediéaria (42,90% em 8 h de reacdo) e ter apresentado reversibilidade da reacgdo, este
derivado imobilizado foi o que apresentou a maior atividade enzimatica especifica (5,36)
mmol de acidos graxos consumidos/h.g) e a maior produtividade (2,68 mmol de acidos

graxos consumidos/ h) dos derivados obtidos experimentalmente.
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Figura 4.12. Perfil da conversdo molar do &cido laurico na reacdo de esterificacdo
com glicerol catalisada pelas preparacdes de lipases imobilizadas comercialmente: (a)
Novozym 435, (b) Lipozyme RM IM e (c) Lipozyme TL IM (55-60°C, agitacdo

magnética, reator fechado).

Com relacdo as preparacfes imobilizadas disponiveis comercialmente, a Lipozyme
RM IM (Figura 4.12b) atingiu uma alta conversdo molar (86,06% em 48 h de reacédo) tendo
apresentado também o maior rendimento por grama de catalisador fornecido (86,06 mmol
de &cidos graxos consumidos/g), enquanto que a Lipozyme TL IM (Figura 4.12c),
consumiu apenas 45,02% de &cido laurico no mesmo tempo de reacdo. A Tabela 4.8
mostra os valores de conversdo molar, atividade enzimatica especifica, produtividade e

rendimento por grama de biocatalisador (de acordo com FORESTI e FERREIRA, 2005),

das esterificagdes realizadas utilizando diferentes fontes de lipases imobilizadas.
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Tabela 4.8. Resumo dos experimentos realizados utilizando diferentes lipases imobilizadas

Sistema Imobilizado Converséio | AEE?* | PP R® | Tempo®
Molar (%) (h)
Lipozyme IM 20 * 94,36 25,59 11,80 | 94,36 4
Novozym 435 * 76,89 2,56 1,28 | 76,89 30
Lipozyme RM IM * 86,06 1,79 0,90 | 86,06 48
Lipozyme TL IM* 45,02 0,94 0,47 | 45,02 48
Calb L ** 78,80 1,64 0,82 | 78,80 48
Lipolase ** 51,62 2,15 1,07 | 51,62 24
Candida rugosa ** 36,56 1,52 0,76 | 36,54 24
Lipase Pancredtica ** 60,68 1,26 0,63 | 60,68 48
AK “Amano” 20 ** 18,48 0,39 0,19 18,48 48
PS “Amano” ** 53,26 1,77 0,89 | 53,26 30
Lipozyme TL 100L ** 42,90 5,36 2,68 | 42,90 8

*Sistemas imobilizados disponiveis comercialmente, **Sistemas imobilizados obtidos experimentalmente

4 Atividade Enzimatica Especifica (mmol &cidos graxos consumidos’/h.g), ® Produtividade (mmol acidos
graxos consumidos/h)

¢ Rendimento por massa de catalisador (mmol &cidos graxos consumidos/g),  Tempo no qual obteve-se a
maior conversao molar

4.2.5. Selecdo das condicOes reacionais de esterificacao

Com base nos resultados obtidos nas reagdes de esterificacdo, foram selecionadas
as condi¢des adequadas para a sintese de ésteres glicéricos, das quais se destacam:

substrato: acido laurico e glicerol;
razdo molar: glicerol/acido laurico = 3;
biocatalisador: Calb L (Candida antarctica) imobilizada em POS-PVA,;

D N N NI N

temperatura: 60°C.

Adotando essas condic¢des foram ainda realizados testes visando verificar se o tipo
de agente de ativacdo do suporte poderia modificar a sua ligacdo com a enzima, alterando
as propriedades do biocatalisador selecionado, gerando, consequlientemente rendimentos de

esterificacdo mais elevados.

4.2.6. Influéncia do agente de ativacdo no procedimento de imobilizacéo

Visando estudar a influéncia de diferentes agentes na ativacdo do suporte, no
procedimento de imobilizacdo Calb L (Candida antarctica) em polissiloxano-alcool

polivinilico (POS-PVA), foram testados metaperiodato de sddio, carbonildiimidazol, e
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glutaraldeido (j& utilizado nos demais derivados imobilizados testados). Os resultados
encontrados sdo mostrados na Figura 4.13 (a-c), cujo detalhamento encontra-se no
Apéndice 8.7.

A Figura 4.13a mostra o perfil apresentado pelo derivado imobilizado ativado com
glutaraldeido, que forneceu 78,80% de conversdao molar em 48 h de reacdo, 1,64 mmol
acidos graxos consumidos/g.h de atividade enzimatica especifica, 0,82 mmol acidos graxos

consumidos/h de produtividade e 78,80 mmol acidos graxos consumidos/g.
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Figura 4.13. Perfil da conversdo molar do acido laurico na reacdo de esterificacao
com glicerol catalisada pela preparagéo de lipase Calb L imobilizada em POS-PVA,
utilizando diferentes agentes de ativacao: (a) Glutaraldeido (b) Metaperiodato de sddio
e (c) Carbonildiimidazol (60°C, agitacdo magnética, reator fechado).

O desempenho alcancado pelo derivado imobilizado ativado com metaperiodato de

sodio (Figura 4.13b) foi da ordem de 76,74% de conversdo molar em 48 h de reacéo, 1,60
mmol &cidos graxos consumidos/g.h de atividade enzimatica especifica, 0,80 mmol acidos
graxos consumidos/h de produtividade e 76,74 mmol &cidos graxos consumidos/g.
62



Enquanto o sistema imobilizado ativado com carbonildiimidazol (Figura 4.13c) forneceu
75,83% de conversdo molar em 48 h de reagdo, 1,58 mmol acidos graxos consumidos/g.h
de atividade enzimatica especifica, 0,79 mmol 4&cidos graxos consumidos/h de
produtividade e 75,83 mmol &cidos graxos consumidos/g. A Tabela 4.9 mostra os valores
de conversdo molar, atividade enzimética especifica, produtividade e rendimento por
grama de biocatalisador (de acordo com FORESTI e FERREIRA, 2005), das esterificagdes
realizadas utilizando lipase Calb L imobilizada em POS-PVA ativado com diferentes

agentes de ativacao.

Tabela 4.9. Resumo dos experimentos realizados utilizando diferentes agentes de ativacéo
do suporte

Sistema Imobilizado Conversdio | AEE?® | PP R® | Tempo®
Molar (h)
(%)

Calb L ** 78,80 1,64 0,82 | 78,80 48

Agente de ativacdo: GA
Calb L ** 76,74 1,60 0,80 | 76,74 48

Agente de ativacdo: NalO,4

Calb L ** 75,83 1,58 0,79 | 75,83 48

Agente de ativacdo: CDI

*Sistemas imobilizados disponiveis comercialmente, **Sistemas imobilizados obtidos experimentalmente

3 Atividade Enzimatica Especifica (mmol &cidos graxos consumidos’/h.g),  Produtividade (mmol &cidos
graxos consumidos/h),  Rendimento por massa de catalisador (mmol 4cidos graxos consumidos/g), ¢ Tempo
no qual obteve-se a maior conversao molar .

Os resultados obtidos indicam que para o sistema reacional testado (glicerol e acido
laurico), o agente de ativacdo do suporte ndo apresentou influéncia significativa em termos
de conversdo molar, atividade enzimatica especifica, produtividade e rendimento por

grama de catalisador fornecido.

4.2.7 Sintese de monoglicerideos pela rota de esterificacdo utilizando Calb L
imobilizada em POS-PVA

Para quantificagdo dos monoglicerideos formados pela rota de esterificacdo direta,
foram testados dois sistemas reacionais, conforme descrito na Tabela 4.10. A Figura 4.14
(a e b) mostra o perfil do consumo do acido graxo e formacéo de mono, di e triglicerideos
nos testes realizados, cujo detalhamento encontra-se no Apéndice 8.8.

No sistema reacional A (Figura 4.14a) verifica-se que houve formagéo de 24% de
monolaurina em 12h de reacdo, demonstrando que esse biocatalisador foi adequado para a
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producdo desse monoglicerideo pela esterificacdo direta do glicerol com acido laurico.
Para o sistema reacional B (Figura 4.14b) apenas 20% de MAG foi obtido em 48h de
reacao. Esse desempenho ja era esperado, tendo em vista que 0 aumento do tamanho da
cadeia carb6nica dos &cidos graxos presentes no meio reacional, diminue a velocidade da

reacao.

Tabela 4.10. Composicédo dos sistemas reacionais

Sistema Composicao
reacional
A Glicerol + &cido laurico
B Glicerol + 52% acido laurico, 20% &cido miristico, 11% acido
palmitico, 17% acido oléico (simulacdo do éleo de babagu)
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Figura 4.14. Perfil do consumo do acido graxo e formagdo de mono — di e
triglicerideos, nas reacdes de esterificacdo catalisada pela preparacdo de lipase Calb L
imobilizada em POS-PVA (a) Sistem reacional A e (b) Sistema reacional B.

4.3. Testes de obtencédo de monoglicerideos pela rota de glicerolise do 6leo de babacu

Uma outra rota testada para a producdo de monoglicerideos, foi a glicerolise do
6leo de babacu, utilizando meios reacionais contendo excesso de glicerol, conforme
indicado em diversos trabalhos (KAEWTONG et al. e 2005; TUTER et al.,, 1999).
Utilizando essa condicdo reacional, foi efetuada uma triagem da fonte de lipase mais
adequada para a producdo dos monoglicerideos por glicerolise, a partir das seguintes

preparacOes de lipase (Calb L - Novozymes, PS, AK e G - Amano) imobilizadas no suporte
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hibrido POS-PVA. Nesta série de experimentos, as lipases imobilizadas disponiveis

comercialmente (Lipozyme IM* e Novozym 435) também foram

empregadas.

O perfil de formacdo dos mono, di e triglicerideos obtido pela atuacdo das

diferentes fontes de lipases em funcdo do tempo de reacdo é mostrado nas Figuras 4.15 e

4.16, tomando por base os dados detalhados no Apéndice 8.9. Para melhor entendimento, a

distribuicdo em porcentagem desses compostos no meio reacional é apresentada na Figura

4.17.
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Figura 4.15. Formacdo dos mono, di e triglicerideos na glicer6lise do 6leo de babacgu
catalisada pelas preparacdes de lipase PS Amano (a), AK Amano (b), CALB L (c) e (d)
G Amano, imobilizadas em POS-PVA. Condig¢des adotadas: temperatura 6tima de cada

preparacdo enzimatica, agitacdo magnética, reator fechado.
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Figura 4.16. Perfil de formacdo dos monos, dis e triglicerideos na reacdo de glicerolise do
6leo de babacu catalisada pelas preparacdes de lipase imobilizada: Lipozyme IM? (a) e
Novozym 435 (b) a 60°C, agitacdo magnética, reator fechado.

Entre as lipases imobilizadas em POS-PVA, o melhor desempenho foi alcangado
pela lipase PS Amano (Figura 4.15a), revelando uma formacdo de 10% (m/m) de
monoglicerideos em apenas 3 h de reacdo. Esta mesma lipase imobilizada em Celite 435,
foi também testada por KAEWTHONG et al. (2005), na glicer6lise do 6leo de palma,
obtendo-se 25% de MAG em 8 h de reagdo.

Tanto a preparacdo experimental de lipase AK imobilizada em POS-PVA (Figura
4.15b) como a preparagéo comercial da lipase imobilizada Lipozyme IM® (Figura 4.16a)
forneceram uma concentracdo de MAG inferior ao constatado pela lipase PS, com
produgdo média de 7,5% de MAG em 3 e 6 h de reacdo, respectivamente. Este fato
evidencia a elevada eficiéncia e adequacdo da lipase PS para producdo de MAG por
glicerdlise do 6leo de babacu.

As preparag0es das lipases Calb L e G imobilizadas em POS-PVA (Figura 4.15c e
4.15d), ndo apresentaram resultados satisfatorios, produzindo cerca de 1,65% de MAG.
Destaca-se, que em reacdes de esterificacdo essa limitagdo, ndo foi observada.

Na Figura 4.17, a superioridade da lipase PS Amano em relagéo as outras lipases

testadas fica ainda mais evidente.
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Figura 4.17. Distribuicdo dos produtos formados na reacdo de glicerdlise do oOleo de
babacu catalisada por diferentes lipases.

4.4. Selecdo da rota enzimatica para maior producdo de MAG

Uma comparacdo do desempenho das duas rotas estudadas para obtencdo de
monoglicerideos é mostrada na Figura 4.18, tomando como pardmetro os dados obtidos na
esterificacdo do glicerol com &cido laurico catalisada pela lipase Calb L e da glicerolise do
6leo de babacu empregando a lipase PS.

Comparando as duas rotas, verifica-se que a esterificagdo foi mais eficiente,
produzindo cerca de 24% (m/m) de MAG, enquanto que a glicerdlise forneceu apenas 10%
(m/m) de MAG.

Com base nesses resultados, selecionou-se a esterificacdo como a rota mais
eficiente para a producdo de MAG. As condicdes iniciais estabelecidas foram ainda
otimizadas empregando a técnica do planejamento experimental visando determinar a
melhor combinacdo das variaveis para a obtencdo maxima de monoglicerideos a partir do
glicerol e acido laurico.
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Figura 4.18. Comparacdo das rotas (esterificacdo e glicerdlise) para a producdo de
monoglicerideos

4.5. Planejamento de experimentos

Nesta etapa buscou-se, por meio da ferramenta de planejamento experimental,
determinar os efeitos das variaveis: temperatura (X;) e razdo molar (X;) entre glicerol e
acido laurico na formagdo de monolaurina. Todos os experimentos foram efetuados com
2% (m/m) de lipase Calb L imobilizada em POS-PVA (biocatalisador) e os niveis
selecionados foram baseados em dados descritos na literatura.

O progresso destas reacfes em funcdo do tempo esta ilustrado na Figura 4.19. A
distribuicdo da mistura gliceridica formada nos ensaios experimentais (tempo reacional em
que houve maior formacdo de MAG), é mostrada na Figura 4.20. A matriz proposta,
juntamente com os resultados obtidos para a producdo de MAG (%), € mostrada na Tabela
4.11, cujo detalhamento encontra-se no Apéndice 8.10.

Os resultados mostram claramente que a formacdo de monolaurina foi influenciada
pela razdo molar dos materiais de partida independente da temperatura de incubagéo
utilizada. As concentragGes variaram entre 15 e 30% e o0s resultados mais elevados foram

obtidos para razdo molar no nivel maximo (ensaios 3 € 4).
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Figura 4.19. Perfil do consumo do é&cido graxo e formacdo de mono, di e
triglicerideos, nas reacdes de esterificacdo catalisada pela preparacdo de lipase Calb L
imobilizada em POS-PVA, sob diferentes condi¢fes operacionais.
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Figura 20. Distribuicdo dos produtos formados nas reacOes de esterificacdo do glicerol
com &cido laurico catalisada pela lipase Calb L imobilizada em POS-PVA nas diferentes
condigdes ensaiadas no planejamento de experimentos.

Tabela 4.11. Matriz do planejamento fatorial completo 2° e resultados obtidos

Ensaio Valores codificados Valores reais Variavel resposta
X1 X2 T Razéo Producéo de MAG

(°C) molar (%)

1 - - 45 1:1 15,31

2 + - 65 1:1 25,80

3 - + 45 5:1 29,66

4 + + 65 5:1 29,19

5 0 0 55 3:1 23,00

6 0 0 55 3:1 22,01

X1 = temperatura
X2 = razdo molar glicerol/ &cido laurico

Com o auxilio do programa STATISTICA 5.0, os efeitos individuais e de interago
dos fatores (temperatura e razdo molar), foram analisados estatisticamente, considerando
como variavel resposta a producdo de MAG, especificamente monolaurina. A Tabela 4.12
reune os dados da analise dos efeitos, estimativa de erro padrdo e o teste t de Student’s.
Dentro da regido analisada, verifica-se que apenas a razdo molar (X,) apresentou influéncia
significativa ao nivel de 90% de confianga. Entretanto, por meio de uma andalise minuciosa
pode-se observar que tanto o efeito da variavel (x;) como o da interagcdo temperatura e
razdo molar (x1x2) apresentaram valores similares (2,50 e 2,74) e significativos ao nivel de
85% de confianca, permitindo assim a manutencdo desses efeitos na determinagdo do
modelo estatistico que representa o processo na regido experimental estudada.
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Tabela 4.12. Estimativas dos efeitos, erros padréo e teste t de Student para a producdo de
monolaurina de acordo com o planejamento fatorial 2°.

Variaveis Efeitos Erro-padréo Valores de t p
Média 24,16 +0,85 28,34 0,001*
Temperatura (X1) 2,50 +1,04 2,40 0,138
Razao molar (x,) 4,44 +1,04 4,24 0,051*
Interacdo xj Xo -2,74 +1,04 -2,62 0,119

*p< 0,10; R* = 0,93879

Para este proposito procedeu-se a andlise de variancia cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 4.13. Os valores obtidos indicam que todos os fatores apresentaram
influéncia na varidvel resposta (formacdo de monolaurina), confirmando desta forma a

analise anteriormente efetuada ao nivel de 85% de confianca.

Tabela 4.13. Analise de Variancia para a formagdo de monolaurina de acordo com
planejamento fatorial 22.

Efeitos Soma Graus de Média F p
guadrética | liberdade guadrética

X1 25,100 1 25,100 5,754 0,138

X2 78,677 1 78,677 18,037 0,051*

Interagdo X Xo 30,030 1 30,030 6,885 0,119

Erro 8,724 2 4,362

Erro total=142,531
*p< 0,10; R? = 0,93879

Os efeitos principais para a concentracdo de monolaurina foram ajustados por
anélise de regressao multipla para um modelo linear e a melhor funcdo ajustada pode ser
demonstrada pela equacdo 4.1.

y =24,16 + 2,51 X3 + 4,43X5 - 2,74 X1X2 (4.1)
em que: y € a variavel resposta e x; e X, representam os valores codificados para
temperatura e razdo molar, respectivamente.

A validade do modelo proposto verificada por meio da analise de variancia (Tabela

4.14) constatou que a regressdo obtida foi estatisticamente significativa (p<0,10),
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apresentando um coeficiente de determinacdo (R®) de 0,9387, justificando 93,87% a

variacdo total da resposta. Na regido experimental testada o modelo é linear.

Tabela 4.14. Anélise de Variancia para o ajuste do modelo proposto que representa a
producdo de monolaurina a partir da esterificacdo do glicerol com acido laurico.

Fonte de Soma Graus de Media F p
variacao quadrética liberdade quadrética
Modelo 133,807 3 44,603 10,23 0,09
Residuo 8,724 2 4,362
Erro total 142,531 5

R”=0,93879

Os valores preditos pelo modelo representados na superficie de resposta (Figura
4.21) indicam que a concentracdo maxima de monolaurina (29,7%) pode ser obtida numa

temperatura de 45°C e raz&o molar do glicerol/ &cido laurico em 5:1 (ensaio 3).

Loje) SO 0UON

Figura 4.21. Superficie de resposta para a produgdo de MAG na esterificagdo do

glicerol com acido laurico empregando lipase Calb L imobilizada em POS-PVA,
descrita pela equacdo 4.1.

Considerando que o ensaio 4 apresentou concentracdo de monolaurina similar ao

ensaio 3 (29,2%) sob os seguintes niveis: 65°C de temperatura e 5:1 de razdo molar
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glicerol/ acido ladrico, conclui-se que este delineamento fatorial atingiu a regido de
otimizacdo. Contudo esses resultados sugerem que esse planejamento fatorial constituiu
apenas em uma etapa no processo de otimizacao da formacdo de monolaurina, sendo ainda
necessario estudos adicionais para determinar os niveis Otimos da temperatura de
incubacéo e razdo molar dos materiais de partida.

Experimentos adicionais foram ainda efetuados para confirmacdo do modelo
proposto, testando além da lipase selecionada (Calb L) a lipase de Penicillium camembertii
(lipase G, comercializada pela Amano), descrita na literatura como adequada para a
producdo de monoglicerideos (WATANABE et al., 2005 e WATANABE et al., 2004).

As Figuras 4.22 e 4.23 mostram o perfil do consumo do &cido laurico e formacéo de
monolaurina, dilaurina e trilaurina obtidos na reacdo de esterificacdo do glicerol e acido

laurico catalisadas por essas duas preparacdes de lipase (Apéndice 8.11).

100
1 —m— Acido laurico
—O— Monolaurina
80 - —&A— Dilaurina

—W— Trilaurina

% Massica

0 6 12 18 24
Tempo (h)

Figura 4.22. Perfil de formacdo de monolaurina, dilaurina e trilaurina na reagéo de
esterificacdo do glicerol com acido laurico (5:1) catalisada pela preparacao de lipase
Calb L imobilizada em POS-PVA biocatalisador a 45°C.
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Figura 4.23. Perfil de formacdo de monolaurina, dilaurina e trilaurina na reacdo de
esterificacdo do glicerol com &cido laurico (5:1) catalisada pela preparacdo de lipase G
imobilizada em POS-PVA a 45°C.

Com relacdo a lipase Calb L o modelo matematico foi confirmado sendo obtido
31,35% de monolaurina. O comportamento da lipase G imobilizada em POS-PVA foi
também altamente eficiente para obtencdo de monolaurina, alcancando valores mais
competitivos (51%), podendo, portanto, ser uma alternativa interessante para ser

considerada no desenvolvimento de futuros trabalhos.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo principal selecionar a metodologia
enzimatica mais eficiente (esterificacdo ou glicerolise) para a producao de monoglicerideos
(produtos considerados naturais), empregando preparagdes de lipases imobilizadas em
matriz hibrida de polissiloxano &lcool polivinilico (POS-PVA). Os resultados obtidos

foram satisfatorios, e nesse conjunto de dados pode-se concluir que:

1. Na esterificacdo do glicerol com &cidos graxos, verificou-se que meios reacionais
contendo excesso de glicerol favoreceram o grau de esterificacdo, sendo
selecionada a razdo molar de 1:3 (acido graxo: glicerol), para os demais testes. O
tamanho da cadeia carbénica e o grau de insaturacdo do acido graxo interferiram
acentuadamente tanto na conversdo molar quanto na velocidade de reacdo de
esterificacdo. Dentre todas as preparacOes de lipases imobilizadas no suporte
hibrido (POS-PVA), a lipase Calb L foi a que forneceu conversdes molares mais
elevadas apresentando ainda desempenho similar ao obtido para esta mesma
preparacdo de lipase disponivel comercialmente na forma imobilizada (Novozym
435). Esses resultados sugerem que o suporte utilizado para imobilizagdo das
diversas lipases foi bastante adequado para sintese de ésteres glicéricos. A ativacao
do suporte com glutaraldeido foi também adequada para imobilizacéo das lipases,
ndo sendo observadas mudancas de desempenho da lipase Calb quando imobilizada
em POS-PVA previamente ativado com diferentes compostos quimicos, como
metaperiodato de sddio ou carboiidimidazol.

2. Na rota de glicerolise do 6leo de babacu, a lipase Calb L nédo foi eficiente para
producdo de monoglicerideos e entre todas as preparacdes enzimaticas testadas, a
lipase PS da Amano foi a que forneceu o rendimento mais elevado desse produto
(10% m/m).

3. Entre as duas rotas testadas para a obtencdo de monoglicerideos, a esterificacdo

mostrou-se mais eficiente; produzindo cerca de 24% (m/m) de MAG.
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4. A otimizacdo das condices de producdo de MAG mediada pela lipase Calb L
imobilizada em POS-PVA foi efetuada por meio de uma matriz de planejamento
fatorial, avaliando simultaneamente a influéncia da temperatura do sistema
reacional e a razdo molar entre 0s reagentes na varidvel resposta considerada
(concentracdo de monolaurina). De acordo com a analise estatistica, a formacao de
monoluarina foi fortemente influenciada pela variavel (x;) razdo molar entre
glicerol e acido laurico. O modelo matematico proposto y = 24,16 + 2,51 x; +
4,43x; - 2,74 X1X2 permitiu prever as condigcdes necessarias que favorecem o alcance
de elevadas concentragfes de monolaurina, sendo a reacdo maximizada (31,35%)
para meios reacionais constituidos de glicerol e &cido laurico numa razdo molar de

5:1 e temperatura de incubacdo na faixa de temperatura entre 45 a 65°C.

5. As condi¢bes estabelecidas foram também adequadas para obtencdo de
monolaurina empregando outras fontes de lipase, como a lipase de Penicillium
camemberttii, alcangando valores mais competitivos (51%), podendo, portanto, ser
uma alternativa interessante para ser considerada no desenvolvimento de futuros

trabalhos.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos nos levam a uma posicdo bem definida e de franco otimismo
consoante ao prosseguimento das investigacdes tanto no que concerne a técnica de
otimizacdo por planejamento experimental da formagdo de monoglicerideos por
esterificacdo direta, como também aos aspectos da aplicacdo de sistemas imobilizados em
meios organicos. Para dar continuidade e complementar os estudos de obtencéo de

monoglicerideos pelas rotas de esterificacdo direta ou glicerolise, sugere-se:

1) Realizar experimentos adicionais na regido pré-otimizada empregando a lipase G, para
estabelecer o ponto 6timo das variaveis que afetam a obtencdo de monoglicerideos por
esterificacdo direta. Apos o estabelecimento dessas condicdes € de interesse completar
o0 estudo integral das etapas desse processo enzimatico, incluindo a sintese de
monoglicerideos em batelada alimentada, com adi¢éo seqtiencial do glicerol, reduzindo

a inibicdo da atuacdo da enzima pelo alcool.

2) Testar a preparacdo de lipase selecionada (PS) para complementar os estudos de
obtencdo de monoglicerideos pela rota de glicerélise, aplicando estratégias que podem
aumentar a concentracdo do produto almejado, por exemplo, testar a conducdo das
reacOes em atmosfera inerte e remover o produto formado para reduzir seu efeito

inibitério na atuacdo da enzima.
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8. APENDICES

8.1 Dados referentes ao estudo da influéncia da razdo molar entre o glicerol e acido
laurico na conversado molar

Tempo Glic: AcLau 1:1 Glic: AcLau 3:1 Glic: AcLau 1:3
(min)
Acidos | Conversdo | Acidos | Conversdo | Acidos | Conversio
graxos molar graxos molar graxos molar
(M) (%) (M) (%0) (M) (%)

0 4,10 - 4,02 - 3,96 -

5 3,96 3,52 3,98 0,83 3,87 2,39
30 3,69 10,12 3,34 16,95 3,65 7,89
60 3,18 22,48 3,12 24,80 3,48 12,24
90 2,64 35,86 1,90 47,27 3,06 22,85
120 2,04 50,45 1,88 53,13 2,94 25,84
150 1,98 51,65 1,35 66,38 2,52 36,40
180 1,11 73,06 0,71 82,40 2,40 39,33
210 0,85 79,35 0,57 85,74 2,23 43,64
240 0,67 83,70 0,26 94,36 2,08 47,38

8.2. Dados referentes a quantificagdo da mono, di e trilaurina na esterificacdo do
glicerol com acido laurico em meio isento de solvente

A) Esterificacdo do glicerol com 4&cido laurico utilizando Lipozyme IM* como
biocatalisador

Tempo | Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 100 0 0 0
2 45,16 24,98 29,25 0,61
4 32,46 28,09 37,98 1,46
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8.3. Dados referentes a influéncia do tamanho de cadeia do &cido graxo na sintese de
laurato de glicerila

A) Esterificacdo do glicerol com &cido miristico utilizando Lipozyme

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos | Conversdo molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 520,17 2,27 -
1 444,65 1,95 14,52
1,5 391,38 1,71 24,76
2 354,82 1,56 33,52
2,5 291,17 1,27 44,02
3 246,35 1,08 52,67
3,5 267,15 1,17 48,64
4 241,89 1,06 53,49
5 160,67 0,70 69,11
6 198,53 0,87 61,83
7 189,90 0,83 63,49
8 200,96 0,88 61,36
20 170,20 0,75 67,27
24 167,15 0,73 67,86
48 159,23 0,70 69,38

B) Esterificacdo do glicerol com acido palmitico utilizando Lipozyme

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos | Conversdo molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 742,49 2,96 -
0,5 631,74 2,52 16,26
1 578,85 2,31 22,04
2 411,40 1,64 44,60
3 359,63 1,44 51,56
3,5 302,59 1,21 59,26
4,0 290,39 1,16 60,89
5 215,70 0.86 70,95
6 214,78 0,86 71,07
7 247,50 0,99 66,80
24 244,99 0,98 67,00
30 215,05 0,86 71,04
48 235,81 0,94 68,25
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C) Esterificacdo do glicerol com acido esteérico utilizando Lipozyme.

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 447,39 1,57 -
0,5 337,88 1,19 24,47
1 265,07 0,93 40,75
2 230,13 0,81 48,56
3 189,67 0,67 57,60
4 165,54 0,58 62,99
5 161,70 0,57 63,86
6 128,10 0,45 71,37
7 123,35 0,44 72,43
24 119,13 0,42 73,37
30 108,42 0,38 75,76
48 99,43 0,35 77,77

D) Esterificagdo do glicerol com &cido oleico utilizando Lipozyme.

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos | Conversdo molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 629,20 2,23 -
1 625,47 2,21 0,59
2 624,64 2,21 0,72
2,5 624,46 2,21 0,75
3 576,60 2,04 8,36
3,5 568,03 2,01 9,72
4 554,90 1,96 11,80
5 483,68 1,71 23,13
6 341,04 1,21 45,79
7 349,90 1,24 44,39
8 338,04 1,20 46,27
20 277,22 0,98 55,94
24 242,01 0,86 61,50
48 208,32 0,74 66,89
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8.4. Dados referentes a simulacdo do o6leo de babacu em acidos graxos, na
esterificagdo com glicerol

A) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando Lipozyme IM%* como

biocatalisador

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Converséao molar
(min) (g/L) (M) (%)
0 805,59 4,02 -

5 798,91 3,98 0,83
30 669,04 3,34 16,95
60 605,76 3,12 24,80
90 380,80 1,90 47,27
120 377,60 1,88 53,13
150 270,83 1,35 66,38
180 141,76 0,71 82,40
210 126,97 0,57 85,74
240 50,23 0,26 94,36

B) Sistema composto por glicerol, 4cido laurico e miristico utilizando Lipozyme IM?

como biocatalisador

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversédo molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 755,50 3,72 -
0,5 694,25 3,33 8,10
1 598,17 2,87 22,82
2 420,51 2,02 44,34
3 214,46 1,03 71,61
4 221,68 1,06 80,55
45 141,74 0,68 81,24
5 131,25 0,63 82,63
6 127,53 0,61 83,12
7 115,74 0,56 84,68
8 166,22 0,80 77,99
24 165,08 0,79 78,15
30 157,54 0,76 79,14
48 166,93 0,80 77,90
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C) Sistema composto por glicerol, &cido laurico, miristico e palmitico utilizando Lipozyme
IM* como biocatalisador

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos | Conversio molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 700,17 3,27 -
0,5 657,77 3,07 6,05
1 450,81 2,11 3,61
2 360,08 1,68 48,57
3 271,27 1,27 61,26
4 222,55 1,04 68,21
5 193,66 0,90 72,34
6 173,74 0,81 75,18
7 162,61 0,76 76,77
8 135,12 0,63 80,70
24 143,72 0,67 79,47
30 135,03 0,63 80,71
48 131,91 0,62 81,16

D) Sistema composto por glicerol, acido laurico, miristico, palmitico e oleico utilizando
Lipozyme IM? como biocatalisador

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos | Conversdo molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 714,99 3,17 -
1 478,20 2,12 33,12
2 469,32 2,08 34,36
3 329,73 1,46 53,88
4 275,35 1,22 61,49
5 241,57 1,07 66,21
6 185,72 0,82 74,02
7 182,39 0,81 74,49
8 133,36 0,59 81,35
24 168,12 0,74 76,48
30 173,84 0,77 75,69
48 166,15 0,74 76,76
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8.5. Dados referentes ao estudo da influéncia de diferentes fontes de lipase
imobilizadas em POS-PVA, na esterificacdo do glicerol com &cido laurico em meio
isento de solvente

A) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando lipase Calb L imobilizada em

POS-PVA
Tempo | Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 751,84 3,75 -
0,5 712,21 3,55 5,27
6 253,78 1,27 66,25
24 196,22 0,97 73,90
29 192,46 0,96 74,40
48 159,36 0,79 78,80
B) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando Lipolase imobilizada em POS-
PVA.
Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos | Conversdo molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 687,32 3,43 -
0,5 533,01 2,66 22,45
1 377,47 1,88 45,08
3 349,23 1,74 49,19
24 332,52 1,66 51,62
30 520,09 2,59 24,33
48 566,15 2,83 17,63
C) Esterificacdo do glicerol com acido laurico utilizando Candida rugosa imobilizada em
POS-PVA.
Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 809,92 4,04 -
0,5 640,39 3,19 20,93
2 616,75 3,08 23,85
3 609,49 3,04 24,74
6 609,15 3,04 24,78
24 514,06 2,57 36,56
30 551,79 2,75 31,87
48 386,12 1,93 32,32
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D) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando lipase Pancreética imobilizada em

POS-PVA.
Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 772,41 3,86 -
2 745,28 3,72 3,90
18 739,19 3,69 4,30
24 423,13 2,11 45,22
42 336,46 1,68 56,44
48 303,71 1,52 60,68

E) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando lipase AK “Amano” 20
imobilizada em POS-PVA.

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversédo molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 639,84 3,19 -
0,25 636,04 3,17 0,59
0,5 628,20 3,14 1,82
1 628,22 3,14 1,82
2 628,42 3,14 1,78
3 587,30 2,93 8,21
5 554,06 2,76 13,40
8 531,76 2,65 16,89
24 535,52 2,67 16,30
30 533,42 2,66 16,63
48 521,58 2,60 18,48
F) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando lipase PS “AMANO” imobilizada
em POS-PVA.
Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 625,72 3,12 -
0,25 591,06 2,95 5,54
0,5 561,50 2,80 10,26
1 575,26 2,87 8,06
2 556,78 2,78 11,02
3 509,74 2,54 18,53
5 378,34 1,89 39,53
8 358,22 1,79 42,75
24 322,12 1,60 48,52
30 292,46 1,47 53,26
48 293,52 1,46 53,09
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G) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando Lipozyme TL 100L imobilizada

em POS-PVA.
Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 671,04 3,35 -
0,25 662,80 3,31 1,23
0,5 612,12 3,05 8,78
1,0 534,60 2,67 20,33
15 508,66 2,54 24,19
2,0 469,14 2,34 30,09
4,0 429,30 2,14 36,05
6,0 433,64 2,16 35,38
8,0 383,12 191 42,90
24 516,34 2,58 23,05
48 546,48 2,73 18,56

8.6. Dados referentes ao estudo da influéncia de diferentes fontes de lipase
imobilizadas comercialmente, na esterificacdo do glicerol com acido laurico em meio
isento de solvente.

A) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando Lipozyme IM%

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Converséao molar
(min) (9/L) (M) (%)
0 805,59 4,02 -

5 798,91 3,98 0,83
30 669,04 3,34 16,95
60 605,76 3,12 24,80
90 380,80 1,90 47,27
120 377,60 1,88 53,13
150 270,83 1,35 66,38
180 141,76 0,71 82,40
210 126,97 0,57 85,74
240 50,23 0,26 94,36
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B) Esterificacdo do glicerol com acido laurico utilizando Novozym 435.

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 542,85 2,71 -
0,5 375,13 1,87 30,87
1 238,30 1,19 56,10
2 193,57 0,97 64,84
3 179,23 0,89 66,99
4 175,50 0,88 67,67
6 178,57 0,89 67,01
8 168,98 0,84 68,88
24 122,09 0,61 76,49
30 118,53 0,59 76,89
48 126,66 0,63 76,66

C) Esterificagdo do glicerol com acido laurico utilizando Lipozyme RM IM.

Tempo | Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 671,06 3,35 -
15 min 564,00 2,81 15,95
0,5 441,58 2,20 34,19
1,0 348,48 1,74 48,07
15 282,60 1,41 57,88
2 230,90 1,15 65,59
2,5 214,92 1,07 67,97
3 212,70 1,06 68,31
3,5 225,58 1,12 66,38
4 210,44 1,05 68,64
5 219,40 1,09 67,30
6 142,24 0,71 78,80
7 138,06 0,69 79,43
8 126,58 0,63 81,13
24 124,40 0,62 81,46
30 127,02 0,63 81,07
48 93,52 0,47 86,06
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D) Esterificagdo do glicerol com acido laurico utilizando Lipozyme TL IM.

Tempo | Acidos Graxos | Acidos Graxos Conversao molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 709,70 3,54 -
0,5 685,32 3,42 3,43
1,0 654,18 3,26 7,82
15 633,08 3,16 10,79
2 610,24 3,05 14,01
3 538,00 2,68 24,19
4 510,00 2,55 28,14
5 499,44 2,49 29,63
6 485,06 2,42 31,65
7 459,70 2,29 35,23
8 414,86 2,07 41,54
24 426,62 2,13 39,88
30 410,74 2,05 42,12
48 390,18 1,95 45,02




8.7. Dados referentes a influéncia do agente de ativacdo do suporte no sistema
imobilizado.

A) Esterificacdo do glicerol com acido laurico utilizando Calb L imobilizada em POS-
PVA, sendo o suporte ativado com glutaraldeido.

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 751,84 3,75 -
0,5 712,21 3,55 5,27
6 253,78 1,27 66,25
24 196,22 0,97 73,90
29 192,46 0,96 74,40
48 159,36 0,79 78,80

B) Esterificacao do glicerol com acido laurico utilizando Calb L imobilizada em POS-
PVA, sendo o suporte ativado com metaperiodato de sddio.

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (9/L) (M) (%)
0 626,30 3,12 -
1 501,22 2,50 19,97
2 492,22 2,46 21,41
3 321,58 1,60 48,65
4 217,94 1,09 65,21
5 174,22 0,87 72,18
6 186,76 0,93 70,18
8 180,72 0,90 71,15
24 162,88 0,81 73,99
29 150,78 0,75 75,93
48 145,68 0,73 76,74

C) Esterificagdo do glicerol com acido laurico utilizando Calb L imobilizada em POS-
PVA, sendo o suporte ativado com carbonildiimidazol.

Tempo Acidos Graxos Acidos Graxos Conversao molar
(h) (g/L) (M) (%)
0 631,70 3,15 -
1 565,84 2,82 10,42
2 417,74 2,08 33,87
3 319,80 1,60 49,37
4 229,72 1,15 63,63
5 179,10 0,89 71,64
6 186,76 0,93 70,43
8 163,46 0,81 74,12
24 163,90 0,82 74,05
29 159,18 0,79 74,80
48 125,70 0,63 75,83

100



8.8. Dados referentes a quantificacdo dos mono, di e triglicerideos na esterificacao do
glicerol com &cido laurico em meio isento de solvente, utilizando lipase Calb L
imobilizada em POS-PVA

A) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando Calb L imobilizada em POS-PVA
como biocatalisador

Tempo | Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 97,21 0,45 2,12 0,23
2 65,06 10,37 14,22 0,46
4 64,03 12,92 22,38 0,67
6 54,36 19,08 25,76 0,65
12 52,96 24,15 22,73 0,16
24 50,69 22,14 26,53 0,63

B) Esterificacdo do glicerol com &cidos graxos utilizando Calb L imobilizada em POS-
PVA como biocatalisador

Tempo 0 h Tempo 6 h Tempo 24 h Tempo 48 h
% % % %
Massica Massica Massica Massica
Acidos Acidos Acidos Acidos
caprico 3,92 caprico 3,24 caprico 2,57 caprico 2,95
laurico 46,97 laurico 39,36 laurico 31,38 laurico 34,94
miristico 16,56 miristico 15,00 miristico 12,00 miristico | 12,27
palmitico 11,60 palmitico 11,34 palmitico 9,66 palmitico 8,72
oléico 20,93 oléico 18,88 oléico 16,81 oléico 12,38
Total 100 87,90 72,43 71,26
Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,47 caprico 0,48 caprico 0,72
laurico 0 laurico 6,88 laurico 5,52 laurico 9,46
miristico 0 miristico 2,38 miristico 2,04 miristico 3,96
palmitico 0 palmitico 1,55 palmitico 1,29 palmitico 2,76
Oléico 0 oléico 1,21 oléico 1,06 oléico 2,34
Total 12,49 10,39 19,24
Dis Dis Dis Dis
Cos 0 Cos 0 Cx 0,25 Cx 0
Cy 0 Cx 4,70 Cy 8,39 Cy 4,55
Ca 0 Ca 2,82 Cy 4,78 Ca 2,81
Css 0 Css 0 Css 2,78 Css 1,69
Csg 0 Cso 0 Cao 0,53 Cao 0
Total 7,52 16,73 9,05
Tris Tris Tris Tris
C33 O C33 1,41 033 0,15 C33 0,15
Csg 0 Cso 0,68 Cao 0,10 Cao 0,30
Cus 0 Cas 0 Cas 0 Cas 0
Csy 0 Csy 0 Css 0 Csy 0
Total 2,09 0,25 0,45
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8.9. Dados referentes ao estudo da influéncia de diferentes fontes de lipase na glicerolise do 6leo de babacu em meio isento de solvente

A) Glicerolise do 6leo de babacu utilizando Lipase PS Amano imobilizada em POS-PVA

TempoOh Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,72 caprico 3,66 caprico 0,24 caprico 0,52
laurico 0,14 laurico 5,29 laurico 1,15 laurico 2,05 laurico 4,37
miristico 0,04 miristico 2,06 miristico 0,86 miristico 0,73 miristico 1,42
palmitico 0 palmitico 0,97 palmitico 0,63 palmitico 0,36 palmitico 0,80

oléico 0,023 oléico 0,98 oléico 1,19 oléico 0,43 oléico 0,83
Total 0,203 10,02 7,49 3,81 7,94

Dis Dis Dis Dis Dis

Cys 0,37 Cos 2,75 Co 4,67 Cos 3,59 Cos 3,38

Cx7 0,66 Cx7 8,18 Co7 12,82 Co7 10,46 Co7 9,03

Cas 1,78 Cas 3,39 Caz 5,87 Caz 5,13 Caz 2,96

Css 12,22 Css 4,56 Css 2,94 Css 2,70 Css 2,55

Cao 6,46 Cao 1,38 Cao 1,48 Cao 1,50 Cao 1,32
Total 21,49 20,26 27,78 23,38 19,24

Tris Tris Tris Tris Tris

Cs3 0,38 Css 0,13 Css 0,13 Ca3 0,14 Ca3 0,13

Cao 2,00 Cao 0,57 Cao 0,53 Cao 0,57 Cao 0,46

Cus 0,47 Cus 0,18 Cus 0,17 Cus 0,18 Cus 0,13

Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0
Total 2,85 0,88 0,83 0,89 0,72
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B) Glicerdlise do 6leo de babacu utilizando lipase AK Amano 20 imobilizada em POS-PVA

Tempo O h Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,49 caprico 0,51 caprico 0,56 caprico 0,41
laurico 0,12 laurico 3,84 laurico 3,86 laurico 4,15 laurico 3,31
miristico 0,04 miristico 1,66 miristico 1,48 miristico 1,61 miristico 0,98
palmitico 0 palmitico 0,77 | palmitico 0,70 palmitico 0,76 palmitico 0,54
oléico 0,02 oléico 0,82 oléico 0,69 oléico 0,74 oléico 0,55
Total 0,18 7,58 7,24 7,82 5,24
Dis Dis Dis Dis Dis
Coxs 0,21 Coxs 2,40 Cos 2,30 Cos 2,73 Coxs 2,56
Cx7 0,48 Cx7 7,71 Cx7 6,63 Co7 8,80 Cx7 2,83
Cas 1,90 Ca 3,40 Cas 2,73 Cas 3,62 Ca 9,07
Css 12,13 Css 7,86 Css 2,06 Css 2,74 Css 3,10
Cao 5,93 Cao 2,47 Cao 0,98 Cag 1,30 Cao 1,20
Total 20,65 23,84 14,7 19,19 18,76
Tris Tris Tris Tris Tris
Cass 0,39 Cas 0,18 Cas 0,22 Ca3 0,18 Cas 0,18
Cao 1,95 Cao 0,80 Cao 0,99 Cag 0,78 Cao 0,74
Cus 0,44 Cus 0,25 Cus 0,32 Cus 0,29 Cus 0,24
Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0
Total 2,78 1,23 1,53 1,25 1,16
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C) Glicerolise do 6leo de babacu utilizando lipase Calb L imobilizada em POS-PVA

Tempo O h Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0 caprico 0,06 caprico 0,08 caprico 0,06
laurico 0,19 laurico 0,39 laurico 0,38 laurico 0,62 laurico 1,19
miristico 0,09 miristico 0,07 miristico 0,14 miristico 0,09 miristico 0,25
palmitico 0 palmitico 0,08 palmitico 0,07 palmitico 0 palmitico 0,05
oléico 0 oléico 0,04 oléico 0,08 oléico 0,03 oléico 0,1
Total 0,28 0,58 0,73 0,82 1,65
Dis Dis Dis Dis Dis
Cox 0,35 Coxs 0,56 Coxs 0,93 Cos 0,67 Cos 1,03
Cx7 0,62 Cx7 1,39 Cx7 1,74 Cx7 1,61 Co7 3,45
Ca 1,62 Cas 2,73 Ca 1,75 Cas 1,98 Cas 3,08
Css 13,04 Css 21,9 Css 10,93 Css 10,07 Css 14,58
Cao 6,08 Cao 9,15 Cao 6,0 Cao 5,27 Cag 7,78
Total 21,71 35,73 21,35 19,60 29,92
Tris Tris Tris Tris Tris
Ca3 0,33 Cas 0,45 Ca3 0,33 Cas 0,55 Ca3 0,53
Cao 1,77 Cao 2,72 Cao 2,13 Cao 3,39 Cao 3,34
Cus 0,40 Cus 0,67 Cus 0,55 Cus 0,85 Cus 0,84
Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0
Total 2,50 3,84 3,01 4,79 4,71
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D) Glicerolise do dleo de babacgu utilizando lipase G Amano imobilizada em POS-PVA

Tempo O h Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,02 caprico 0 caprico 0,07 caprico 0,08
laurico 0,20 laurico 0,31 laurico 0,04 laurico 0,75 laurico 0,70
miristico 0,21 miristico 0,06 miristico 0,09 miristico 0,34 miristico 0,26
palmitico 0 palmitico| 0,01 |palmitico| 0,04 palmitico 0,15 palmitico 0,09
oléico 0 oléico 0,01 oléico 0,03 oléico 0,34 oléico 0,17
Total 0,42 0,41 0,19 1,66 1,31
Dis Dis Dis Dis Dis
Cos 0 Cos 0,22 Cos 0,84 Cos 1,32 Cos 0,98
Cx7 0,32 Cx7 0,53 Cx7 1,59 Cx7 3,53 Co7 2,86
Cas 1,64 Cas 0,59 Cas 1,45 Cas 3,57 Caz 1,91
Css 10,35 Css 3,00 Css 9,83 Css 20,76 Css 13,22
Cao 7,01 Cao 1,26 Cao 5,05 Cao 11,58 Cao 6,35
Total 19,32 5,60 18,77 40,77 25,32
Tris Tris Tris Tris Tris
Ca3 0,56 Cas 0,06 Cas 0,66 Cas 0,17 Ca3 0,71
Cao 3,76 Cao 2,43 Cao 4,26 Cao 3,30 Cag 5,17
Cus 1,03 Cus 0,64 Cus 1,16 Cus 0,96 Cus 1,57
Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0
Total 5,35 3,13 6,07 4,43 7,45
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E) Glicerélise do 6leo de babacu utilizando a preparacéo de lipase imobilizada disponivel comercialmente (Lipozyme IM?).

Tempo O h Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,14 caprico 0,44 caprico 0,32 caprico 0,44
laurico 0,048 laurico 1,74 laurico 3,62 laurico 2,31 laurico 3,26
miristico | 0,026 | miristico 0,54 miristico 1,50 miristico 0,86 miristico 1,16
palmitico 0 palmitico| 0,27 | palmitico| 0,79 palmitico 0,42 palmitico 0,53
oléico 0 oléico 0,53 oléico 0,98 oléico 0,49 oléico 0,55
Total 0,074 3,22 7,33 4,40 5,94
Dis Dis Dis Dis Dis
Cos 0,16 Cos 2,14 Cos 2,59 Cos 3,49 Cos 1,87
Cx7 0,42 Cx7 7,17 Cx7 9,49 Co7 12,11 Co7 5,97
Cas 2,41 Cas 5,17 Cas 4,71 Caz 6,41 Caz 4,06
Css 18,49 Css 5,13 Css 6,68 Css 4,94 Css 2,47
Cao 9,74 Cao 3,03 Cao 3,33 Cao 2,77 Cao 1,21
Total 31,22 22,64 26,80 29,72 15,58
Tris Tris Tris Tris Tris
Cas 0,36 Cas 0,29 Cas 0,27 Ca3 0,22 Ca3 0,17
Cao 2,25 Cao 0,95 Cao 1,0 Cag 0,88 Cag 0,76
Cus 0,54 Cus 0,21 Cus 0,30 Cus 0,26 Cus 0,22
Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0 Cs1 0
Total 3,15 1,45 1,57 1,36 1,15
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F) Glicerdlise do 6leo de babacu utilizando a preparacéo de lipase imobilizada disponivel comercialmente (Novozym 435).

Tempo O h Tempo 3 h Tempo 6 h Tempo 12 h Tempo 24 h
% % % % %
Massica Massica Massica Massica Massica
Monos Monos Monos Monos Monos
caprico 0 caprico 0,12 caprico 0,18 caprico 0,41 caprico 0,22
laurico 0,11 laurico 0,84 laurico 1,44 laurico 3,17 laurico 1,66
miristico 0,04 miristico 0,27 miristico 0,51 miristico 1,06 miristico 0,57
palmitico 0,01 palmitico| 0,12 |palmitico| 0,23 | palmitico 0,49 palmitico 0,27

oléico 0,03 oléico 0,14 oléico 0,28 oléico 0,55 oléico 0,31
Total 0,19 1,49 2,64 5,68 3,03

Dis Dis Dis Dis Dis

Cos 0,18 Cos 1,28 Cos 1,25 Cos 1,97 Cos 2,65

Cx7 0,48 Cx7 4,33 Cx7 5,09 Cx7 7,57 Cx7 10,66

Cas 1,74 Cas 1,84 Cas 2,57 Cas 3,48 Cas 5,24

Css 12,21 Css 8,13 Css 5,61 Css 2,78 Css 3,85

Cao 6,12 Cao 4,00 Cao 3,47 Cao 1,43 Cao 2,27
Total 20,74 19,58 17,99 17,23 24,67

Tris Tris Tris Tris Tris

Cas 1,29 Cas 0,26 Cass 0,21 Cas 0,12 Cass 0,14

Cao 8,57 Cao 1,91 Cao 1,50 Cao 0,73 Cao 0,61

Cus 1,90 Cus 0,51 Cus 0,39 Cus 0,26 Cus 0,21

Cs1 - Cs1 - Cs1 - Cs1 - Cs1 -
Total 11,76 2,68 2,10 1,11 0,96
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8.10. Dados referentes ao planejamento experimental 2° empregado na
esterificacdo do glicerol com &cido laurico utilizando 2% (m/m) de Calb L
imobilizada em POS-PVA

A) Ensaio 1
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 99,35 0,45 0,20 0
2 88,42 5,03 6,17 0,40
4 75,74 7,89 16,16 0,20
6 74,61 9,13 16,25 0
12 68,74 10,34 20,79 0,23
24 67,74 15,31 16,83 0,17
B) Ensaio 2
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 94,68 2,70 2,05 0,57
2 83,07 8,52 8,41 0
4 69,43 10,16 20,20 0,19
6 60,83 15,62 23,35 0,21
12 58,28 19,36 22,13 0,22
24 37,12 25,80 36,04 1,50
C) Ensaio 3
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 97,69 0,68 1,17 0,44
2 71,19 7,41 20,93 0,31
4 74,05 8,65 17,08 0,21
6 61,72 10,32 26,89 1,27
12 55,78 17,92 26,07 0,22
24 31,20 29,66 38,42 0,84
D) Ensaio 4
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 98,65 0,50 0,67 0,18
2 68,46 10,60 20,94 0
4 53,40 17,46 28,91 0,22
6 43,09 24,22 32,41 0,28
12 39,11 27,75 32,68 0,45
24 31,92 29,19 37,71 1,16
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E) Ensaio 5

Tempo Acido laurico | Monolaurina | Dilaurina | Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 95,72 0,41 3,70 0,16
2 67,03 9,14 23,64 0,19
4 70,11 13,63 16,00 0,25
6 52,77 19,31 26,99 0,85

12 50,38 23,00 26,67 0
24 49,89 21,21 28,38 0,50
F) Ensaio 6
Tempo Acido laurico | Monolaurina | Dilaurina | Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 98,70 0,37 0,65 0,29
2 63,09 7,93 28,33 0,72
4 57,94 14,34 26,62 1,09
6 55,94 19,54 23,83 0,44
12 55,54 22,01 22,12 0,32
24 51,49 20,30 27,44 0,76
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8.11. Dados referentes aos experimentos realizados para confirmacdo do modelo
matematico proposto.

A) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico empregando lipase Cal L imobilizada em

POS-PVA.
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 96,68 0,86 1,89 0,57
2 87,50 1,99 9,82 0,62
4 64,75 15,64 19,40 0,20
6 55,10 18,78 25,73 0,39
12 42,07 26,90 30,72 0,30
24 29,92 31,35 38,28 0,50
B) Esterificacdo do glicerol com &cido laurico empregando lipase G imobilizada em
POS-PVA.
Tempo Acido laurico Monolaurina Dilaurina Trilaurina
(horas) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
0 96,68 0,90 1,83 0,58
2 86,77 10,36 1,23 1,28
4 74,11 21,51 1,75 2,62
6 63,85 32,67 3,31 0,10
12 55,95 38,08 5,41 0,55
24 32,44 51,47 15,59 0,48
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