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RESUMO

Recentemente tem crescido o interesse na producdo de gorduras e 6leos com alto valor
agregado pela indastria quimica e biotecnoldgica, por se tratarem de derivados de fontes
renovaveis e de tecnologias mais “limpas”. Com isto, a importancia na produgdo de oleos
enriquecidos com diacilgliceréis, os quais apresentam caracteristicas organolépticas similares
aos Oleos vegetais comestiveis convencionais, também vem aumentando. Estes dleos surgem
com uma conotacdo de mais saudaveis, pois ndo se acumulam no organismo da mesma forma
que os 6leos convencionais, e quando consumidos corretamente podem evitar a obesidade e o
surgimento de doengas arterioscleréticas. Neste contexto, produtos com maior concentragédo
de DAG tém se tornado o interesse das indUstrias. A rota enzimatica na producdo de DAG a
partir de um o6leo vegetal (TAG) tem se destacado por apresentar produtos livres de reagoes
indesejadas. Os acilgliceréis (TAG, DAG, MAG, AGL e glicerol) formados na reagdo enzimatica
seguem para uma etapa de purificacdo e separacao. Este trabalho tem como objetivo avaliar a
termodinamica de equilibrio de fases entre alguns produtos da hidrélise do éleo de oliva
(triacilgliceréis + acidos graxos livres) em um meio com agua e etanol, a fim de fornecer
informacdes complementares a um sistema oleoso mais complexo (triacilglicedis +
diacilglicerdis + monoacilglicedis + acidos graxos livres). Acidos graxos livres foram produzidos
via hidrélise completa do 6leo de oliva em meio livre de solvente, a 50°C, 300 rpm, com a
enzima imobilizada Lipozyme RM IM. Foi realizado o estudo do Equilibrio Liquido-Liquido (ELL)
de sistemas ternarios, determinando as linhas de amarragdo para os sistemas TAG + etanol +
agua, AGL + etanol + agua e TAG + AGL + etanol e para o0 sistema pseudo-ternario
(TAG+AGL) + etanol + agua a 25 °C e 55 °C. Os dados experimentais de ELL do 6leo de oliva
e acidos graxos livres com etanol e dgua foram utilizados para a estimativa de parametros
UNIQUAC. A modelagem matematica do ELL dos sistemas estudados foi realizada pelo
método de minimizacdo da energia livre de Gibbs. O modelo UNIQUAC mostrou-se adequado
para a correlacéo dos dados experimentais obtidos para os sistemas estudados, apresentando
valores do erro médio quadratico (EQM) menor do que 2%. Avaliou-se a capacidade preditiva
do modelo com dados experimentais que nado fizeram parte do ajuste de parametros, com
resultados de EQM menores que 2%. Os dados gerados neste trabalho contribuem para a
disponibilizacdo de informac¢des termodinamicas de sistemas de interesse em processos de
separacao por extracdo liquido-liquido para a producdo de Oleos ricos em DAG, visto que,
inevitavelmente, moléculas de triacilgliceréis e acidos graxos livres estardo presentes neste

processo.

Palavras-chave: diacilglicerol, equilibrio liquido-liquido, hidrélise, lipase, modelagem,
Oleo de Oliva, UNIQUAC.
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ABSTRACT

The production of high added value fat and oils has been growing recently for the chemical and
biotechnological industry. Due this they are derived from renewable sources and “clean”
technologies. With that, the importance of the production of oils enriched with diacylglicerols
similar to conventional edible vegetable oils also increased. With a healthy connotation, these
oils do not accumulate in the body and when consumed properly they can combat diseases
such as obesity and even prevent atherosclerosis. In this context, products with higher
concentration of DAG have become the interest of industries and the enzymatic route for
production of DAG from a vegetable oil (TAG) has become known for presenting products free
of unwanted reactions. Glycerides (TAG, DAG, MAG, FFA and glycerol) formed in the
enzymatic reaction follow to a step purification and separation. This work aims to evaluate
thermodynamic phase equilibrium between the products of hydrolysis of olive oil in water and
ethanol to provide LLE data from these systems. The partial hydrolysis of olive oil was carried
out in a free solvent environment at 50°C, 300rpm with the immobilized Lipozyme RM IM. It was
conducted the study of the Liquid-Liquid Equilibrium (LLE) of ternary systems and determined
the tie lines for the system TAG + ethanol + water , FFA + ethanol + water, TAG + FFA +
ethanol and for the pseudo-ternary system (TAG + FFA) + ethanol + water at 25°C and 55°C.
Mathematical modeling of LLE of the systems studied was conducted by the method of
minimization of free Gibbs energy. The experimental LLE data of olive oil (hydrolyzed oil) with
ethanol and water were used to estimate UNIQUAC parameters. The UNIQUAC model proved
to be adequate for the correlation of experimental data obtained for the systems studied. The
mean square error (MSE) obtained was less than 2%. It was evaluated the robustness of the
model with experimental data that were not part of the adjustment with results also less than 2%
(MSE). A comparison of the results obtained for the LLE ternary and pseudo-ternary systems
with literature values indicate that the analytical method is secure. The data obtained with this
study contribute to the availability of thermodynamic information for liquid-liquid extraction for
the rich DAG oils.

Keywords: diacylglycerol, liquid-liquid equilibrium, hydrolysis, lipase, modeling, Olive Oil,
UNIQUAC
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1. INTRODUCAO

Atualmente tem surgido nas indlstrias quimicas e de biotecnologia um grande
interesse na conversdo de gorduras e 6leos em produtos de alto valor agregado. Isto se deve
ao fato de que estes produtos sdo derivados de recursos renovaveis (6leos vegetais e gordura
animal) (Schmid, 1987); (Damstrup, Abildskov, Kill, Jensen, Sparso, & Xu, 2008). Além disso,
ha também o desenvolvimento de tecnologias limpas de fontes renovaveis como a producéo de

biodiesel, considerado um combustivel alternativo (Valério, 2009).

Os monoacilglicerdis (MAG) equivalem a 70% dos emulsificantes utilizados nas
indUstrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas. Além dos MAG, os diacilglicerdis (DAG)
apresentam aplicacdo como emulsificantes nédo-ibnicos e agentes texturizadores (Meng, Zou,
Shi, Duan, & Mao, 2004). Além disso, os DAGs tém grande aplicacdo como aditivo funcional
em alimentos, trazendo beneficios para saude, tal como, a redugcdo da gordura abdominal
visceral (Cheong, et al., 2007). Estudos clinicos no Jap&o tém demonstrado que o uso de 6leo
de DAG em substituicdo ao 6leo de TAG nao somente reduz a gordura acumulada na regido
abdominal como previne doengas arterioscleréticas, obesidade e resisténcia a insulina
(Shimizu, Moriwaki, Nishide, & Nakajima, 2004); (Yamamoto, et al., 2006)

Na industria, os MAG séo produzidos via glicerélise quimica de 6leos e gorduras, esta
reacdo requer altas temperaturas e deve ser realizada na presenca de um catalisador alcalino
(Sonntag, 1982). O alto custo de investimento, o alto consumo energético e os baixos
rendimentos da reacdo séo limitacdes deste processo (Yang T. , Rebsdorf, Engelrud, & Xu,
2005b).

Com o interesse das industrias alimenticias em fabricar produtos mais saudaveis, ou
seja, produtos livres de reacdes de polimerizacdo e de gorduras na configuracéo trans, a rota
enzimatica na producao de MAG e DAG vem se tornando mais atrativa que a rota quimica. De
qualquer forma, convém registrar que a producdo dos DAG via catalise enzimatica ainda &
limitada devido ao baixo rendimento e a complexidade deste processo (Seong-Koon, Chin-
Ping, Kamariah, Mohd, & Oi-Ming, 2007).

Para separacdo e purificacdo dos acilglicerois (TAG, DAG, MAG, AGL e glicerol)
formados na reacéo enzimatica, a técnica de destilacdo convencional nao é recomendada, pois
esses compostos podem sofrer degradacdo e oxidagdo quando expostos as elevadas
temperaturas. O DAG pode ser separado do TAG por processos de destilacdo molecular (Ming,
et al., 2007), o que exige um alto custo energético devido ao vacuo e as altas temperaturas
exigidos no processo. No entanto, o processo de extracéo liquido-liquido pode ser aplicado a
esta situacdo e apresenta algumas vantagens sobre o processo de destilacdo. A principal
vantagem é o fato de a extracdo ocorrer em condigGes ambientes (temperaturas baixas), o que

nao compromete a qualidade destes compostos formados na reacao.



Por isso, torna-se de suma relevancia avaliar o comportamento de equilibrio de fases
do tipo liquido-liquido entre produtos obtidos nas reacdes de formacao de diacilglicerol. Visto
que os produtos deste tipo de reacdo formam naturalmente um sistema complexo, torna-se
atraente a ideia de separar 0 mesmo em subsistemas mais simples, o que pode impedir o
possivel “mascaramento” de informagfes, causado pelo alto nimero de diferentes
possibilidades de interagbes que as diferentes moléculas podem ter entre si. O principio que
permite que os diferentes produtos de reacdo sejam separados por extragao liquido-liquido é a
diferenca de polaridade entre eles. Logo, os solventes escolhidos para o estudo foram agua
(para promover diferentes concentracdes de materiais oleosos nas diferentes fases) e etanol
(por possuir caracteristicas polares e apolares, permite que a fase mais polar tenha uma

quantidade significativa de componentes apolares).

1.1 Objetivo geral

Em vista do apresentado, o objetivo principal do presente trabalho é levantar, com base
em dados experimentais, o equilibrio liquido-liquido do sistema formado por &cidos graxos
livres (obtidos através da hidrolise do o6leo de oliva), 6leo de oliva (majoritariamente
triacilglicerdis), etanol e 4gua. Obtém-se assim, dados de equilibrio relevantes para estudos de
purificacdo de DAG, o que contribui para o desenvolvimento e otimizacdo de novos processos

de separacéao.

1.2 Objetivos especificos

Com o intuito de avaliar o processo de separacao por extragao liquido-liquido do DAG
€ necessario ter em posse dados que permitam estudar esta separagdo. Portanto, o estudo do
6leo ndo hidrolisado, do acido graxo livre formado apds a hidrolise e da mistura desses

compostos com o solvente empregado se faz necessario.
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Conhecer as condicdes de equilibrio desse sistema é essencial para um melhor
entendimento do processo de separacédo e purificacdo destes compostos. A determinacdo dos
dados do equilibrio liquido-liquido (ELL) é de fundamental importancia uma vez que a etapa de
separacao dos produtos formados é uma das etapas de maior impacto na qualidade do produto

gue sera comercializado.
As etapas que envolvem os objetivos especificos sao:

» Modelagem matematica do equilibrio liquido-liquido do sistema TAG + AGL+ etanol +

agua.



Reacdes de hidrolise completa do 6leo de oliva na presenca de lipase Lipozyme RM
IM.

Experimentos de equilibrio liquido-liquido para o sistema TAG + AGL + etanol + agua.
Obtencéo dos pardmetros binarios de interacdo UNIQUAC para predicdo do equilibrio

liquido-liquido do sistema TAG + AGL + etanol + agua.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Oleos e Gorduras

Os lipidios constituem um grupo de substancias que normalmente sdo chamadas de
Oleos e gorduras, essas substancias podem ter a sua origem tanto animal como vegetal
(Riegel, 2002). Oleos e gorduras comestiveis sdo insollveis em agua e sdo representadas
pelos triacilgliceréis (ésteres de glicerol com &cidos graxos), fosfolipideos e colesterol
(Tirapegui, 2006). Suas caracteristicas fisicas variam com a estrutura e a distribuicdo dos

acidos graxos nos triacilglicerois (Babicz, 2009).

De acordo com a definigdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), os
Oleos vegetais sao liquidos a temperatura de 25°C e as gorduras vegetais se apresentam de

forma sdlida ou pastosa nesta mesma temperatura.

A estrutura de 6leos e gorduras é formada por cadeias de acidos organicos lineares,
denominados acidos graxos, que diferem pelo nimero total de atomos de carbono na cadeia e
também pela presenca de insaturagdes (duplas ligag6es entre os atomos de carbono) em sua

cadeia hidrofébica.

Os lipideos podem ser divididos em duas classes de compostos, os mais simples como
os acidos graxos, acilgliceréis (MAD, DAG e TAG) e nos mais complexos como as ceras,
fosfolipideos, esfingolipideos, lipoproteinas, esterdis e vitaminas lipossolluveis. Os lipideos
ainda séo reconhecidos como nutrientes essenciais na alimentagdo humana e animal. S&o
fontes de energia e servem como veiculo para algumas vitaminas lipossolUveis como as
vitaminas A, D, E e K, assim como fonte de &cidos graxos essenciais como o linoleico,

linolénico e araquidénico, contribuindo para a palatabilidade dos alimentos (Ziller, 1996).

Os lipideos ainda possuem uma aplicagdo industrial limitada devido a distribuicdo e
composicdo de seus acidos graxos. Para a sua utilizagdo sdo necessarios processos de
modificacdo de suas caracteristicas, tais como hidrogenacdo, interesterificacdo e
fracionamento (Rousseau & Marangoni, 1996). Dentre os 6leos e gorduras, o Gleo de oliva
produzido a partir da azeitona, fruto da oliveira, tem se destacado nas areas relacionadas a
saude, devido sua alta quantidade de gordura insaturada, polifenéis (antioxidante) e acido
oleico (70%) (Aparicio & Harwood, 2003)



2.1.1 Acidos Graxos Livres (AGL)

Acidos graxos, por sua vez, sdo quase que inteiramente acidos carboxilicos com
cadeia alifatica linear, onde os mais comuns apresentam entre 4 e 22 carbonos. A cadeia &
formada a partir de duas unidades de carbono e as ligacdes duplas cis séo inseridas por
enzimas dessaturases em posicOes especificas em relagdo ao grupo carboxila (Scrimgeour,
2005). Na Tabela 1 sédo apresentadas a nomenclatura, o nome e a formula dos acidos graxos

mais comuns encontrados em 6leos e gorduras.

Tabela 1 - Nomenclatura, nome e férmula de acidos graxos livres (Scrimgeour, 2005)

Nomenclatura Nomenclatura Férmula
4:0 Butirico CH5(CH,),COOH
6:0 Capréico CH;(CH,),COOH
8:0 Caprilico CH;(CH,)sCOOH
10:0 Caprico CH3(CH,)sCOOH
12:0 Laurico CHs;(CH,)1,COOH
14:0 Miristico CH3(CH,)1,COOH
16:0 Palmitico CHs;(CH,)14COO0H
18:0 Estearico CH3(CH,)1,COOH
18:1 9c Oléico CHs;(CH,);CH=CH(CH,),COOH
18:2 9cl12c Linoleico CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
18:3 9c12c15c¢ a-Linolénico CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
22:113c Erucico CH5(CH,);CH=CH(CH,)1,COOH

O ponto de fusao dos acidos graxos aumenta de acordo com o aumento da cadeia e
decresce com 0 aumento do nimero de insaturagdes (quando esta apresentar isomeria cis).
Dentre os acidos graxos saturados, os de cadeias impares apresentam menores ponto de
fusdo comparados aos de cadeias pares adjacentes (Blasi, Cossignani, Simonetti, & Damiani,
2007). Acidos graxos trans possuem pontos de fusdo muito proximos aos dos acidos graxos

correspondentes (Scrimgeour, 2005).

Os acidos graxos trans, normalmente sao produzidos pelo processo de hidrogenacao
(Quintaes, 2005), ndo sdo sintetizados pelo organismo humano. As formas cis dos &cidos
graxos podem ser convertidas por processos industriais na forma trans por aguecimento na

presenca de catalisadores.

A Figura 1 mostra os arranjos cis e trans de um acido graxo insaturado.



HyC(H,C)gHoC /H H\ /H
c=—cC c—cC
b CH,(CH,)sCOOH  H3C(H,C)gH,C CHy(CH,)sCOOH

Acido Elaidico (trans) Acido Oléico (cis)

Figura 1 — Arranjos cis e trans de um acido graxo insaturado.

A Figura 2 mostra a formula bem como a estrutura de alguns acidos graxos comumente

encontrados em 6leos vegetais.
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Figura 2 — Férmula estrutural de alguns acidos graxos.

2.1.2 Diacilgliceroéis (DAG)

Diacilglicer6is sao ésteres de glicerol que possuem dois grupos hidroxila esterificados
por acidos graxos, podendo existir em duas formas estereoquimicas conhecidas como sn-1,2-
DAG (ou 2,3) e sn-1,3-DAG cuja relacdo isomérica natural é de 3:7 em funcao da migragdo do
grupo acil durante o processo de refino do 6leo (Sambanthamurthi, Sundram, & Tan, 2000). Um

esquema ilustrativo de DAG pode ser visto na Figura 3.

A isoforma 1,2-DAG é considerada como um intermediario metabélico que é formado
apos a ingestdo de triacilglicerol. A 1,3-DAG é responsavel pelo efeito benéfico, pois é

metabolizado por uma via diferente do TAG e do 1,2-DAG.



CH,OCOR! CH,OH CH,OCOR!

HOCH R20COCH R2OCOCH

CH,OCOR3 CH,OCOR? CH,O0H
(1) (2) (3)

Figura 3 — Esquema das formas (1) 1,3-DAG,; (2) 2,3-DAG e (3) 1,2-DAG.

O DAG esta presente na composicdo de varios 6leos e gorduras comestiveis, podendo
chegar a niveis proximos a 10% (Cheong, et al., 2007). S&o aditivos funcionais empregados
nas industrias farmacéuticas, de alimentos e cosmética, podendo ainda ser empregado junto a
monoacilglicerdis (Kriiger, 2010). As quantidades de DAG comumente encontradas em 0leos

vegetais podem ser verificadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem massica de TAG e DAG em 6leos comestiveis. Adaptado de (Yanai, Tomono,
Ito, Furutani, Yoshida, & Tada, 2007)

Oleo TAG DAG
Soja 97,9 1,0
Algodao 87,0 9,5
Palma 93,1 5,8
Milho 95,8 2,8
Acafréo 96,0 2,1
Oliva 93,3 5,5
Colza 96,8 0,8
Banha 97,9 1,3

O uso de diacilglicerol ao invés de triacilglicerol, presente em 6leos e gorduras
vegetais, teve inicio na década de 80. Seu uso foi baseado em dois importantes beneficios a
saude: o primeiro refere-se a supressao da elevagéo pos-prandial dos triglicerideos no soro e a

segunda é a supressao do acumulo de gordura corpérea (Sundram, 2014).

Estudos mostram que 6leos compostos com alta concentracdo (minimo 80% (m/m)) de
DAG promovem um efeito benéfico a salde humana com relacao a prevencao da obesidade,
na reducédo e prevencdo do acumulo de gordura no corpo, uma vez que o DAG é metabolizado
de forma diferente do MAG pelo organismo (Yamamoto, et al., 2001). Ainda no Japdo em 1999

e nos Estados Unidos em 2000, 6leos rico em DAG foram reconhecidos como “Food for

Special Health Use, ou seja, “Alimento para Uso Especial na Salde” (Takase, 2007) e



aprovados como “Generally Recognized As Safe” , ou seja, “Geralmente Reconhecido

Como Seguro” (Voll & Brito, 2010) respectivamente.

2.1.3 Monoacilgliceréis (MAG)

Monoacilglicerdis ou monoglicerideos sdo compostos formados por uma molécula de
glicerol ligada a uma de acido graxo. Podem apresentar duas formas isoméricas (2-MAG e 1
(3)-MAG). A Figura 4 mostra as duas estruturas do MAG.

HxC OH HxC OH
(|T
HC O & R HC——OH
lc‘)
H,C OH H,C (0] C R
(a) (b)

Figura 4 - Estruturas gerais de monoacilglicerol. (a) 2-MAG; (b) 1 (3)-MAG

A demanda em aplicag6es industriais pelo MAG de alta concentracéo é devido as suas
excelentes propriedades emulsificantes pois a cadeia apresenta um balanco hidrofilico-
hidrofébico em suas estruturas, o glicerol hidrofilico e o acido graxo hidrofobico (Ferreira-Dias,

Correia, Baptista, & Fonseca, 2001).

MAGs sado emulsificantes utilizados amplamente nas indulstrias farmacéutica e de
alimentos. Na industria de alimentos sdo usados em produtos de panificagdo, margarinas e
derivados do leite. Na industria de cosmético os MAGs sdo usados pra dar textura aos cremes,
pastas e lo¢gGes. Esta gama de aplicagbes atribuidas aos MAGs se deve a sua caracteristica
anidnica e estabilidade em meio acido ou meio basico (Boyle & German, 1996). Na quimica
orgéanica sintética séo utilizados como intermediarios sintéticos e como blocos de construgéo
quiral (Pawongrat, Xu, & H-Kittikun, 2007). Devido a importancia mundial dos MAGs e 0s seus
derivados como aditivos ativos na superficie em uma gama extensiva de alimentos,

consideravel atencao foi dada recentemente para melhorar sua sintese.



O MAG pode ser produzido por esterificacdo direta do glicerol com &cidos graxos,
transesterificagdo de ésteres de acido graxos com glicerol e glicerdlise de triacilglicerol. Na
inddstria sua producéo é feita por reagfes de glicerélise em temperaturas acima de 200°C, na
presenca de catalisadores quimicos. Nestas condicdes obtém-se normalmente um mistura
composta por 50% de MAG, 40% de DAG e 10% de TAG (Sonntag, 1982). A Figura 5 mostra

de forma genérica a reacéo de producdo de MAG (Fregolente L. , 2006).

H H H
| | |
H—C—OH H—C—00C—R; H—C— OH
| | |
2 H—C—OH + H—C—00C—R, £, 3 g_c—00C—R
| | |

H—C—OH H—C—00C—R; H—-C—0H
[ | |
H H H
Glicerol Triglicerideo Monoglicerideo

Figura 5 - Reagé&o de formacgao de MAG.

Atualmente, tem-se aumentado o interesse no desenvolvimento de processos
enzimaticos que possam substituir 0s processos quimicos para a producdo do MAG. Algumas
vantagens nos processos enzimaticos podem ser destacadas, tais como as condicfes de
temperaturas mais baixas (40-70°C) e o pH proximo ao neutro (Ferreira-Dias, Correia, Baptista,
& Fonseca, 2001). Estas condicdes reduzem o consumo energético, a formacdo de
subprodutos (muitas vezes indesejaveis), a coloracdo escura e o aroma desagradavel. Assim
possibilita-se a produgcdo de MAG em maiores concentracbes e rendimentos (Yang T. ,
Rebsdorf, Engelrud, & Xu, 2005a).

2.1.4 Triacilglicerois (TAG)

Os triacilglicerdis sé@o ésteres de acidos graxos com glicerol. A porcéo de acido graxo
presente nos ésteres lipidicos € designada grupo acila. O numero de grupos hidroxila do
glicerol esterificados com acidos graxos nestes compostos séo trés por isso sao denominados

de triacilglicerdis ou triglicerideos. A Figura 6 ilustra a estrutura geral de um triacilglicerol.



| | | Glicerol

H, CH, CH, 3 Acidos graxos

H, CH, CH,

Triacilglicerol

Figura 6 - Estrutura geral de um triacilglicerol.

Os acidos graxos presentes nos triacilgliceréis naturais podem ser iguais (triacilglicerois
simples) ou diferentes (triacilglicerdis mistos). A maioria dos acidos graxos presentes nos

triacilgliceréis € mono ou poli-insaturados.

Nas plantas, os TAG constituem uma importante reserva de energia em frutas e
sementes. Como essas moléculas contém grandes quantidades de acidos graxos insaturados,

tais como o oleico e linoleico, sdo chamados de 6leos vegetais.

Oleos ricos em um determinado &cido graxo contém uma quantidade significativa de
triacilgliceréis monoacidos. O dleo de oliva, por exemplo, é rico em acido oleico, logo apresenta
uma grande quantidade de trioleina em sua composicdo. Com apenas dois acidos graxos, sao
possiveis um total de 8 isdmeros (incluindo enantibmeros) de triacilglicerol. Uma vez que a
quantidade de isbmeros pode ser igual ao cubo do nimero de acidos graxos, mesmo 6leos
com uma composi¢cdo simples de acidos graxos podem apresentar muitas espécies de

moléculas de triacilglicerol (Scrimgeour, 2005)

O ponto de fusdo dos TAG é um reflexo direto dos acidos graxos que o compdem. Ou
seja, TAG ricos em acidos graxos de cadeia longa e saturados apresentam altos pontos de
fuséo, ao passo que TAG ricos em acidos graxos poli-insaturados tém baixos pontos de fusao.
No entanto, esta relagdo néo é tdo simples. Oleos com composicdo de acidos graxos similares
podem apresentar diferentes pontos de fusdo como resultado de uma diferente composi¢céo de
triacilglicerdis, visto que os acidos graxos podem estar distribuidos em diferentes espécies

moleculares (Scrimgeour, 2005).

2.2 Reacdo para a producdo de DAG

Aqui serdo apresentados 0s processos mais comumente encontrados na producao de

DAG e estes séo classificados de acordo com o tipo de reacdo empregada.
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Alguns autores sugerem que os DAG podem ser obtidos através da reagdo de hidrolise
de triacilglicerois ou pela esterificagédo de glicerol com &cidos graxos livres (Watanabe, Sugiura,

Sato, Yamadab, & Nakanishi, 2005); ou ainda através da glicerdlise (Tuter & Aksoy, 2000).

2.2.1 Hidrdlise parcial de triacilglicerois

A hidrélise dos éleos normalmente tem como resultado final os produtos glicerol e AGL,
e 0s produtos intermediarios DAG e MAG. O tempo de reacdo e disponibilidade de reagentes

para a conversao definem se a reagao sera completa ou nao (Awadallak, 2012).

A reacao de hidrélise pode ser dividida em trés etapas: na primeira, TAG € hidrolisado
para formar DAG e AGL, na segunda etapa o DAG é hidrolisado para formar MAG e mais uma
molécula de AGL. Na terceira etapa ocorre a hidrélise do MAG em glicerol e AGL. Esta Ultima é
a hidrélise completa do TAG, o que ndo é desejado para a producdo de DAG ou MAG, sendo
necessario o controle para evitar a hidrélise completa. Uma das op¢des utilizadas na producéo
de MAG é a hidrolise parcial com o uso de lipases 1,3-especificas, o que favorece a formacgéo
de 2-MAG, sem que o mesmo seja levado a glicerol (Freitas, Bueno, Perez, & Castro, 2008). A

Figura 7 mostra o0 mecanismo de reacdes da hidrélise de TAG.

—OCO-R —OCO-R —OH
HID HID
—OCO-R : ——OCO-R : ——OCO-R
EST EST
—OCO-R —OH —OH
l T MIGRACAO AC‘ILl T
—OCO-R —OCO-R —OH
O ﬂ HID
— «— —OH : —OH
EST EST
—OCO-R L OH ——OQOH

Figura 7 - Esquema de reacdes de hidrélise/esterificagdo para uma lipase 1,3-especifica (o termo HID
refere-se a hidrélise enquanto que o termo EST refere-se a esterificagdo).

A hidrolise apresenta vantagens como a facil condugdo operacional e ainda nao
apresenta os problemas relacionados ao excesso de glicerol no meio quando comparada com
a reacdo de esterificacdo (Voll F. , Producdo e Separacdo de Diacilglicerol a partir do

Triacilglicerol do 6leo de Palma, 2011)

11



Voll F. (2011) estudou a cinética da hidrélise enzimatica do 6leo de palma para a
producdo de DAG, bem como a termodinamica de equilibrio de fases entre os produtos da
hidrélise. A reacdo de hidrélise parcial do éleo foi realizada em meio livre de solvente, a 55°C,
com agitacédo de 400 rpm, foi utilizado a enzima imobilizada Lipozyme RM IM como catalisador.
As variaveis operacionais avaliadas neste estudo foram a concentracdo de enzima, a
concentracao inicial de agua e o tempo de reagdo. Um 6leo de palma com 35,91 m% em DAG
foi obtido experimentalmente para as condiges 6timas preditas pelo modelo cinético: 2,87 m%

enzima/substrato, 2,10 m% agua/6leo e com 72 horas de tempo de reacao.

Awadallak (2012) estudou a hidrélise parcial do 6leo de palma para producdo de DAG
em um meio livre de solvente, utilizando a lipase Lipozyme RM IM e utilizando o ultrassom
como gerador de emulsfes aumentando assim a taxa de reagdo quando comparado aos
processos enzimaticos convencionais. Foi avaliado o efeito das varidveis tempo de exposicao
ao ultrassom, poténcia do ultrassom e razao agua/dleo na conversao de AGL. Foi obtido DAG
a 37,69% de concentracdo em massa, com a condi¢des G6timas de 12 horas de reacdo, exposto

ao ultrassom por 1,2 min na poténcia de 200W.

Costa (2009) estudou a hidrélise parcial do 6leo de palma para producdo de DAG em
um meio livre de solvente, utilizando a lipase Lipozyme RM IM. As condi¢des 6timas de reacéo
foram obtidas por uma metodologia de superficie de resposta. As variaveis avaliadas neste
estudo foram as seguintes: a influéncia da concentracéo de enzima no meio, a temperatura de
reacdo, a concentracdo inicial de agua e a velocidade de agitacdo mecanica. O tempo de
reacao foi mantido em 24 horas para todos os casos. Os dados de reacdo considerados 6timos
obtidos neste estudo foram: 1,5% de enzima, 8% de agua, temperatura de 45°C e agitacdo de
500 rpm. Foi obtido um produto com 39,27 m% em DAG.

2.2.2 Esterificagéo de glicerol com acidos graxos

A esterificacdo de glicerol com AGL ocorre em trés etapas principais, sendo essas
reacOes inversas a hidrolise. Na primeira etapa, glicerol é esterificado com &cido graxo para
formar MAG e agua, e em seguida MAG e esterificado com acido graxo formando DAG e agua.

Por fim, DAG é esterificado por mais um acido graxo para formar TAG e agua.

Segundo (Freitas, Bueno, Perez, & Castro, 2008), a esterificacdo tem um melhor
aproveitamento do AGL na producdo de MAG e DAG quando comparada com a hidrélise. O
uso de lipases 1,3-especificas favorece a formacédo de 1-MAG e 1,3-DAG. TAG somente €
produzido com uma enzima 1,3-especifica quando ocorre migracédo acil do 1,3- DAG para 1,2
DAG. A Figura 7 mostra sequencia de reacdes de esterificacdo de glicerol com AGLs na

presenca da enzima 1,3 especifica.

Sendo a esterificagdo uma reacdo que ocorre de forma inversa a reacdo de hidrdlise,

para que se desloque o equilibrio da reagdo no sentido da formacao de produtos MAG e DAG,
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se faz necessario a remocao continua da agua do meio reacional (Freitas, Bueno, Perez, &
Castro, 2008). A remocdo pode ser feita por meio da reducdo da pressdo do sistema
(Watanabe, Sugiura, Sato, Yamadab, & Nakanishi, 2005) ; (Miller C., Austin, Posorke, &
Gonzalez, 1988), adicdo de peneira molecular (Yamaguchi & Mase, 1991) ou uso de agentes

dessecantes (Freitas, Bueno, Perez, & Castro, 2008).

Wang et al. (2011), a partir da esterificacdo de &cidos graxos com glicerol, como
catalisador a enzima phospholipase Lecitase ultra, produziram um 6leo concentrado em 78,4%
em massa de DAG. O tempo de reacdo empregado foi de 6 horas. Foi utilizada a técnica de
destilacdo molecular a 170°C onde obtiveram um 6leo enriquecido em 83,1% em massa de
DAG.

Watanabe (2005), através da esterificacdo de AGL e glicerol em um biorreator com leito
recheado na presenca de uma enzima Lipozyme RM IM, produziram 1,3-DAG. A reacdo de
esterificacao foi conduzida pela circulacdo da mistura entre uma coluna recheada e um sistema
a alto vacuo foi utilizado para remover a agua. Foi obtido 1,3-DAG com 70% em massa na
condicdo de vacuo de 0,4 kPA, temperatura de 50°C, e uma razdo molar de 1:2 AGL para
glicerol. Foi observado que a diminuicdo do tempo reacional reduziu a quantidade de agua na

saida do biorreator, o que gerou um aumento da conversdo de DAG.

2.2.3 Gilicerdlise de triacilgliceréis

A reacdo de glicerdlise produz MAGs e DAGs a partir de moléculas de glicerol ligadas a
moléculas de TAGs. As seis etapas da Figura 8 podem representar a glicerélise, as Equacdes
1, 2 e 3 indicam as reacBes envolvidas na glicerélise e as Equacdes 4, 5 e 6 indicam as

reacdes de hidrélise que podem ocorrer paralelamente caso haja agua suficiente no meio.

K1
TAG+Gly = MAG+ DAG ()
K3
DAG +Gly = 2MAG )
K5
TAG + MAG = 2DAG @)
K7
TAG+H,O < DAG+ AGL @)
K9
DAG+H,0O hed MAG + AGL (5)
K11
MAG+H,O ﬁzGly-l- AGL (6)

Figura 8 - Etapas da reagao de glicerdlise (1 — 3) e hidrolise (4 — 6). Onde: Gly = glicerol e AGL = acidos
graxos livres.
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A reacao de glicerdlise de TAG tem sido amplamente empregada para a producao de
MAG e DAG, o fato de ndo gerar agua durante a reacdo permite um maior rendimento quando
comparado com o método de esterificacdo, além de ndo ser necesséria a utilizacdo de uma

técnica para a remocao dos produtos durante a reagéao.

Fregolente et al. (2009) produziram MAG e DAG a partir da glicerolise enzimatica do
Oleo de soja, como catalisador utilizaram a enzima Candida antarctica B em sistema livre de
solvente, com a proporcao de 8:1 de TAG para glicerol e 2% de concentracdo em massa de
enzima. A conversdo reacional atingida foi de 46,63% em massa de DAG. A etapa de
purificacdo dos produtos da reacao foi realizada por destilacdo molecular e ap6s consecutivas

destilac6es a concentracéo final atingida foi de 54% em massa de DAG.

Valério (2009) produziu DAG e MAG a partir da glicerdlise enzimatica do 6leo de oliva e
glicerol na presenca de n-butano comprimido como solvente e como catalisador a enzima
lipase imobilizado Novozyme 435, Trion X-100 e Tween 65 como surfactantes. No trabalho foi
avaliado o efeito dos parametros: razdo molar de glicerol/éleo de oliva, solvente/substrato;
concentracdo de enzima; pressdo; temperatura e concentracdo de surfactante. A condigédo
Otima para a producdo de MAG e DAG foi para temperatura de 70°C, agitagdo de 600rpm,
razdo molar de glicerol/6leo de oliva de 6:1, 16% em massa de surfactante e 9% em massa de
enzima. A producdo de MAG+DAG nestas condigbes com 2 horas de reac¢éo foi de 37,4% para
o Triton X-100 e 41,8% para o Tween 65.

2.2.4 Lipases

As aplicacbes de enzimas na industria de alimentos sdo muitas e diversificadas, vao
desde a textura ao aroma. Varios mercados quimicos tradicionais estdo aumentando com

produtos derivados de bioprocessos ou processos quimicos hibridos / biocataliticos.

As lipases séo indispensaveis para a bioconversao de lipideos (triacilgliceréis) de um
organismo para outro e dentro dos organismos. Possuem a caracteristica singular de agir numa
interface entre a fase aquosa e a fase ndo-aquosa (por exemplo organicos); esta caracteristica

que as distingue das esterases (Pandey, Benjamin, Soccol, Nigam, & Krieger, 1999).

A funcao biolégica da lipase é catalisar a hidrélise de triacilglicer6is em &cidos graxos
livres, diacilgliceréis, monoacilglicerdéis e glicerol. As lipases possuem a caracteristica singular
de atuar na interface entre uma solucdo aquosa e uma fase ndo aquosa. Elas sintetizam
ésteres de acidos graxos de cadeia longa e glicerol, quando a atividade da agua € baixa. O
crescimento de aplicagdo de enzimas comerciais € muito significativa e promissora,
especialmente na inddstria alimentar durante os Ultimos 35 anos (Jaeger, Dijkstra, & Reetz,
1999).
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As lipases ocorrem amplamente na natureza, mas as lipases microbianas séao
comercialmente mais significativas, pois apresentam um menor custo de producdo, maior
estabilidade e maior disponibilidade de lipases vegetais e animais. Podem ser provenientes de
fungos, bolores ou bactérias e a maioria € de formacdo extracelular. Esta disponibilidade
imediata criou uma enorme cisdo com respeito a hidrélise e formacao de ésteres carboxilicos
(IUPAC, 1997).

Um grande potencial biotecnolégico das lipases microbianas esta relacionado com a
sua quimiosseletividade, regiosseletividade e estereosseletividade (Beisson, Tiss, Riviere, &
Verger, 2000); (Venkata Rao & Lanxmanan, 1991). Estdo facilmente disponiveis em grandes
quantidades, porque podem ser produzidos com alto rendimento a partir de micro-organismos
(Pandey, Benjamin, Soccol, Nigam, & Krieger, 1999). As estruturas cristalinas de diversas
lipases tém sido determinadas, e isto facilita consideravelmente a concepgdo de estratégias
racionais de engenharia. Finalmente, lipases geralmente ndo requerem cofatores, pois, ndo

catalisam reacdes paralelas.

A maior parte da lipase microbiana industrial € derivada a partir de fungos e bactérias
(Sharma, Chisti, & Banerjee , 2001). Fungos sao preferiveis, porque as enzimas de fungos sdo
geralmente extracelular, facilitando a extracdo a partir de meios de fermentacdo (Jaeger,
Dijkstra, & Reetz, 1999). Apesar de vdérias lipases microbianas serem produzidas
comercialmente, o alto custo da lipase parece ser um fator importante na sua aplicacdo bem

sucedida.

As lipases (triacilglicerol hidrolases; E.C.3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que catalisam
a hidrolise de TAG aos acidos graxos correspondentes e glicerol na interface agua e 6leo.
Estas enzimas podem catalisar as reacfes de esterificacdo ou transesterificacdo, quando a
quantidade de agua do sistema em que estdo presentes é suficientemente baixa a ponto de

deslocar o equilibrio termodinamico no sentido da sintese (Costa, 2009).

A Tabela 3 mostra algumas das aplicagcdes da lipase na indistria de alimentos, bem

com sua a¢éo no processo (Sharma, Chisti, & Banerjee , 2001).

Tabela 3 — Aplicacdes da Lipase na Industria Alimenticia.

Industria Alimenticia Agao Produto de Aplicagao

Laticinios Hidrélise de leite gordura, de Desenvolvimento de agentes
maturacdo do queijo, modificagdo aromatizantes em leite, queijo e
de gordura de manteiga. manteiga

Padaria Melhoria no sabor Aumento do prazo de validade

Bebidas Melhoria aroma Bebidas alcodlicas, por exemplo,

saqué, vinho
Molhos Melhoria na qualidade Maionese e molhos

Alimentos saudaveis Transesterificagdo Alimentos saudaveis
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Carne e peixe Desenvolvimento de sabor Produtos derivados de carne e
peixe, remogado de gordura

Gorduras e 6leos Transesterificagdo e hidrolise A manteiga de cacau, margarina,
acidos graxos, glicerol, MAG e
DAG

2.3 Purificacdo do DAG

O DAG pode ser separado de AGL, MAG e TAG por processos de destilacdo em
condicdes de altas temperaturas e baixas pressées (Ming, et al., 2007) ; (Kristensen, Xu, & Mu,
2005), por destilacdo molecular (realizadas consecutivas destilag6es e levando-se em conta a
diferenca do peso molecular) (Fregolente, Pinto, Wolf-Maciel, Maciel Filho, & Batistella, 2009)
ou ainda, por meio da extracdo liquido-liquido com etanol e agua (este processo pode ser

realizado em pressdo ambiente e a baixas temperaturas) (Monick & Treyball, 1956).

2.3.1 Destilacao

Os produtos gerados na reacdo da hidrolise de TAG (bem como a esterificacdo de
glicerol com AGL, ou glicerélise de TAG) sdo normalmente glicerol, TAG, DAG, MAG, AGL e
agua. Para aumentar a concentracdo de DAG no produto final desejado, se reduz na mistura a
concentracdo dos outros componentes como, por exemplo, a quantidade de TAG, MAG e AGL.
Pelo processo de destilagdo o MAG e AGL podem ser facilmente separados do oleo final,
porém devido a pequena diferenca da pressdo de vapor entre DAG e TAG este processo de
separacdo do TAG do dleo final se torna mais dificil (Watanabe, Sugiura, Sato, Yamadab, &
Nakanishi, 2005). Assim, alguns autores (Watanabe, Sugiura, Sato, Yamadab, & Nakanishi,
2005) e (Cheong, et al., 2007) definem a pureza do DAG pela Equacéo 7, a qual considera os

componentes restantes do 6leo apos a destilacdo de MAG e AGL.

DAG (%)

Pureza DAG (%) = DAG(%)+TAG(%)

)

Cheong et al. (2007) obtiveram uma oleina de palma rica em DAG com o processo de
hidrélise enzimatica. Os produtos mais volateis da hidrolise (MAG e AGL) foram separados pela
técnica de destilacdo SPD (short path distillation) a composigdo do 6leo utlizado nao foi
informada, esta técnica de destilac&o utiliza alto vacuo e tempo de contato do destilado baixo.
Os parametros da destilacdo, vacuo de 0,01 mbar, rotacdo de 350 rpm e temperatura do
condensador de 60°C, foram mantidas fixas durante operacdo. Os parametros que variaram
durante a operacdo da destilacdo foram: temperatura do evaporador a 175°C, taxa de

alimentacédo a 2,5 I/h e temperatura do trocador de calor a 80°C. O produto final foi um éleo
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composto por 60% de DAG e 40% de TAG, o qual é adequado, por exemplo, para a fabricagéo

de margarinas.

A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. mostra o aparato utilizado no SPD,
(Damstrup, Abildskov, Kill, Jensen, Sparso, & Xu, 2008).

——> |nternal condenser

———— Heating
jacket

Distillate

Figura 9 - Desenho esquematico do short path destillation (SPD).

2.3.2 Destilacao Molecular

A destilacdo molecular consiste no processo de separacdo e purificacdo de
substancias termicamente sensiveis e com baixa pressao de vapor, assim como de liquidos.
Este método de separagdo nao se trata de uma destilagdo propriamente dita, pois a separacgao
dos compostos ocorre por diferenca de suas massas moleculares e ndo através de equilibrio
entre fases. Deste modo, a destilagdo molecular é considerada uma técnica de um processo de

nao equilibrio.

Fregolente et al. (2009) estudaram a destilagdo molecular dos acilgliceréis produzidos
pela glicerdlise enzimatica a partir do 6leo de soja. A destilagdo molecular foi realizada em

sistema tipo “cascata”, com realimentacdo do destilador com o material obtido na corrente de
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residuo. Assim, a maxima recuperacdo de MAG foi obtida na corrente de destilado resultando
na diminuicao gradativa da concentracdo deste composto na corrente de residuo. (Fregolente,
Pinto, Wolf-Maciel, Maciel Filho, & Batistella, 2009).

No trabalho de Fregolente et al. (2009) foi utilizado um destilador molecular centrifugo
da marca Myers Vaccum Inc. com area de evaporacéo de 0,0046 m% Um esquema simplificado
deste equipamento € mostrado na Figura 10. A mistura foi aquecida a uma temperatura de
alimentacéo (TA) de 60°C e alimentado no centro do evaporador por uma bomba dosadora a
uma vazao pré- estabelecida. Pela acdo da forga centrifuga um fino filme liquido é formado uni-
formemente na superficie do evaporador, que é aquecido por resisténcias elétricas. A
velocidade de rotacdo do evaporador foi de 1350 rpm. A temperatura do evaporador (TE)
variou de 100 a 250 °C. Uma fracdo mais leve do material a ser destilado foi evaporada na
superficie do evaporador, a qual atingiu a superficie do condensador aquecida a uma
temperatura do condensador (TC) de 60 °C, assim foram mantidas as temperaturas das
correntes de saida de destilado e residuo (TD e TR, respectivamente). A Pressdo (P) da

camara de vacuo atingiu 0,10 mmHg.

Alimentagdo Evaporador

Condensador

N
\,

Vacuo

s+ Destilado
= ~» Residuo

Figura 10 - Esquema do destilador molecular

A composicdo da corrente de alimentacdo foi continuamente alterada a cada aumento
da temperatura do evaporador (TE). Sendo assim, a recuperacdo de MAG em cada etapa de
destilagdo € diferente. O calculo de recuperagdo de um determinado componente €

determinado pela Equacéo 8:

100xDestiladoy
Alimentadoy

Onde N é o componente escolhido e R a porcentagem de recuperacédo de N.
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As recuperacbes de MAG, bem como as concentracdes de MAG destilado (DMG), a
diferentes temperaturas e vazdes de alimentacdo sdo apresentadas na Tabela 4, adaptada de
(Fregolente, Pinto, Wolf-Maciel, Maciel Filho, & Batistella, 2009).

Tabela 4 - Recuperacao de MAG a diferentes TE e vazdes de alimentacao.

Temperatura (2C) Q (mL/min) DMG (%) Recuperacdo de MAG (%)
190 6,2 47,84 0,21
190 10,3 63,09 14,14
230 6,3 65,18 42
230 10,6 79,06 28,8
250 6,4 76,85 47,42
250 10,5 80,01 35,07

Observa-se que a recuperacédo de MAG é sempre maior quando a vazao (Q) € menor.
Isto se deve ao tempo de residéncia na superficie do evaporador, a concentracdo de DMG é
diminuida quando Q é menor porque todas as moléculas apresentam disponibilidade de
evaporacao, diluindo a concentracdo (%) de MAG na corrente de destilado. Quando Q é
aumentada, o tempo de cada componente na superficie do evaporador diminui e tornando a
condicdo mais favoravel aos mais volateis de evaporarem nas condi¢des fixadas como, por
exemplo, os MAG evaporam, aumentando assim a concentracdo e a recuperacdo dos

compostos mais leves na corrente de destilado.

O dleo resultante da corrente de residuo apés todas as etapas de destilagao, conforme
pode ser observado na Figura 11, apresentou maior concentracdo de DAG, na ordem de 54%.
A composigdo do 6leo de DAG apresentou 30,57% de TAG, 54,03% de DAG, 14,19% de MAG,
1,21% de AGL e 0% de GL. Além disso, o 6leo de DAG obtido apds todos os estagios de
destilacdo apresentou coloracdo e odor semelhante ao 6leo de soja original, mesmo apos os
aquecimentos a que foi submetido durante o processo. As propriedades do 6leo de DAG foram
preservadas, uma vez que a destilacdo molecular realizada em destilador centrifugo permite
gque o Oleo a ser destilado permaneca em contato com o evaporador durante o tempo
equivalente a 0,2-1 segundo. Este curto tempo de exposicao do 6leo as altas temperaturas faz
com que as moléculas a serem destiladas sejam evaporadas sem ocasionar degradacgdo
excessiva do material, oxidagdo demasiada ou perda das caracteristicas que tornam o 6leo de

DAG um potencial substituto do 6leo de TAG na dieta humana.

19



D
o

50 Y 72 DAG
BEZZ MAG
- | JAGL
& 40- EEE GL
2_3 30,57%
ﬁ; 30+
2
o)
8, 201 14,19 %
Lt -
10-
1,21 o/o 0
N 21% 0%

Componentes do Oleo de DAG

Figura 11 - Composicéo do 6leo de DAG final apds ultima etapa de destilagédo. TE = 250 °C, Q = 10
mL/min, P = 0,15 mm Hg

2.3.3 Extracao liquido-liquido

O processo de extracdo por solventes estda baseado no principio de que o soluto se
distribui entre dois solventes imisciveis através do contato entre as fases. A distribuicdo do
soluto depende de sua preferéncia por um ou outro liquido, que esta diretamente relacionado
com sua solubilidade em cada um deles. Uma separacdo parcial ocorre quando os
componentes da mistura original tém solubilidades relativas diferentes na fase do solvente

selecionado.

(Monick & Treyball, 1956) analisaram a extracao liquido-liquido de MAG, DAG e TAG
em solucdo aquosa de etanol. Os autores estudaram primeiro um sistema formado por
trilaurina (TAG), dilaurina (DAG), etanol e agua, e o outro formado por dilaurina (DAG),
monolaurina (MAG) etanol e agua, ambos foram avaliados a uma temperatura de 60°C. No
equilibrio, estes sistemas apresentaram duas fases, uma rica em etanol aquoso e a outra rica
em acilgliceréis. Pode-se observar que as moléculas com maior nimero de hidroxilas (mais
polares) tem mais afinidade com a fase rica em etanol aquoso quando comparadas com
moléculas de menor nimero de hidroxilas (menos polares). A Figura 12 mostra os resultados

obtidos neste estudo.
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Figura 12 - Diagrama de distribui¢do de dilaurina-trilaurina-etanol aquoso e monolaurina-dilaurina- etanol
aquoso a 60°C. Xag = Fracdo massica de A na fase rica em B (livre de C); Xac = Fragdo massica de A na
fase rica em C (livre de C) - Adaptado de Monick e Treybal (1956).

Os autores também avaliaram o equilibrio liquido-liquido de sistemas contendo MAG
comercial, e puderam verificar que o sistema das misturas de TAG, DAG e MAG (“puros”) e os
sistemas comerciais tiveram similaridade de distribuicdo. Por conveniéncia as misturas de TAG,
DAG e MAG formados por um unico tipo de acido graxo foi chamado de sistema “puro”. Uma
vez que os produtos comerciais que continham compostos insaturados e comprimentos de
cadeias de acidos gordos variaram de 8 a 18 atomos de carbono, concluiu-se que as diferentes
estruturas entre os mono-, di-, e triacilgliceréis séo os fatores de controle de extragdo liquido-
liquido utilizando solventes polares. Esta conclusao é fundamental, pois nos permite admitir um
conjunto de moléculas de MAG para uma mistura como um Unico pseudo-componente,
podendo ser ampliado para a moléculas de TAG e DAG. Isto contribui para a realizacao de
simulacBes de extracdo, visto que reduz consideravelmente o numero de parametros
estimados nos modelos de célculo de coeficiente de atividade, por exemplo, UNIQUAC e
NRTL.

Embora existam diversos estudos reportados na literatura relativos ao comportamento
da cinética de reacdo seja por via quimica ou enziméatica para a obtencdo de DAG, ainda s&o
escassos o0s trabalhos que reportam a etapa de purificacdo, sobretudo o comportamento do
equilibrio liquido-liquido de sistemas contendo DAG. Alguns autores sugerem o processo de
extragdo liquido-liquido no refino de dleos vegetais em contrapartida da destilagdo (Gongalves,
Batista, & Meirelles, 2002); (Goncalves & Meirelles, 2004) ; (Rodrigues, Antoniassi, & Meirelles,
2003) estudaram o equilibrio liquido-liquido de sistemas contendo 6leo de palma + acido
palmitico/oleico + etanol + 4gua a 318.2 K. A concentracdo de agua foi variada entre zero e
12,41 % em massa em relacdo ao etanol. No equilibrio, havia a separa¢éo do sistema em duas

fases, uma fase rica em etanol e a outra em 6leo. Os autores ainda observaram que a adi¢éo

21



de agua no solvente (entre zero e 6m% de agua em etanol) provocava o aumento na
seletividade do solvente podendo ser calculada pela Equacdo 9, e um decréscimo, ainda que
pequeno no coeficiente de distribuicdo dos acidos graxos livres obtidos pela Equacédo 10. O
coeficiente de distribuicdo era fortemente alterado (decréscimo) quando a concentracdo de

agua era maior que 6m% com relacdo ao solvente (etanol).
k==L 9)
L

ki
Siyj = K (10)
onde, k; é o coeficiente de distribuicéio do acido graxo livre, k; € o coeficiente de distribuicdo do
6leo, w/’ é a fracdo massica de acidos graxos livres na fase rica em etanol, w! é a fracdo
massica de acidos graxos livres na fase rica em éleo, e por fim S;,; € a seletividade do solvente

para o acidos graxo livre em relagdo ao 6leo.

Pode-se concluir que a agua no solvente faz com que este diferencie melhor os acidos
graxos livres dos triacilglicerois. Os acidos graxos livres sdo removidos sem que haja remogao
significativa de dleo neutro. Notou-se ainda que os acidos palmitico e oleico se distribuiram de

forma bem similar.

Os autores ajustaram os parametros dos modelos NRTL e UNIQUAC, com dados
experimentais obtidos. Ainda que o 6leo de palma seja formado por uma mistura de diferentes
moléculas de triacilglicerdis, o mesmo foi tratado como um Unico pseudo-componente onde a
massa molar calculada por meio de média ponderada em relacdo a fragcdo molar de
triacilgliceréis presentes no 6leo. Constatou-se que 0 sistema obtido estava bem ajustado para
0os modelos NRTL e UNIQUAC, o que permite a modelagem e simulacéo de extrator liquido-

liquido que utilizam os solventes sugeridos no trabalho.

Kanda (2013) estudou o Equilibrio Liquido-Liquido (ELL) de sistemas ternarios,
determinando curvas binodais e linhas de amarracdo para os sistemas palmitato de etila +
etanol + dgua e palmitato de etila + etanol + glicerol a 25 °C, 40 °C e 55 °C; e para 0 sistema
acido palmitico + etanol + agua a 65 °C. A consisténcia dos resultados das linhas de
amarracéo foi testada através da utilizacdo dos modelos de Othmer-Tobias e Hand. Os dados
experimentais de ELL foram modelados com os modelos de NRTL, UNIFAC-LL, UNIFAC-
Dortmund e UNIQUAC. Para os sistemas palmitato de etila + etanol + agua (ou glicerol), o
modelo UNIFAC-LL apresentou bons resultados, ja para o modelo UNIFAC-Dortmund néo,
prevendo inclusive a formagdo de duas fases liquidas entre palmitato de etila e etanol. Os
modelos NRTL e UNIQUAC mostraram-se adequados para a correlacdo dos dados. Para o
sistema com &cido palmitico, todos os modelos apresentaram desvios maiores, com desvio
meédio quadratico (rmsd) e desvio absoluto (AD) entre 7% e 10% para os modelos UNIFAC,
enquanto os modelos NRTL e UNIQUAC apresentaram estes desvios na faixa entre 2,5% e

4,5%. Os resultados de ELL obtidos neste trabalho para o sistema ternario palmitato de etila +
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etanol + agua comparados aos valores da literatura indica que a metodologia analitica é
confiavel.

(Meirelles & Pina, 2000) estudaram a desacidificacdo do 6leo de milho em processo
continuo por extracao liquido-liquido em coluna de disco rotativo. O solvente utilizado foi o
etanol contento 6% em &gua. Os autores avaliaram a influéncia da velocidade de rotacgéo,
vazao da fase oleosa, e a geometria da coluna sobre o holdup da fase dispersa, na eficiéncia
da transferéncia de massa do sistema. Inicialmente foi observado um aumento no holdup da
fase dispersa com o aumento da velocidade de rotacdo e a vazao da fase oleosa. A velocidade
caracteristica do sistema foi calculada pela equacdo de Pratt. Observou-se uma relagdo
inversa entre a velocidade caracteristica e a velocidade do rotor, o que é diferente de dados
relatado na literatura. O coeficiente de transferéncia de massa estimada aumentava conforme
velocidade de rotacdo e a vazdo da fase oleosa aumentavam. Os resultados experimentais
demonstraram que é possivel obter um 6leo refinado, com um teor em &cido oleico inferior a
0,3% em peso por extragdo continua com etanol como solvente. Eles também indicaram que a
perda correspondente de 6leo neutro era inferior a 5% em peso. Tal valor para a perda de 6leo
neutro é significativamente menor do que os resultados relatados na literatura para o refino
fisico ou alcalino de dleo de milho. A Figura 13 ilustra o sistema utilizado PRDC (perforated

rotating disc contactor).

RDC/PRDC | PRDC Il
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@lh 1 =+ |
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q E 1] L
: > <55
b= R L—-'ﬂ")
1 1)

Figura 13 — Esquema utilizado no sistema de extragdo continua em coluna de disco rotativo, adaptado de
(Pina & Meirelles, 2000)
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(Voll, Kanda, Filho, & Corazza, 2013) realizaram um estudo sobre o equilibrio liquido-
liqguido do éleo de palma hidrolisado com etanol e agua. A hidrdlise foi realizada utilizando a
lipase Lipozyme RM IM com tempo de reacdo de 72 horas. O 6leo hidrolisado apresenta em
sua composicao final TAG, DAG, MAG e AGL. Os dados experimentais do ELL do sistema
contendo (TAG+DAG+MAG+AGL) + etanol e agua foram utlizados para obtencdo dos
parametros de interacdo do modelo UNIQUAC, onde as predi¢des de equilibrio liquido-liquido
foram efetuadas por meio do calculo da minimizagdo da energia livre de Gibbs. O modelo
UNIQUAC ajustou-se bem aos dados experimentais de equilibrio liquido-liquido deste sistema
no qual apresentou valor do desvio médio quadratico (rmsd) menor do que 0,58%. O sistema
inteiro envolveu 30 parametros de iteracdo do modelo UNIQUAC e foi estudado considerando-
se o sistema todo, isto €, sem que houvesse divisdo em subsistemas. Assim ha somente uma

faixa de condicdes reacionais na qual os dados séo validos.

2.4 Equilibrio Liquido-Liquido (ELL)

O equilibrio de um sistema ocorre sempre como o estado final de um sistema fechado
ao fluxo de massa calor ou trabalho através das suas fronteiras e é caracterizado pelas
seguintes condi¢des: (a) o estado nao varia com o tempo; (b) o sistema é uniforme ou é
formado por subsistemas uniformes, sem gradientes de temperatura, presséo, velocidade ou
concentracao; (c) os fluxos de massa, calor ou trabalho entre o sistema e suas vizinhancas é
zero; (d) a taxa liquida de todas as reacdes quimicas € zero (Sandler, 2000). Os critérios de

equilibrio e estabilidade de um sistema sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Critérios de equilibrio e estabilidade para um sistema.

Sistema Restricao Critério de Critério de
Equilibrio Estabilidade
Sistema isolado, Energia interna e S=méaximo d°S<0
adiabético, como volumes constantes ds=0
vizinhancas fixas
Sistema isotérmico Temperatura e A=minimo d*A>0
fechado com volume constantes dA=0
vizinhancas fixas
Sistema isotérmico e Temperatura e G=minimo d’G>0
isobarico pressdo constantes dG=0
Sistema isotérmico e Temperatura, G=minimo d°G>0
isobarico aberto, pressao e massa dG=0

movendo-se na

velocidade do fluido

constantes
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Aplicando-se os critérios anteriormente descritos para um sistema multicomponentes

com presenca de mais de uma fase, obtém-se o conjunto de Equacgdes 11, 12 e 13:

T =T" (11)
p=p (12)

G'=g" ou ,Ul :qu (13)

Algumas espécies quimicas quando misturadas em determinadas concentracdes
podem nao satisfazer o critério de estabilidade de d°G>0 e fazer com gue o sistema se divida
em duas ou mais fases liquidas de composicdes diferentes. Quando o sistema estad em
equilibrio termodinamico tem-se um caso de Equilibrio Liquido-Liquido (Smith, Van Ness, &
Abbott, 2007). Ou seja:

d*(AG/RT
% >0 (T’ P) constantes

gl (14)

Relacionando a fugacidade com o coeficiente de atividade, tem-se que:

(15)

Duas ou mais fases liquidas podem coexistir no equilibrio em temperaturas inferiores

as observadas para o Equilibrio Liquido-Vapor. E o efeito da pressdo no coeficiente de

atividade, J/, pode ser ignorado para a maior parte das aplicacfes praticas de ELL (Henley &
Seader, 1981).

Assim, tratando-se de um caso binario a P constante e T reduzidas de tal forma que o

d*(AG/RT
# >0 (T' P)constantes

coeficiente de fugacidade possa ser desprezado, a Xm

(14 implica em:

aa — BB
{xlyf XLyt )

A=-x)y; =@A=x)p}

a B
Especificando-se XK ou T a resolucdo do sistema proposto pela Equacédo 16 é dado

pelas Equacbes 17 e 18:
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B
In%zln% 17)
1
P
In%zlni_z} (18)
2

2.4.1 Diagramas de equilibrio liquido-liquido

A representacao mais usual de diagramas de equilibrio liquido-liquido é a figura de um
triangulo equilatero. Cada vértice representa um componente puro e cada lado representa uma

mistura binaria. Um exemplo pode ser visto na Figura 14.

Componente

2
O,O/A1,0

1,0 . 0,0
0,0 0,5 1,0
Componente Componente
1 3

Figura 14 - Diagrama terndrio para representagdo das composi¢des de um sistema ternario

Neste diagrama pode-se visualizar a curva binodal, representada pela linha continua, e
gue representa os limites de miscibilidade. Na regido acima desta curva tem-se um sistema
homogéneo e na regido abaixo o sistema é heterogéneo e apresenta duas fases. Nesta regido
pode-se observar a presenca das tie-lines. Estas linhas de amarracéo, representadas no
diagrama pelas linhas tracejadas, indicam as composi¢cdes das duas fases que estdo em

equilibrio liquido-liquido (Sandler, 2000).

26



A Figura 15 representa um sistema ternario a temperatura constante em que se
pretende separar, em seguida € relatado a forma de como é empregado o diagrama ternario

para solucéo de problema de extracéo liquido-liquido.

Figura 15 - Diagrama ternario a temperatura constante, adaptado de (Lobo & Ferreira, 2006)

A utilizacdo do diagrama ternario em problemas de extracdo liquido-liquido: primeiro
admite que se pretende separar as substancias liquidas 1 e 2 existentes numa mistura (binaria)
inicial representada pelo ponto F. Adicionando quantidades crescentes de componente 3 (que
se designa por solvente) a mistura F a composicao global do sistema mover-se-a ao longo da
reta [FM3]. Por adicdo de quantidade adequada do componente 3, a composi¢do global do
sistema (ternario) passa a ser representada pelo ponto M. Neste ponto o sistema é

heterogéneo, separando-se em duas fases cujas composi¢es sdo dadas pelos pontos P e Q.

A fase Q € mais rica no solvente (3). Esta fase, em terminologia de extracéo liquido-
liquido, é chamada também de fase extrato (ou fase solvente). A fase P, que tem baixa
concentracdo de solvente, denomina-se fase refinado (ou fase residuo). Retirando
gradativamente o solvente (3) da fase extrato (Q), por destilacdo ou outra operagdo
equivalente, obtém-se um extrato livre de solvente de composi¢céo no ponto S na Figura 15, por
exemplo. Do mesmo modo, o refinado (ou residuo), R, é obtido da fase P pela retirada do
solvente. Logo, a extracdo liquido-liquido comeca pela adicdo de solvente a mistura binaria
inicial (F), com a separacdo das duas fases resultantes (P e Q) seguida de remocdo do
solvente (3) de cada uma das fases em equilibrio, a mistura original (F) pode ser separada em
duas outras misturas binarias (R e S). Comparando com a mistura inicial (F) a mistura S tem
uma composicao maior do componente 1 e a mistura R contém uma menor fracdo deste
componente. Este principio de separacdo pode ser repetido sequencialmente com vista a
separagdo dos componentes 1 e 2 (completamente misciveis) em extratos e refinados

progressivamente mais ricos nos componentes (1 ou 2) que se querem separar por extracdo
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liquido-liquido. E claro que a extensdo do processo de extracdo estd condicionada pela
temperatura e pressao, pela area coberta pela curva de solubilidade e pela natureza do

sistema ternario (Lobo & Ferreira, 2006).

2.5 Oleo de Oliva

A oliveira (Olea europaea L.) é uma planta frutifera da familia botanica Oleaceae,
sendo a Unica da espécie que origina frutos comestiveis, trata-se de uma planta de cultivo tdo
antigo quanto o trigo e a videira. O nome genérico olea vem do latim oliva (azeitona) ou do
grego elai que significa dleo. O fruto maduro da oliveira, a oliva (azeitona), pode ser consumida
ou usada para extracdo do azeite, um liquido amarelo-esverdeado, transparente e aromatico,
utilizado desde a antiguidade como ingrediente na culinaria (Ramirez-Tortosa, Granados, &
Quiles, 2006). A denominacao azeite refere-se a extracdo do fruto, sendo que o dleo é
proveniente da extragdo das sementes com auxilio de solventes (Boskou, 1996). Devido ao
processo de extracdo, geralmente por prensagem mecanica, o azeite de oliva é considerado

um produto natural de alta qualidade.

Ha relatos de que a oliveira é originaria de uma regido geografica ndo definida que se
estende desde o sul do Caucaso até as altas planicies do Ird, Palestina e a zona costeira da
Siria, estendendo-se pelo Chipre até o Egito. Posteriormente a espécie disseminou-se por
muitos paises da Europa e do Oriente Médio (Coutinho, Ribeiro, & Cappellaro, 2009); (Gomes,
1979).

O azeite de oliva é o principal produto obtido dos frutos da oliveira (Olea europaea
Linné). Por suas caracteristicas organolépticas é muito apreciado sendo largamente utilizado
na dieta dos paises situados na regido do mar Mediterraneo (Peixoto, Santana, & Abrantes,
1998)

Nos ultimos anos, o cultivo de oliveiras adquiriu especial relevancia em todo o mundo
pelas propriedades benéficas do azeite de oliva a salde humana (Oliveira, 2001b). Por
exemplo, um dos fatores associados a baixa mortalidade por doencas cardiovasculares
observada nas populacdes da regido mediterrdnea é a elevada ingestdo de acido oleico

presente no azeite de oliva (Vognild, et al., 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas do azeite de oliva variam de acordo com o tipo de
solo, clima, praticas culturais, variedades, estado de maturacéo do fruto e com as técnicas de
extracdo. E importante enfatizar que o azeite de oliva, para ser comercializado, precisa
apresentar-se dentro dos padrfes da legislagao vigente, com base em analises fisico-quimicas
gue o qualificardo dentro de determinadas classes especificas (Aued-Pimentel, Takemoto,
Minazzi-Rodrigues, & Badolato, 2002).
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No contexto mundial, o Brasil se posiciona entre os maiores importadores de azeite de
oliva, ndo possuindo uma producéo agricola para atender ao mercado interno. Entre 1996 e
1998 houve um aumento de 44% nas importacdes, sendo a Argentina, Espanha e Portugal os
principais fornecedores (Aued-Pimentel, Takemoto, Minazzi-Rodrigues, & Badolato, 2002) ;
(Pio, et al., 2005).

O oleo de oliva contém aproximadamente 90% de acidos graxos insaturados, sendo o
acido oleico o componente predominante e destes aproximadamente 10% s&o acidos graxos
poliinsaturados (Kriiger, 2010). Quanto ao teor de acilglicerdis, o 6leo de oliva tem 93,3% de
TAG e 5,5% de DAG (Yanai, Tomono, Ito, Furutani, Yoshida, & Tada, 2007). Tanto a polpa
como a semente do fruto da oliveira contém éleo e este é idéntico em ambos os casos (Kruger,
2010). Os principais acidos graxos presentes no azeite de oliva sao: acido oleico (C18:1), acido
linoléico (C18:2), acido palmitico (C16:0), acido palmitoléico (C16:1) e acido esteérico (C18:0)
(Kruger, 2010).

A Figura 16 mostra as estruturas quimicas e a composicdo de acidos graxos mais

comuns presentes no azeite de oliva (Penz, 2010).

o (18:1n-9)

\/\/\/\/\/\/\/\r’o Acida palmitico (9,3-12%)

o (16:0)
NSNS NSNS fido linoleico (4,6-12%)
o (18:2n-6)
\/\/\/\/\/\/\/\/\(0 Acido estedrico (0.5-3.5%)
o (18:0)
ANNSN= NSNS feido paimitolenico (0,3-3,5%)
o (16:1n-9)

P /\_/\/\/\/\r*»0 Acido linolénico (0-1,5%)

o} (18:3n-3)
NN Adido miristico (0-0,5%)

o (14:0)

Figura 16 — Alguns &cidos graxos presentes no azeite de oliva com sua respectiva concentracao.
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2.6 Consideragdes Finais

A revisao da literatura mostra o destaque do 6leo de oliva como matéria-prima para a
producdo de DAG e MAG, por sua homogeneidade e pela grande aceitagdo em dietas
alimentares, devido a suas propriedades sensoriais agradaveis e também aos seus beneficios
a saude pelo seu consumo. A hidrélise enzimatica mostra vantagens quando comparada com
as rotas quimicas, isto se deve ao fato da hidrélise acontecer em temperaturas e pressées
mais brandas. Com isso a producdo de DAG por via enzimatica se torna mais atrativa, pois
minimiza o consumo energético bem como a formacdo de produtos indesejaveis. A producéo
de um produto rico em DAG depende ainda de uma etapa de purificacdo tendo em vista que as

rotas quimicas e enzimaticas fornecem um produto com baixa concentragdo de DAG.

Foi constatado ainda, que a literatura é vasta em termos da producdo de DAG via
enziméatica ou das reacfes para a producao de DAG, porém ainda é muito escassa no que se
trata sobre os processos de purificacdo ou especificamente falando em processo de extracao

liquido-liquido.

Dentro deste contexto, este trabalho aborda a obtengdo de dados do equilibrio liquido-
liquido de AGL + TAG a partir de uma mistura obtida pela hidrolise enzimatica do éleo de oliva
adicionada a uma solucao de etanol e 4gua. O processo de hidrdlise tem facil operacdo quando
comparada com a reacdo de esterificacdo, e ainda apresenta problemas causados com o

excesso de glicerol no meio.

O processo de extragédo liquido-liquido é de facil condugéo por envolver temperaturas e
pressbes brandas, além dos solventes (etanol e agua) utilizados serem de facil obtencéo e

separacao podendo ainda ser reaproveitados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para a etapa de obtencdo do acido graxo livre, através da reacdo de hidrdlise, foi
utilizado azeite de oliva extra virgem, agua destilada e lipase comercial Lipozyme RM IM,
utilizada como catalisador. Para a etapa de obtencdo de dados de equilibrio liquido-liquido,
foram utilizados agua destilada, etanol absoluto 99,5% (Neon®), azeite de oliva extra virgem,
bem como o acido graxo livre (97%) obtido na reacdo de hidrolise.

Com relacédo aos equipamentos utilizados, na etapa de reagdo de hidrdlise, foi utilizado
um béquer de 500 mL, um agitador mecéanico e um banho Maria. Para a etapa de equilibrio
liquido-liquido, foi utilizado um banho termostatico, células de equilibrio encamisadas de 40 mL

e um agitador magnético.

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Quantificagao de acidez

A quantidade de acidos graxos presentes durante a reacéo de hidrélise foi quantificada
realizando-se uma titulagdo com hidroxido de sédio (NaOH). Cerca de 1 g de amostra era
retirada do meio reacional. Adicionou-se n-hexano a amostra para remover a fase polar da
mistura. A amostra foi filtrada em papel de filtro para remover a enzima. A fase apolar da
mistura foi separada e colocada em estuda a 120°C para garantir a remoc¢éo do solvente. Para
a titulacao, foi pesado em torno de 0,5 g da fase apolar e diluido em 50 mL de etanol. Com
uma solucao de NaOH (0,1mol/L), na presenca do indicador fenolftaleina, titulou-se a amostra
com agitacdo vigorosa até a mudanca de coloracao, de transparente para a cor rosea. Assim,
anotou-se o0 volume gasto na titulacdo. A acidez do dleo foi calculada através da seguinte

relacéo:

Acidez(m%) = 100 - L2-Mneon PMacL (19)
pa

Onde:
Vol: Volume (L) da solucdo de NaOH gasto na titulacdo
My qon : Molaridade da solucdo de NaOH (mol/L)

PM,.,: Massa molar média dos acidos graxos presentes no 6leo oliva

pa: peso da amostra de 6leo (g)
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Considerando que o 6leo de oliva apresenta diferentes tipos de acidos graxos em sua
composicado (Figura 16), as moléculas de TAG e AGL foram tratadas como pseudo-
componentes. A massa molar média do AGL foi calculada através de uma média ponderada
(baseada na fracdo massica) das massas molares dos acidos graxos presentes no 6leo de

oliva informados pelo fabricante, conforme mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados encontrados na amostra do 6leo de oliva

AGL PM X
(g/mol) (Frac@o massica)
Acido Palmitico 256,429 0,158
Acido Oleico 282,467 0,775
Acido Linoleico 280,451 0,067

Assim, a massa molar utilizada foi 277,875 g/mol (media ponderada em relacdo a fracao

molar).

3.2.2 Quantificacdo de 4gua

A concentracdo massica de agua em uma amostra foi determinada por titulagdo Karl

Fisher.

3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1 Reacao de hidrdlise

A reacao de hidrélise enzimatica do éleo de oliva foi conduzida em um reator de vidro
(500 mL) em banho sob agitacdo mecanica de 300 rpm. Quantidades precisas de 6leo
(184,3702 g), agua destilada (80% em relacdo a massa de 6leo) foram inicialmente pesadas

em uma balanca de precisao diretamente no reator.

Os substratos foram mantidos sob agitacédo a 50 °C durante uma hora para estabilizar a
temperatura. Em seguida adicionou-se a quantidade especifica de enzima (1% em relacdo a

massa de substratos) para que a reacao tivesse inicio.

Ao final da reagdo, a composi¢éo do 6leo hidrolisado (6leo de oliva apdés a reagéo)
apresentava em seu conteldo valor proximo a 97% em massa de AGL. O produto final do
reator foi entdo filtrado com adicdo de n-hexano, utilizado com um diluente para diminuir a

viscosidade da amostra, acelerando a etapa do processo de filtracdo. A amostra de 6leo
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hidrolisado foi destilada em rotaevaporador, no Laboratério de Pés-graduacdo em Engenharia

Quimica, para a remocéo do n-hexano.

3.3.2 Equilibrio de fases liquido-liquido

Os experimentos de equilibrio liquido-liquido foram conduzidos em uma célula de
equilibrio encamisada (40 mL), a qual foi mantida em temperatura constante (55°C ou 25 °C)
por um banho termostatico. Adicionava-se a célula de equilibrio determinada quantidade de
6leo de oliva, etanol absoluto, agua destilada e &cidos graxos livres (geralmente trés
componentes, com excecdo de um experimento). Em seguida o sistema era submetido a uma
agitacdo magnética para promover contato intimo entre as fases. Apds cerca de 4 horas
interrompia-se o0 processo de agitacdo para que houvesse completa separacdo das fases do
sistema. A coleta de amostras de cada fase era realizada 24 horas apés a suspensao da

agitacao.

A quantificacdo do Oleo foi realizada evaporando-se o etanol e a 4gua da mistura, a
agua quantificada por meio de titulacao Karl Fisher, os acidos graxos livres foram quantificados
por titulacdo. Uma vez conhecidas as fracdes massicas de material oleoso (TAG ou AGL) e da

agua, a fracdo massica de etanol foi calculada por diferenca.

O esquema basico dos experimentos de equilibrio liquido-liquido é ilustrado na Figura
17.
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Figura 17- Esquema do experimento de equilibrio liquido-liquido: 1- banho termostatico; 2 e 3- circulagédo
da agua do banho; 4- barra magnética; 5- ponto amostragem; 6- termdmetro; 7- agitador magnético.
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3.4 Modelagem do Equilibrio Liquido-Liquido do sist ~ ema TAG, AGL, Etanol e
Agua

3.4.1 Estimativa de parametros de Interacdo UNIQUAC

Os parametros de interagdo do modelo UNIQUAC (A; e A;) sdo estimados pela

minimizacdo da seguinte equacao:

NF NL NC

fob=> > > (V\,iL,eXp_Wifn,caJc)z

f n i (20)

Sendo que para tanto a funcdo deve obedecer as restricbes do balanco de massa e de

equilibrio de fases com as seguintes equacdes:

NC

dxp®=1 n=L.,NL f=1.,NF (21)
x>0 i=1..,NC n=1..,NL f=1..,NF (22)
xqoe e = yhode \pede i =1 . ,NC n=1..,NL (23)

f,calc
f,cac — Xin MM
Wo TR

! ‘ i=1.,NC n=1..NL f=1.P (29
zxi;,calc.MM

E os valores de r; e g; para 4gua e etanol sao obtidos por:

NG

i = szi-Rk
K (25)
NG

g = ZVki Q, (26)
K

E os valores de r; e g; para o pseudo-componente acido graxo livre do éleo de oliva
(AGL):
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Nm G
= z X z VienRe (27)
m k

Nm G
q = z X Z VienQk (28)
m k

Para tanto, os valores de r;e g; para o TAG séo obtidos por:
Iac = 3'(rAGL - RCH2 ~ Reoon * RCHZCOO) * Ngiicerol ~ 3Roy (29)

Orac = 3'(qAGL - QCH2 - QCOOH + an—uzcoo ) + Ugiicera ~ 3'QOH (30)

Durante o processo de minimizacao, as frac6es molares calculadas e os parametros de
interacdo UNIQUAC sao considerados as variaveis de decisdo. Os parametros de interacao
UNIQUAC foram estimados com a ferramenta “solver” incluida no software Excel 2010 para

Windows.

3.4.2 Predicdo do Equilibrio Liquido-Liquido (Energ ia Livre de Gibbs de

excesso)

Para a correlacdo dos coeficientes de atividade de sistemas binarios ha teorias
baseadas no conceito de composicdo local. Assim é feita a suposicdo de que no interior de
uma solucéo liquida sdo encontradas composicdes locais diferentes da composicéo global da
mistura. Estas composi¢cfes locais sdo responsaveis pelas orientagcdes moleculares de curto
alcance e nédo aleatérias que resultam nas diferengcas no tamanho molecular e nas forcas
intermoleculares. Muitas equacdes para a correlagdo dos dados de ELL foram baseadas nesta
teoria. Pode-se citar: Wilson, NRTL, UNIQUAC e UNIFAC.

O modelo UNIQUAC (Universal Quase-Chemical) foi desenvolvido com o auxilio de
ferramentas da mecanica estatistica e utiliza a fracdo de area local como variavel primaria de
concentracdo. Assim obteve-se uma expressdo que pode ser estendida a misturas de

moléculas que diferem apreciavelmente em tamanho e forma.

A fracdo de area local é determinada representando a molécula por uma série de
segmentos. Cada molécula é caracterizada por dois parametros estruturais: volume molecular

relativo e area superficial relativa da molécula (Smith, Van Ness, & Abbott, 2007).
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A soma dos potenciais quimicos de cada componente de um sistema pode ser definida
como sendo a Energia Livre de Gibbs Global (ELG). Com a minimizacdo da ELG de um
sistema de composicdo conhecida obtém-se o célculo do equilibrio liquido-liquido através da

seguinte equacao:
) NC NF
Gib = Z z M Kyt
i=1 f=1 (31)

Reescrevendo a equacédo anterior em termos de fugacidade dos componentes puros e

considerando que todos os componentes estao na fase liquida, tem-se:

NC NF fl
Gib=Y >n| g +RT.In—
i=1 f=1 fif (32)
Por definicao, tem-se:
fi =% K i (33)
E chega-se finalmente a:
NC NF
Gib=Y" 3'n, (1 +RT.In(x, 5;))
i=1l f=1 (34)

Tendo em vista que os valores dos potenciais quimicos de referéncia ndo sao
relevantes para o calculo do equilibrio liquido-liquido (s@o constantes independente da
distribuicao das fases) e que néo héa reacdo quimica no processo, pode-se minimizar apenas a

parte variavel da equagao, ou seja:

NC NF
Z=> > n RT.In(X.y)
i f= (35)

Pode-se ainda rearranjar a equacdo de maneira a se ter a energia livre de Gibbs escrita
em funcdo do coeficiente de atividade e as fracdes molares dos componentes escritas em
funcdo no nimero de mols de i na fase j e do nimero de mols totais da fase j. Assim, obtém-

Se:
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N E S
X =— 5 N.G¢ = R'T'Znif Iny;
n f i=1
f (36)
NC NF NF
Z=RT.> >n .(Innif —Inntf)+ > ont,.g7
=1 f=1 f=1 (37)

Sendo que a funcdo Z a ser minimizada deve obedecer as restricbes de balanco de

massa e nao negatividade do numero de moles de acordo com as seguintes equacdes:

NF
nt =>"n; i=1..NC (38)
f

n,>0 i=1..,NC f=1..,NF (39)
O algoritmo de minimizacdo da energia livre de Gibbs foi calculado pelo suplemento
Solver do software Excel 2010. O suplemento XSEOS (Castier, 2010) foi utilizado para o

célculo dos coeficientes de atividade de cada componente em cada fase para o modelo
UNIQUAC.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Equilibrio Liquido-Liquido

Os dados experimentais de ELL do éleo de oliva + acidos graxos livres + etanol + agua

estdo apresentados na Tabela 7. Estes dados experimentais foram utilizados para o ajuste dos

parametros de interacdo do modelo UNIQUAC.

Tabela 7 - Dados experimentais de equilibrio liquido-liquido para o sistema TAG (1) + AGL (2) + etanol (3)

+ agua (4) a55 °C

Composicao global

(Fragcao massica)

Fase oleosa

(Fragcao massica)

Fase alcodlica

(Fragcao massica)

wy(%) w2 (%)

0

0

0

0
43,43
39,34
29,32

31.55
46,77

34,30
35,36
30,35
41,09

0

0

0
4,92

w3 (%)
18,88
32,57
40,69
10,71
45,86
40,66
40,69
63,53
47,11

w4 (%)
46,83
32,07
28,96
48,20
10,71
20,00
29,99

wi(%)  wy (%) ws3(%)
0 90,96 7,12

0 63,29 28,30
0 51,42 34,38
0 94,46 4,21
93,06 0 6,45
94,12 0 5,33
95,65 0 3,76

42,27 4,29 53,44
74,59 0 2541

w4 (%)
1,92
8,41
14,20
1,33
0,49
0,55
0,59
0
0

wy (%) wa(%) ws(%)
0 0,17 23,66
0 0,30 46,59
0 1,39 50,88
0 0,41 21,55
0,39 0 80,36
0,23 0 67,84
0,45 0 56,44
22,40 5,33 72,27
11,99 0 88,01

w4 (%)
76,17
53,11
47,73
78,04
19,25
31,93
43,11

4.1.1 Determinacao dos parametros UNIQUAC

Os valores de r, e g; para os componentes e pseudo-componentes que compdem o

sistema estudado encontram-se na Tabela 8 e os parametros de A; e A; encontram-se na

Tabela 9. Para o ajuste de pardmetros de interacdo foram utilizadas nove linhas de amarracdo

experimentais (Tabela 7), englobando 52 informacdes experimentais para TAG, AGL, etanol e

agua. O erro dos dados experimentais e os valores calculados por minimizacdo da energia livre

de Gibbs (pardmetros estimados) foi obtida pela Equagéo 40.
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NOBS((y&XP _ yycalc)?
EQM; = JZO ( NOBS :

(40)

Tabela 8 - Parametros r; e ¢; para TAG (1), AGL (2), etanol (3) e agua (4)

Composto T; q;
TAG 38,5601 31,2853
AGL 12,5541 10,3364
Etanol 2,5755 2,588
Agua 0,92 1,4

Tabela 9 - Parametros A;; e A; para o sistema TAG (1) + AGL (2) + etanol (3) + agua (4)

Par ij A (K) Aj; (K)

12 365,48 -243,27
13 211,87 - 43,969
14 875,56 - 152,08
23 153,23 - 136,72
24 116,75 1240,6

34 1434,4 - 425,96

4.1.2 Dados experimentais e preditos de equilibrio liquido-liquido

A Figura 18 mostra os dados experimentais e os valores preditos pela minimizacdo da
energia livre de Gibbs do sistema AGL + etanol + agua. Nota-se que a agua é o componente
com maior impacto na separacdo das fases, ou seja, para uma razdo de etanol/dleo fixa na
composicao global, a adigcdo da agua acusa uma mudanca significativa na composicdo das
fases separadas. A concentracdo do 6leo parece ser menos influente na separagéo das fases,
e isto, pode ser observado pela inclinacdo das linhas de amarragdo. Para uma razdo de
agualetanol fixa, a adicdo de 6leo acusa uma alteracao de menor intensidade na composicédo
das fases. Nos diagramas ternarios apresentados nas Figuras 18 a 22, as linhas continuas
representam os valores calculados enquanto que o0s pontos representam os dados

experimentais.
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Etanol (3)
0.00,1.00

1.00 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
AGL (2) Agua (4)

Figura 18 — Linhas de Amarrac&o para o sistema ternario AGL (2) + Etanol (3) + Agua (4) na temperatura
de 55°C

Observa-se pela Figura 18 que existe uma miscibilidade completa do AGL com Etanol
a 55°C. A agua, entretanto, € completamente imiscivel em AGL nas condi¢Bes do experimento.
Os calculos indicam uma regido de miscibilidade completa do sistema para concentracdes de
etanol acima de aproximadamente 65% em massa.

Na Figura 19 sdo apresentados os dados experimentais e os valores preditos pela
minimizacao da energia livre de Gibbs do sistema TAG + etanol + agua a 55°C.
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Etanol (3)
0.00,1.00

1.00 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
TAG (1) Agua (4)

Figura 19 - Linhas de Amarrag&o para o sistema ternario TAG (1) + Etanol (3) + Agua (4) na temperatura
de 55°C

Verificou-se experimentalmente que etanol ndo é completamente imiscivel em TAG a
uma temperatura de 55°C. Assim, temos uma pequena regido de miscibilidade do sistema para
baixas concentracdes de 4gua e altas concentracdes de etanol. Pode-se observar na Tabela 7
gue os experimentos foram realizados com pouca concentracdo global de agua no sistema.
Isso se deve ao fato de que, altas concentracdes de agua no sistema, a quantidade de TAG na

fase alcodlica é muito baixa, tornando dificil em escala laboratorial quantificar os acilglicerdis.

Os dados experimentais e calculados para o sistema TAG +AGL + etanol estdo

ilustrados na Figura 20.
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AGL (2)
0.00 ,1.00

1.00 . . 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
TAG (1) Etanol (4)

Figura 20 - Linhas de Amarracéo para o sistema ternario TAG (1) + AGL (2) + Etanol (3) na temperatura
de 55°C

A Figura 20 mostra que o AGL é completamente miscivel em TAG e Etanol, e o
sistema apresentado mostra uma grande regido de miscibilidade. Os dados calculados
ilustrados nas Figuras 18, 19 e 20, assim como os desvios entre estes resultados e os valores

experimentais, estdo apresentados nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10 - Dados calculados de equilibrio liquido-liquido para o sistema TAG (1) + AGL (2) + etanol (3) +
agua (4) a 55 °C

Fase oleosa Fase alcodlica
w, (%) w, (%) w3 (%) w4 (%) w;(%) w2 (%) w3 (%) w4 (%)
0 90,02 6,29 3,68 0 1,52E-04 24,71 75,29
0 61,83 27,48 10,69 0 0,42 47,86 51,72
0 53,26 33,55 13,19 0 0,98 51,22 47,79
0 91,63 5,01 3,36 0 9,83E-08 21,32 78,68
91,75 0 7,79 0,45 0,69 0 79,82 19,50
95,17 0 4,23 0,60 0,39 0 68,12 31,49
96,65 0 2,62 0,73 0,24 0 57,13 42,63
47,08 5,35 47,57 0 23,40 4,48 72,12 0
74,50 0 25,50 0 12,25 0 87,75 0

Tabela 11 - Erro entre composi¢ao experimental e calculada do equilibrio liquido-liquido do sistema TAG
(1) + AGL (2) + etanol (3) + gua (4) a 55 °C, em porcentagem massica

Linhas de Fase oleosa Fase alcodlica
Amarragao
wi(%) wa (%) w3(%) wa(%) wi(%) wa(%) w3(%) wye(%)

1 0 0,94 0,83 1,76 0 0,17 1,05 0,88
2 0 1,46 0,82 2,28 0 0,12 1,27 1,39
3 0 1,84 0,83 1,01 0 0,41 0,34 0,06
4 0 2,83 0,80 2,03 0 0,41 0,23 0,64
5 1,31 0 1,34 0,035 0,30 0 0,54 0,25
6 1,05 0 1,10 0,050 0,16 0 0,28 0,44
7 1,00 0 1,14 0,14 0,21 0 0,69 0,48
8 4,93 1,72 6,65 0 1,67 1,46 3,13 0
9 0,09 0 0,09 0 0,26 0 0,26 0

Conforme indicado pela Tabela 11, os baixos valores do erro entre os dados
experimentais e os calculados por minimiza¢édo de energia livre de Gibbs indicam que o modelo
UNIQUAC com os pardmetros ajustados utilizados é adequado na predicdo do equilibrio
liquido-liquido do sistema TAG, AGL, etanol e agua. O EQM obtido entre os dados
experimentais utilizados no ajuste dos parametros do modelo UNIQUAC e os calculados por

minimizacdo da energia de Gibbs foi de 1,44 %.

Para a validacdo do modelo, foram realizados experimentos em condi¢c8es diferentes
daquelas usadas na estimacgdo dos parametros, estes resultados foram entdo comparados com
célculos obtidos pelo modelo mateméatico. As Tabelas 12-17 apresentam os valores

experimentais, calculados, e os desvios entre os dados.
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Tabela 12 - Dados experimentais de equilibrio liquido-liquido para o sistema TAG (1) + etanol (3) + agua

(4) a 25 °C.
Composicéo global Fase oleosa Fase alcodlica
wi(%)  wiz(%) wa(%) w1 (%) w3(%)  we(%) wi(%)  w3(%) w4 (%)
41,63 47,43 10,93 96,44 3,38 0,18 0,31 77,68 22,01
33,59 33,38 33,03 97,01 2,36 0,63 0,71 49,63 49,66
23,19 31,77 45,05 98,04 1,75 0,21 0,12 44,50 55,38

Tabela 13 - Dados experimentais de equilibrio liquido-liquido para o sistema Oleo &cido (1+2) + etanol (3)
+ agua (4) a 55 °C (Razéo de TAG(1):AGL(2) na composicao global igual a 0,534:0,466)

Fase alcodlica

Composicao global Fase oleosa

Wi2(%)  w3(%)  wa(%) Wi142(%)  w3(%)  wa(%) Wi2(%)  w3(%)  wa(%)
44,05 4531 10,64 95,92 3,28 0,80 0,06 29,10 70,84
38,44 39,35 22,21 91,14 8,86 1,52 0,07 35,97 63,96
33,13 33,62 33,25 85,68 11,85 2,47 0,52 47,65 51,83

Tabela 14 - Dados calculados de equilibrio liquido-liquido para o sistema Oleo &cido (1+2) + etanol (3) +
agua (4) a 55 °C (Razéo de TAG(1):AGL(2) na composicao global igual a 0,534:0,466)

Fase oleosa Fase alcodlica
W1.2(%) w3 (%) w4 (%) Wi.2(%) w3 (%) w4 (%)
92,45 4,66 2,89 3,1E-03 28,63 71,36
89,37 7,23 3,40 1,83E-02 37,65 62,33
83,47 12,11 4,42 0,29 51,26 48,46

Tabela 15 - Dados Calculados de equilibrio liquido-liquido para o sistema TAG (1) + etanol (3) + agua (4)

a25°C
Fase oleosa Fase alcodlica
w1 (%) w3 (%) w4 (%) w1 (%) w3 (%) w4 (%)
94,48 517 0,34 0,49 77,25 22,26
97,88 1,49 0,63 0,22 50,31 49,47
98,12 1,20 0,68 0,17 44,99 54,84
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Tabela 16 - Erro entre composicédo experimental e preditos pelo modelo no equilibrio liquido-liquido do
sistema 6leo acido (1+2) + etanol (3) + dgua (4) a 55 °C, em porcentagem massica

Fase oleosa Fase alcodlica
Wi2(%) w3 (%) we(%) Wi2(%) w3 (%) we(%)
3,47 1.38 2.09 0,057 0,47 0,52
1,77 1.63 1.88 0,052 1,68 1,63
2,21 0.26 1.95 0,23 3,61 3,37

Tabela 17 - Erro entre composigdo experimental e preditos pelo modelo no equilibrio liquido-liquido do
sistema TAG(1) + etanol (3) + dgua (4) a 25 °C, em porcentagem massica

Fase oleosa Fase alcodlica
w1 (%) w3(%)  we(%) w1 (%) w3(%)  we(%)
1,96 1,79 0,16 0,18 0,43 0,25
0,87 0,87 0,00 0,49 0,68 0,19
0,08 0,55 0,47 0,05 0,49 0,54

Observando-se os baixos valores de erro nas Tabelas 15 e16 percebe-se que o modelo
utilizado no trabalho tem boa capacidade de predizer resultados de equilibrio de fases do tipo
liquido-liquido para um sistema TAG + AGL + etanol + dgua. O EQM obtido entre os dados
experimentais que n&o foram utilizados no ajuste dos pardmetros do modelo UNIQUAC e os

calculados por minimizacdo da energia de Gibbs foi de 1,47 %.

Na Figura 21 e na Figura 22 estao representados os diagramas ternarios dos sistemas

utilizados para validacdo do modelo matematico.
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Etanol (3)
0.00,1.00

1.00 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Oleo Acido (1+2) Agua (4)

Figura 21 - Linhas de Amarragéo para o sistema ternario Oleo acido (1+2) + Etanol (3) + Agua (4) na
temperatura de 55°C

A Figura 21 é uma representacdo ternaria de um sistema quaternario, ou seja, um
sistema pseudo-ternario, onde o pseudo-componente “6leo acido” (1+2) é composto por
TAG+AGL (53,4%/46,6% m/m). Tendo em vista que o AGL é mais miscivel em etanol quando
comparado com o 6leo, é natural que o perfil encontrado na Figura 21 seja um intermediério

aos resultados das Figuras 18 e 19, o que mostra certa coeréncia entre os resultados obtidos.

A Figura 21 indica que o modelo prediz bem a separacéo de fases do “6leo acido”
(TAG+AGL), etanol e &gua. Deve-se lembrar de que a Figura 21 representa uma mistura
pseudo-terndria de um sistema de quatro componentes. Uma vez que existe a diferenca de
hidrofobicidade entre as moléculas de TAG e AGL, suas composi¢@es relativas se diferem em

cada fase e em cada linha de amarracéo.

Com relacdo as linhas de amarracdo obtidas verifica-se que as composi¢coes
calculadas estdo muito préximas ou sdo coincidentes com o0s valores obtidos
experimentalmente. A inclinacdo obtida sugere que as linhas de amarracéo estdo coerentes,
uma vez que esta variando suavemente e muito prOXimos aos pontos experimentais para este

sistema.
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Os pontos preditos na Figura 21 foram obtidos pelo modelo UNIQUAC ajustado. Aqui
se avaliou a robustez do modelo com pontos experimentais que nao fizeram parte da funcéo

objetivo de ajuste de pardmetros do modelo.

Etanol (3)
0.00,1.00

1.00 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
TAG (1) Agua (4)

Figura 22- Linhas de Amarracéo para o sistema ternario TAG (1) + Etanol (3) + Agua (4) na temperatura
de 25°C

Assim como para a Figura 21, os valores preditos pelo modelo e representados na
Figura 22, partiram de valores experimentais a uma temperatura de 25°C e que também nédo

fizeram parte do ajuste de pardmetros para o modelo.

Observa-se na Figura 22 que o etanol ndo é completamente imiscivel em TAG a uma
temperatura de 25°C, porém com era esperado, com intensidade menor quando comparado a
uma temperatura de 55°C, conforme verificado na Figura 19. A Figura 22 mostra também uma
pequena regido de miscibilidade do sistema para baixas concentracfes de agua e altas

concentracdes de etanol.

A Figura 22 indica ainda que o modelo prediz bem o sistema contendo TAG, etanol e

agua. Com relacdo as linhas de amarragéo obtidas verifica-se que as composi¢des calculadas
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estdo muito proximas ou sdo coincidentes com os valores obtidos experimentalmente. A
inclinacdo obtida sugere que as linhas de amarracdo estdo coerentes, uma vez que esta

variando suavemente e muito préximos aos pontos experimentais para este sistema.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi realizado um estudo experimental e tedrico sobre o comportamento
do equilibrio de fases liquido-liquido. A partir dos resultados obtidos, é possivel destacar

algumas conclus@es sobre o comportamento de equilibrio de fases liquido-liquido.

A reacdo de hidrélise parcial do 6leo de oliva (TAG) na presenca da enzima comercial
lipase Lipozyme RM IM gerou um produto composto por 97% em massa de acidos graxos livres
(AGL).

O modelo UNIQUAC ajustou-se bem aos dados experimentais de equilibrio liquido-
liguido do 6leo de oliva e 4cidos graxos livres com agua e etanol. As predi¢cdes de equilibrio
liquido-liquido por meio do célculo da minimizagdo da energia livre de Gibbs (utilizando o
modelo UNIQUAC no célculo dos coeficientes de atividade) geraram resultados préximos aos

experimentais, o que validou esta abordagem matematica.

Os dados experimentais e tedricos obtidos e apresentados neste trabalho representam
uma contribuico no sentido do levantamento e disponibilizacdo de informacdes

termodinamicas de sistemas de interesse em processos de purificacdo do DAG.

5.1 Sugestbes para trabalhos futuros

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podem ser feitas as seguintes sugestdes

para trabalhos futuros:

= Realizar estudos do comportamento do equilibrio liquido-liquido com diferentes tipos de
Oleos vegetais.

= Realizar a modelagem termodinamica do equilibrio liquido-liquido para este utilizando
outros modelos, como o NRTL.

= Realizar experimentalmente as etapas de extracao liquido-liquido para obtencéo de um
Oleo de oliva rico em DAG.

= Avaliar as caracteristicas fisicas do 6leo de oliva rico em DAG a partir da extracdo
liquido-liquido.

= Realizar estudos sobre a otimizacdo do processo de extracdo liquido-liquido para

purificagdo de DAG produzido a partir da glicerdlise enzimética.
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