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RESUMO

Um recente relatério publicado pela Organizacao Mundial da Salude revelou que
mais de 300 milhdes de pessoas sdo obesas. Pesquisas com dleos e gorduras
alimenticios vém indicando que os produtos ricos em diacilglicerdis (DAG), ao invés
de triacilglicerdis, apresentam acao benéfica sobre a saude humana pois o
diacilglicerol, diferente do triacilglicerol (TAG), ndo é absorvido como gordura,
apesar destes apresentarem valores energéticos similares. Consequentemente, é
possivel reduzir o teor de gordura no sangue e, ao longo do tempo, combater a
obesidade. Diante os problemas relacionados ao consumo de 6leos e gorduras e ao
mesmo tempo a importancia deste consumo, é crescente a demanda por tecnologias
de modificacdo de 6leos e gorduras. Entre os processos de modificagdo de 6leos de
maior interesse industrial estao as reacdes de hidrdlise do triacilglicerol catalisadas
por lipases. Neste processo, a concentracdo de agua é apontada em muitos
trabalhos como um parametro significativo durante as reagdes de hidrolise. Ao
mesmo tempo em que uma alta razdo de alimentacdo de &agua/triacilglicerol é
necessaria para o deslocamento da reagdo no sentido dos produtos, o excesso de
agua reduz a velocidade de reacao de hidrélise devido ao efeito de inibicao
reversivel da enzima. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito da concentracdo de
agua na hidrolise enzimatica do 6leo de oliva em sistema reacional em batelada e
batelada alimentada visando a posterior producao de DAG. Os experimentos foram
realizados em meio livre de solvente, na presenga da enzima imobilizada Lipozyme
RM IM. Ao final de 24 horas de reacao em batelada, o maior rendimento em acidos
graxos livres (produto final da reag&o) foi obtido com uma alimentacdo de 20 m% de
agua em relacdo ao 6leo. Verificou-se, entretanto, que para menores tempos de
reacdo, maiores rendimentos foram obtidos com apenas 3 m% de agua. A
abordagem batelada alimentada nao altera o equilibrio da reacédo bioquimica, mas
evita que a atividade enzimatica seja inibida pelo excesso de agua, uma vez que
este substrato ndo é totalmente alimentado no inicio da reacdo. Um modelo
matematico foi ajustado aos dados experimentais obtidos em sistema batelada e sua
capacidade de prever os perfis cinéticos da reacdo em sistema de batelada
alimentada foi validada.

Palavras-chave: Acilgliceréis, Hidrdlise, Oleo de oliva, Sistema batelada alimentada,

Modelagem.



ABSTRACT

A recent report published by the World Health Organization showed that more than
300 million people are obese. Researches with food oils and fats have pointed that
products rich in diacylglycerols (DAG) have beneficial effects on human health.
Diacylglycerol, differently of the triacylglycerols, is not absorbed as fat even though
they have similar caloric values. Consequently, it is possible to reduce the fat content
in blood and it can to combat the obesity. Concerning the problems related to the oils
and fats consumption, and at same time due to its importance, the interest on
technologies involving modifications on oils and fats have been increased. Among
the industrial processes for oils and fats modification lipases-catalyzed hydrolysis are
the most important. In this process, the content of water is identified in several
studies as a significant parameter for the hydrolysis reactions. High values of
watertoTAG ratio is needed to shift the reaction towards the products, however the
excess of water decrease the hydrolysis reaction rates due to the effect of reversible
enzyme inhibition. The objective of this study was to evaluate the effect of water
content on the enzymatic hydrolysis of olive oil. The experiments were performed in
solvent -free medium with the immobilized Lipozyme RM IM. After 24 hours of batch
reaction the yield in terms of free fatty acids (the end product of the reaction) was
increased and it was obtained with a water content of 20 wt% related to the oil mass.
It was found, however, that for shorter reaction times, higher yields were obtained
with only 3 wt% of water content. The fed batch approach showed that the
equilibrium of the biochemical reaction was not changed, but it can prevents
enzymatic inhibition by the excess water.A mathematical model was fitted to the
experimental data obtained in the batch system and its prediction capability for
estimate the reaction profiles and kinetics in fed-batch system was validated.

Key-words: acylglycerols, hydrolysis, olive oil, fed-batch system, modeling.
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1 INTRODUGAO

A busca pela reducao dos indices de obesidade e doencas cardiovasculares
tem levado a procura pelo consumo de dietas que favorecam esta redugdo. Assim,
nos ultimos anos, tém aumentado o interesse dos consumidores por alimentos que
apresentam potencial de prevenir doencas e promover a saude (BABICZ, 2009).

Oleos e gorduras tém grande participacdo no aparecimento de doencas
relacionadas ao acumulo de gorduras, devido ao seu consumo em excesso. Desta
forma, dietas ricas em O6leos e gorduras sado fatores de risco para obesidade e
doencas do coracao (CHEONG et al., 2007). No entanto, dificilmente se conseguira
uma dieta completamente livre de gorduras, uma vez que estas conferem
agradaveis caracteristicas sensoriais e tém papel fundamental na alimentacao por
serem importantes veiculos de vitaminas lipossoluveis, participarem da sintese de
substancias endbégenas e serem fontes de acidos graxos essenciais, que Sao
sintetizados apenas por vegetais (BABICZ et al., 2009).

Neste contexto surge o interesse pela biotransformacao destes 6leos usados
na alimentagdo humana, tornando-os ricos em diacilglicerois, que sao semelhantes a
triacilglicerdis quanto a digestibilidade e valor energético. Apesar de similar ao
triacilglicerol (TAG), o diacilglicerol (DAG) tem a capacidade de reduzir o nivel de
lipidios pds prandial, auxiliar na reducdo de peso e evitar o acumulo de gordura
abdominal (CHEONG et al., 2007).

Diacilgliceréis podem ser produzidos através de processos de esterificacao de
glicerol com &acido graxo livre, glicerdlise de triacilglicerdis ou hidrélise parcial de
triacilglicerois (KRISTENSEN et al,, 2005). Entre estes processos a hidrélise €
bastante utilizada por apresentar resultados satisfatérios quanto a rendimento e por
questdes de custo, pois a reacao envolve reagentes baratos. Esta reacao pode ser
catalisada por enzimas ou catalisadores quimicos (MATOS et al., 2010).

A utilizacdo de enzimas como catalisadores para hidrélise de 6leos vegetais
apresenta diversas vantagens, dentre as quais pode-se destacar a utilizacdo de
condicdes brandas de reacéao, facilidade na separacéo do meio e apresentam ainda
maior especificidade, gerando menos subprodutos indesejaveis (AWADALLAK,
2012). As lipases sédo a principal classe de enzimas utilizadas neste tipo de
aplicacdo. Os catalisadores quimicos, por sua vez, envolvem condicoes mais
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severas de reacao, produzem 6leos de menor qualidade e necessitam de uma etapa
de purificacao para remocao de subprodutos (CASTRO et al., 2004).

Para as reacdes catalisadas por enzimas € necessario que durante a reacao
de hidrélise se tenha uma quantidade minima de agua disponivel no meio reacional,
e que envolva e hidrate o seu sitio ativo permitindo a formagcdo da interface
necessaria para ocorréncia da ativacao da lipase (SANTOS, 2011). No entanto, o
teor de agua livre no meio reacional deve ser controlado para evitar a inibicao
enzimatica e perda de atividade provocada pelo excesso de agua. Neste sentindo,
estratégias de processo que possibilitem o controle de adicdo de agua se tornam
alternativas interessantes para evitar a inibicido enzimatica obtendo melhor
rendimento dos produtos desejados (HODGE et al., 2011, RAMOS e SADDLER,
1994).

A modelagem matematica pode ampliar a visdo sobre o processo de hidrélise
enzimatica tornando possivel o direcionamento e maximizagdo do(s) produto(s) de
interesse, de acordo com as condicdes reacionais pré-estabelecidas.

Recentemente, no trabalho apresentado por Voll e colaboradores (Voll et al.,
2012) foi proposto um modelo de cinética enzimatica para a hidrélise de dleo de
palma em sistema livre de solvente. Nesse trabalho os autores observaram que a
agua em excesso pode causar uma inibicao reversivel da enzima e que um sistema
de adicao controlada de agua poderia ser uma estratégia interessante para
maximizar a reacado. Neste sentido os objetivos, geral e especificos, sdo delineados
para o desenvolvimento do presente trabalho conforme apresentados na sequencia.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho é aplicacdo de um sistema de batelada
alimentada para a reacao de hidrélise enzimatica de um éleo comestivel visando a

maximizac¢ao da reagao.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Reacdes de hidrélise do 6leo de oliva na presenca de lipase Lipozyme RM IM
em sistema batelada;

Andlise e quantificacdo de MAGs, DAGs, TAGs e AGLs para as diferentes
condi¢des experimentais estudadas;

Modelagem matematica da cinética de hidrolise e obtencdo dos parametros
cinéticos;

Simulacao de condi¢des de processo em batelada alimentada;

Realizagéao de experimentos em batelada alimentada em bancada e validagéao
do modelo matematico proposto;

Avaliar o efeito da concentracéo de agua.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo é apresentada uma breve revisdo da literatura contemplando
conceitos relevantes referentes aos 6leos e gorduras, diacilglicerdis e reacao de
hidrélise enzimatica que pode ser utilizada na obtencdo de monoacilglicerol e
diacilglicerol, bem como, os problemas envolvidos nesta reagcdo, € que levam a

buscar alternativas.

2.1 OLEOS E GORDURAS

Nas duas ultimas décadas, o consumo excessivo de 6leos e gorduras tem
sido associado a alguns problemas de saude tais como doencas cardiovasculares,
obesidade e resisténcia a insulina (BABICZ, 2009). Um recente relatério publicado
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) mostra que mais de 300 milhdes de
pessoas estdo obesas e estima-se que este nimero possa aumentar drasticamente
se uma acao imediata nao for tomada (PHUAH et al., 2012). A partir destes dados
verifica-se a necessidade de maior atencdo ao consumo de 6leos e gorduras e, em
funcédo desta necessidade de dietas mais adequadas, tém aumentado o numero de
pesquisas com este enfoque. Em relacdo a producao e consumo, € estimada
uma produc¢do mundial anual de 6leos e gorduras de aproximadamente 100 milhdes
de toneladas (FARIA, 2010). Os 6leos vegetais sdo obtidos por meio do processo de
extracdo de sementes ou frutos (AWADALLAK, 2012) e sao constituidos
principalmente por glicerideos de &cidos graxos. Estes 6leos podem conter
fosfolipideos, acidos graxos livres e constituintes insaponificaveis. Suas
caracteristicas fisicas variam com a estrutura e distribuicdo dos acidos graxos nos
triacilglicerdis (BABICZ, 2009).

Os lipideos recebem denominacao de 6leo, quando liquidos a temperatura
ambiente, ou gordura quando soélidos a mesma temperatura, e azeite quando
provenientes da polpa de frutos (GIOIELLI, 1995). Acidos graxos, por sua vez, sdo
quase que inteiramente acidos carboxilicos com cadeia alifatica linear, sendo mais
comuns os que apresentam entre 4 e 22 carbonos. A cadeia é formada a partir de
duas unidades de carbono e as ligacées duplas cis sdo inseridas por enzimas

dessaturases em posicoes especificas em relacdo ao grupo carboxila
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(SCRIMGEQOUR, 2005). Na tabela 2.1 sdo apresentadas a nomenclatura, 0 nome e

a férmula de diferentes acidos graxos comumente encontrados em 6leos e gorduras.

TABELA 2.1 — NOMENCLATURA, NOME E FORMULA DE ACIDOS GRAXOS LIVRES

Nomenclatura Nome Formula

4:0 Butirico CH3(CH2).COOH

6:0 Caprdico CH3(CH2)4COOH

8:0 Caprilico CH3(CH»)¢COOH

10:0 Céprico CH3(CH»)sCOOH

12:0 Laurico CH3(CH2)10COOH

14:0 Miristico CH3(CH2)12,COOH

16:0 Palmitico CH3(CH,)14,COOH

18:0 Estearico CH3(CH.)1sCOOH

18:1 9¢ Oléico CH3(CH2)7CH=CH(CH,);COOH
18:2 9c12c Linoleico CH3(CH2)4(CH=CHCH.)»(CH.)s COOH
18:3 9c12c15¢ a-Linolénico CH3CH2(CH=CHCH,)3(CH2)sCOOH
22:1 13¢c Erucico CH3(CH,);CH=CH(CH.){;COOH

FONTE: SCRIMGEOUR (2005)

O ponto de fusdo dos acidos graxos aumenta de acordo com o aumento da
cadeia e decresce com o aumento de insaturagcdes (quando esta apresentar
isomeria cis) na molécula. Dentre os &cidos graxos saturados, os de cadeias
impares apresentam menores ponto de fusdo comparados aos de cadeias pares
adjacentes (BLASI et al., 2007).

Triacilglicerol, predominantemente encontrado em Oleo vegetal, é
cientificamente comprovado como um dos principais causadores de varias doencgas
relacionadas com a obesidade, tais como diabetes, hipertensao e cancer, quando
consumido em excesso (PHUAH et al., 2012).

Apesar dos maleficios oferecidos pelo consumo de éleos e gorduras, nao é
possivel elimina-los da dieta humana pois agem como veiculo para as vitaminas
lipossoluveis, tais como vitamina A, D, E e K1 e sdo fontes de &cidos graxos
essenciais como o linoleico, linolénico e araquidénico e contribuem para a
palatabilidade dos alimentos (CASTRO et al., 2004). Como estes acidos graxos
essenciais sao sintetizados apenas por vegetais, é necessario e fundamental que
humanos os obtenham através da dieta alimentar (BABICZ, 2009).
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Diante os problemas relacionados ao consumo de 6leos e gorduras e ao
mesmo tempo a importancia deste na alimentacdo, tem surgido um crescente
interesse no desenvolvimento de tecnologias de modificacdo dos 6leos e gorduras
(CASTRO et al, 2004). A estrutura basica dos Oleos e gorduras pode ser
redesenhada, por meio de hidrogenacao, que envolve a modificacdo quimica dos
acidos graxos, pela hidrélise que acontece através da reversdo da ligacao éster, e
interesterificacdo pela reorganizacdo dos acidos graxos na cadeia principal do
triglicerideo (CASTRO et al., 2004).

2.1.1 Oleo de oliva

O oleo de oliva foi escolhido como matéria prima deste trabalho por sua
homogeneidade e pelos conhecidos beneficios relacionados ao seu consumo.

Diferentemente de outros éleos vegetais, que sdo extraidos com o uso de
solventes, o0 azeite de oliva é extraido do fruto colhido da oliveira, normalmente por
processos mecanicos (ALVES, 2010).

O Oleo de oliva estd entre os 6leos vegetais comestiveis mais importantes
comercializados mundialmente. Em populagdes que utilizam este éleo como
principal fonte lipidica em sua dieta sdo registradas menores incidéncias de doengas
coronarianas do que em povos de outras regides, que consomem mais gorduras
saturadas (KRUGER, 2010).

O 6leo de oliva contém aproximadamente 90% de acidos graxos insaturados,
sendo o acido oleico o componente predominante e destes aproximadamente 10%
sao 4cidos graxos polinsaturados (KRUGER, 2010). Quanto ao teor de acilglicerais,
0 Oleo de oliva tem 93,3% de TAG e 5,5% de DAG (YANAI, 2007). Tanto a polpa
como a semente do fruto da oliveira contém 6leo e este € idéntico em ambos os
casos (KRUGER, 2010). Os principais acidos graxos presentes no azeite de oliva
sao: acido oléico (C18:1), acido linoléico (C18:2), acido palmitico (C16:0), acido
palmitoléico (C16:1) e acido estearico (C18:0) (KRUGER, 2010).

A grande aceitacdo do 6leo de oliva em dietas humanas esta relacionada as
suas propriedades sensoriais agradaveis e aos beneficios que o consumo deste 6leo
pode trazer a saude, por conter compostos fendlicos, que sdo oxidantes naturais
(ALVES, 2010).
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2.1.2 Diacilglicerol

Diacilgliceréis sao ésteres de glicerol que resultam da substituicdo de dois
grupos hidroxilas da molécula de glicerol por acidos graxos, via ligacdo éster
(AWADALLAK et al., 2013). Estes podem existir em duas formas isoméricas: sn-1,2-
DAG e sn-1,3- DAG (SAMBANTHAMURTHI et al,, 2000). Na figura 2.1 séao

apresentadas as possiveis estruturas de um diacilglicerol.

0 0
H
H,C 0 C R, FL,C o) C R,
HC 0 C R, HC——OH
0
|
H,C OH H,C 0 C R,
(a) ()

FIGURA 2.1 — ESTRUTURAS GERAIS DE UM DIACILGLICEROL. (A) 1,2 OU 2,3 — DAG; (B) 1,3 -
DAG.

A forma isomérica 1,2-DAG € formada ap6s a ingestao de triacilglicerol e é
considerada como um intermediario metabdlico. A 1,3-DAG é metabolizada por uma
via diferente do TAG e do 1,2-DAG e por isso é responsavel pela acao benéfica do
consumo de diacilglicerol (BABICZ, 2009).

A biotransformacdo de 6leos e gorduras pode resultar na produgcdo de
diacilglicerol (SATYARTHI et al., 2011; FIAMETTI et al., 2008; FREGOLENTE et al.,
2009). Estes glicerideos sdao os emulsificantes mais utilizados na industria
alimenticia, cosmética (como estabilizantes de emulsées) e farmacéutica (como
ligantes em comprimidos e como emolientes) (KRUGER, 2010; BOYLE e GERMAN,
1996; FLACK e KROG, 1970; BORNSCEUER, 1995). Além disso, os DAGs tém
grande aplicacdo como aditivo funcional em alimentos, trazendo beneficios para
saude (CHEONG et al., 2007; KRUGUER et al., 2011; YANAI et al., 2007).
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Nas pesquisas com bleos e gorduras alimenticios, estudos vém indicando que
os produtos ricos em diacilgliceréis podem apresentar acdo benéfica sobre a saude
humana, pois sdo metabolizados totalmente, 0 que ndo ocorre com as moléculas de
triacilgliceréis (SANTOS, 2011), podem ainda diminuir o acumulo de gordura
corpérea, além de reduzir os niveis de triacilglicerdis no sangue apds as refeicoes
(BABICZ, 2009; VALERIO et al., 2009). Estes componente podem também, a longo
prazo, serem utilizados no combate a obesidade. Além disso, como sua estrutura é
semelhante a estrutura da molécula de TAG, os Oleos ricos em diacilgliceréis
apresentam propriedades de cozimento e fritura similares aos éleos que contém
predominantemente triacilglicerdis (SANTOS, 2011).

Pesquisas realizadas por Maki e colaboradores (2002) demostraram que o
consumo de 6leos constituidos predominantemente por DAG, associado a uma dieta
com deficiéncia de energia pode acelerar a perda de peso. O resultado destas
pesquisas apontou uma redugdo de massa gorda em 8,3% em 24 semanas para
dietas com DAG e 5,6% para dietas com TAG. A tabela 2.2 apresenta a quantidade
de TAG E DAG para diferentes 6leos vegetais.

TABELA 2.2 — PORCENTAGEM MASSICA DE TAG E DAG EM DIFERENTES OLEOS
COMESTIVEIS.

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

FONTE: YANAI (2007).

Estudos realizados nos Estados Unidos e Japao mostram que a massa gorda
de um individuo pode ser reduzida substituindo de 10 a 20 gramas dos 6leos
convencionais da dieta pela mesma massa de Oleo rico em diacilglicerol
(YASUKAWA et al., 2004).
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E neste contexto que surge o uso de diacilglicerdis na industria alimenticia.
No Japdo, desde 1999, € comercializado um déleo rico em diacilgliceréis sendo
considerado como 6leo de cozinha funcional ou 6leo de diacilglicerdis, registrado
pela marca “Econa™” (SANTOS, 2011). Em 2000, o consumo de um 6leo rico em
DAG foi aprovado como GRAS (Generally Recognized As Safe, ou Geralmente
Reconhecido Como Seguro) nos Estados Unidos (VOLL e BRITO, 2010). Este 6leo
comercial & produzido a partir da esterificagdo de acidos graxos provenientes de
6leo de soja e canola por reacado enzimatica, e tem uma composicao de no minimo
80 % em massa de DAG (BABICZ, 2009).

2.2 HIDROLISE

Durante a hidrdlise enzimatica existem 3 etapas, na primeira ha inicialmente
um periodo de inducdo, no qual as taxas de reacdo sdo muito baixas. Apds este
periodo as velocidades de reagcdo aumentam e comecam a ser formados o AGL e o
DAG. Na segunda etapa o DAG é hidrolisado formando MAG e mais uma molécula
de AGL. Na terceira etapa acontece a hidrdlise do MAG para glicerol e AGL,
levando a hidrélise completa (AWADALLAK, 2012). A dltima etapa é indesejada
quando se objetiva a formacao de DAG e MAG.

A hidrélise tem como vantagens sua facil operagcao quando comparada com a
reacdo de esterificacdo. Ainda, ndo apresenta o0s problemas caracteristicos
causados pelo excesso de glicerol no meio (VOLL, 2011).

A hidrélise dos oOleos, de forma geral, apresenta como produtos finais o
glicerol e &cidos graxos livre, e como produtos intermediarios DAG e MAG, que
consistem em TAG sem um ou dois acidos graxos respectivamente. O tempo de
reacao e disponibilidade de reagentes para a conversao definem se a reacao sera
completa ou ndo (AWADALLAK, 2012).

Na literatura sdo apresentados estudos em que foram realizadas reacdes de
esterificacao, glicerdlise e hidrolise para producao de DAG utilizando lipases (PHUA
et al., 2012; VALERIO et al., 2009; AWDALAK et al., 2013; FARIA, 2010; KRUGUER
et al., 2011; BABICZ et al., 2009; KRISTENSEN et al., 2005). Apesar da grande
aplicagdo dos diferentes métodos, a hidrélise € preferivel em termos de custo e
rendimento, conforme mencionado anteriormente (PHUAH et al., 2012). Na figura

2.2 é ilustrado um esquema de reacdes de hidrolise enzimatica de triacilglicerol.
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FIGURA 2.2 — ESQUEMA DE REAGOES DA HIDROLISE ENZIMATICA DE TAG.

2.2.1 Efeito do teor de agua na hidrélise enzimética

Em meio aquoso, as lipases catalisam a hidrélise das ligacdes ésteres de
triglicerideos insollUveis em agua. Entretanto, em ambientes com restricao de agua
ocorre a reacao inversa, ou seja, a formacdo destas mesmas ligacdes ésteres
(FARIA, 2010). E necessario que durante a reacdo de hidrélise se tenha a
disponibilidade de uma quantidade minima de 4gua que envolva a enzima e hidrate
0 seu sitio ativo, permitindo assim a formacao da interface necessaria para que
ocorra a ativacdo da lipase (SANTOS, 2011). No entanto, € preciso que esta
quantidade seja controlada para que ndo aconteca inibicdo da atividade enzimética
por excesso de agua.

O processo de hidrélise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacao: a formacao de uma interface lipideo/agua e a absorcado da enzima nesta
interface. Assim, quanto maior a interface, maior a quantidade de enzima adsorvida,

acarretando velocidades de hidrélise mais elevadas (CASTRO et al., 2004).
2.3 LIPASES

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases capazes de catalisar

reacdes de hidrélise e sintese de grupos ésteres de diversos compostos. As lipases
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sdo amplamente encontradas na natureza a partir de fontes animais e vegetais e
podem ser obtidas a partir de microrganismos naturais ou geneticamente
modificados (BABICZ, 2009). A producao de lipases tem sido realizada
principalmente através de culturas de microrganismos em funcéo da facilidade de
controle, rendimento e do menor custo de obtencao (YASUKAWA et al., 2004).

O uso de catalisadores quimicos, comumente utilizados para reacdes de
transformacao de 6leos, resulta em processos pouco versateis. A aplicagao de tais
catalisadores exige o uso de altas temperaturas e possuem baixa especificidade, o
que pode resultar em produtos de composicdo quimica mista, tornando obrigatéria
uma etapa final de purificagcdo (SANTOS, 2011).

O interesse por biotransformacdo de 6leos ampliou consideravelmente o
potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores em processos industriais. As
razdes do enorme potencial biotecnoldgico dessa enzima incluem fatos relacionados
com sua alta estabilidade em solventes organicos, ndo requerem a presenca de co-
fatores, possuem uma larga especificidade (CASTRO et al., 2004; VILLENEUVE et
al., 2000; RENDON et al., 2001; CHATTERJEE e BHATTACHARYYA, 1998) e
permitem a aplicacdo de temperaturas e pressées brandas no processo, com a
manutencdo de uma alta atividade (LIGUORI et al., 2013; FREITAS et al., 2008;
CHEIRSILP et al, 2007; PAWONGRAT et al., 2007). Entretanto, o uso de
catalisadores quimicos é considerado interessante ou até mesmo necessario em
alguns casos, principalmente devido ao alto custo das enzimas (AWADALLAK,
2012).

O uso de lipases € uma alternativa quando é necessario evitar a hidrélise
completa, pois favorecem a formacao de MAG e evita que 0 mesmo seja convertido
em glicerol e AGL (VOLL et al., 2012). Dependendo da fonte, as lipases podem ter
massa molecular variando entre 20 a 75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a9 e
em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C (CASTRO et al., 2004).

Ainda em relacao as lipases, estas catalisam uma série de diferentes reacoes.
Além de quebrar as ligagdes de éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas
de agua (hidrélise), conforme mencionado anteriormente, as lipases sdo também
capazes de catalisar a reagdo de formacao de ligacdes éster, a partir de um alcool e
acido carboxilico (sintese de éster) (CASTRO et al., 2004).

A gquantidade de enzima a ser utilizada é um parametro importante na reagao
de hidrélise. E preciso uma quantidade minima de enzima para catalisar a reagéo
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mas ao mesmo tempo o excesso delas no meio pode dificultar a reacdo (MURTY et
al., 2002) devido a limitacdes de transferéncia de massa, pelo fato de a mistura da
reacao ficar pobre para uma grande quantidade de enzimas presentes, o que resulta
na formacao de aglomerados. Este comportamento foi percebido em estudo feito
por Valério et al. (2009), onde a partir de um determinado valor, 0 aumento na
quantidade de enzimas no meio reacional ocasionou diminuicdo na producao de
MAG e DAG.

A Lipozyme® RM IM é obtida a partir do microorganismo Rhizomucor miehei.
Esta enzima atua nas ligacoes ésteres dos triacilglicerois e pode ser aplicada em
reatores em batelada ou em coluna, utilizando temperaturas de 30 a 70 °C. Segundo
estudos avaliados pela Novozymes, a atividade maxima de Lipozyme®RM IM é
obtida quando a enzima, com a matriz do suporte, contém cerca 10% (m/m) de agua
(SANTOS, 2011).

2.4 MODELO CINETICO DA REACAO DE HIDROLISE

Voll et al. (2012) desenvolveram um modelo matematico de reagao de
hidrélise enzimatica do 6leo de palma, sem adicdo de solvente ou surfactante.
Foram consideradas as etapas de adsorcao/dessorcao dos substratos nos sitios da
enzima e a etapa de reacao dos substratos no complexo enzimatico. As seguintes
etapas de reacao de hidrélise foram propostas:

k2 k4 k6
TAG +E + H,0 :TAG ><E><H20:DAG><E xAGL:DAG+E + AGL (1)
k1 k3 k5

k8

DAG +E + H,0 " DAG XE X H,0
7
7

&
o

1 k12
MAG X E xAGL:MAG +E +AGL (2

k11

1]

&
Ne]

k14 k16 k18
MAG +E + H,0 & MAG XE x H,0° G XE XAGL" G +E + AGL (3)
k13 k18 k17

Por ndo haver adicdo de solvente ou surfactante no meio reacional, a agua
disponivel no sistema ndo se encontra completamente misturada ao 6leo. Assim, a

agua total do sistema encontra-se em fase oleosa e uma fase aquosa. No estudo foi
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considerado que apenas a agua disponivel na fase oleosa é responsavel pela
reacao de hidrolise e o balangco molar entre a 4gua na fase oleosa e a agua na fase

aquosa foi representado pela equacao abaixo:

k20
H,0 — H0™s (4)
k19

Como os produtos intermediarios da reagdo, MAG e DAG, sao surfactantes a
constante ko foi escrita como dependente da concentragdo desses surfactantes na
fase oleosa. Uma equacao empirica foi proposta para descrever a constante k;q

como uma funcao da fracdo molar de surfactantes na fase reacional oleosa:

kig= ki - exp(—kfy - x;ﬁ? ©)
Onde:
oleo [DAG]+ [MAG]
Xsurf = ([TAG]+[DAG]+[MAG]+[AGL]) ©

No estudo de Voll et al., 2012 foi considerado que a presenga de agua no

sistema pode inibir reversivelmente a atividade enzimatica:

k22
H,0' +E + Hzaf: H,0t XE x H,0t (7)
k21

Onde:
H,0t = H,0 + H,0™ (8)

A Equacao 8 descreve uma dependéncia de segunda ordem da inibicao
reversivel da enzima em relagdo a concentragdo de agua. Esta abordagem
apresentou melhores resultados do que a hipoétese de uma dependéncia de primeira
ordem.

As taxas de reacdo e de difusdo da agua entre as fases oleosa e aquosa,

foram escritas pelas equacdes diferenciais:

d[TAG]
dt

= —k, - [TAG] - [E]-[H,0] + k, [TAG X E X H,0] (9)
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aipac) _ ( ks[DAG X E X AGL] — k¢ - [DAG] - [E] - [AGL]
ac ( —k, - [DAG] - [E] - [H,0] + kg - [DAG X E X H,0] )

d [MAG] ( ki1.[MAG X E X AGL] — ky, - [MAG] - [E] - [AGL] )

at  \—kyy - [MAG] - [E] - [H,0] + k14 [MAG X E X H,0] (a1

ks - [DAG X E X AGL] — k¢.[DAG] - [E] - [AGL]

W = | +k11.[MAG X E X AGL] — ky, - [MAG] - [E] - [AGL] (12)
+kyy - [G X E X AGL] — kyg - [G] - [E] - [AGL]
26 = kyy - [6 X E X AGL] — kyg[G] - [E] - [AGL] (13)
_ky - [TAG] - [E] - [Hy0] + k - [TAG X E X H,0]
@ - —k, - [DAG] - [E] - [H,0] + kg [DAG X E X H,0] ) (14)
' — k15 [MAG][E][H;0] + k14 [MAG X E x Hy0] — kyo[Hy 0] + kao[Hy 0]
d[H 0]

dt =kio- [HZO] — ko - [Hzains] (15)

As taxas de formagéo dos diferentes complexos enzimaticos foram descritas

pelas seguintes relagdes:

d[TAGXEXHZO] _ 0 _ (kl b [TAG] - [E] - [HzO] - kz b [TAG X E X Hzo])
a0 \—ky[TAG X E x H,0] + k4.[DAG X E X AGL]

d[DAGXEXAGL]
dt

=0

( ks [TAG X E x H,0] — k,.[DAG X E X AGL] )
—ks - [DAG X E X AGL] + k¢ - [DAG] - [E] - [AGL]

d[DAGXExXH,0] —0= < k7 ) [DAG] ' [E] ' [HzO] - kS[DAG X E X HzO] ) (18)
dt 7 \—kog'[DAG X E X H,0] + k1o - [MAG X E X AGL]

d[MAGXEXAGL] _ 0= ( kg - [DAG X E X H,0] — k1o.[MAG X E X AGL] ) (19)
dt 7 \~ky; - [MAG X E X AGL] + k4, - [MAG] - [E] - [AGL]

Ad[MAGXEXH,0] —0= (k13 - [MAG] ) [E] - [HzO] - k14_[MAG X E X HzO])
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AIGXEXAGL] _ o _ (k15 -[MAG X E X H,0] — k16.[G X E X AGL])

a —ky7 - [G X E X AGL] + kg - [G] - [E] - [AGL] (21)

d[H,0'XExH,0t]

I = 0= kp1.[H,0%] - [E] - [Hy0%] = kpy - [H,0° X E X H,0] (22)

Foi ainda considerado que os complexos enzimaticos tem vida curta e
ocorrem apenas em baixas concentragdes. Deste modo, foi assumido que a
velocidade de formacdao de um complexo é igual a sua velocidade de consumo.
Assim, a taxa global de formacao de um complexo € igual a zero. Assumiu-se entao,
a Hipotese do Estado Pseudo-Estacionario.

A concentragdo de enzimas totais foi definida como a soma das
concentracdes de todos os complexos enzimaticos e da concentracao de enzimas
livres:

[E] + [TAG x E x H,0] + [DAG X E x AGL]
[E.] = | +[DAG X E X H,0] + [MAG X E X AGL] + [MAG X E X H,0] (23)
+[G X E X AGL] + [H,0¢ X E x H,0%]

A enzima (Lipozyme RM IM) utilizada no trabalho de Voll et al, 2012 é
termoestavel, e apresenta melhor estabilidade térmica na faixa de temperatura de
40-60°C, por esse motivo ndo foi levada em consideracao a desativacao da enzima,
durante o periodo de reacao, nos calculos.

Apébs extensas manipulacdes algébricas das equagdes (9) — (23), os autores

obtiveram o seguinte sistema de equagdes diferenciais ordinarias de primeira ordem:

d[TAG] _  [ET]-(-V, [TAG] [H,0]+V, -[DAG]-[FFA]) (24)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,01+ K, - [DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,01+ K, -[MAG]-[FFA]
+ K. -[MAG]-[H,01+ K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0']?
V,-[TAG]-[H,0]-V, -[DAG]-[FFA]
d[DAG] _ [ ]'L— V, - [DAG]-[H,0]+V, -[MAG]- [FFAJ (25)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,O]+ K, -[DAG]- [ FFA]

+K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]- [ FFA]
+K, -[MAG]-[H,01+K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0']*
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V, - [DAG]-[H,0]-V, -[MAG]-[FFA]
d[MAG] _ [ ]'( —V, -[MAG]-[H,01+V, -[G]-[FFA] j 26)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]-[FFA]
+K, -[MAG]-[H,0]+K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0']’
]'LVI -[TAG]-[H,0]1-V, -[DAG]-[FFA]+V, -[DAG]-[HZO]j
d[FFA] _ -V, -IMAG]-[FFA]+V, -[MAG]-[H,0]-V, -[G]-[FFA] 27)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG]-[FFA]
+ K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]-[FFA]
+K, - [MAG]-[H,0]+ K, -[G]-|[FFA]+ K, -[H,0']’
d[G] _ [ET]-(V, -[MAG]-[H,0]-V, -[G]-[FFA]) (28)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,01+ K, -[DAG]-[FFA]
+K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]-[ FFA]
+K, - [MAG]-[H,0]1+ K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0']’
~V,-[TAG]-[H,01+V, -[DAG]-[FFA]
[ET]-| -V, -[DAG]-[H,0]+V, -[MAG]-[FFA]
d[H,0] _ —V, -[MAG]-[H,01+V, -[G]-[FFA] +[ —ky -[HZQ] ) (29)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0] +k,yy - [H,0™]
+K, -[DAG]-[FFAl+ K, -[DAG]-[H,0]
+K, - [MAG]-[FFA]+ K, -[MAG]-[H ,0]
+K, [G]-[FFA]+ K, -[H,0']’
d[H;IO ] — kA . oK) [H,0]~k,, -[H,0™] (30)

Onde [ET] é a concentracao total massica de enzima no meio.

2.5 CONSIDERACOES

A revisao da literatura revela o destaque do éleo de oliva como matéria prima
para producdo de mono e diacilglicerdis, por sua homogeneidade e grande
aceitacdo em dietas humanas, devido as propriedades sensoriais agradaveis e
beneficios relacionados ao seu consumo. A reacdo de hidrolise enzimatica

apresenta vantagens por nao envolver catalisadores quimicos, permitindo o uso de
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temperatura e pressdo mais brandas. O estudo do efeito da concentracdo de agua
em reacOes de hidrélise enzimatica se torna importante para determinacdo da
quantidade ideal de agua para que a enzima possa catalisar a reagdo e a0 mesmo
tempo que a quantidade de agua nao cause inibicdo por excesso, otimizando a
reacao de hidrélise enzimatica.

No entanto, observa-se que poucos ou nenhum estudo apresentado na
literatura até o presente momento demonstra a viabilidade técnica e a potencialidade
da realizagcdo de hidrélise catalisada por Lipozime RM IM em sistema batelada
alimentada. A partir disso, esta € a principal lacuna que este trabalho intenta.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais € métodos utilizados neste
trabalho para obtencdo de cinéticas de reacao de hidrélise enzimatica do 6leo de
oliva e andlises de MAG, DAG, TAG e AGL. Ao final do capitulo é descrito o modelo
cinético da reacao de hidrélise do éleo de oliva utilizado nas simulagdes de reacao

de hidrolise enzimatica em sistemas batelada e batelada alimentada.
3.1 MATERIAL

O 6leo de oliva extra virgem utilizado foi da marca Andorinha, produzido em
Portugal, com acidez maxima 0,8 %. Este éleo foi, adquirido em supermercado na
cidade de Curitba — PR. A enzima utilizada foi LIPOZIME® RM IM da empresa
Novozymes, comprada da Sigma-Aldrich. Foi utilizado solvente n-hexano (Panreac,
pureza: 99%) para a filtracdo do meio reacional na remocédo das enzimas. Uma
solugdo de NaOH (Vetec) 0,1 M foi utilizada nas analises de determinagao de
acidez. Fenolftaleina (Vetec) foi utilizada como indicador. Etanol absoluto (Sigma-
Aldrich, pureza: 99%) foi utilizado na diluicAo das amostras para titulagdo. Nas
analises cromatograficas foram utilizados n-heptano (Biotec, pureza: 99%), piridina
(Sigma-Aldrich,  99%), derivatizante  N-methy-N-trimethysiltrifluoroacetamide
(MSTFA), padrées: monooleina (pureza >99%; CAS Number 111-03-5), dioleina
(pureza > 99%; CAS Number 2537-84-7) e trioleina (pureza >99%, CAS Number.
122-32-7), todos de grau cromatografico e comprados da Sigma-Aldrich. Os padrées
utilizados foram escolhidos por serem os majoritarios em cada uma das classes

presentes no 6leo de oliva.

3.2 METODOS

3.2.1 Métodos analiticos

3.2.1.1 Determinagéo de acidez por titulagdo acido-base

Para determinar a acidez foi utilizado método descrito por Instituto Adolfo
Lutz, 1985. Pesou-se cerca de 1 g de amostra em balancga analitica (Marte, modelo
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AM220), diluida em 50 ml de etanol absoluto em um Becker. Adicionou-se 2 gotas
do indicador fenolftaleina na solugédo e titulou-se, sob agitacdo, com solugdo de
NaOH 0,1 M até o aparecimento de coloracdo résea permanente. A acidez foi
calculada em porcentagem massica, de acordo com a seguinte equacao:

V-M-PMggq;
Poleo'10

AGLY% =
Onde:
AGL% = acidez da amostra
V = ml da solugdo de NaOH consumidos
M = molaridade real da solucdo de NaOH

PM, 4 = Massa molar do acido graxo livre analisado

P,.o = g da amostra de éleo analisada

3.2.1.2 Determinacgao de acidez por titulacao potenciométrica

Para determinacdo da acidez por potenciometria pesou-se cerca de 1 g de
amostra, diluida em 50 ml de etanol absoluto em um becker. Para esta andlise foi
utiizado um pHmétro (Hanna Instruments, HI 221, Portugal) com um eletrodo
combinado de platina (Marte, Santa Rita do Sapucai — MG, Brasil), para solu¢des
nao aquosas. Titulou-se, sob agitacdo, com solucao de NaOH 0,1 M, adicionando-se
pequenas quantidades desta solucdo (0,5 a 1 mL). A cada adicdo anotou-se o valor
da diferenca de potencial (mV) indicado no pHmétro. Préximo ao ponto de
equivaléncia adicionou-se volumes de titulante em quantidades de apenas 0,1 mL, e
apds o ponto de equivaléncia proseguiu-se com adicdo de 1 mL por mais cinco
pontos. Construiu-se o grafico mV versus volume do reagente adicionado e tragou-
se uma curva através dos pontos. O ponto de equivaléncia é o ponto correspondente
ao ponto de inflexdo da curva. A acidez foi calculada em porcentagem massica
utilizando o volume determinado pelo ponto de equivaléncia usando-se a equagao
(31). As figuras 3.1 e 3.2 mostram o eletrodo e o pHmétro utilizado nas analises

potenciométricas.



FIGURA 3.1 - AGITADOR MAGNETICO E ELETRODO UTILIZADOS NAS ANALISES POR
TITULAGAO POTENCIOMETRICA

FIGURA 3.2 — PHMETRO UTILIZADO NAS ANALISES POR TITULACAO POTENCIOMETRICA

34
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3.2.1.3 Analise de MAGs, DAGs e TAGs por cromatografia gasosa

A analise cromatografica (GC) para determinacao do teor de MAGs, DAGs,
TAGs e AGLs nas amostras foi realizada com o objetivo de quantificar o
comportamento da reacao ao longo do tempo e determinar a concentracao de TAG,
DAG e MAG nas amostras.

As amostras foram analisadas em cromatografo gasoso (GC), Thermo
Scientific Trace 1310, com injetor automatico PTV e detector de ionizacdo de chama
(FID). A coluna capilar utilizada foi uma coluna Select Biodiesel. As condi¢des de
operacdao seguiram um método desenvolvido baseado na Norma n® 14105, do
Comité Europeu para padronizagdes. A programacao de temperatura da coluna foi:
90 °C por 1 minuto, seguido do aumento de 4 °C/min até 150 °C, 7 °C/min até 190
°C, 10 °C/min até 220 °C e 40 °C/min até 400 °C. A temperatura do detector foi de
420°C, a pressao do gas de arraste (nitrogénio) de 70 kPa e o volume injetado foi de
1,5 yL.

Foi preparada uma solugdo mae de cada padrdao externo (monooleina,
dioleina, trioleina) e a partir destas solucbes preparou-se 6 solugdes de cada
componente de calibracdo em diferentes concentragdes, conforme apresentado na
Tabela 3. Para solugdo mée utilizou-se 5 mg de padrdao/1000 uL de n-heptano.

TABELA 3.1 - CONCENTRACOES DAS SOLUGOES DE CALIBRACAO PARA CADA PADRAO
EXTERNO

Solucoes de calibracao
Padoes
Externos 1 2 3 5 5
Monooleina 50 25 100 75 10 5
(mg/L)
Dioleina 50 25 100 75 10 5
(mg/L)
Trioleina 50 25 100 75 10 5
(mg/L)

Para as solugbes mae os padrdes foram diluidos em piridina para garantir a
solubilidade do meio. Na diluicdo das solugbes de calibragdo foi utilizado n-heptano
e em cada uma dessas solugdes foi adicionado 100 uL do derivatizante MSTFA.
Apés este procedimento, a solucéo foi agitada e deixada em temperatura ambiente

por 15 minutos para favorecer a reacdo de sililacdo. As solucbes foram feitas
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utiizando pipetas autométicas, em que as quantidades foram transferidas
diretamente para o frasco de amostragem (vial ambar de 2 mL) e pesadas a cada
adicao para diminuir os erros volumétricos de pesagem.

No preparo das amostras foi utilizada a solugdo mée previamente preparada,
conforme mencionado anteriormente, e a partir destas preparou-se a solucao diluida
a ser injetada:

e Solucdo mae: 5 mg de amostra / 1000 pL de n-heptano

e Diluicdo: 500 pL de solugao mae / 500 pL de n-heptano

Para determinacao dos picos de mono, di e tri utilizou-se as faixas de tempo de
retencado que foram previamente estabelecidas utilizando-se varios padroes.

No Apéndice 1 sdo apresentadas as curvas de calibragcdo obtidas no presente
trabalho para cada um dos componentes (padrées externos) utilizados.

3.2.2 Métodos experimentais

3.2.2.1 Reacgdes de hidrolise em reator batelada

As reagbes de hidrdlise foram realizadas adicionando-se a um reator de vidro
encamisado 10 g do Oleo de oliva e uma quantidade de &gua previamente
determinada (3 %, 10 % e 20 % da massa de 6leo). A mistura foi submetida a
agitacdao magnética (agitador IKA, modelo C-MAG HS4) por 1 hora para
homogeneizacdo do meio e para estabilizar a temperatura. Apds este periodo foi
adicionado 1,36 % de enzima em relacdo a massa do substrato (6leo + agua). As
quantidades de substratos (azeite e agua) e da enzima foram pesados em uma
balanca de precisao (Marte, modelo AM220).

Nas figuras 3.3 e 3.4 sdo mostrados o reator de vidro encamisado e agitador
magnético com o banho termostatizado, respectivamente, ambos utilizados na

reacao de hidrdlise.
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FIGURA 3.3 - AGITADOR MAGNETICO,~ REATOR DE VIDRO ENCAMISADO E BANHO
TERMOSTATIZADO UTILIZADOS NA REACAO DE HIDROLISE

i A

FIGURA 3.4 - REATOR DE VIDRO ENCAMISADO UTILIZADO NAS REAGCOES DE HIDROLISE



38

Todas as reacgbes foram conduzidas sob agitacdo magnética constante (400
rpm) por 24 horas, mantidas a temperatura constate de 55 °C por meio de um banho
termostatizado. Ao final de 24 horas o meio reacional foi filtrado utilizando-se n-
hexano e posteriormente evaporada em rotaevaporador (Fisatom 801), para
eliminagdo do hexano.

Para obtencao de cinética da hidrélise, conforme descrito nos itens 3.2.2.1 e
3.2.2.2, foram conduzidas as reacdes em batelada alimentada variando-se a
concentracao de agua (3%,10% e 20% em relacdo a massa de 6leo) e mantendo
constante a quantidade de enzima (1,36% da massa de substrato) e temperatura
(55°C). Esses parametros foram determinados pelo estudo feito por Voll et al,
(2012).

Para construcao da curva cinética foram retiradas amostras a cada 4 horas e
estas tituladas (conforme itens 3.2.1.1 e 3.2.1.2) para determinagdo de acidez. A
primeira amostra foi retirada apds 2 horas do inicio da reacéo.

3.2.2.2 Reacgdes de hidrélise em batelada alimentada

As reac6es de hidrélise por operacao batelada alimentada foram realizadas
adicionando-se a um reator de vidro encamisado 10 g do 6leo de oliva e a
quantidade de agua estipulada (20 % da massa de 6leo, ou seja, 2 g) foi colocada
em uma bureta. Adicionou-se 1,36 % de enzima em relacdo a massa do substrato
(6leo + agua). A agua foi entdo adicionada ao meio reacional em pequenas
quantidades (0,08 g), em intervalos de tempo de 60 minutos.

3.2.3 Modelo cinético da reacao de hidrélise do 6leo de oliva

O modelo cinético utilizado nas simulagdes de reagao batelada foi baseado no
modelo proposto por Voll et al. (2012) (Egs. (24) - (30)), o qual considera o efeito da
concentracdo de enzima na cinética da reagdo. Uma vez que foi utilizado uma
concentracdo de enzima constante nos experimentos deste trabalho, o parametro de
"concentracao de enzima" apresentado no trabalho de Voll et al. (2012) foi agrupado
com as "taxas de constantes aparentes", resultando em novas "constantes

aparentes" (U_r), que sao validas para a concentracdao de enzima utilizada neste
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trabalho. Tal modificacdo resultou no seguinte conjunto de equacdes diferenciais:

d[TAG] _ (-U, -[TAG]-[H,01+U, -[DAG]-[FFA])
d 1+ K, -[TAG]-[H,01+ K, -[DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,0]+K, -[MAG]-[FFA]

+K, -[MAG]-[H,01+K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0' ]’

U,-[TAG]-[H,0]-U, -[DAG]-[FFA]
d[DAG] (— U, -[DAG]-[H,0]+U, -[MAG]-[FFA])
a 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, - [DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]- [ FFA]
+K, -[MAG]-[H,01+K, -[G]-[FFA]+ K, -[H,0']*

U, -[DAG]-[H,0]-U, -[MAG]-[FFA]
d[MAG] _ ( ~U, -[MAG]-[H,0]+U, -[G]-[FFA] J (35)
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, - [DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,01+K, - [MAG]-[FFA]

+K. -[MAG]-[H,O01+K, -[G]-[FFA]+K, -[H,0']?

U,-[TAG)-[H,0]-U, -[DAG]-[FFA]+U, -[DAG]-[H,0]
dIFFA] _ (—U4 .[MAG]-[FFA]+U, -[MAG]-[H,0]-U, -[G]-[FFA]J (36)
di 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG]-[ FFA]
+K, -[DAG]-[H,01+K, -[MAG]-[FFA]

+K. -[MAG]-[H,01+K, -[G]-[FFAl+ K, - [H,0']’

dlG] _ (U, -IMAG]-[H,01-U, -[G]-[FFA])
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG]-[FFA]
+ K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]-[FFA]
+K, -[MAG]-[H,01+ K, -[G]-|[FFA]+ K, -[H,0']’




U, -[TAG] [H,0]
+U, -[DAG]-[FFA]
U, -[DAG]-[H,0]
+U,  [MAG]-[FFA]
-U,-[MAG]-[H,O0]
d[H,0] _ +U, -[G]-|FFA] +[_ kA IREEE ) '[HZO]J
dt 1+ K, -[TAG]-[H,0] +k, - [H,0™]
+ K, -[DAG]-[FFA]
+ K, -[DAG]-[H,0]
+ K, - [MAG]-[FFA]
+ K, -[MAG]-[H,0]
+ K -[G]-[FFA]
+K, (H,0+H,0™)

H ins _iB il .
d[ C;IO ]:klA'e( ky Wf)'[HZO]_kz'[HZOIm]
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Para simulacdo da reacao de hidrolise em batelada alimentada o modelo

anterior foi modificado, assim um fluxo de massa de agua de entrada constante

(m_inlet) foi levado em consideracao:

d[TAG] _ (-U,-[TAG]-[H,01+U, -[DAG]-[FFA])  m,,, [TAG]
dt (14K, -[TAG]-[H,01+K, -[DAG]-[FFA]\  m,
+K, - [DAG]-[H,01+ K, -[MAG]-[ FFA]
+K, - [MAG]-[H,01+ K, -[G]-[FFA]
+K, - [H,O')

( U, [TAG]-[H,0]1-U, -[DAG]-[FFA] ]
d[DAG] _\~U; [DAG]-[H,01+U, [MAG] [FFA]) m,, -[DAG]

dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG]-[ FFA] m,
+K, - [DAG]-[H,01+ K, - [MAG]-[FFA]
+K, -[MAG]-[H,0]+K, -[G]-[ FFA]
+K,-[H,0')



(U3-[DAG]-[H ,01-U, -[MAG]-[FFA]J
d[MAG] _ \ —U;-[MAG)-[H,01+U,-[G)-[FFA] )  m,,, - IMAG]

d 1+ K, -[TAG]-[H,O]+ K, -[DAG]-[FFA] my
+ K, -[DAG]-[H,0]1+ K, -[MAG]-[FFA]
+ K, -[MAG]-[H,0]+ K, -[G]-

+K,-[H,0']

[
I-
I-
[

U, -[TAG]-[H,0]
-U, -[DAG]-[FFA]
+U, -[DAG]-[H,0]
-U, - [MAG]-[FFA]
+U, -[MAG]-[H,0]
d[FFA] ~U, -[G]-[FFA] M,y [ FFA]

dt  (1+K,-[TAG]-[H,01+K, -[DAG]-[FFA]\  m,
+K, -[DAG]-[H,0]+ K, -[MAG]-[FFA]
+K, -[MAG]-[H,0]+ K, -[G]-[FFA]
+K,-[H,0'T

dlG] _  (U;-IMAG]-[H,0]-U,-[G]-[FFA])  m,,, [G]

dt  (1+K,-[TAG]-[H,0]+ K, -[DAG)-[ FFA] m,
+K, [DAG]-[H,01+ K, -[MAG]-[ FFA]
+K, -[MAG]-[H,0]+ K, -[G]-[FFA]
+K, [H,0']

~U, -[TAG]-[H,0]
+U, -[DAG]-[FFA]
~U, -[DAG]-[H,0]
+U, -[MAG]-[FFA]
~U, -[MAG]-[H,0]

dt 1+ K, -[TAG]-[H,0]
K, -[DAG]-[FFA]
+ K, -[DAG]-[H,0]
+ K, -[MAG]-[FFA]
+ K, -[MAG]-[H,0]
+K, -[G]-[FFA]
K, -(H,0+H,0™f

+k, - [H,0™]

d[H,0] _ \ +U, [G]-[FFA] +[—k{*-e“"F"‘%)-[HZO]J_mmze« 2

my
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(43)

(44)
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ins B i ] ‘ ArTH ‘ —[H ins
d[HZO ] — klA . e( ky Surf ) . [HZO] _kz . [HZOMX]‘F mmlet ([ ZOlnlet] [ 20 ]) (46)
dt m;
dm,
=m, 47
dt inlet ( )
Onde [H,0,,,] é a concentragdo de agua no fluxo de entrada (55.5 mmol/g) e m,é a

massa total de substratos e produtos no sistema.

3.2.3.1 Métodos numéricos
Os parametros do modelo foram estimados a partir de ajuste do modelo aos

dados experimentais através da minimizacdo da seguinte funcao objetivo:

NOBS NC

fob =3 Pl —wi (48)

As fracbes de massa presentes na equacdo (16) sdo consideradas em base
livre de glicerol e 4gua. Um algoritmo foi desenvolvido no Matlab 7.0 para o processo
de estimacao de parametros. A subrotina "ode23s" (Matlab 7.0 library tools) foi
empregado para a resolugdo numérica das equagdes diferenciais e a subrotina
"fminsearch" (Matlab 7.0 library tools) foi utilizado para a minimizagdo da funcao
objetivo. Para o ajuste dos parametros foram utilizados trés conjuntos de dados
experimentais, realizando 108 dados experimentais de concentracées de TAG, DAG,
MAG e AGL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados dos experimentos realizados
em sistema batelada e batelada alimentada, o ajuste de parametros do modelo
cinético proposto e por fim, os resultados e discussdes referentes ao efeito da
concentracdo de agua em reagdes de hidrolise do 6leo de oliva em sistema batelada
e batelada alimentada. Os resultados analiticos estdo apresentados nos apéndices
1,2e 3.

4.1 EXPERIMENTOS EM BATELADA

Os experimentos em sistema batelada foram realizados com
aproximadamente 10g de 6leo, 1,36% de enzima (em relacdo a massa de substrato)
e diferentes concentragdes de agua (3%, 10% e 20% em relacdo a massa de 6leo).
A cada 4 horas foram retiradas amostras para andlise de acidez e quantificagao por
cromatografia gasosa de MAG, DAG e TAG presentes em cada amostra. No
apéndice 3 estdo apresentados dois cromatogramas de amostras retiradas em

tempos diferentes de uma mesma reacao para exemplificacao.

4.2 MODELAGEM DA CINETICA: AJUSTE DE PARAMETROS

Os parametros ajustados do modelo cinético proposto sdo apresentados nas
Tabelas 4.1 e 4.2. Os valores para o desvio quadratico médio (rmsd), calculado a
partir da Equacao (25), foram de 5,93 % em massa para TAG, 2,98% em massa
para DAG, 2,79% em massa para MAG e de 2,41% em massa para AGL. Os
valores obtidos de rmsd relativamente baixos indicam que o modelo é capaz de
correlacionar os dados experimentais e descrever a hidrélise sob as condicdes

reacionais estudadas.
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TABELA 4.1 - PARAMETROS ESTIMADOS DO MODELO CINETICO DE HIDROLISE DO OLEO DE
OLIVA CATALISADA POR LIPOZYME IM

r K (g- U, (g-substrato/(mmol.h))

substrato?’mmol?)

1 1950.2 332.5
2 1.28x10™ 4.34x107
3 26746.4 1555.6
4 14451.6 2934.0
5 4.1 6221.3
6 76234.3 10514.4

TABELA 4.2 - PABAMETROS ESTIMADOS COMPLEMENTARES DO MODELO CINETICO DE
HIDROLISE DO OLEO DE OLIVA CATALISADA POR LIPOZYME IM

Paréametro Valor

k# (g-substrato/(mmolizo.h)) 1.292x10°
k5 189.3
k, (g-substrato/(mmolyzo.h)) 13.3
K,(g-substrato®’mmol?) 45.2

Os resultados experimentais obtidos, em termos de acido graxo livre, foram
comparados com os valores calculados a partir do modelo cinético proposto. E
importante destacar que o modelo matematico utilizado para simular o processo de
alimentacdo descontinua é ligeiramente diferente do modelo cinético inicial. O
mesmo foi alterado para incluir os acréscimos de agua (0,08 g de agua a cada 60

minutos) na reagdo em batelada alimentada.
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4.3 EFEITO DA CONCENTRAGCAO DE AGUA

Para avaliar o efeito da concentragdo de agua na hidrélise parcial do 6leo de
oliva foram realizados experimentos a 55°C e concentracdo de enzima de 1,36 m%
(em relacdo a massa dos substratos: agua + 6leo). Nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 sao
apresentados os valores experimentais e os calculados pelo modelo para os perfis
de TAG, DAG, MAG e AGL durante a reagao de hidrélise, para as concentracdes
iniciais de agua de 3 m%, 10 m% e 20 m% (em relacdo a massa de 6leo oliva),

respectivamente.
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FIGURA 4.1 — CONCENTRAGAO (EXPERIMENTAL E PREDITA) DE ACILGLICEROIS E ACIDOS
GRAXOS LIVRES OBTIDA A PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM
LIPOZYME RM IM EM FUNGAO DO TEMPO DE R,EAQAO A 55°C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO;
3 M% AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL
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FIGURA 4.2 — CONCENTRAGAO (EXPERIMENTAL E PREDITA) DE ACIL,GLICEROIS E ACIDOS
GRAXOS LIVRES OBTIDA A PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM
LIPOZYME RM IM EM FUNCAO DO TEMPO DE REACAQO A 55°C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO,;
10 M% AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL.
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FIGURA 4.3 — CONCENTRAGAO (EXPERIMENTAL E PREDITA) DE ACIL,GLICERC')IS E ACIDOS
GRAXOS LIVRES OBTIDA A PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM
LIPOZYME RM IM EM FUNGCAO DO TEMPO DE REACAQO A 55°C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO;
20 M% AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL.

As Figuras 4.1, 4.2 e 4.3 mostram graficamente a boa concordancia e
reprodutibilidade entre os dados experimentais € o modelo cinético proposto. Pode-
se observar nestas figuras que, nas condi¢cdes experimentais estudadas, obteve-se
maior rendimento de DAG nos experimentos com menor concentragdo de agua
(3%). Este fato é esperado, uma vez que o excesso de agua no sistema promove a
hidrélise de produtos parciais para produzir acidos graxos livres e glicerol. O
rendimento de AGL foi maior quando uma maior concentracao de agua foi utilizada.
Este comportamento pode ser explicado pelo fato da hidrélise dos DAGs ocorrer de
forma mais rapida que a hidrélise de TAG, assim, havendo excesso de agua no meio
e DAG formado, este & hidrolisado para MAG e AGL; e o MAG ¢é rapidamente
hidrolisado para AGL e glicerol. Quando foram utilizadas concentragbes menores de
agua e esta consequentemente ndao se encontrava em excesso, a esterificacao de
MAG E AGL é favorecida, formando DAG. Ao mesmo tempo como nao ha adgua em
excesso, as reacdes de hidrélise do DAG sao menos intensificadas.
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Pode ser observado ainda, a partir das Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, que nos
experimentos com concentracdes iniciais de dgua mais elevadas obteve-se maior
acidez final, este comportamento pode ser explicado pelo fato de que, no
experimento com apenas 3% de agua em relacao a massa de 6leo, ao final da
reacdo nao havia agua suficiente para formacdo da interface necesséria a
manutencdo da atividade enzimatica. Segundo Santos (2011), é necessario que
durante a reacao de hidrolise se tenha disponibilidade de uma quantidade minima de
agua que envolva a enzima e hidrate o seu sitio ativo, o que a formagéo da interface
local necessaria para a ativacao da lipase. Este resultado esta ainda de acordo com
Faria (2010), que afirmou que em meios com restricdo de adgua ocorre a reagao
inversa, ou seja, a formacao das ligacdes ésteres.

Ainda em relacao as Figuras 4.1 — 4.3, é possivel perceber que nas primeiras
horas de reacdo uma maior acidez é obtida utilizando-se a menor concentracao
inicial de agua. Isto porque o excesso de agua reduz a velocidade da reacdo de
hidrélise devido ao efeito de inibigcao reversivel da enzima. Além disso, verifica-se
que o experimento com maior concentracdo de agua (20%) sofreu reacdo de
hidrélise mais lenta (Figura 4.3). Esse comportamento foi observado, provavelmente,
devido ao efeito de inibicdo reversivel causado pelo excesso de agua. O modelo
cinético proposto por Voll et al. (2012) indica a existéncia dessa inibi¢ao.

Em relagdo as velocidades reacionais & possivel observar que, ainda em
relagdo as Figuras 4.1 — 4.3, nos trés experimentos realizados nao se alcangou a
velocidade inicial maxima de consumo de TAG. Nas primeiras horas das reagdes de
hidrélise enzimatica do éleo de oliva, foi observado o periodo de indug¢do, o que
pode ser atribuido a miscibilidade limitada da agua no éleo (SATYARTHI, 2011). A
reacao teve um inicio lento, e conforme moléculas de DAG e MAG foram formadas,
a miscibilidade de agua no 6leo foi favorecida, promovendo maior contato entre as
fases resultando no aumento da velocidade de reacdo. Segundo Voll (2011) apos
certo tempo de reacao, os substratos sdo consumidos e as velocidades de reacao
se tornam mais lentas, tendendo a zero quando a reacado se aproxima da condicao
de equilibrio.

Na Figura 4.4 s&o apresentados os perfis de AGL para as trés distintas
condicdes iniciais de agua. E possivel observar os diferentes tempos de inducéo
para estas diferentes concentracoes iniciais de agua. Assim como nos resultados
experimentais os perfis de AGL apresentados indicam que a reacdao de hidrolise
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enzimatica com 20% de agua apresentou maior tempo de inducdo quando
comparada aos resultados do modelo para as reacées com 3% e 10% de agua, esse
comportamento & observado devido ao excesso de agua que causa inibicao
enzimatica. Ainda de acordo com os resultados obtidos nos experimentos, os perfis
de AGL mostram que é possivel obter maior acidez final em reagcdo com
concentracdo de agua maior, iSso porque na reagdo com menor concentragdo de

agua nao ha substrato suficiente para que a hidrélise continue acontecendo.

50
-~
f_,-’
~

40+ 3 wit% ~ e
Eé—» ,,:“' . aE*
E -~ 10 wt% S
@ pa
ﬁ 301 — —20 wt% .:/ i
-
o
i
S 20+ 4
=
a
c
[}
J

10 .

{:I 1 ] ] 1 _

0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

FIGURA 4.4 — RESULTADOS DO MODELO PARA DIFERENTES CONCENTRAGOES INICIAIS DE
AGUA. RESULTADOS SAO TODOS ACIDOS GRAXOS LIVRES

Conforme mencionado anteriormente, neste trabalho foram realizadas
simulagdes em batelada alimentada para a hidrélise do 6leo de oliva e os resultados
comparados a ensaios experimentais realizados em bancada (item 3.2.2.2). Estas
simulacdes foram executadas a partir do modelo cinético ajustado aos dados obtidos
em batelada. Na Figura 4.5 sdo apresentados os valores calculados pelo modelo
para a cinética em batelada alimentada e estes sdo comparados aos valores
experimentais obtidos. Estes valores estdo apresentados em termos de acido graxo
livre (AGL). A partir desta figura observa-se que os resultados previstos pelo modelo
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estdo de acordo com os valores experimentais. Desta forma, o modelo cinético
proposto é capaz de descrever o comportamento desta reacdo em sistema de

batelada alimentada.
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FIGURA 4.5 — PERFIL DE ACIDO GRAXO LIVRE DURANTE A BATELADA ALIMENTADA, EM
BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL. PONTOS SAO DADOS EXPERIMENTAIS E LINHA
CONTINUA E O MODELO.

Na Figura 4.6 sdao comparados os perfis da reacao de hidrolise do 6leo de
oliva, em termos de AGL, para as duas abordagem utilizadas - batelada e batelada
alimentada. Pode-se observar a diferenca entre as abordagem de configuracéo
reacional, principalmente nas primeiras horas de reag¢do. O uso do sistema batelada
alimentada evita o tempo de inducao, pois permite o uso de concentracao de agua
suficiente para manter a atividade enzimatica favorecendo as reacgdes de hidrélise.
Além disso, esta estratégia possibilita a adicdo de pequenas quantidades de agua
em intervalos de tempo definidos. O que evita 0 excesso de agua no meio reacional
diminuindo o efeito de inibicdo reversivel da enzima e propicia maiores valores de
acidez livre nas primeiras horas de reacédo. Corazza et al. (2003) estudaram uma

reacao de hidrolise enzimatica da celobiose para producédo de glicose e obtiveram
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resultados que também indicaram vantagens da utilizacdo de processo em batelada
alimentada.

Concentracdo de AGL (m%)

bt
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FIGURA 4.6 — COMPARAGAO ENTRE BATELADA COM 20% (VERDE) E SEMIBATELADA
(PRETO) PARA' A MESMA QUANTIDADE DE AGUA ALIMENTADA NA REACAO. BATELADA
SIMULADA COM 20G DE AGUA ADICIONADA DE UMA VEZ EM 100 G DE OLEO. SEMIBATELADA
SIMULADA COM 0,825 G/H DE ALIMENTACAO DE AGUA DURANTE 24 HORAS. OS DOIS
RESULTADOS SAO EM ACIDOS GRAXOS LIVRES

Os resultados simulados para os perfis de acilglicerdis durante a reacao de
hidrélise utilizando sistema batelada alimentada, séo ilustrados na Figura 4.7.
Percebe-se que o modelo prevé maiores rendimentos de DAG nas primeiras horas
de reacao quando faz-se uso do sistema semi-batelada. Isso acontece porque como
nao ha agua em excesso o periodo de indugéo é reduzido e ndo acontece inibicao
reversivel da enzima, o que facilita a hidrélise de TAG em DAG.
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FIGURA 4.7 — VALORES SIMULADOS PARA OS PERFIS DE ACILGLICEROIS (TAG, DAG E MAG)
DURANTE A BATELADA ALIMENTADA, EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL.

4.4 CONSIDERACOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi confirmado que a
concentracao de agua utilizada € um parametro importante em reagdes de hidrolise
enzimatica. Em experimentos realizados com maior concentragao de agua, foi obtido
maior rendimento de AGL, isto porque no experimento com apenas 3% de agua
provavelmente ndo havia agua suficiente ao final da reacdo para manutencédo da
atividade enzimatica. No entanto, nas primeiras horas de reacao foi verificada menor
acidez no experimento com elevada concentracdo de agua (20%), este
comportamento pode ser explicado pelo fato de acontecer inibicdo enzimatica pelo
excesso de agua reduzindo a atividade da enzima.

Maior rendimento de DAG foi obtido nos experimentos com menor
concentracdo de agua (3%). O fato de nao existir excesso de agua no sistema é
responsavel por este resultado, uma vez que promove a hidrélise de produtos
parciais para produzir acidos graxos livres e glicerol.

Os resultados obtidos nas simulagdes e experimentos utilizando sistema

batelada alimentada na reacao de hidrélise enzimatica do éleo de oliva, mostraram
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que o uso desta estratégia reduz os efeitos de inibicdo reversivel da enzima e ao
mesmo tempo garante a concentracdo de adgua necessaria para que a atividade
enzimatica se mantenha.

Outra consideracao relevante em relagéo aos resultados obtidos neste estudo
€ referente ao modelo cinético proposto que apresentou boa concordancia e
reprodutibilidade com os dados experimentais e mostrou-se capaz de descrever o
comportamento da reagdo de hidrdlise enzimatica em sistema de batelada

alimentada.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizado o estudo experimental e teérico sobre a cinética
de hidrélise do 6leo de oliva em operacao batelada e batelada alimentada, em que
foram avaliados os efeitos do teor de agua na atividade enzimatica.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho sdo apresentadas as
seguintes conclusoes:

- Foi confirmada a influéncia da concentragao inicial de agua na seletividade
da producao de DAG e no rendimento de AGL. O uso de altas concentragdes iniciais
de agua no meio favorecem a formacao de produto com altas concentragdes de AGL
e menores concentracoes de DAG.

- As velocidades iniciais das reacdoes de hidrélise sdo baixas, e aumentam
com a formacao de produtos surfactantes.

- O maior teor de acidez ao final das 24 horas de reacdo foi obtido no
experimento com 20% de agua. Entretanto verificou-se maior acidez nas primeiras
horas de reacao no experimento com apenas 3% de agua.

- O uso de batelada alimentada para introducdo agua reduz os efeitos de
inibicdo da atividade enzimatica e ao mesmo tempo garante a formagdo dos
produtos em tempos mais curtos.

- O modelo cinético proposto por Voll et al. (2012) e utilizado para descrever a
hidrélise enzimatica 6leo de oliva em sistema batelada e batelada alimentada, em
meio livre de solventes, apresentou boa correlacdo com os dados experimentais
obtidos.

De uma maneira geral, no presente trabalho observou-se que a utilizacdo de
sistema batelada alimentada em reacado de hidrélise enzimatica do 6leo de oliva
pode ser uma alternativa com grande potencial para reduzir os efeitos de inibicao
enzimatica e obter maior rendimento do produto desejado.
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APENDICE 1 - DETERMINACAO DE ACIDEZ POR TITULAGAO ACIDO-BASE

Os resultados da determinacdo de acidez de cada amostra, expresso em

pocentagem massica de acido graxo livre estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

TABELA A1 — ACIDEZ EXPERIMENTAL OBTIDA A PARTIR DA HIDROLIS_E PARCIAL DO OLEO
DE OLIVA COM LIPOZYME RM IM EM FUNGAO DO TEMPO DE REAGAO A 55 °C; 1,36 M%
ENZIMA/SUBSTRATO; 3M%, 10M% E 20 M% AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E

GLICEROL
Acidez
Tempo (horas) | 3% 10% 20%
2 7,98% |1,76% |2,70%
4 14,05% | 2,86% | 4,46%
8 19,52% | 9,83% |10,49%
12 20,87%|11,14% | 22,99%
16 23,04% | 13,45% | 36,49%
20 24,10% | 29,37% | 46,31%
24 24.81% |30,30% |48,41%

TABELA A2 — ACIDEZ EXPERIMENTAL OBTIDA A PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO~(’)LEO
DE OLIVA COM LIPOZYME RM IM, POR OPERAGCAO BATELADA ALIMENTADA, EM FUNGAO DO
TEMPO DE REAGAO A 55 °C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO; 20 M% AGUA/OLEO. DADOS EM

BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL.

Tempo Acidez

2
4
7

14

24

8,91%
13,47%
17,16%
30,91%
45,88%

APENDICE 2 - DETERMINAGAO DE ACIDEZ POR TITULAGAO
POTENCIOMETRICA

Os resultados da determinagdo de acidez de cada amostra, obtidos por

titulacdo potenciométrica, expresso em porcentagem massica de acido graxo livre

estdo apresentados na Tabela 8 e 9.
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TABELA A3 — ACIDEZ EXPERIMENTAL POR TITULAGCAO POTENCIOMETRICA OBTIDA A
PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM LIPOZYME RM IM EM FUNGCAO DO
TEMPO DE REAGCAO A 55 °C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO; 3 M%, 10M% E 20 M%
AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL

Acidez
Tempo (horas) 3% 10% 20%

2 8,14% | 1,45% | 2,06%

13,87% | 2,03% | 4,00%
8 19,41% | 10,28% | 25,12%
12 21,13%|10,89% | 23,02%
16 23,04%|13,17% | 37,10%
20 23,89% | 28,94% | 45,13%
24 25,06%|30,47% | 48,27%

TABELA A4 — ACIDEZ EXPERIMENTAL POR TITULACAO POTENCIOMETRICA OBTIDA_A
PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM LIPOZYME RM IM, POR OPERAGCAO
BATELADA ALIMENTADA, EM FUNCAO DO TEMPO DE REACAO A 55 °C; 1,36 M%
ENZIMA/SUBSTRATO; 20 M% AGUA/OLEO. DADOS EM BASE LIVRE DE AGUA E GLICEROL

Tempo Acidez

2 9,04%
4 13,58%
7 16,94%
14 131,09%
24 146,20%

Os resultados de acidez obtidos através de titulacdo potenciométrica foram
utilizados para validar os resultados de titulacdo acido-base. Apresentando pouca
variagcao entre os resultados dos dois métodos, utilizou-se para o0 modelo os valores

de acidez obtidos por titulacdo acido-base.

APENDICE 3 - ANALISE DE MAGS, DAGS, TAGS E AGLS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA

Validag&o das curvas de calibragdo

As equacodes obtidas através das curvas padrées (concentracdo X area), para
cada analito (MAG, DAG e TAG), estao ilustradas nas figuras 14, 15e 16. Sendo Y
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a concentracado (mg/mL) do analito e X a area (UA), as equacéo obtidas, para MAG,
DAG e TAG respectivamente, foram:
y = 2285809872 x - 196533

y =6742043386 x — 116169

y = 891968879 x — 19851
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FIGURA A1 — CURVA PADRAO PARA DETERMINAGAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA DA
MONOOLEINA.
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FIGURA A2 — CURVA PADRAO PARA DETERMINAGCAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA DA

DIOLEINA.
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FIGURA A3 — CURVA PADRAO PARA DETERMINACAO POR CROMATOGRAFIA GASOSA DA
TRIOLEINA.

A validagdo da curva de calibragao foi feita através do calculo de erro
absoluto, e erro por amostra. Em todos as curvas de calibragdo esta porcentagem
de erro foi menor que 0,01. O erro foi calculado através da diferenga entre a
concentracao real de analito por grama de amostra € a concentracdo determinada
pelo modelo de equacado da reta. Para verificar a eficiéncia e confiabilidade das
curvas de calibracdo obtidas com os padrées externos foram preparadas duas
amostras sintéticas, adicionando as amostras padrées externos de monooleina e
dioleina em concentracdées conhecidas. As porcentagens (m/m) obtidas para cada
composto em cada uma das amostras foram comparadas com as porcentagens
adicionadas nas amostras sintéticas.

As concentragdes das amostras sintéticas utilizadas na validacdo das curvas
de calibracao obtidas sdo apresentadas na tabela 10, onde estdo apresentados os
valores obtidos pelas equacbes através das areas obtidas das analises

cromatograficas e o erro percentual calculado para as amostras analisadas.
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TABELA A5 — CONCENTRAGOES DAS AMOSTRAS SINTETIQAS E RESULTADOS OBTIDOS POR
ANALISE EM CROMATOGRAFIA GASOSA PARA VALIDAGCAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO,
COM OS RESPECTIVOS ERROS.

Amostra %MAG %erro | %DAG %erro |%TAG %erro
1 Adicionado 2429 9,95 | 22,92 6,511 |24.81 9,84
Quantificado - resultado
amostra 26,72 21,47 22,36
2 Adicionado 29,83 6,3 | 30,02 2,86 |29,57 3,86
Quantificado - resultado
amostra 27,95 30,88 28,48

O erro apresentado na Tabela 12 foi calculado pela diferenga entre
Y%adicionado e % quantificado subtraido do resultado da amostra, divididos pelo %
adicionado.

A média dos erros das analises por cromatografia gasosa foram: 8,125% para
MAG, 4,685% para DAG e 6,86% para TAG. Esses valores foram considerados
erros aceitaveis e as curvas de calibracédo validas para serem utilizadas nas analises

das amostrar das reagdes de hidrélise.

Concentragao de analitos

Dois cromatogramas tipicos obtidos nas analises de MAGs, DAGs e TAGs,
encontram-se a seguir, para exemplificacdo. A Figura 17 corresponde ao tempo 2
horas de uma determinada reacdo, e a Figura 18 ao tempo 12 horas da mesma
reacao. As areas entre 26 e 28 minutos correspondem a regiao de monoacilglicerois,
de 28 a 30 minutos corresponde a regido de diacilgliceréis e de 30 a 33 minutos
corresponde a regido de triacilglicerdis.



64

Tire
2] s F2z0
00 00
20 =
o -]
404 40
0. 0
2
H
00 00
80 =l
60 £ g Fso
4] = S = )
20 2 S F20
oo i e

p ? Al A AL N L VR AR e R S U R T R AR S AT A A AR B85 AR A B0 A TR AR A SR TRR D AT,

Minutes.

FIGURA A4 — CROMATOGRAMA OBTIDO NAS ANA~LISES DE MAGS, DAGS E TAGS,
CORRESPONDENTE AO TEMPO DE 2 HORAS DA REACAQO DE HIDROLISE COM 3% DE AGUA
(EM RELAGCAO A MASSA DE OLEO)
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FIGURA A4 - CROMATOGRAMA OBTIDO NAS ANAI:ISES DE MAGS, DAGS E TAGS,
CORRESPONDENTE AO TEMPO DE 12 HORAS DA REAGAO DE HIDROLISE COM 3% DE AGUA
(EM RELACAO A MASSA DE OLEO).

A partir das areas dos picos foram calculadas as concentragcées (Y%om/m) para
cada analito, em cada amostra

Utilizou-se o valor de acidez, determinado por titulacédo, para determinar o teor
de mono di e tri em cada amostra, considerando a porcentagem destes, calculada
pelas concentragbes de cada analito. Assim, obteve-se resultados em porcentagem
do analito em relacdo a massa total da amostra analisada (%sm/m). As equacdes 28
e 29 demonstram como foi realizado o calculo para obter o resultado (%om/m) de

cada analito para cada amostra.

100% - %AGL = %ACILGLICEROIS (52)
Onde:

%AGL = Porcentagem de acido graxo livre obtido por titulagdo da amostra
%ACILGLICEROIS = Porcentagem de acilgliceréis da amostra

% TA = %A ( %MAG + %DAG + %TAG - %AGL) (53)
(%MAG + %DAG + %TAG)
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Onde:

%TA = Porcentagem total do acilglicerol na amostra

% A = Porcentagem do acilglicerol, em relagéo aos outros acilgliceréis, na amostra
% MAG = Porcentagem de Monoacilglicerol, em relacao aos outros acilgliceréis, na
amostra

% DAG = Porcentagem de Diacilglicerol, em relagao aos outros acilglicerois, na
amostra

% TAG = Porcentagem de triacilglicerol, em relacdo aos outros acilglicerdis, na

amostra

As Tabelas 11, 12 e 13 apresentam as concentracdes, de cada analito obtidas

por andlise cromatogréfica.

TABELA A6 - TEOR DE TAG, DAG E MAG (%M/M) OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA
A PARTIR DA HIDROLISE PARCIAL DO OLEO DE OLIVA COM LIPOZYME RM IM EM FUNGCAO
DO TEMPO DE REAGAO A 55 °C; 1,36 M% ENZIMA/SUBSTRATO; 20% MAGUA/OLEO

Amostra  Acido graxo MAG DAG TAG t (horas)
1AD1 4,46 0,13 6,58 88,83 4
1BD1 2,70 0,12 6,51 90,67 2
1CD1 36,49 1,19 12,05 50,27 16
1DD1 46,31 1,68 14,95 37,06 20
1ED1 10,49 0,19 5,92 83,40 8
1FD1 22,99 1,19 18,35 57,46 12
1GD1 48,41 1,21 10,06 40,32 24

Tabela A7 - Teor de TAG, DAG e Mag (%m/m) obtidos por cromatografia gasosa a partir da
hidrélise parcial do 6leo de oliva com lipozyme rm im em fungédo do tempo de reacdo a 55 °c; 1,36
m% enzima/substrato; 3% magua/éleo.

Amostra  Acido graxo MAG DAG TAG t (horas)
2AD1 7,98 0,28 6,33 85,41 2
2BD1 14,05 0,62 10,38 74,95 4
2CD1 19,52 1,04 15,11 64,34 8
2DD1 23,04 1,56 18,63 56,77 16
2ED1 20,87 0,71 10,44 67,97 12
2FD1 24,81 1,34 19,14 54,71 24

2GD1 24,10 1,35 16,61 57,94 20
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Tabela A8 - Teor de TAG, DAG e Mag (%m/m) obtidos por cromatografia gasosa a partir da
hidrélise parcial do 6leo de oliva com lipozyme rm im em fungédo do tempo de reacéo a 55 °c; 1,36
m% enzima/substrato; 10% magua/dleo.

Amostra  Acido graxo MAG DAG TAG t (horas)
3AD1 1,76 0,16 5,17 92,91 2
3BD1 2,86 0,11 6,06 90,97 4
3CD1 9,83 0,25 7,02 82,90 8
3DD1 11,14 0,25 6,98 81,63 12
3ED1 13,45 0,39 7,49 78,68 16
3FD1 29,37 0,94 12,49 57,19 20
3GD1 30,30 0,64 8,86 60,20 24




