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Resumo

A hidrélise enzimatica € um importante processo industrial para modificacdo de
6leos e gorduras. Os produtos obtidos através dessa reacdo sao acidos graxos
livres, monoacilgliceréis, diacilgliceréis e glicerol, que sao usados como matérias-
primas de uma grande variedade de aplicagdes industriais. As principais limitacdes
da hidrélise enzimatica de 6leos e gorduras sao a imiscibilidade dos reagentes e
o efeito de inibicdo causado pelo aumento da concentracdo de substrato. O uso
de ultrassom tem se apresentado como um recurso poderoso em processos de
substratos imisciveis. Este trabalho teve objetivo de avaliar diferentes metodologias
de aplicacdo de irradiagdo ultrassénica na hidrélise enzimatica do éleo de soja.
Foram realizadas cinéticas utilizando ultrassom de banho, ultrassom de sonda, pré-
emulsdo com ultrassom de sonda e sem ultrassom. Também foram investigados
os efeitos da inibicdo pelo substrato, concentracdo de surfactante (goma arabica),
da carga enzimatica e do tempo de pré-emulsdo. Simulagdes matematicas do pro-
cesso também foram realizadas. A inibicao pelo substrato foi evidente a partir da
fracdo molar de 2,5% de déleo no meio reacional. A concentragdo de surfactante
gue forneceu maiores taxas foi de 10 g L~'. A carga enzimatica apresentou uma
fracdo de saturacdo em 2,0% de massa em relacdo a massa de agua, apenas
para a reacao livre de ultrassom, indicando o aumento de area interfacial quando
0s substratos foram expostos ao ultrassom. Até mesmo os menores tempos de
pré-emulsao foram significativos na taxa inicial de hidrolise. Os experimentos ci-
néticos expostos a irradiacao ultrassonica por todo periodo reacional apresentaram
evidéncias de desativagdo enzimatica expressiva. A metodologia que empregou
pré-emulsao com ultrassom de sonda apresentou melhores resultados para a taxa
de reacao sem indicios de desativacdo enzimatica. As simulacdes matematicas da

hidrélise foram concordantes com as evidéncias experimentais.

Palavras-chaves: Hidrélise enzimética, acidos graxos livres, 6leo de soja, ultras-

som, modelagem matemaética.
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Abstract

Enzymatic hydrolysis is an important industrial process used to alter oils and fats.
Products obtained by this reaction are free fatty acids, monoacylglycerols, diacyl-
glycerols and glycerol, which are used as raw materials for a wide variety of indus-
trial applications. The main limitations of the enzymatic hydrolysis of oils and fats
are the immiscibility of the reactants and the inhibition effect caused by increased
substrate concentration. The use of ultrasound has emerged as a powerful resource
in immiscible substrates processes. The objective of this study was to evaluate dif-
ferent application methods of ultrasonic irradiation on the enzymatic hydrolysis of
soybean oil. Kinetics were performed using ultrasound bath, ultrasound probe, and
pre-emulsion with and without ultrasound probe ultrasound. The effects of sub-
strate inhibition, surfactant concentration (gum arabic), enzyme load and time pre-
emulsion were also investigated. Mathematical simulations of the process were also
performed. The substrate inhibition was evident from the mole fraction of 2.5 % oll
in the reaction medium. The surfactant concentration that provided higher rates was
10 mathrmg L~'. The enzyme loading showed a fraction of saturation at 2.0 % by
mass, relative to the mass of water, only for the ultrasound-free reaction, indicating
the increase in interfacial area where the substrates were exposed to ultrasound.
Even the smallest pre-emulsion times were significant in the initial rate of hydrolysis.
Kinetic experiments exposed to ultrasonic irradiation throughout the reaction period
showed evidence of significant enzymatic deactivation. The methodology that uses
pre-emulsion with probe ultrasound showed better results for the rate of reaction with
no evidence of enzyme deactivation. Hydrolysis mathematical simulations were in

agreement with the experimental evidence.

Keywords: Enzymatic hydrolysis, free fatty Fcids, soybean oil, ultrasound, mathe-

matical modeling.
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1 Introducao

Oleos e gorduras sdo fundamentais na alimentagdo humana, pois além de
serem fonte energética, agem como solventes de vitaminas lipossoluveis e sao fon-
tes de acidos graxos essenciais. Atualmente inimeros produtos obtidos através de
modificacdes desses compostos apresentam valor agregado na industria alimenti-

cia e farmacéutica (CASTRO et al., [2004).

Oleos e gorduras sdo misturas complexas de varios lipideos, entretanto, os
acilgliceréis e os acidos graxos livres (AGL) representam a maior fracdo de sua
composicao (SANTOS, 2011). Acilglicerdis podem ser divididos em trés grandes
grupos, que fazem referéncia a quantidade de esterificacées que uma molécula de
glicerol sofreu por acidos graxos: triacilglicerdis ou triglicerideos (TAG), diacilgli-
cerdis ou diglicerideos (DAG) e monoacilglicerdis ou monoglicerideos (MAG) (SI-
KORSKI; KOLAKOWSKA, 2002). Dentre esses subgrupos, 0 maior constituinte dos
6leos comestiveis sdo os triacilgliceréis (TAG), que se apresentam em quantidades
maiores que 85% em massa (YANAI et al., [2007). O DAG, além de ser encontrado
em baixas quantidades nos 6leos vegetais (normalmente abaixo de 5% em massa),
também ocorre como um intermediério do metabolismo do TAG no intestino delgado

(RUDKOWSKA et al., 2005).

Um crescente interesse no desenvolvimento de tecnologias de modificagao
de bleos e gorduras tem surgido recentemente. Esta tendéncia pode ser atribuida
principalmente ao fato desses materiais serem obtidos de fontes naturais e empre-
gados como importantes matérias-primas para as industrias quimicas, farmacéuti-
cas e alimenticias. Mundialmente € estimada uma produgéo anual de 6leos e gor-
duras de aproximadamente 100 milhdes de toneladas (CASTRO et al., 2004). Entre
as principais reacdes de modificacao de 6leos estdo a esterificacao, a glicerdlise e

a hidrélise.
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A hidrélise € um importante processo industrial para modificacdo de 6leos e
gorduras. Os produtos obtidos através dessa reacao sédo acidos graxos livres (AGL),
monoacilglicerodis (MAG), diacilglicerdis (DAG) e glicerol, que sdo usados como ma-
térias primas de uma grande variedade de aplicacdes industriais. Os AGLs sao a
base da producao de compostos oleoquimicos como alcoois graxos, aminas graxas
e ésteres graxos (NOOR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003) e biodiesel (MINAMI;
SAKA| 2006; LEVINE; PINNARAT; SAVAGE, 2010). Enquanto que, o MAG e DAG
sao importantes emulsificantes nas industrias alimenticias e farmacéuticas (ROSU
et al., 1997 |ZHONG et al., [2013). Além disso, o DAG tem se apresentado como
um bleo funcional capaz de combater a obesidade (MURASE et al., 2001; NAGAO
et al., 2000).

A maior parte dos produtos provenientes da hidrélise sao voltados para as in-
dustrias alimenticias, de cosméticos e farmacéuticas; portanto, esses produtos ne-
cessitam de um alto grau de pureza, comumente atingida utilizando enzimas como
catalisadores da reacdo. Além disso, as enzimas necessitam de condi¢des reaci-
onais mais brandas se comparadas com catalisadores quimicos. No entanto, sua
alta especificidade e baixa temperatura de atuacao, requerem tempos reacionais

mais elevados para atingir o equilibrio (RATHOD; PANDIT, 2009).

A principal limitagdo na hidrélise enzimatica de 6leos e gorduras é a imiscibi-
lidade dos substratos da reacao, o que resulta em diminutas taxas de transferéncia
de massa e, consequentemente, menores velocidades de reacdo (ZHONG et al.,
2013). O uso de ultrassom tem se apresentado como um recurso poderoso em pro-
cessos enzimaticos e bioldgicos, principalmente no caso de substratos imisciveis e

viscosos (LONING; HORST; HOFFMANN, [2002).

O sucesso no uso de ultrassom é resultante do colapso cavitacional, que pro-
duz condicbes locais extremas. Quando bolhas de cavitagcao colapsam proximo de
dois fluidos imisciveis, a onda de choque resultante promove uma agitagcao/mistura
muito eficiente nas fases (BABICZ et al., 2010). Porém, na medida em que o cisa-

Ihamento entre as fases oriundo as ondas ultrassbnicas aumenta, isso causa um
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efeito negativos sobre as lipases no meio reacional, provocando a desativacao en-
zimatica e diminuindo a velocidade da reacéo de hidrélise (OZBEK; ULGEN, 2000).
Este efeito pode ser evitado se a reacao for realizada em duas etapas: uma de pré-
emulsdo, na qual os substratos serdo emulsificados por ultrassom sem a presenca
de enzimas, sendo que esta etapa pode ser acrescentado surfactantes para esta-
bilizar a emulsao, seguido da etapa de reacao, em que a enzima sera adicionada

com o ultrassom ja desligado (AWADALLAK et al., [2013).

Outro problema presente na reacao de hidrolise de 6leos é a inibicao cau-
sada pelo substrato quando a razdo entre éleo:dgua € maior que 3:5 (vor : vi,0)-
A baixa miscibilidade das fases resulta em um efeito cinético desviante da teoria
de Michaelis-Menten, e varios outros modelos s&o propostos para tentar explicar o
efeito (GATT; BARTFAI, |[1977), porém, nenhum deles considera o comportamento
da emulsdo quando a razao 6leo:agua esta proxima da inversao de fases, ou seja,

quando a fase continua da emulsdo muda entre os dois componentes.

Ha poucos estudos na literatura avaliando a utilizagéo de ultrassom na hidré-
lise enzimatica de 6leos vegetais (LERIN et al., [2014), e a maioria desses estudos
relatam o uso de ultrassom de banho (FEITEN et al., 2014; HUANG et al., 2010; LIU
et al., 2008; RAMACHANDRAN et al., [2006; RIBEIRO; PASSAROTO; BRENELLI,
2001). Além disso, muitos estudos utilizam enzimas 1,3-especificas na hidrélise
de bleos como catalisador (CHEW et al., 2008; |[FEITEN et al., 2014; WANG et al.|
2009 WATANABE et al., 2005). Portanto, é importante conhecer os efeitos do uso
de ultrassom neste tipo de enzima. A enzima selecionada para este trabalho foi a

lipase comercial 1,3-seletiva Lecitase Ultra.

18



2 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar e comparar os efeitos de diferentes
metodologias de aplicacao de ultrassom na taxa de reacao da hidrélise enziméatica:
ultrassom de banho, ultrassom de sonda, pré emulsdo com ultrassom de sonda e
agitacao mecanica convencional. Além disso, outros objetivos especificos foram

avaliados:

Avaliacao da inibicao pelo substrato na reacao de hidrélise enzimatica.

Efeito da concentracao de surfactante na taxa da reacao de hidrélise enziméa-

tica.

Efeito da carga enzimatica na taxa da reacao de hidrélise enzimatica.

Efeito do tempo de pré-emulsao na taxa da reagéo de hidrolise enzimatica.

* Realizar a modelagem matematica dos experimentos cinéticos.
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3 Revisao Bibliografica

3.1 Oleos e Gorduras

Lipideos séo substancias formadas por cadeias carbénicas longas, insolu-
veis e menos densas que agua. Sao sollveis em solventes organicos (GIOIELLI,
1996), e sdo encontrados em todas as plantas e animais que servem de alimento
para os seres humanos (SIKORSKI; KOLAKOWSKA, 2002). Oleos e gorduras com-
preendem uma classificacao dos lipideos quanto aos seu estado fisico em tempe-
ratura ambiente, sendo que o regulamento técnico para 6leos vegetais define 25
°C como ponto de fusdo de gorduras, ou seja, lipideos que sao liquidos acima
dessa temperatura sdo chamados de Oleos enquanto os sélidos ou pastosos sao
chamados de Gorduras (ANVISA| 2005). Além disso, 6leos e gorduras exercem
uma ampla gama de fun¢des no organismo humano, como por exemplo (GIOIELLI,

1996):

Armazenagem de enerqia;

Componentes estruturais em membranas celulares;

Precursores de hormonios e acidos biliares;

Fonte energética (aproximadamente 9 kcal g—1);

Fonte de acidos graxos essenciais (que nao sao produzidos pelo organismo);

Agem como lubrificantes.

Entre os principais componentes dos 0leos vegetais comestiveis estdo os
acilglicerdis e os acidos graxos livres (AGL) (SANTOS, 2011). Os acilglicerois séo
divididos em trés grupos, que fazem referéncia a quantidade de esterificacbes que

uma molécula de glicerol sofreu por acidos graxos: triacilglicerdis ou triglicerideos
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3.2. Acidos Graxos

(TAG), diacilglicerdis ou diglicerideos (DAG) e monoacilglicerdis ou monoglicerideos
(MAG) (SIKORSKI; KOLAKOWSKA, 2002). O maior constituinte dos 6leos comes-
tiveis entre estes subgrupos sao os triacilglicerdis (TAG), que se apresentam em

quantidades maiores que 85% em massa (YANAI et al., 2007).

3.2 Acidos Graxos

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos de cadeias longas. Sao os principais
componentes estruturais dos éleos e gorduras e responsaveis por determinar as
propriedades fisicas dos mesmos, tais como estabilidade, ponto de fusao e carac-

teristicas metabolicas (SIKORSKI; KOLAKOWSKA, 2002).

Simplificadamente, os acidos graxos mais comuns podem ser classificados

a partir de 3 propriedades de sua estruturas (SCRIMGEOUR, 2005):

- Quantidades de carbonos presentes na estrutura da cadeia carbénica:
tendo entre 4 e 22 carbonos, sendo os mais comuns com 18 (Figura 3.2.1), e
por compartilharem da mesma biossintese na natureza, as cadeias carbonicas séo
construidas em unidades de dois carbonos, desta forma, a maioria dessas molécu-
las possuem quantidades pares de carbono em sua estrutura.

WWO
OH
Figura 3.2.1 — Exemplo de acido graxo com 18 carbonos.

- Quantidade de duplas ligacoes entre os carbonos de sua estrutura: po-
dendo nao possuir duplas ligacdes (saturados), possuir uma dupla ligacao (insatu-
rados) ou possuir mais de uma dupla ligagcao (poli-insaturados). Um exemplo deste

tipo de classificagéo esta representado na Figura(3.2.2]

- Pelo tipo de isomeria de suas duplas ligacoes: cis, quando os atomos

de hidrogénio se encontram no mesmo lado dos carbonos de uma mesma dupla
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3.2. Acidos Graxos

\/\/\/\/\/\( 0 ~—=— \/\/\/\/\/\( 0

OH OH

Figura 3.2.2 — Exemplo de acido graxos saturado (esquerda) e poli-instaturado (di-
reita).

ligagéo, ou trans, quando os atomos de hidrogénio se encontram em lados opostos

o= =

Figura 3.2.3 — Exemplo de isomerias trans (esquerda) e cis (direita).

Além das normas de nomencletura da IUPAC, os acidos graxos podem ser
facilmente nomeados de acordo com as trés propriedades apresentadas (SIKORSKI;
KOLAKOWSKA, 2002). O primeiro passo da nomenclatura é informar a quantidade
de carbonos na cadeia carbénica seguido pelo nimero de duplas ligagdes apos

m “dois pontos”, por exemplo, um acido graxo com 18 carbonos e 2 duplas liga-
¢bes pode ser chamado de “18:2”. No entanto, uma nomenclatura mais rigorosa
também pode levar em conta a posicao que se encontram as duplas ligacoes e 0
tipo de isomeria delas. Exemplificando, o &cido graxo apresentado na Figura[3.2.4]
possui 20 carbonos e 3 duplas ligacdes, além disso, contando a partir da carboxila
da molécula (funcdo que caracteriza o acido carboxilico) essas duplas ligacdes se
encontram nos carbonos de posigdes 9, 12 e 15, sendo a primeira delas (9) uma iso-
meria cis, a segunda uma isomeria frans e a terceira uma isomeria cis novamente,

portando, o 4cido graxo apresentado pode ser chamado de “20:3 9c12t15¢”.

Vale lembrar que os acidos graxos mais comuns sao conhecidos por seus
nomes usuais, que costumam fazer referéncia a sua fonte mais comum, pois exis-
tem sete acidos graxos que estao presentes em aproximadamente 95% de todos os
Oleos vegetais, que sao os acidos laurico, miristico, palmitico, estearico, oleico, li-

noleico e a-linolénico (SIKORSKI; KOLAKOWSKA, 2002). A Tabela apresenta
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3.2. Acidos Graxos

S

x:ﬁ d 0

0

OH
Figura 3.2.4 — Exemplo de nomenclatura para Acidos Graxos: “20:3 9c12t15¢”.

esses principais acidos graxos e suas principais fontes.

Tabela 3.2.1 — Principais acidos graxos presentes em 6leos vegetais.

Nome Usual Nomenclatura Formula Principal Fonte
Laurico 12:0 C12H240 Oleo de Coco
Miristico 14:0 Ch14Ho509 Noz-Moscada
Palmitico 16:0 C16H320 Oleo de Palma
Esteérico 18:0 C18H3604 Gorduras Animais
Oleico 18:1 9¢ CisHs405 Oleo de Oliva
Linoleico 18:2 9c12¢c CisH320 Oleo de Canola
S ) Semente de
a-Linolénico 18:3 9¢c12c15¢c Ch8H3009 Linha(;a

Acidos graxos podem ser encontrados em éleos e gorduras em sua forma
livre, chamados de &cidos graxos livres (AGL), e conferem a qualidade de acidez
aos 0leos (massa de AGL por massa total de éleo), ou encontrados esterificados

em moléculas de glicerol, chamados de acilglicerdis.

As propriedades fisicas dos acidos graxos podem ser estimadas em fungao
de suas estruturas, por exemplo, acidos graxos saturados ou insaturados de isome-
ria trans possuem cadeias carbbnicas mais lineares, o que lhes conferem um ponto
de fusdo maior, além de maior estabilidade termodinamica, que os acidos graxos
insaturados de isomeria cis. Consequentemente, as propriedades fisicas dos acil-
glicerdis estao intimamente relacionadas as propriedades dos acidos graxos que 0s
compdem. A Tabela [3.2.2 apresenta alguns exemplos de ponto de fusdo de alguns
acidos graxos (SCRIMGEOUR, [2005).
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3.3. Glicerol

Tabela 3.2.2 — Ponto de fuséo de alguns acidos graxos.

Ponto de fusao

Nome Usual Nomenclatura (°C)
Palmitico 16:0 62,9
Estearico 18:0 70,1
Oleico 18:1 9¢ 16,3
- 18:1 9t 45,0
Linoleico 18:2 9c12c -5,0
- 18:2 9t12t 29,0

3.2.1 Producdo de Acidos Graxos Livres (AGL)

Industrialmente, a producao de AGL é realizada por meio da hidrélise de
Oleos vegetais. O processo consiste na conversao de 6leos vegetais em AGL e
glicerol em temperatura de 250 °C e pressao de 50 bar por 2 h, 0 que confere
conversdes entre 96-99%. Sob estas condi¢des, também ocorrem reacdes de po-
limerizacao de AGL e formacao de sub-produtos indesejados, o que confere cor
escura e baixa pureza ao produto final. Além disso, a reacdo e 0s processos de
purificagdo subsequentes necessitam de muita energia, 0 que encarece o produto

(NOOR; HASAN; RAMACHANDRAN, [2003).

3.3 Glicerol

O glicerol, comercialmente conhecido como glicerina, € uma molécula que
pertence a familia dos alcoois, possuindo 3 hidroxilas (grupo funcional "-OH", veja
a Figura[3.3.), com isso, pode participar de reagdes de esterificagdo com &cidos
carboxilicos para formacao de ésteres e reagdes de substituicado de radical com
ésteres, como ocorre na alcodlise (conhecida como glicerdlise quando envolve o
glicerol) (RUSSELL, 1981).

OH

OHQ\/OH

Figura 3.3.1 — Molécula de Glicerol.

A molécula de glicerol é insoluvel em dleos, porém, na natureza é encontrada

em abundancia nos 6leos e gorduras ligado a moléculas de acidos graxos formando
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3.4. Acilglicerdis ou Glicerideos

Acilglicerdis (COLLINS| [1997), por conta disso é um dos principais subprodutos de
reacdes com acilgliceréis, como por exemplo a produgédo de biodiesel a partir de

6leos vegetais (MUNIYAPPA; BRAMMER; NOUREDDINI, [1996).

Recentemente, o governo brasileiro vem estimulando o uso de biodiesel com
leis que determinam a sua porcentagem no diesel comum, consequentemente, isso
tém estimulado sua producao em territorio nacional (OSAKI; BATALHA, 2011). Uma
das rotas de fabricacao de biodiesel conhecida como hidroesterificacdo tem a hidré-
lise de 6leos como reagéo intermedidria, e tem se mostrado muito eficiente pela fa-
cilidade de separacéo e purificacdo do glicerol que sai do meio reacional junto com
a fase aquosa (MACHADO et al., 2015; AGUIEIRAS et al., 2014, CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2011).

3.4 Acilglicerdis ou Glicerideos

Acilglicerdis sao moléculas formadas pela esterificagdo entre acidos graxos
e glicerol. Como o glicerol possui 3 hidroxilas, entdo é possivel que ocorra até 3
esterificacées por acidos graxos (chamados de grupos Acil), produzindo Monoacil-
glicerois, Diacilgliceroéis e Triacilglicerdis, que também sdo conhecidos como Mono-
glicerideos, Diglicerideos e Triglicerideos. Os Acilglicerois constituem a forma mais

comum de lipideos encontrados em alimentos (SCRIMGEOUR, 2005).

3.4.1 Triacilglicerol ou Triglicerideo (TAG)

Triacilglicerdis (TAG) sao moléculas que possuem as trés hidroxilas do glice-
rol substituidas por grupos Acil (acido graxos) (SCRIMGEOUR, [2005). Eles repre-
sentam a forma mais comum de armazenagem de energia por lipideos na natureza
(DAHLQVIST; STAHL, 2000), e além de serem a principal forma que os acidos gra-
x0s se encontram em organismos vivos (SIKORSKI; KOLAKOWSKA, [2002) sao os
maiores constituintes dos 6leos vegetais, apresentando fragdes superiores a 85%

em massa (YANAI et al., [2007).
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3.4. Acilglicerdis ou Glicerideos

Como as moléculas de TAG possuem trés substituicdes acil, pelo fato de
existir uma ampla variedade de acidos graxos na natureza, sdo muitas as formas
que os TAG podem possuir. Uma forma simples de denominar os TAG é a partir
das iniciais dos acidos graxos triviais que o compdem seguindo a ordem das subs-
tituicées acil (SCRIMGEOUR, 2005). A Tabela demonstra exemplos dessa
nomenclatura para alguns TAG em 06leos comestiveis comuns juntamente com a
fracdo massica da molécula no 6leo, e a Figura apresenta um exemplo de

molécula de TAG (OOS - Oleico, Oleico, Saturado).

Figura 3.4.1 — Exemplo de molécula de Triacilglicerol (TAG)

Tabela 3.4.1 — Composicao de TAG em alguns éleos comestiveis

Magfézi de Banha de Porco Oleo de Oliva Oleo de Soja
TAG %massa TAG %massa TAG %massa TAG %massa
POP 18-23 PPSt 2 OoOL 11 LnLL 7
POSt 26-41 StPSt 2 000 43 LnLO 5
StOSt 23-31 PPO 8 POP 3 LLL 15

StOP 13 POL 4 LLO 16
POO 5 POO 22 LLS 13
StOO 6 StOO 5 LOO 8
OPO 18 LOS 12
StPL 2 00s 5
000 12

OPL 7

L - Linoeico; Ln - Linolénico; O - Oleico; P - Palmitico; S — Saturado; St — Estearico.
Adaptado de (SCRIMGEOUR, |2005)
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3.4. Acilglicerdis ou Glicerideos

3.4.2 Diacilglicerol ou Diglicerideo (DAG)

Diacilglicerois (DAG) sdo moléculas formadas por duas substituicées de hi-
droxilas em uma molécula de glicerol por acidos graxos (esterificacbes). Possui
dois isdmeros, o 1,3-DAG e o 1,2-DAG (ou 2,3-DAG). A Figura [3.4.2]ilustra exem-
plos desses isdbmeros. Assim como os outros acilgliceréis, suas propriedades fi-
sicas sdo intimamente relacionadas ao perfil de acidos graxos que os compdem

(AWADALLAK, [2012).

S o OH

1,2-DAG /

1,3-DAG
Figura 3.4.2 — Exemplo de isdbmeros de Diacilglicerol (DAG).

O DAG pode ser encontrado naturalmente em pequenas quantidades em
6leos vegetais comuns (normalmente abaixo de 6% em massa), sendo que alguns
6leos podem ter até 9,5% de sua composicao em DAG, como é o caso do 6leo de
algodao. O éleo de soja, por sua vez, € composto 97,9% em TAG, e apresenta

apenas 1% de DAG em sua composicao (YANAI et al., [2007).

O diacilglicerol e 0 monoacilglicerol, por conta de suas hidroxilas restantes
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3.4. Acilglicerdis ou Glicerideos

na molécula de glicerol, possuem caracteristicas anfifilicas[]. Uma vez que suas
caracteristicas de sabor e cheiro sdo semelhantes ao TAG e que sua fabricacédo
pode ser realizada de forma enzimatica, sdo amplamente utilizados como emul-
sificantes nao ibnicos e estabilizantes nas industrias alimenticias e farmacéuticas

(WATANABE et al., 20095).

Além disso, numa mistura de isémeros de DAG a proporgédo molar de equili-
brio entre 1,3-DAG e 1,2-DAG é de 7:3, respectivamente. A reagéo responsavel por
manter esse equilibrio € a migracao acil (SAMBANTHAMURTHI; SUNDRAM; TAN,
2000). Varios estudos mostram que o 1,3-DAG possui caracteristicas metabdlicas
diferentes do TAG, e desta forma, dietas ricas em dleos vegetais ricos em diacilgli-
cerol (80% em massa) possuem vantagens para a saude em relagéo a dietas ricas
em 6leos compostos por TAG (NAGAO et al., 2000; MURASE et al., [2002; MAKI et
al], [2002).

3.4.3 Monoacilglicerol ou Monoglicerideo (MAG)

Monoacilglicerdis sao acilgliceréis que possuem apenas uma substituicao
acil na molécula de glicerol, com isso, considerando o0 mesmo acido graxo, essa
molécula possui dois isdmeros estruturais, 1-MAG e 2-MAG. A Figura exem-

plifica dois isdbmeros desta molécula.

Assim como o TAG e o DAG, as moléculas de MAG também possuem suas
caracteristicas em fungédo dos acidos graxos que a compéem (WATANABE et al.,
2005). Porém, assim como o DAG, o MAG possui uma caracteristica comum in-
dependente do tipo de acido graxo de sua estrutura, ou seja, sdo moléculas anfi-
filicas por conta de suas hidroxilas em sua molécula, o que o torna um excelente
emulsificante e estabilizante de alimentos e remédios que possuem o selo GRAS
(i.e., Geralmente Reconhecido como Seguro, no portugués) pelo 6rgéo que regula-

menta alimentos e remédios nos EUA (FDA - Food and Drug Administration) (JEN-

' Moléculas anfifilicas, ou anfipaticas, sdo moléculas que possuem uma regido hidrofilica (soluvel
em meio aquoso), e uma regiao hidrofobica (insoluvel em agua, porém soluvel em lipidios e
solventes organicos). Por conta disso, atuam como surfactantes e tensoativos.
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SEN; HEIRD)| 2002), ou seja, esse tipo de molécula ndao apresenta efeitos colate-
rais quando ingeridas, ao contrario de tensoativos iénicos (MACHADO et al., 2000).
Além disso séo estaveis tanto em meio acido quanto em meio béasico (BOYLE; GER-
MAN;, [1996). Por esses motivos tanto MAG quanto DAG sdo moléculas de alto valor
agregado, e processos que viabilizem sua producéao e purificacdo devem continuar

sendo estudados.

1-MAG

Figura 3.4.3 — Exemplo de isdbmeros de Monoacilglicerol (MAG).

3.5 Reacdes de Modificacdo de Oleos e Gorduras

Nos ultimos anos tem surgido um crescente interesse em tecnologias de mo-
dificacao de Oleos e gorduras. Esta tendéncia pode ser atribuida principalmente ao
fato desses materiais serem obtidos de fontes naturais e empregados como impor-
tantes matérias-primas para as industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias.
Mundialmente é estimada uma produgéao anual de 6leos e gorduras de aproxima-

damente 100 milhdes de toneladas (CASTRO et al., 2004).

Entre as principais reacoes de modificacao de 6leos estao a esterificacao, a

glicerolise e a hidrdlise.
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3.5. Reagdes de Modificacdo de Oleos e Gorduras

3.5.1 Esterificacéo

A esterificacdo é uma reacao quimica em que um acido carboxilico reage
com um alcool formando éster e agua. Uma outra variante desta reacédo € chamada
de transeresterificacdo, na qual um &alcool reage com um éster (comumente um

acilglicerol) substituindo seu radical formando outro éster e outro &lcool. As Figuras

e exemplificam ambas as reagdes citadas.

O O

+ Ry—OH ——— R —CZ + Hy0

OH 0—R»
Figura 3.5.1 — Exemplo de reagao de esterificagao.

R, —CZ

0 0
R, —CZ + R;—OH Ri—CZ + R,—OH
O0—R> O0—Rs3

Figura 3.5.2 — Exemplo de reacéo de transeresterificacao.

A esterificacdo entre AGL e glicerol € amplamente utilizada na fabricagao
de MAG e DAG (BORNSCHEUER, [1995]; PYO et al.,[2012; BERRIOS et al., 2007}
MONTEIRO; NASCIMENTO; NINOW, [2003), enquanto que a transeresterificacao
entre o TAG presente em 0leo vegetais e um alcool de cadeia curta € a principal

rota de producao de biodiesel atualmente (MEHER; VIDYASAGAR; NAIK, 2006).

3.5.2 Glicerdlise

A glicerdlise é a reagao entre moléculas de acilgliceréis com o glicerol, for-
mando novos acilglicerdis. Essa reacao € utilizada para producao de MAG e DAG
a partir de 6leos vegetais (TAG), e tem a vantagem de n&o gerar agua que precisa-
ria ser removida durante o processo para aumentar o rendimento (FIAMETTI et al.,

2012). A Figura demonstra um exemplo de como essa reagao ocorre.

3.5.3 Hidrélise

Hidrolise, do grego, hidro significa agua e lysis significa separacao, ou seja,

consiste numa reacao quimica de quebra molecular por moléculas de agua. A
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0 0
Ro
o— + OH
N\
0
0 OH

Figura 3.5.3 — Exemplo de reag&o de glicerdlise.

Figura ilustra um exemplo para um reacdo de hidrolise de uma molécula de

TAG.

Figura 3.5.4 — Exemplo de reag&o de hidrélise de 6leos e gorduras.

A reacgao de hidrélise de éleos e gordura é uma operacéao industrial impor-
tante. Essa reacdo consiste na quebra das ligacoes éster de acilglicerdis pela agua,
formando glicerol e acidos graxos livres (AGL). Esses produtos sdo matérias-primas
basicas para varias aplicagées. Os AGL sao utilizados como uma matéria-prima
para a producao de éleos quimicos, tais como os alcoois graxos, aminas graxas
e ésteres graxos. Estes éleos quimicos sao utilizados como lubrificantes, agentes
anti-bloqueio, plastificantes, agentes emulsionantes e como reagentes na fabrica-
cao de sabdes, detergentes, e alimentos para animais (NOOR; HASAN; RAMA-
CHANDRAN, 2003).

31
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A hidrélise pode ser feita de duas formas em éleos e gorduras, completa, na
qual todas as ligacoes ésteres do TAG sao quebradas para gerar AGL e glicerol, ou
parcial, em que a reacao € interrompida antes da quebra de todas as ligacdes és-
teres, formando uma mistura de acilgliceréis compostas majoritariamente por com-
postos intermediarios da reacdo, DAG e MAG. Diversos fatores definem se a reacao
hidrélise sera completa ou parcial, como por exemplo o tempo de reacado e a dis-
ponibilidade dos reagentes do sistema (AWADALLAK et al., 2013). Vale lembrar
também que a reacao de hidrolise de ésteres tem como reagao inversa a esterifica-
cao, portanto, ambas as reacdes sao reversiveis enquanto houver disponibilidade
dos reagentes e produtos para que elas ocorram. A Figura ilustra a hidrélise

como uma reagao reversivel.

O OH

R2 R2 O
/" + H0 Hidrélise < L R /<
© N\ " T Esterfficagao © N\ 1 OH
0 0
N N
R R
3 O// 3

Figura 3.5.5 — Exemplo de reagéo de Hidrélise reversivel de Oleos e Gorduras.

Ambas as reagdes sao de extrema importancia no estudo de modificacao de
Oleos e gorduras. A hidrélise parcial € amplamente utilizada como rota de producao
de DAG (PHUAH et al., 2012; MATOS; LEAL; SOUZA, [2011]; WANG et al., [2010).
A hidrélise completa de dleos e gorduras, por sua vez, € utilizada tanto para pro-
ducgao de AGL (TANAKA; HIRANO; FUNADA, [1992; CHU, [2002), quanto como rota
intermediaria para producgéo de biodiesel e DAG, seguido de uma posterior esteri-
ficagdo com é&lcool num processo conhecido como hidroesterificagao (MACHADO
et al., 2015 /AGUIEIRAS et al., [2014];[CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2011} WATA-
NABE et al.,[2003).
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3.6. Catalise Enzimatica

3.6 Catalise Enzimatica

As enzimas sdo moléculas formadas por longas cadeias de aminoacidos
(proteinas) que atuam como catalisadores para as reagdes que ocorrem nos siste-
mas biolégicos. No geral, elas apresentam uma grande eficiéncia e especificidade.
Além disso, as enzimas necessitam de condicbes brandas de temperatura, pH e
pressao para catalisar reagdes. Poucos catalisadores sintéticos e inorganicos pos-

suem tais caracteristicas (NELSON; COX, |2011).

Devido a sua alta especificidade, as enzimas minimizam a formagao de pro-
dutos indesejados e, consequentemente, maximizam a produgédo dos produtos de
interesse, o que torna a utilizacdo de enzimas bastante interessante do ponto de
vista industrial, pois os catalisadores inorganicos como acidos, bases, 6xidos e me-
tais geram uma grande variedade de subprodutos indesejaveis durante a reacéo
(BON et al., 1999). Além disso, o aumento da preocupacao com o meio ambiente,
processo que apresenta maior economia de energia, menos etapas de separagao
e que utilizam matérias biodegradaveis tem se tornado cada vez mais atraente, o
gue tornam os catalisadores enzimaticos bons concorrentes aos catalisadores inor-

ganicos (AWADALLAK, [2012).

Devido ao fato das enzimas serem produzidas a partir de microrganismos
e reacoes bioldgicas é dificil garantir um padrao de producao e especificacao das
mesmas, por conta disso, € comum lotes de enzimas comerciais expressarem sua
carga enzimatica em funcédo de sua atividade. Segundo a Enzyme Commission:
“uma unidade de atividade enzimatica (U) é a quantidade de enzima que catalisa
a biotransformacgéo de 1 micromol de substrato por minuto nas estabelecidas con-
dicdes de ensaio”. A atividade especifica de uma enzima comercial é dada em
termos da atividade enzimatica por miligramas de enzima (U/mg) (BERGMEYER,

1974).

No geral, a nomenclatura das enzimas se d& pela adicdo do sufixo “ase”

ao nome do seu substrato ou a palavra ou frase que descreve sua atividade. Por
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exemplo, a enzima DNA polimerase catalisa a polimerizacao dos nucleotideos para
formar o DNA e uma lipase € uma enzima que atua sobre moléculas de dleos e

gorduras (NELSON; COX, 2011).

3.6.1 Lipases

O Comité de Nomenclaturas da Uni&o Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (NC-IUBMB, 2014) classifica as lipases como éster hidrolases (numero
de catalogo E.C. 3.1.1), que sédo enzimas capazes de catalisar rea¢des de hidrélise

de grupos ésteres em diversos compostos (BABICZ, 2009).

As lipases sao encontradas na natureza em diversos organismos, e podem
ser obtidas industrialmente a partir de microrganismos naturais ou geneticamente
modificados e também a partir de fontes animais e vegetais (BABICZ,2009). A prin-
cipal forma de producao de lipases se da através de culturas de microrganismos,
pois € 0 processo que apresenta maior facilidade de controle e maior capacidade

produtiva (ROSADO; MONTEIRO, 2001; YASUKAWA; KATSURAGI, 2004).

Na Tabela sdo apresentados alguns microrganismos capazes de pro-
duzir lipases e as respectivas atividades médias possiveis de serem obtidas por
meio de sua utilizacdo. Todos os dados foram obtidos na temperatura de 37 °C e

pH de 7,5.

Tabela 3.6.1 — Atividade de lipases provenientes de alguns microrganismos (SCH-
MID; VERGER, 1998).

Microrganismo fonte da lipase Atividade enzimatica (U mg?)

Rhizomucor miehei 16
Rhizopus spec. 32
Humicola lanuginosa 10
Candida rugosa | 11

Candida rugosa Il 14
Geotrichum candidum 8

Pseudomonas fluorescens 30
Chromobacterium viscosum | 45
Chromobacterium viscosum I 154

Estereases e lipases tem a capacidade de ativar as ligacoes éster em 6leos e
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gorduras, porém, as lipases s catalisam reacdes se estiverem adsorvidas em uma
interface agua/dleo (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001), pois elas possuem um
elemento em sua estrutura chamado de “lid” que cobrem seus sitios ativos impe-
dindo o contato com os substratos. Quando a enzima se encontra na interface
agua/lleo, esta estrutura se abre, expondo sua parte hidrofobica e conferindo sua

funcionalidade (BASTIDA et al., [1998).

As lipases atuam na ligacao simples entre carbono e oxigénio presentes no
ésteres, diminuindo sua energia de ligacdo e, consequentemente, tornando essa
ligacao reativa em condicdes operacionais amenas (MARANGONI; ROUSSEAU,
1995). Com isso, reagdes de hidrélise e esterificacdo podem ocorrer em meio

aquoso, e reagdes de transesterificacdo em meio alcodlico (REETZ, 2002).

Por conta disso, inUmeras industrias vem procurando cada vez mais usos
para lipases em seus processos. A Tabela apresenta algumas aplicacdes

industriais em que lipases vem adquirindo destaque nos ultimos anos.

Tabela 3.6.2 — Algumas industrias e aplica¢des de lipsases.

Industria Aplicagdes

Farmacéutica Sintese de intermediarios de farmacos (ex.: ibuprofeno e na-
proxeno, farmacos com atividade anti-inflamatéria); Resolugao
de misturas racémicas (ex.: sintese de atenolol, farmaco anti-
hipertensivo)

Alimenticia Sintese de aromas (ex.: maturagao de queijos); Sintese de edul-
corantes (ex.: aspartame)

Produtos de limpeza Remocao de manchas de gorduras dos tecidos

Agroquimica Sintese de inseticidas e pesticidas

Tratamento de efluentes Reducéao do teor de gorduras em efluentes da inddstria de latici-
nios

Oleoquimica Hidrolise e interesterificacdo de 6leos e gorduras

Fonte: (KASAMATSU et al.|[2005}|CHENGELIS et al.|[2006} BALCAQO; PAIVA; MALCATA|[1996)

3.7 Reacao de Hidrélise Enzimatica

O uso de enzimas para reacao de hidrélise de 6leos e gorduras nao desen-
cadeia reacOes paralelas, sendo assim, ndo altera as fung¢des organicas presentes
nos acidos graxos do 6leo utilizado como substrato. As reagcdes ocorrem na pres-

sdo ambiente em temperaturas entre 35 e 70 °C. Porém apresentam taxas de re-
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acao menores e alto custo comparadas aos catalisadores inorgéanicos, € por conta
disso se tornam importantes os estudos para viabilizar o uso desses catalisadores

naturais (AWADALLAK, 2012). Além disso, enzimas necessitam de condicoes ope-

racionais constantes, pois como pode ser visto na Figura [3.7.1] enzimas possuem
estruturas muito complexas e grandes, desta forma, uma pequena variagcao nas
condicoes operacionais pode promover uma variacao indesejavel em sua estrutura,

causando sua desativagdo momentanea ou permanente.

Figura 3.7.1 — Estrutura molecular de uma lipase (Reproduzido de Jaeger, Dijkstral

e Reetz| (1999)).

A Tabela apresenta alguns exemplos de aplicagbes da hidrdlise enzi-
matica parcial de 6leos e gorduras para producao de MAG e DAG. Como pode ser

visto, apesar da hidrolise parcial se mostrar vantajosa por ndo necessitar de duas
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etapas como a hidroesterificagédo, seus resultados nao conferem caracteristicas de
6leos ricos em DAG (80% m/m) (MATSUQ, |2004). O melhor resultado apresentado
foi obtido por Cheong et al.| (2007) apds um processo de destilacdo molecular com
um 6leo de apenas 60% (m/m) composto por DAG. Enquanto a hidrélise enzimética
total utilizada como etapa anterior da esterificagdo no processo de hidroesterifica-
cao apresenta 6timos rendimentos, pois ndo depende da reacao ser interrompida
para obter os produtos. A Tabela apresenta alguma aplicagées da hidrdlise
total juntamente com as condicdes operacionais e aplicagcdes. Como pode ser visto,
a hidrélise na hidroesterificacdo deve ser completa no menor tempo possivel para

garantir continuidade no processo.
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Tabela 3.7.1 — Alguns exemplos de aplicacao e condi¢coes operacionais da hidrélise
enzimatica parcial de 6leos e gorduras.

Estudo

Resultados alcancados

Condicoes Operacionais

(CHEONG et al., 2007)

Oleo enriquecido com 32%
em massa de DAG
Concentracdo aumentada
para 60% com destilagdo
molecular

Lipoenzima  Imobilizada
RM IM

12 h de reagao

65 °C

10% (m/m) carga enzima-
tica

50% (m/m) Fragcéo de agua

(WANG et al, 2011)

Oleo com 26,5% de DAG
Proporcédo de 2:3 em re-
lacdo 1,3-DAG para 1,2-
DAG

0,1 ml de Lecitase Ultra
150 rpm

40% agua (m/m)
8 h de reacéao, pH 6,8 e 40
°C

(VOLL, [2011)

Oleo com 35,9% (m/m) em
DAG

Simulagbes de equilibrio
indicaram a possibilidade
de alcangar concentragdes
de 87,6% de DAG

Lipozyme RM IM

55 °C, 400 rpm

2,1% (m/m) agua
2,87% (m/m) de enzima

(AWADALLAK et al., [2013)

36,4% (m/m) de DAG no
Oleo

Lipozyme RM IM

1,2 min de Pré emulsdo
com Ultrassom

11,2% (m/m) de agua
55°C

1,36% (m/m) Enzima

(PHUAH et al, 2012)

Taxa inicial média de re-
acao de 7,04mmol/L/min
(10min)

31% (m/m) de DAG com
6h

Lypozyme RM IM

10% (m/m) carga enzima-
tica

5% (m/m) Fracao de agua
55 °C, 500rpm

(BABICZ et al., 2010)

41% (m/m) de DAG para a
Lipozyme RM IM

32% (m/m) de DAG para a
Novozyme 435

1% (m/m) carga enzima-
tica
Irradiacdo de Ultrassom

55 °C, 700 rpm
Fracao de 4gua omissa
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Tabela 3.7.2 — Alguns exemplos de aplicacdo e condi¢cbes operacionais da hidrélise enzimatica total de éleos e gorduras.

Estudo

Aplicacéo

Resultados alcangados

Condigoes Operacionais

(WATANABE et al.|[2003)

Produgédo de
DAG

92,8% (m/m) de AGL na Hidro-
lise

92% de DAG (m/m) na Esterifi-
cagao

Hidrélise
Hidrolise com Vapor

250 °C, 50 mmHg

Nao-enzimatica

Esterificagéo

Razao molar AGL/Glicerol
de 2:1

50 °C, 4 h de Reagéo

Lipozyme RM IM
3 mmHg de vacuo

(CAVALCANTI-OLIVEIRA et al.|[2011)

Producéo de Bi-
odiesel

89% (m/m de AGL na Hidrélise

92% (m/m) De Biodiesel na Es-
terificagao

50% (v/v) Oleo de soja
2,3% (v/v) enzimaTL 100L

60 °C, 48h de Reagéao

Razao AGL:Metanol 1:3
20% (m/m) Catalisador

200 °C, 1h de Reagéao

(TALUKDER; WU; CHUA|2010)

Produgao de Bi-
odiesel

100% de conversao na Hidrélise

99% de conversao na esterifica-
¢ao

5g/L de Lipase Candida
Rugosa, 10 h de reagao
Oleo de residuo de Fritura

Razdo agua:éleo de 1:1
(viv)

Catalisador Amberlyst 15
60 °C, 2 h de reagao

Razao AGL:Metanol 1:4

(SOUSA et al.|[2010)

Produgao de Bi-
odiesel

97% de AGL obtidos na hidrélise

97,1% de Biodiesel na Esterifi-
cagao

lipase: sementes gemina-
das de pinhdo manso

10% (m/m) sementes ge-
minadas

450 RPM, 2 h de reagéao
50% (m/v) éleo de pinhao
manso

500 psi, 200 °C, 2 h de re-
acao
Razao AGL:Metanol 1:3

Acido de nidbio

" (AGUIEIRAS et al.[[2014)

Produgéo de Bi-
odiesel

99,6% de AGL na Hidrdlise

91% de conversao na esterifica-
céo

30 °C, pH 4,0, 6 h de rea-
cao

50% (viv) Oleo de ma-
cauba

Lipase de Rhizomucor mi-
ehei

2,5% (m/v) de Lipase

Razao AGL:Etanol 1:2
40 °C, 8 h de reagao

Lipase de Babacu Fer-
mentado

 (BRESSANI et al.|[2014)

Producao  de
Ester Alquilico

100% de conversao na Hidrdlise

92,4% de conversao na Esterifi-
cagéao

35% (w/w) de 6leo de Ma-
cauba

35 °C, 1000 RPM, 10 min
de reagao

6% (m/m) lipase TLL

Razao equimolar
15 min de reagao

32,5°C, 200 RPM

eoleWIzuUg 8s1|0JpIH op ogdesy /g



3.7. Reacao de Hidrdélise Enzimatica

3.7.1 Limitacbes da Hidrolise Enzimatica

A hidrélise enzimatica de éleos possui duas principais limitacoes: a primeira
dela diz respeito a natureza imiscivel dos reagentes (agua e 6leo) (AWADALLAK et
al.,[2013), a segunda diz respeito a natureza da reacao enzimatica e uma possivel

inibicao pelo substrato (GATT; BARTFAI, 1977).

Para que uma reac¢ao quimica ocorra € necessario que haja contato entre os
reagentes, e quando os reagentes de uma reag¢ao se encontram em fases distintas,
este contato se encontra limitado ao contato interfacial e a transferéncia de massa
entre as fases. A reagao de hidrélise de éleos € um exemplo deste tipo de reacao.
Alguns recursos podem ser usados para reduzir essa limitacdo, como por exemplo 0
emprego de solventes que permitam tornar o sistema monofasico ou de agitadores
mecanicos e ultra-sénicos para aumentar a area superficial entre as fases. Neste
aspecto, o uso de agitadores possuem a vantagem de nao necessitar de novas

etapas de separagéo (VOLL et al., 2012).

Quanto ao segundo aspecto, Gatt e Bartfal| (1977) demonstraram que o au-
mento da concentragao substrato na reagao de hidrolise enzimatica se diferencia do
modelo padrao de taxa enzimatica proposto por Michaelis e Menten| (1913), o qual
apresenta um perfil assintético para a curva de velocidade versus concentragéo
de substrato e linear para a curva de velocidade versus concentragao de enzima.
Pela analise dos resultados obtidos por (Gatt e Bartfai (1977) apresentados na Fi-
gura percebe-se que o aumento da concentracdo do substrato promove uma
diminuicdo da velocidade da reacdo. Isso pode ser explicado pela estrutura das
moléculas de acilglicerdis, que por possuirem 3 grupos éster, com o aumento da
disponibilidade de acilglicer6is no meio, duas moléculas podem ocupar o espacgo
de uma em um sitio enzimatico, e dessa forma nao ativar as ligagdes quimicas para

promover a reagao.

Segundo Noor, Hasan e Ramachandran (2003), a inibicdo pelo substrato

passa a ocorrer quando a fracado massica de 6leo no sistema chega a aproximada-
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VELOCITY

SUBSTRATE

Figura 3.7.2 — Efeito da inibicdo pelo substrato demonstrado por |Gatt e Bartfai
(1977) (Reproducgao).

mente 38%, porém, este efeito pode ser amenizado ao mudar a forma de agitacao.
Outros autores relatam diferentes possibilidades de inibicdo ocorrendo na hidrélise
enzimatica de 6leos: Phuah et al. (2012) observaram a inibicao pelo substrato ocor-
rendo para a agua; Rathod e Pandit (2009) concluem que a inibicdo ocorre pela
formacéo do produto (AGL); Bressani et al. (2014) e [Liu et al. (2008) concordam

que a inibicao ocorre pelo substrato 6leo.

3.8 lIrradiagao por Ultrassom

Vibragbes em um meio material promovem um efeito de diferenca de pres-
S80 que se propaga, e que pode ser captado pelos ouvidos humanos quando a
frequéncia de vibracéo esta entre 20 e 20.000 vibracdes por segundo (Hz), e ondas
nessa faixa de frequéncias sdo chamadas de ondas sonoras. Quando a frequéncia
de vibracao é superior a 20.000 Hz, os ouvidos ndo sdo capazes de captar, mas o

meio material em que ela se propagada continua sentindo as vibragdes, e as ondas
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desse tipo sdo chamadas de ultrassénicas (BRUNEAU, 2010).

Ondas ultrassénicas podem ser utilizadas para diminuir os tamanhos de par-
ticulas em dispersdes e emulsées (KULDILOKE, 2002), e o ramo da quimica que
estuda a influéncia de ondas ultrassénicas sobre 0s sistemas quimicos e suas con-

sequéncias é conhecida como sonoquimica (MASON; PETERS, 2002).

Quando um sistema em fase liquida esta sob a presenca de ondas ultras-
sOnicas de alta intensidade ele sofre um efeito conhecido como cavitagéo, ou seja,
durante um intervalo de baixa pressao, pequenas bolhas de vacuo sao criadas no
liquido, € na medida que essas bolhas atingem um volume que ndo conseguem
mais absorver energia, elas colapsam violentamente (HIELSCHER, 2007). Este
efeito promove condi¢des extremas microscopicamente, com elevadas temperatu-
ras e pressoes (até 5000 K e 100 MPa) (SUSLICK; SKRABALAK, [2008), além
disso, a falta de simetria no colapso das bolhas de cavitagao pode originar jatos de

até 100 m s~* (SINISTERRA, [1992).

Os aparelhos utilizados para geracao de cavitacao através de ondas ultras-
sbnicas sdo compostos por um gerador de frequéncia, que transforma a frequén-
cia da rede elétrica (50 - 60 Hz) na frequéncia desejada para o aparelho , sendo
que ondas ultrassonicas possuem frequéncias acima de 20 kHz, um transdutor pi-
ezoelétrico que transforma a energia elétrica em energia mecanica € um meio de
propagacao (BABICZ et al., 2010). Existem duas formas mais comuns de propagar
as ondas ultrassénicas, por meio de chapas metalicas utilizadas em banhos ultras-
sbnicos e sonotrodos (sondas) para sondas ultrassénicas. No geral, ultrassom de
sonda tem potencial de fornecer muito mais em um pequeno volume de liquido, en-
quanto que o ultrassom de banho dissipa muita energia em um grande volume de

agua para funcionar por meio de imersao.

Essa energia dissipada pelo efeito de cavitacdo € convertida em friccao e
turbuléncia ao meio, e este processo € muito eficaz para micro agitagao (HIELS-

CHER, 2007), e pode ser aproveitado para limpeza de pecas quando utilizado em
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ultrassom do tipo de banho ou para promover emulsdes entre liquidos imisciveis em

ultrassom de sonda (KULDILOKE, 2002).

Quando as bolhas de cavitagao ocorrem na interface de dois liquidos imis-
civeis, a micro agitacao intensa reduz drasticamente o tamanho das bolhas dos li-
quidos presentes, promovendo a emulsificacao entre esses liquidos de forma muito
eficiente (LIU et al., |2008). Essa cavitagdo e o efeito de emulsificagdo podem ser
afetadas pela presenca de gases dissolvidos, pela frequéncia das ondas, tempera-
tura, viscosidade, tensao superficial entre as fases, presséo externa, e presenca de

material particulado (RASO et al., [ 1999).

3.8.1 Ultrassom em Reacbes de Hidrélise Enzimatica

Lipases tém sido empregadas com sucesso para reacoes de fases imisci-
veis adicionando solventes ao meio para reduzir as limitagcdes de transferéncia de
massa (KLIBANOV, [2001]; PERSSON et al, 2002; WU; ZHANG; HE, 2001). Po-
rém, a utilizacao de solventes traz desvantagens ao processo, como elevado custo
dos solventes, toxicidade e inflamabilidade (LIU et al., 2008). Com isso, 0 uso
de ultrassom para produzir emulsdes em rea¢des com lipases pode apresentar 0s
beneficios da utilizacdo de solventes sem as desvantagens apresentadas, além
de eliminar a necessidade de posterior purificacao (DOSSAT; COMBES; MARTY,
2002; YACHMENEV; BLANCHARD; LAMBERT), 2004). O uso de ultrassom em re-
acoes de hidrélise, além de contribuir para reduzir as limitagdes de transferéncia de
massa, aumenta a area interfacial entre os substratos, e como se é conhecido, a ca-
talise enzimatica necessita desta interface para obter atividade (SHARMA; CHISTI;

BANERJEE, 2001).

O ultrassom pode ser utilizado de duas formas na reacéo de hidrélise. Uma
delas seria com uso de ultrassom em uma etapa anterior a adicdo da enzima no
meio reacional, para formacao de uma pré emulsao de tal forma que o aumento da
area interfacial promova um aumento na atividade enzimatica (AWADALLAK et al.,

2013). A outra abordagem envolve a utilizacdo do ultrassom ao longo de todo pe-
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riodo reacional, neste caso, a energia de cavitacao também é utilizada para acelerar
a velocidade de reacao, mas o mecanismo pelo qual isto ocorre ainda ndo esta bem
estabelecido na literatura (BASHARI et al., 2013). No entanto, o0 aumento da tempe-
ratura promovido pela implosao das bolhas de cavitagao, bem como altas tensdes
cisalhantes na interface contribuem para a desativacao de enzimas (KULDILOKE,

2002; SUSLICK; SKRABALAK, [2008).

3.9 Modelagem Matematica

Simulagdes de modelos matematicos sdo capazes de reproduzir 0 compor-
tamento e desempenho de processos quimicos. Desta forma, a modelagem mate-
matica se apresenta como uma ferramenta que fornece base para estratégias de

controle e diagnosticos de processos (VOLESKY) 2001).

Para simplificar a reacao de hidrélise € comum considerar que os substratos
imisciveis estao dissolvidos em uma fase homogénea, desconsiderando 0 meca-
nismo de atuacdo enzimatica, o qual consiste que as lipases catalisam reacdes

apenas na interface entre os substratos (FACCIO, [2004).

Por conta da imiscibilidade entre as fases, alguns autores relatam um "pe-
riodo de indugé@o" presente na reacdo de hidrolise, aonde as taxas sdo diminutas
até que haja formacao de MAG e DAG suficiente para atuarem como surfactante ao
meio reacional. Depois deste efeito, a reacdo passa a ocorrer como se fosse em

uma fase homogénea (MOQUIN; TEMELLI, 2008; VOLL et al., 2012).

Voll et al.| (2012) considerou em seu modelo que nem toda agua presente no
meio reacional esta disponivel para a atuacao da enzima, desta forma é necessario
que a agua se torne soluvel ao 6leo para poder reagir, e assim o periodo de indugéo

foi representado.

O tamanho e a complexidade das moléculas de enzimas Ihes confere a ca-
racteristica de serem facilmente desativadas pelas condicdes operacionais do meio,

0 que é uma limitacao do processo (NAIDU; PANDA, 2003). A desativagdo enzima-
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tica pode ocorrer pela influéncia de fatores como temperatura, pH, forcas hidrodi-
namicas, auséncia de substrato, entre outras (SCHUGERL, [2000). Desta forma, a
modelagem matematica da hidrélise enzimatica de 6leos deve levar em considera-

cao este efeito de desativacao (VOLL et al., 2012).

3.10 Consideracdes da Revisao

A hidrélise € um importante processo industrial utilizado na modificacdo de
Oleos e gorduras. A reacao consiste na quebra de acilglicerréis por moléculas de
agua, e os produtos formados sao acilglicerréis, glicerol e acidos graxos livres. Os
acilglicerrois produzidos (MAG e DAG) atuam como excelentes emulsificantes, en-
quanto que os 4cidos graxos livres sdo reagentes para produg¢ao de inumeros pro-

dutos de valor comercial (aminas graxas, polimeros, esteréides, entre outros).

A hidrélise enzimatica, por sua vez, tem ganho significante importancia na
comunidade cientifica, visto que os produtos dessa reacdo possuem pureza para
serem utilizados na industria alimenticia e farmacéutica. Além disso, enzimas apre-
sentam caracteristicas recomendaveis em termos de seletividade e condi¢ées ame-
nas de reacdo. Porém, seu custo e reuso sao fatores impeditivos para algumas

aplicagdes industriais.

Pesquisas basicas demonstram que a reacao de hidrolise enzimatica apre-
sentam duas limitagGes basicas: o problema de imiscibilidade entre as fases dos
substratos envolvidos (4gua e 6leo) e a inibicdo pelo substrato. A inibicdo pelo
substrato é o efeito que impede que a enzima continue atuando de forma satisfaté-
ria quando a concentracdo de 6leo € aumentada. Porém, como essa reagao possuli
dois substratos (agua e 6leo), alguns autores discordam quando ao substrato que

promove a inibi¢ao.

Para contornar o efeito de inibicao, € necessario encontrar formas de obter
taxas de reagao elevadas em baixas concentracdes de substrato. Quanto a imisci-

bilidade, o uso de ultrassom é uma excelente alternativa para aumentar a area de
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3.10. Consideracdes da Revisao

contato entre as fases, reduzindo as limitagdes de transferEncia de massa. Porém,
€ necessario ter conhecimento de como as enzimas se comportam na presenga de

irradiacao ultrassoénica.

Portanto, o uso de ultrassom na hidrélise enzimatica ainda é um campo pro-
missor de pesquisa, e este trabalho visa aumentar o conhecimento cientifico fronte

este panorama.
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4 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

Os solventes utilizados (Alcool etilico e éter dietilico), o hidréxido de sodio
e a goma arabica foram de pureza analitica produzidos pela Sigma-Aldrich. O
6leo de soja comercial utilizado no estudo foi, da marca Suavit, foi produzido pela
empresa Cocamar Cooperativa Agroindustrial. A lipo-enzima liquida Lecitase Ul-
tra (Phospholipase A1) foi empregada como catalisadora das reacdes de hidrélise.
Esta Lipase 1,3-especifica é produzida e vendida comercialmente pela Novozymes,

e foi gentilmente cedida pela LNF Latino Americana.

A carga de enzima utilizada nas reacdes foi expressa em termos de fragao
massica em relagdo a massa de agua dos experimentos, pois esta enzima € so-
ldvel apenas na fase aquosa. Além disso, a enzima possui 42% de agua em sua

composicao, sendo que esta foi contabilizada na massa de agua dos experimentos.

A fracdo massica de dleo utilizado nos experimentos foi de 7,0% para ga-
rantir que o sistema estivesse livre dos efeitos da inibicdo pelo substrato. Como
excecao dos experimentos para avaliar a inibicdo, em que a fragdo de éleo foi va-

riavel.

4.2 Equipamentos

Foram utilizados dois equipamentos de ultrassom diferentes, para os expetri-
mentos realizados no ultrassom de banho, foi utilizado um banho ultrassénico mo-
delo q5.937A, da Ultronique, de poténcia nominal de 154 W e frequéncia de ondas
ultrasso6nicas de 37 kHz. Este ultrassom possui controle de temperatura por resis-
téncia elétrica e termostato até 60 °C. Para todos os experimentos foi utilizada a

temperatura de 40 °C durante as reacdes, pois alguns autores relatam esta tempe-
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4.3. Métodos Experimentais

ratura como a temperatura 6tima de operacao para a Phospholipase A1 (WANG et
al., 2010; CLAUSEN, 2001). Além disso, para melhorar a estabilidade do controle
de temperatura por termostato, foi adicionado ao sistema um béquer de 5 L. de agua

destilada e uma bomba de aquario para recirculagédo de agua.

Nos os experimentos sem ultrassom o sistema utilizado foi 0 mesmo que o
utilizado nos experimentos com ultrassom de banho, porém, com as ondas ultras-

sOnicas desligadas.

Para os experimentos utilizando ultrassom de sonda, foi utilizando um ultras-
som modelo Desruptor, da Ultronique, de poténcia nominal de 500 W e frequéncia
de ondas ultrassénicas de 20 kHz. Para fazer o controle de temperatura foi utili-
zado um reator encamizado acoplado em um sistema termostatico de circulagao

(Marconi MA-184).

4.3 Métodos Experimentais

4.3.1 Efeito da Inibicdo Pelo Substrato

A fim de avaliar os efeitos inibitérios pelo aumento da concentracédo de 6leo
no meio reacional, a taxa média inicial de hidrolise foi aferida em diferentes concen-
tragbes massicas de 6leo no meio reacional. O meio reacional consistiu em frascos
elermeyer de 125 ml com agitacdo mecéanica a 400 rpm. O volume total de subs-
trato foi de 100 ml, sendo que a fracao massica de 6leo foi variada de 5% a 95% em
relacido a massa total. A fracdo massica de enzima utilizada foi de 2% em relacao

a massa de agua.

Foi utilizado o modelo de inibigdo enzimatica Ping-pong Bi-bi (PHUAH et al.,
2012) para descrever o comportamento do sistema. O modelo consiste na Equacao

4.1l

lnicial _ TmazCr,0C011L (4.1)
AGL = :
g Km,oCorr (1+ €2) + Kmor.Cryo + CryoCorr
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4.3. Métodos Experimentais

A soma das diferencas entre os valores experimentais e os calculados ao
quadrado foi minimizada para estimar os parametros do modelo (7., Kmuy,0,Ki,Kmoyy,

). Para isso foi utilizado a ferramenta Solver contida no pacote office.

4.3.2 Experimentos Cinéticos Para Reacdes de Hidrélise

Para avaliar os efeitos do uso de irradiagcao ultrassénica na reagao de hi-
drélise enzimatica foram adotadas quatro diferentes metodologias na cinética da

reacao:

Controle) Agitagdo mecénica livre de ultrassom;

Banho) Agitagdo mecénica imerso no banho ultrassénico;

Sonda) Ultrassom de sonda em baixa poténcia, livre de agitagdo mecanica;

Pré-sonda) Pré-emulsdo dos substratos pelo ultrassom de sonda em alta poténcia,

seguido pela agitagdo mecanica ao longo da reagao sem ultrassom.

As cinéticas de reacgdes de hidrolise enzimatica foram realizadas em erler-
meyers de 250 mL. A mistura reacional de agua e 6leo consistiu em 200 mL, sendo
7,0% da massa total constituida de 6leo. Optou-se utilizar baixa concentracdo de
6leo para que os efeitos da inibicdo pelo substrato fossem suprimidos ao maximo.
A concentracdo de goma ardbica foi de 10 ¢ L~!. Em todas as metodologias os
regentes foram mantidos sob agitacao por 5 min antes da porcéao de agua (25% da
agua total) com enzima fosse adicionada para dar inicio a reacao a fim de garantir

equilibrio térmico na temperatura de reagéo.

4.3.3 Efeito da Concentracdo de Surfactante

Foi avaliado o efeito da concentracao de surfactante (Goma Arabica) na taxa
inicial de hidrolise. As reagdes foram realizadas em frascos elermeyer de 125 mL
com agitacdo mecanica a 400 rpm. A concentragéo de 6leo utilizada foi de 7,0% em
relacdo a massa total, e a carga enzimatica de 2,0% em relacdo a massa de agua.

As massas de 6leo, agua e enzima foram calculadas para um volume reacional total
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4.3. Métodos Experimentais

de 60 ml. A concentracdo de surfactante foi variada de 0,5 ¢LL.-! a 50 ¢ L=!. Foi
utilizada pré-emulsdo com ultrassom de sonda por 5 min, sendo que 75% da massa
de agua foi utilizada para formar a emulsao e 25% para solubilizar a enzima. Apos a
pré-emulsao, os reagentes foram mantidos sob agitacédo por 5 min antes da porcao
de agua com enzima fosse adicionada para dar inicio a reacdo a fim de garantir

equilibrio térmico na temperatura de reacao.

4.3.4 Efeito do Tempo de Pré-emulséo

Outra variavel avaliado foi o tempo de pré-emulsdo dos substratos (agua
e 6leo) utilizando o ultrassom de sonda. A metodologia empregada foi a mesma
utilizada para avaliar o efeito de concentracdo de surfactante, com excessao que
o tempo de pré-emulsao foi variado entre 1 s e 5 min. O efeito do tempo de pré-
emulsdo foi investigado utilizando-se 10 g L) de surfactante e sem a presenca do

mesmo.

4.3.5 Efeito da Concentracdo de Enzima

Para avaliar o efeito da concentragdo de enzima foi empregada mesma me-
todologia que o efeito da concentracdo de surfactante com uma concentragcéo de
surfactante fixa em 10 g L~!. Porém, a carga enzimatica foi variada de 1% a 10%
em relacdo a massa de agua. Além disso, foi avaliada o efeito de carga enzimatica

com e sem a etapa de pré-emulsao dos substratos por ultrassom de sonda.

4.3.6 Modelagem Cinética

Em baixas concentracbes de 6leo, a inibicao pelo substrato ndo é expres-
siva. Watanabe et al.| (2003), Noor, Hasan e Ramachandran| (2003) descrevem a
cinética da hidrolise enzimatica livre de solventes como uma série de reac 6es de
hidrélise para diferentes acilglicerodis. Deve-se ressaltar que enzimas 1,3-especifica
ativam apenas as ligagdes 1 e 3 dos acilglicerdis, portanto a ligacao central sé con-

segue reagir se ocorrer outra reacao, a migracao acil (Freeman, 1966), que s6 é
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4.3. Métodos Experimentais

considerada para o 2MAG, pois para o 2,3DAG a hidrolise € muito mais rapida e
pode ser desconsiderada. Como a agua encontra-se em excesso em relacao a
quantidade molar de 6leo, sua concentracao foi assumida como constante e as re-

acOes foram consideradas irreversiveis. Com isso, 0 modelo proposto é expresso

pelas Equagoes 4.2 a

Hidrdlise:
TAG + HyO T 23DAG + AGL (4.2)
,3—Lipase
2,3DAG + H>0 T 2MAG + AGL (4.3)
,3—Lipase
Migragao Acil:
2MAG —— IMAG (4.4)
Hidrdlise:
IMAG + H,O T GLI + AGL (4.5)
,3—Lipase

A fim de verificar o efeito do uso do ultrassom sobre a enzima, foi adicionado

ao modelo uma reacao para desativacado enzimatica:

ENZativa — ENZdesativada (46)

Além disso, para avaliar o efeito do ultrassom sobre a enzima, foi adicionado
a concentragdo (em g L=!) de enzima nas equacgdes de taxa para as reagdes que

sdo catalisadas pela enzima. Com isso, as taxas de reacdes foram expressas de

acordo com as Equagoes[4.7]a[4.11]:

1 = kiCracCenz (4.7)

T = k?202,3DAGCENZ (4-8)
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r3 = k3sCapmac (4.9)
ry = ksCipracCenz (4.10)
rs = ksCrnz (4-1 1)

Visto isso, as taxas de geracao e consumo de cada composto sédo represen-

tadas pelas Equagbes [4.12/a[4.18]

d
%CTAG@) = —T (412)
d
%Cgf,DAg(t) =71 —T2 (413)
d
ECQMAg(t) = T9 — T3 (414)
d
%ClMAG(t) = T3 —T4 (415)
d
%CAGL(t):T‘l—I—TQ%—’IM (416)
40 (t) = (4.17)
E GLI =T4 .
4 (t) = — (4.18)
di ENz\l) = —T5 .
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4.3. Métodos Experimentais

Substituindo as equacdes de taxa, obtemos as Equacdes que compdem o

modelo matematico (Equacdes al4.25).

d
%CTAG(t) = —(k1CracCenz) (4.19)
d
ECz,gDAG(t) = k1CracCenz — (k2C23046CENZ) (4.20)
d
%C2MAG(t) = koCo3pacCenz — (k3Canac) (4.21)
d
%ClMAG(t) = k3Corrac — (k1CimacCenz) (4.22)
d
ECAGL(t) = k1CracCenz + k2C23pacCENZ + kaCinacCunz (4.23)
d
ECG’LI(t) = ksCimacCenz (4.24)
d
ECENZ(t) = —k;Cpnyz (4.25)

Para resolver o sistema de equacgdes diferenciais compostos pelas Equa-
coes a sao necessarias condigdes iniciais, sendo estas calculadas pela
Equacéao para cada um dos componentes inicias da reagao, TAG, DAG e MAG:

inicial
(mg 7 m%,;) P M,
inictal __1 inicial __1
(mgrE porr T M0 PHQO)

C(0) = (4.26)

Sendo que a composicao de Acilglicerdis considerada foi de 97,9% TAG,
1,0% DAG e 1,1% MA (YANAI et al., 2007). A composi¢ao inicial de AGL foi con-

siderada zero, ap6s serem realizadas titulagdes no 6leo utilizado nos experimentos.
' Calculado pela diferenca e considerado 50% 1-MAG e 50% 2-MAG.
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4.3. Métodos Experimentais

A massa molecular média para os acilgliceréis foi calculado com base na
massa molecular média dos acidos graxos que compdem o éleo de soja. Conside-
rando a definigdo dos acilglicerdis, que sdo compostos resultantes da esterificagao
do glicerol por AGL, e que cada esterificacao libera uma molécula de agua. Sendo
assim, as massas moleculares médias para o TAG, DAG e MAG séao calculados

pelas equacéao abaixo:

PMTAG — PMGL[ + 3 PMAGL - 3 PMHQO (427)
PMDAG:PMGLI+2PMAGL—2PMH2O (428)
PMyag = PMarr + PMagr, — PMpy,o (4.29)

4.3.7 Estimativa dos Parametros Cinéticos

Para cada ponto experimental foi resolvido o0 modelo supracitado composto
pelas Equacoes4.19/a[4.25, As constantes cinéticas das reagoes (k;) foram estima-
das pela minimizacédo da funcao objetivo, de tal forma que a diferenca dos valores
experimentais e calculados ao quadrado fosse a menor possivel, como pode ser
observado na Equagéo [4.30] Para isso, foi escrito um cédigo computacional em
linguagem Python e utilizada as bibliotecas open source Numpy (WALT; COLBERT;
VAROQUAUX, 2011) e Scipy (JONES et al., 2001). Para resolver as equacgdes dife-
renciais e minimizar a fungéo [4.30|foram utilizadas as rotinas padrdes da biblioteca

Scipy, ou seja, o método Simplex Nelder-Mead (NELDER; MEAD, [1965).

Ndad

Fopjerivo = Y _(Coachh . — Cial(t))? (4.30)

=1
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4.4 Métodos Analiticos

4.41 Quantificacdo do Teor Acidos Graxos Livres (Acidez)

Para calcular o teor de acidos graxos livres das amostras, aproximadamente
3 g do produto das reacdes foi diluida em 20 ml de solucao isovolumétrica de alcool
e éter com trés gotas de solucéo de fenolftaleina 1 %(m/v), e em seguida, titulada
com solugéo de NaOH 0,05 M sob forte agitagdo até a mudancga de coloracdo. A
partir do volume de solugédo consumido na titulacdo para ocorrer a mudancga de cor

a fracéo de AGL foi calculada por meio da Equacao

(0705 VNeoH PMAG’L>
m%AGL =

inicial

Mamostra %mO[L

(4.31)

Para o calculo da concentracdo experimental de AGL foi foi utilizada a Equa-
¢ao[4.32] considerando-se que o volume reacional permaneceu constante ao longo

da reacao.

ex 0705 VNaOH
CAC};L = < inicial inicial (432)
maie® porL + myo" PH0

A massa molecular utilizada para o AGL foi a massa molecular média dos
acidos graxos livres contidos no 6leo de soja, essa composicao esta apresentada

na Tabela 4.4.1| e foi calculado em 278,12 £ 0,55 g mol!.

4.4.2 Calculo da Velocidade Inicial Média da Reacédo de Hidrdlise

(Taxa Média Inicial)

Para o calculo da velocidade inicial média foram coletadas amostras em 5
min de reacdo. A taxa média inicial da reagao informa a quantidade média de mols

de AGL gerados por min e por volume reacional. A taxa média inicial da reacgao foi
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Tabela 4.4.1 — Composicao do Oleo de Soja

Fracdo massica dos componentes (%)

Acidos Graxos Estrutura a b c d o ¢ g

- C<14 <0,1 0,5 - - - - 0,1
Miristico C14:.0 <0,5 0,1 - - - - 0,1
Palmitico C16:0 7,0-140 114 12,3 10,6 10,7 11,8 10,2
Palmitoleico C16:1 <0,5 - - - - - -
Estearico Cc18:0 1,4-5,5 32 58 438 4,3 32 3,7
Oleico (Omega 9) C18:1 19,0-30,0 21,8 26,5 225 249 233 228
Linoleico (Omega 6) c18:2 44,0-62,0 549 49,0 523 51,6 555 537
Linolénico (Omega 3) C18:3 40-11,0 83 59 8,19 73 6.3 8,6
Araquidico C20:0 <1,0 0,2 - 0,4 - - -
Eicosenoico C20:1 <1,0 - - - 0,2 - -
Behénico Cc22:0 <0,5 - - - - -

Fonte: a) (ANVISA|[1999); b) (ALCANTARA et al., 2000); c) (XIE; LI, |2006); d) (CANAKCI; GERPEN| |2003); e)
(THOMPSON; HE| [2012); f) (GOERING; FRY| |[1984); g) (KINCS||1985)

calculada seguindo a Equagéao [4.33] considerando o volume reacional constante.

e = 1000

Yomacr, miisial PMqr,

( inicial inicial

Mo PoIL + Mp,o PH20

)t

(4.33)
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Inibigdo pelo Substrato

Para verificar se o sistema estudado apresenta inibicdo pelo substrato, uma
metodologia de agitacado mecénica foi empregada para avaliar a taxa inicial média
de hidrélise em diferentes fracées massicas de 6leo. Também foi estimado os para-

metros para o modelo de taxa inicial Ping-Pong Bi-Bi para inibicdo pelo substrato.

A Tabela apresenta os resultados encontrados para os parametros do
modelo Ping-pong Bi-bi, enquanto a Figura[5.1.1] apresenta os resultados da simu-
lacédo obtidos para a taxa média inicial de hidrélise em fungéo da fragdo molar de
6leo presente no sistema. O modelo representou de forma satisfatéria os resultados
experimentais, demonstrando assim a presencga da inibicao pelo substrato quando
a fracdo molar de 6leo é superior a 2,5% (ou 55% em fragcdo massica). Portanto,
para garantir uma reacgao livre dessa inibicao, os experimentos sugerem utilizar uma

fracdo massica de dleo abaixo de 55% de dleo.

Tabela 5.1.1 — Parametros e coeficiente de correlagdo do modelo Ping-pong Bi-bi.

Vmax Kmon, Kmp,o  Kior R?
mol min~!' L™ molL™' molL™! mol L7! -
190,14 1734,3 3852,5 0,0845  0,9440

5.2 Diferentes Metodologias de Aplicacao do Ultrassom
na Reacao de Hidrélise Enzimatica

Para avaliar o efeito do uso de ultrassom na cinética da hidrélise enzimatica
do 6leo de soja utilizando lipase 1,3-seletiva foram empregadas quatro metodolo-

gias diferentes: controle, banho, sonda e pré-sonda.

As Figuras |5.2.1, 5.2.2/ e [5.2.3 mostram os resultados da conversdo de AGL
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Figura 5.1.1 — Efeito da inibigdo pelo substrato - Taxa inicial de hidrélise em fungao
da fracdo molar de 6leo no meio reacional, e modelo Ping-pong Bi-bi
para inibicdo enzimatica.

em fung¢do do tempo, sendo que na Figura sdo apresentados os resultados
nos primeiros instantes (até 45 min), enquanto a Figura[5.2.3] mostra os resultados
nos instantes finais da reacao para melhor avaliacao dos efeitos nesses periodos.
A conversao de AGL foi calculada com base na maxima concentracao possivel de
AGL caso todo o 6leo fosse convertido em AGL e glicerol. A concentracdo de AGL

foi calculada seguindo a Equacéao

As metodologias que empregaram o uso do ultrassom apresentaram taxas
de reagdo maiores do que a reagao de controle (apenas com agitagéo). Entretanto,
as metodologias que foram submetidas ao ultrassom durante toda a reacao (banho
e sonda), apresentaram uma diminuicdo na taxa a partir dos primeiros 15 min de

reacdo enquanto que nos outros métodos esse efeito aparece apenas posterior-
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Enziméatica
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Figura 5.2.1 — Experimento cinético até 600 min para diferentes metodologias para
aplicagéo de ultrassom. Fragdo massica de 6leo de 7,0%; 2% de
carga enzimatica; 40 °C.

mente. Isso ocorre devido as tensdes cisalhantes oriundas das ondas ultrassénicas
que promovem a desativacdo enzimatica, sendo que na metodologia de sonda,
essa desativacao ocorre rapidamente (em torno de 15 min), desativando todas as
enzimas presentes no meio devido a alta poténcia que o ultrassom de sonda apre-
senta. Os efeitos do uso de ondas ultrassénicas em reagbes enzimaticas sao con-
troversos e dependem, principalmente, da natureza das enzimas e da forma que

as ondas ultrassonicas séo aplicadas (BASTO et al., [2007]; FIAMETTI et al., 2012;
\OZBEK; ULGEN, 2000).

A exposicao direta de enzimas a ondas ultrassénicas de alta poténcia por

periodos prolongados resulta, em geral, na desativacdo enzimatica parcial ou total

(OZBEK; ULGEN, |2000), e isso pode ser claramente observado na metodologia que
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Enzimatica

50%

45%

—_

40%

35%

30%

25%

20%

15%

10%

Conversao de AGL ( Cpg.(t) Crax

5%

0%
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (min)

—o—Controle =@==Banho Pré-Sonda =—e=Sonda

Figura 5.2.2 — Experimento cinético até 45 min para diferentes metodologias para
aplicacao de ultrassom

empregou ultrassom de sonda durante toda a etapa de reacao, verificou-se que a
partir de 20 min a reacéo cessou, indicando que as enzimas foram completamente

desativadas devido a alta poténcia que o ultrassom de sonda é capaz de dissipar.

Para todas as metodologias empregadas, com exce¢ao da que empregou
ultrassom de sonda, foi possivel identificar dois periodos de reacao distintos: um
periodo inicial com taxas de reacdo elevadas e clara distincdo entre as metodo-
logias, como pode ser visto na Figura 5.2.2, e um segundo momento em tempos
maiores aonde a taxa de reacao € aproximadamente igual para todas as metodolo-
gias empregadas, indicando que a partir de 100 min aproximadamente, como pode
ser visto na Figura[5.2.3] o ultrassom passa a perder o efeito sobre a taxa da reacéo
até mesmo na metodologia com ultrassom de banho, em que o ultrassom é mantido

ligado por toda a reacgao.
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Enzimatica
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Figura 5.2.3 — Experimento cinético entre os tempos 100 e 600 min para diferentes
metodologias para aplicagéo de ultrassom

Para o 6leo de soja, a maxima conversao tedrica que pode ser obtida exclu-
sivamente na reacao de hidrélise é de aproximadamente 67%, considerando que a
enzima atua unicamente nas posicdes sn-1 e sn-3 de acilglicerois, restando apenas
AGL e 2-MAG no meio reacional. A partir disso, a hidrolise sé deve ocorre quando
a molécula de 2-MAG sofre outra reacao, a migracao acil, que ocorre naturalmente
quando um acido graxo ligado na posi¢ao sn-2 do glicerol passa para a posi¢ao sn-1
ou sn-3. A migracdo acil € uma reacao espontanea de equilibrio entre o0 1(3),2-DAG
e o0 1,2-DAG, ou entre o 1(3)-MAG e o 2-MAG, que em altas temperaturas leva
horas para ser completa (KODALI et al., [1990) e em baixas temperaturas, como a
temperatura utilizada neste trabalho (40 °C) pode levar dias (COMPTON; VERMIL-
LION; LASZLO) 2007). Para todas as metodologias (com excessao a metodologia

de Sonda) foi necesséario pouco tempo para as taxas se tornar aproximadamente
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5.3. Efeitos da Concentracdo de Surfactante

iguais ao longo do tempo, pois quando a conversao de AGL se aproxima de 67%
(maqrL/mor,) @ maioria das posi¢cdes sn-1 e sn-3 das moléculas de TAG ja foram
hidrolisadas, portanto, a limitacdo da reacao a partir deste momento é exclusiva
da migracao acil. Para avaliar melhor este efeito, uma modelagem matematica foi
proposta, e simulacées do processo foram realizadas; esses resultados sao apre-

sentados na Secéao 5.6.

Os melhores resultados apareceram na reacao realizada em duas etapas
(com pré-emulsdo). Por conta disso, essa foi escolhida como a metodologia padrao
para avaliar os efeitos das demais variaveis. Além disso, como os efeitos do uso
do ultrassom se mostraram exclusivos ao inicio da reacao, enquanto a reacao de
hidrélise é limitante, os demais experimentos foram avaliados em termos da taxa

inicial média de hidrélise.

5.3 Efeitos da Concentracao de Surfactante

O uso de surfactantes em conjunto com o ultrassom para formar emulsdes
de sistemas agua/éleo aumentam a estabilidade e diminuem o didmetro médio da
fase dispersa (LEONG et al., 2009). A Figura apresenta o efeito da varia-
¢ao da massa de surfactante na taxa inicial média de hidrélise. As reagdes foram
conduzidas seguindo a metodologia com pré-emulsado no ultrassom de sonda, con-
centragao de 7,0% em massa, fragcdo de enzima fixa em 2% (mgnz/mp,0) € fragcao

de goma arabica variando de 0,5 a 50,0 g L—1.

O uso de surfactante aumenta significativamente a taxa média inicial da hi-
drélise em relagéo a reacdo sem surfactante. Contudo, esse efeito é mais ameno
em altas concentragbes. A concentragdo de goma arabica que apresentou a maior
taxa inicial de hidrélise entre os niveis estudados foi de 10 g L=!. Noor, Hasan e
Ramachandran|(2003) obtiveram resultados semelhantes em baixas concentracoes
de éleo (2,5% em massa). A reacao de hidrélise catalisada por lipases € intensa-

mente afetada pela baixa miscibilidade entre 6leo e agua e, consequentemente,
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Figura 5.3.1 — Efeito da concentragao de surfactante (Goma Arabica) na taxa inicial
média da hidrélise enzimatica do Oleo de Soja.

pela pequena area superficial entre os substratos (FEITEN et al., [2014). A adi-
cao de surfactantes na emulsificacado com ultrassom ameniza essas caracteristicas
(ABISMAIL et al., [1999), e aumenta significativamente as taxas com que a hidrélise

ocorre.

A adicao de surfactantes no meio reacional requer novas etapas de separa-
¢ao para purificagdo dos produtos desejados (DOSSAT; COMBES; MARTY/ 2002),
porém, para avaliar a produgédo de emulsdes utilizando irradiagdo de ondas ultras-
sOnicas foi optado por utilizar goma arabica para evitar instabilidades da emulsao.
Uma possivel solugdo para o problema de separacédo seria a utilizacdo de uma
etapa de pré-hidrélise com uma quantidade minima de enzima, de tal forma que
durante a formagéo da emulsao utilizando o ultrassom a presenca de MAG e DAG

do éleo pré-hidrolisado atuem como surfactantes e aumente a estabilidade da emul-
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5.4. Efeitos do Tempo de Pré-emulsificagéo

sdo sem adicao de surfactantes externos.

5.4 Efeitos do Tempo de Pré-emulsificacao

O tempo de exposicao as ondas ultrassénicas também é um fator relevante
na estabilidade de emulsdes e do tamanho das particulas suspensas (ABISMAIL et
all,[1999; LEONG et al, 2009). A Figura[5.4.1] exibe a dependéncia da taxa inicial
de hidrolise em funcao do tempo de pré-emulsificacdo para a reagdo com e sem o
uso de surfactante. As reagdes foram executadas de acordo com a metodologia de
pré-emulsdo, e o tempo de emulsificagao foi variado entre 1 s a 5 min. A reagao foi
conduzida com fragdo de 7,5% de 6leo (mor,/mpy,0), 2% de enzima (mgxz/my,o) €

40 °C.
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Figura 5.4.1 — Efeito do tempo de pré-emulsificacdo com e sem utilizacao de surfac-
tante (Goma Arabica) na taxa inicial média da hidrolise enzimatica do
Oleo de Soja.
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5.5. Efeitos da Concentragdo de Lipase

A pré-emulsificacdo aumentou as taxas iniciais médias mesmo no menor
tempo avaliado (1 s). Para a pré-emulsificacdo sem o uso de surfactante, o efeito
do uso do ultrassom foi menos significante e ndo variou significativamente apés 30
s de exposicdo. Para a pré-emulsificacdo associada ao uso de surfactante (goma
ardbica) a taxa inicial média de reacdo aumentou até o tempo de 150 s e depois
se manteve. O uso de surfactantes possui duas principais fungdes: diminuir a ten-
séo superficial dos fluidos em questao e facilitar a formagéo de goticulas da fase
suspensas para reduzir a recoalescéncia (BORWANKAR; LOBO; WASAN, 1992).
Enquanto o ultrassom pode ser considerado muito eficiente para formacgao de goti-
culas de pequena dimensdo em emulsdes, a alta tensdo superficial entre os subs-
tratos quebra a estabilidade da emulséo, e isso pode ser contornado adicionando

surfactantes durante o processo de emulsificagéo.

5.5 Efeitos da Concentracao de Lipase

De acordo com Noor, Hasan e Ramachandran| (2003), os efeitos causados
pelo aumento da concentragéo de lipase sao limitados pela area interfacial entre as
fases dos substratos. A partir de uma certa concentracao, fica saturada de enzimas,

e 0 aumento da carga enzimatica ndo exibe efeito significante nas taxas de hidrélise.

As metodologias sem ultrassom (controle) e com pré-emulsificacdo foram
empregadas para avaliar o efeito do ultrassom sobre a carga enzimatica na taxa
média inicial da hidrélise enzimatica do 6leo de soja. A Figura mostra os
efeitos da carga enzimatica sobre ambas as metodologias. A pré-emulsificacao foi
realizada com um ultrassom de sonda de 400 W por 5 min, a concentracgao inicial
de 6leo foi de 7.5% (mor./my,0) € a concentracdo de surfactante (Goma Arabica)
foi de 10 g17!'. As reagdes foram conduzidas com agitacdo mecéanica a 300 RPM
e 40 °C. A concentracao de enzima foi variada de 1 a 5% em relacdo a massa de
agua (mgnz/mp,0), POiIS cOMO a enzima nao é soluvel na fase oleosa, apenas essa

fase é responsavel para definir sua concentracéao.
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Figura 5.5.1 — Efeito do aumento da carga enzimatica na hidrélise enzimatica do
Oleo de Soja.

O aumento da carga enzimatica no emprego da metodologia controle, sem o
uso de pre-emulsificagdo, apresentou um aumento insignificante na taxa inicial mé-
dia da hidrélise, limitada a area interfacial entre os reagentes e apresentando um
valor maximo de concentragado correspondente a saturagao da interface por enzima,
resultado semelhante ao encontrado por Noor, Hasan e Ramachandran| (2003). O
valor maximo encontrado correspondente a saturacao da interface por enzima sem
o emprego do ultrassom foi de 2% (mgnz/mu,o0). Porém, o mesmo resultado néo
se mostrou presente na metodologia com emprego do uso de ultrassom para pré-
emulsificagcdo. Nesta metodologia o aumento da carga enzimatica provocou um
aumento na taxa inicial média de hidrélise em uma faixa muito mais ampla, su-
gerindo um grande aumento na area interfacial dos substratos quando comparada

com a metodologia sem emprego do ultrassom. Portanto, para atingir a saturagéo
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5.6. Modelagem Matematica

enzimatica sugerida por [Noor, Hasan e Ramachandran (2003), € necesséario uma

quantidade maior de enzima para atingir a saturacao interfacial.

Resultados semelhantes foram encontrados por outros pesquisadores que
empregaram irradiagdo de ultrassom na catalise enzimatica por lipases. |(Gumel et
al. (2012) empregaram a enzima suportada 435 para uma reagao de polimerizagao
e encontraram resultado semelhante, porém, a justificativa dos autores para este
efeito foi relacionado com a dificuldade de agitacdo provocada pelo aumento de
carga de uma enzima suportada, diminuindo assim a transferéncia de massa. A
mesma justificativa foi utilizada por Liu et al.| (2008), que também utilizaram lipase
suportada, porém, no caso deles houve evidente reducao na taxa da hidrélise ao

invés de uma saturacao na carga enzimatica.

5.6 Modelagem Matematica

O modelo matematico proposto foi resolvido para cada uma das metodolo-
gia empregadas na cinética da hidrdlise enzimatica. A Tabela apresenta os
resultados dos parametros do modelo, os coeficientes de correlagdo (R?) e os valo-
res da fungdo objetivo (Equagdo [4.30). Como pode ser visto, todas as simulagdes
apresentaram boas correlacées com os dados experimentais, até mesmo a menor
das correlagdes (0,9979) para a metodologia utilizando o ultrassom de sonda foi

satisfatoria.

As Figuras [5.6.1] [5.6.2] [5.6.3| e [6.6.4] apresentam as simulagdes realizadas

com os parametros encontrados para para uma das metodologias de cinética. Inici-

almente, pode-se observar que os resultados obtidos pelas simulagbes para desati-
vagao enzimatica sdo coerentes com os resultados experimentais, no qual a reacéao
realizada integralmente assistida pelo ultrassom de sonda cessa rapidamente nos
primeiros instantes da reacéo, apesar de apresentar grandes taxas de reagéo. Si-
tuacdo semelhante pode ser observada para a metodologia que empregou o ultras-

som de banho durante a reagéo, porém, com uma taxa de desativacao enzimatica
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5.6. Modelagem Matematica

Tabela 5.6.1 — Resultados obtidos pela otimizacao dos parametros do modelo pro-
posto e da simulacéo dos resultados.

Metodologias de Cinética Empregadas
Controle Banho Sonda Pre-Sonda

4,033.107%  6,630.107% 2,952.107%% 1,958.107%2

Constantes de reacao
Hidrdlise do TAG
ki (1 gk min~)
Hidrdlise do DAG
ks (1 gy, min ™)
Migracéo Acil
ks (min—!)

Hidrélise do MAG
ks (1 gty min~)
Desativagdo Enzimatica

5,310.10°% 1,855.10°% 6,072.10°% 7,694.10~%
1,093.107°%  9,098.107°2 6,321.107% 2432.107%3
1,494.107%°  4,062.10~0 2,375.107%1  2,203.10*00

1,420.107%  4,055.107° 1,002.10~°! 2,393.10~!

ks (min—!)
R? 0,9989 0,9982 0,9979 0,9992
Fobjetivo 5,053.107%  5587.107% 1,643.107%° 4,063.107%

inferior. Percebe-se também que as metodologias de controle e de pré-emulsao
apresentaram constantes cinéticas de desativagao enzimatica (k;) de magnitude
muito pequenas, necessitando de milhares de horas de reagao para atingir 1% de-

sativacao enzimatica (4500 horas para a metodologia controle).

Percebe-se também que as constantes para a metodologia que empregou
ultrassom de sonda durante todo o periodo reacional foram superiores a todas as
outras metodologias. Isso pode ser explicado pelo efeito de microcavitagdo no qual
os fluidos sdo submetidos quando expostas a ondas ultrassénicas de alta intensi-
dade (SUSLICK; SKRABALAK, [2008). Isso ocorre de forma muito evidente para a
constante da migragao acil (k3), que em condi¢ées normal ocorre de forma muito

lenta, como pode ser visto para as outras metodologias.

Apesar dos resultados obtidos pelas simulagées do modelo representaram
de forma satisfatoria os resultados obtidos experimentalmente, os modelos ndo séo
fenomenoldgicamente consistentes, pois 0 modelo considera apenas as reagdes
quimica envolvidas no processo. Como pode ser visto na Tabela[5.6.1], houve signi-
ficante variagdo nas constantes cinéticas das reagcbes quimica, sendo que segundo
a Equacao de Arrhenius, as constantes cinéticas deveriam ser fungdo apenas da

temperatura para uma mesma reacao quimica (e neste caso a temperatura foi a
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Figura 5.6.1 — Simulacao do modelo matematico para a cinética realizada da meto-
dologia controle; Apenas agitacao mecanica.

mesma em todas as metodologias).

Ao comparar as constantes cinéticas para as reagdes controle e com preé-
emulsao, percebe uma significante diferenca, mesmo ambas as reacdes apresen-
tarem praticamente nenhuma desativacao enzimatica. Isso sugere a necessidade
de uma equagédo no modelo que relacione a qualidade da emulsdo para a taxa de

transferencia de massa do sistema.
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Figura 5.6.2 — Simulagdo do modelo matematico para a cinética realizada da meto-
dologia com ultrassom de banho; Ultrassom de banho ligado durante
todo periodo reacional com agitacdo mecanica.
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Figura 5.6.3 — Simulagcado do modelo matematico para a cinética realizada da meto-
dologia com ultrassom de sonda; Ultrassom de sonda ligado durante
todo periodo em reator encamisado.
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Figura 5.6.4 — Simulagdo do modelo matematico para a cinética realizada da me-
todologia com pré-emulsao no ultrassom de sonda; Pré-emulsdo no
ultrassom de sonda e agitacdo mecanica durante a reacao.
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6 Conclusao

Neste trabalho foi estudado quatro diferentes metodologias de aplicacao de
ultrassom na hidrélise enzimatica do 6leo de soja com baixas concentracdes de
6leo, sendo elas: ultrassom de banho, ultrassom de sonda, pré-emulsdo com ultras-
som de sonda e reacao controle (sem ultrassom). Também foi proposto um modelo
matematico simplificado para representar os resultados experimentais de acidez.
Também foram realizados experimentos para avaliar a influéncia da concentragéo

de surfactante (goma arabica), tempo de pré-emulsao e carga enzimatica.

Os resultados experimentais e das simulagdes do modelos propostos mos-
traram que o uso de ultrassom é eficiente em promover aumento na taxa de reag¢ao
da hidrélise enzimatica do éleo de soja. Porém, as metodologias em que o sistema
reacional foi exposto a radiacado ultrassénica durante todo a reacdo apresentaram
desativacao enzimatica intensa. Desta forma, a melhor metodologia proposta foi
a que empregou ultrassom apenas para formagéao da pré-emulsao, obtendo boas

taxas de reacao e evitando a desativacao enzimatica.

A concentracdo ideal de surfactante encontrada foi de 10 g L=!. Mesmo
nos menores tempos de pré-emulsao (1 s), a taxa foi maior do que sem ultrassom,
mostrando a eficiéncia da agitacao ultrassénica. A concentragdo de saturacao de
carga enzimatica foi de 2% (mgnz mﬁgo) para a hidrélise sem ultrassom, enquanto
que 0s experimentos com emprego de pré-emulsdao ndo apresentaram saturagao,
levando a conclusao de que o uso de ultrassom aumenta significativamente a area

interfacial entre os reagentes (pelo principio de atuacao das lipases).
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/ Sugestoes para Trabalhos Futuros

Abaixo estao descritas algumas possibilidades de estudos para melhorar os

conhecimentos a cerca do uso de ultrassom na reacao de hidrélise enziméatica de

6leos e gorduras:

Investigar a relagéo entre area superficial e atividade enzimatica no ponto de

saturacao enzimatica utilizando ultrassom para pré-emulsao;
Determinar o tamanho das particulas da emulsao;

Desenvolver um processo que utilize a hidrolise parcial com baixas concen-

tracoes de 6leo para maximizar a producao de DAG;

Estudar o uso da pré-emulsao para reagao de hidrélise enzimatica com baixas

concentragbes de 6leo em reatores continuos;

Analisar a area superficial entre as fases para desenvolver um modelo mate-

matico que leve isso em consideracao;

Desenvolver um processo hidroesterificacao a partir da proposta de hidrélise

deste trabalho.

Utilizar eletroforese para confirmar a desativacdo enzimatica causada pelo

ultrassom;

Determinar concentracdes de TAG, DAG e MAG;
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