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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo acompanhar a producédo de monoacilglicerodis
(MAG) e diacilglicerdis (DAG) a partir do 6leo de oliva, utilizando Tween 80 como
surfactante, butanol como co-surfactante e enzima Lipozyme TL 100L como
biocatalisador, imobilizada em suporte Spectrogel tipo C, para obter-se agentes
emulsificantes de maior valor agregado. Realizaram-se os testes preliminares em
doze pontos de microemulsdes que tiveram estabilidade para a glicerélise, o ponto
gue apresentou maior eficiéncia de converséao dos triacilgliceréis (TAG) foi submetido
a um planejamento fatorial 22. Adotou-se tal metodologia da producéo de DAG e
encontraram-se fatores de conversao de, aproximadamente, 95% de TAG em MAG e
DAG. A fim de otimizar a metodologia, com o0 auxilio modelo matemético Box-
Behnken, elaborou-se um modelo mateméatico com os resultados do planejamento e
obteve-se um valor tedrico de 97% de rendimento com a utilizagdo de 7,95% (m/m)
de enzima a 36°C. Para tal, reproduziram-se 0s pontos teoricos e obteve-se
experimentalmente o ponto 6timo nas condicbes de razdo molar glicerol:6leo 2:1,
36°C, 8% (m/m) de enzima e num tempo de reacdo de 120 minutos e apresentaram
uma eficiéncia de conversao de, aproximadamente, 97% em MAG e DAG. Otimizou-
se a técnica de adsorcdo da mesma forma que a glicerélise enziméatica e utilizaram-
se as condicfes Otimas para o processo de adsorcao, obtendo-se um ponto maximo
tedrico de 96 U g de atividade obtida e, na pratica, obteve-se 93 U g* de valor médio.
Portanto, as condi¢des tedricas e experimentais tiveram resultados elevados e tais
condicBes estabeleceram melhora na conversdo. A atividade enzimatica também
seguiu 0 mesmo parametro, ou seja, aumentou com a aplicacdo do ponto tedrico.

Palavras-chave: Glicerdlise enzimatica imobilizada; azeite de oliva; MAG, DAG e
TAG; lipase; biocatalisador.



ABSTRACT

The present work aimed to monitor the production of monoacylglycerols (MAG) and
diacylglycerols (DAG) from olive oil, using Tween 80 as surfactant, butanol as co-
surfactant and Lipozyme TL 100L enzyme as biocatalyst, immobilized on support
Spectrogel type C to obtain emulsifying agents with higher added value. The stability
of the micros that had stability to glycerolysis that presented greater efficiency of
conversion of triacyllons (TAG) was carried out. The points for a glycerolysis were
submitted to factorial planning 22. This methodology was adopted for the production of
DAG, and these conversion factors of approximately 95% of TAG in MAG and DAG
were found. In order to optimize the methodology, with the help of the Box-Behnken
mathematical model, a mathematical model was elaborated with the planning results
and a theoretical value of 97% of performance with the use of 7.95% (m/m) of enzyme
at 35.97°C. For this, the theoretical and experimental points were reproduced, and the
optimum point was obtained under the conditions of glycerol: oil molar ratio 2:1, 36°C,
7.95% (m/m) of enzyme and in a reaction time of reaction 120 minutes, and a
conversion efficiency of approximately 97% in MAG and DAG. The adsorption was
optimized in the same enzymatic way as the glycerolysis conditions and used as
optimal for the adsorption process, obtaining a theoretical maximum of 96 U g of
activity or practical 93 U g of average value. Therefore, the experimental results had
similar results when compared with theorical results, and such conditions were
established in the conversion. Enzyme activity is also compatible with the same
parameter, or increased by applying the theoretical point.

Key-words: Immobilized enzymatic glycerolysis; olive oil; MAG, DAG and TAG.
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13

1 INTRODUCAO

Gorduras e Oleos vegetais também sdo chamados de glicerdis, glicerideos e
lipideos. S&o alimentos que fornecem energia ao organismo por terem elevado valor
calorico, aproximadamente 9 calorias por grama de gordura. Além disso, fornecem
acidos graxos essenciais, transportadores de vitaminas lipossollveis e estédo
presentes na formacdo da membrana celular das células. Por esses motivos, devem
ser inseridos na dieta e consumos dentro dos parametros metabodlicos de cada
individuo (NELSON; COX, 2018).

Estruturalmente, sdo formados por uma cadeia carbbdnica, que, em uma
extremidade, € ligada a um radical saturado (gorduras) ou insaturado (6leos). E a sua
estrutura pode ser dividida de duas formas, como acidos graxos simples (acilgliceréis
diversos) e lipidios complexos. Lipidios sdo os elementos presentes nos alimentos em
gue sdo sollveis em solventes organicos, tais como: éter de petréleo, éter etilico,
benzeno, cloroférmio, acetona e &lcoois e insoluveis em 4gua. Os solventes apolares
séo eficientes na extracdo da fracdo lipidica neutra que incluem os triacilgliceréis,
monoacilglicerdis e diacilglicerdis (TAG, MAG e DAG, respectivamente) (CAMPBELL-
PLATT, 2015).

Quando consumidos em excesso, podem causar sobrepeso, problemas
cardicacos, respiratérios, nos rins, osteoporose, surgimento de doengas autoimunes,
envelhecimento precoce, entre outros. Nesse contexto, quanto menos complexo for o
acilglicerol a ser ingerido, mais facil ele vai ser quebrado e mais beneficios trardo a
saude, portanto a modificacdo dos 6leos e gorduras surge fortemente nas industrias,
especificamente TAG, rearranjando suas cadeias carbonicas no intuito de converté-lo
em MAG e DAG. Os MAG e DAG séo formados por meio de reacéo de esterificacéo
que utiliza o glicerol combinado com uma ou duas moléculas de acidos graxos,
também conhecida como glicerdlise (ZENEVICZ, 2015).

A reacdo de glicerdlise é caracterizada por condicdes normais por um processo
gue demanda elevadas temperaturas e grandes tempos de reacgéo, para que aconteca
a conversdo de TAG, contudo obtém-se fatores de conversdo na faixa de 90%
(FORESTI; FERREIRA, 2007; SILVA, 2015). No intuito de otimizar o método, une-se
a mesma fonte de TAG em um sistema microemulsionado, emprega-se um

biocatalisador, normalmente uma lipase, e promove a reacdo. Tal metodologia, que
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foi empregada neste trabalho, é conhecida como glicerdlise enzimatica, um sistema
com altas taxas de conversio e tempo de reacdo baixos (MARTINEZ et al., 2016).

A principal dificuldade da glicerdlise enzimética convencional é a reutilizacao
da enzima, ou seja, toda reacdo deve empregar uma nova quantidade de enzima,
gerando maiores gastos durante a reacdo. Assim, aplica-se como alternativa a
utilizacdo de um suporte onde a enzima ha de ser adsorvida para que a catalise ocorra
e, entdo, permitam-se testes de reutilizagdo da mesma enzima em novas glicerdlises
enzimaticas (FEDERSEL et al., 2021). Além disso, pode-se avaliar a atividade
enzimatica e uma possivel melhora na converséo de TAG.

E importante sempre otimizar as condicées reacionais para a producéo de MAG
e DAG, pois buscam-se as melhores taxas de conversao e, assim, poder afirmar que,
nas condi¢cBes 6timas das variaveis, obtiveram-se as maiores conversdes de MAG e
TAG possiveis para o processo. Para tal, planejamentos fatoriais e modelagens
matematicas foram utilizadas e testadas experimentalmente para garantir que esses

objetivos fossem alcangados.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Produzir MAG e DAG a partir de da reacao de glicerélise do azeite de oliva
TAG, através da otimizacdo do método de adsorcdo na imobilizacdo da enzima

Lipozyme TL 100L, empregando como suporte a argila Spectrogel tipo C.

1.1.2 Objetivos especificos

e Otimizar a imobilizacdo da enzima Lipozyme TL 100L pelo processo de
adsorcdo empregando como suporte a argila Spectrogel tipo C (Variaveis
independentes no planejamento e variaveis resposta);

e Caracterizar as propriedades morfolégicas e estruturais do suporte e do
biocatalisador;

e Preparar microemulsdes estaveis em diferentes concentracdes (surfactante/co-

surfactante, agua, 6leo);
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e Avaliar o desempenho do catalisador na reacdo de glicerdlise das
microemulsdes preparadas em meios biocatalisados;

e Otimizar a producdo MAG e DAG em termos de rendimento (variaveis
avaliadas no planejamento);

e Determinar os pontos 6timos da reacao de glicerdlise enzimatica por meio de
planejamentos fatoriais 22 e demais parametros estatisticos necessarios como
o delineamento de composto central rotacional e validagdo do modelo;

e Realizar a modelagem matematica de reacdo da glicerdlise enzimatica no

ponto 6timo de reacéo.

1.2 JUSTIFICATIVA

Com base na literatura, nota-se um vasto potencial na aplicagéo de lipases em
processos de glicerdlise enzimatica imobilizada, uma vez que tal processo utiliza
condicdbes amenas de temperatura, pressao e pH neutro, ha a possibilidade de
reutilizacdo do mesmo biocatalisador em mais de uma reacdo. Quando comparada a
glicerdlise convencional, os custos de processo sdo relativamente menores, requer
longos tempos reacionais e altas temperaturas para que a catalise se complete, ou
obtenha-se indices de converséo satisfatorios acima de 90% (FORESTI; FERREIRA,
2007; SILVA, 2015; NICHOLSON, 2021). Portanto, o estudo da aplicabilidade de
biocatalisadores vem sendo cada vez mais estudado e merece atencao,
especialmente em sua faixa de aplicacdo em termos de escala e matrizes da reacéo.

Nesse contexto, essa enzima pode ser utilizada de forma livre ou imobilizada e
a principal diferenca entre os métodos seria a separacdo do biocatalisador e seu
reuso, ou seja, quando se tem a enzima de forma imobilizada, é possivel a sua
aplicacdo em mais de uma reacao de glicerdlise, além disso a enzima na forma livre
se perde com o produto formado, ndo podendo separa-la no final da reacéo, portanto
a cada reacdo deve-se adicionar nova quantidade de enzima (FEDERSEL et al.,
2021). Isso promove uma maior conversdo de TAG em MAG e DAG, aumentando a
eficiéncia de reacdo e, consequentemente, tornando as condi¢des de processo mais
viaveis. No geral, o uso de suportes com enzimas adsorvidas na superficie favorece
a interacdo entre as partes, tornando o biocatalisador mais estavel fisica (pH e

temperatura) e quimicamente (solventes e acdo de inibidores). Essa estabilidade
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possibilita o reuso do biocatalisador em novas reacdes (MENDES et al., 2011,
MOLINARI, 2020).

Existem diversas fontes de producéo de lipases (cuja atividade depende da sua
fonte de extracéo), como das de origem animal, vegetal e microbiana. A extracdo das
lipases, normalmente, é feita com a utilizac&do de solventes tamponados em meio com
pH controlado para cada tipo de enzima, sendo necessario buscar condi¢cdes otimas
da performance da enzima (VESCOVI, 2012). A escolha da lipase Lipozyme TL 100L
deu-se pois apresentou bons resultados na reacéo de glicerélise enzimatica, além de
gue a combinacdo com o suporte de argila Spectrogel Tipo C nunca fora estudada
antes, uma vez que esse suporte também € bastante aplicado em combinacdo as
lipases, mas nunca em uma reacéo de glicerdélise enziméatica, visando sempre otimizar
as conversoes da reacdo em questdo (FIAMETTI, 2012; VESCOVI, 2012; TAVARES,
2018; MOLINARI, 2020).

Dessa forma, a presente pesquisa buscou, numa primeira etapa, avaliar as
variaveis de processo de imobilizacao por adsor¢éo: pH e cinética da reacao com foco
na atividade enzimética. Numa segunda etapa, avaliou-se a aplicagcdo do
biocatalisador na sintese de MAG e DAG na reacdao de glicerélise do azeite de oliva.
Sabe-se que a maioria dos lipideos tem alto teor de TAG e, portanto, aplicou-se esse
critério para a selecdo do azeite de oliva, que, além de ter tal caracteristica, apresenta
elevada pureza. Além do mais, na composicdo do azeite de oliva tém grande
quantidade de &cido oleico que € o principal &cido empregado com as lipases.

Assim, utilizou-se um lipase comercial como biocatalisador e argila como
suporte para a enzima, a fim de determinar quais as melhores condi¢cdes de processo
na conversao de TAG e, ao analisar a bibliografia atual, o Spectrogel tipo C (Suporte)
€ muito utilizado na imobilizacéo de enzimas. Porém, na busca realizada na literatura,
nao encontrou-se nenhum trabalho que tenha adotado a Lypozyme TL100 na reacao
de glicerdlise enzimatica. Portanto, é importante avaliar a viabilidade da tecnologia
proposta para a producdo de MAG e DAG, principalmente em determinar condicbes
gue maximizem a producdo do MAG e DAG e obter informacfes importantes para o

projeto de reatores em escala industrial.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem por objetivo apresentar informacdes presentes na
literatura e relevantes ao desenvolvimento do projeto de pesquisa, dentre elas: 6leos
e gorduras, producdo de DAG e MAG, métodos de imobilizacdo da enzima e reacéo

de glicerdlise enziméatica para obter DAG e MAG.

2.1 OLEOS E GORDURAS

Gorduras e Oleos podem ser chamados, também, de glicerdis, glicerideos e
lipideos, possuem funcfes importantes para organismos de seres vivos, pois Sdo um
dos depdsitos principais de energia, e tém grande importancia na alimentacao
humana, pois possuem propriedades funcionais, nutricionais e organolépticas. E
essencial para que o metabolismo dos seres humanos ocorra de forma plena, visto
que contribui para a formacdo de acidos graxos essenciais que sao extremamente
necessarios para a formacdo de estruturas das prostaglandinas e membranas
celulares, sdo responsaveis, também, por serem transportadoras de vitaminas
lipossollveis A, D, E e K (MAGALHAES, 2022), que sdo fontes de Acidos graxos
oleico, linolénico e linoleico, que podem ser observadas nas suas estruturas na Figura
01 (GAROFOLO; PETRILLI, 2006).

Figura 1 — Férmula estrutural dos acidos linolénico, linoleico e oleico.

HyC COOH
Addo lnolénicay, —\ 7
18:3 n-3 Y e S\ VAVAVAV/
HyC COO0H
Acido linoléico
T AVAVA A AVAVAVAY
H,C COOH
Arido oléico
18:1 n-9 V\M:WW

Fonte: Gardfolo e Petrilli (2006).

Os lipidios podem variar sua estrutura de duas formas, como acidos graxos
simples, acilglicerois diversos e lipidios complexos, representados por ceras que séo
as formas solidas, vitaminas lipossoluveis fosfolipidios, esterdis, lipoproteinas

(proteinas com afinidade por gordura), fosfolipidios e vitaminas lipossolluveis. Os
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triacilglicerdis estdo presentes na composicdo de gorduras animais e vegetais, esta
molécula é constituida por uma molécula de glicerol que se une as trés moléculas de

algum acido graxo, o que pode ser observado na Figura 02 (FONSECA, 2015).

Figura 2 — Reacéo de glicerdlise de um TAG para formacéo de MAG e DAG.
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Fonte: Adaptado de Fonseca (2015).

2.1.1 Modificacéo de 6leos e gorduras

Oleos e gorduras tém uma importancia fundamental para a nutricdo do
individuo, pois possuem efeitos metabdlicos e fisioldgicos, com isso fornece energia
e acidos graxos, que sdo essenciais para a manutencdo do ser humano. Contudo,
deve-se ingerir com responsabilidade, pois em excesso pode causar prejuizos a
saude, ocasionando doencas, como problemas cardiacos e obesidade, devido a isso,
o consumidor vem buscando formas mais saudaveis de produtos nos ultimos anos,
que tenham propriedades nutricionais maiores (COLLACO et al., 2021).

Juntamente com grande demanda do mercado, o desenvolvimento de
tecnologias vem buscando modificacdes para 6leos e gorduras, criando, assim,
produtos que tenham caracteristicas adequadas para determinada aplicacao.
Atualmente, vem-se desenvolvendo meétodos enziméaticos ou quimicos para a
alteracdo dos acidos graxos em moléculas de glicerol, que se formam em
triacilglicerois (TAG) e lipideos estruturados, isso, para a industria alimenticia, é de
grande importancia, geram-se gorduras e 6leos com o valor nutricional elevado,
suprindo, assim, a nova demanda do mercado alimenticio (CAO, 2013; RODRIGUES,
2019).

Oleos e gorduras alterados em sua composicdo fisico-quimica formam
estruturas mais simples, podendo ser aplicados de formas diferentes, visto que, em

compostos complexos, hd a possibilidade de quebrar suas estruturas em mais
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simples, tendo aplicacdes diversas, um exemplo € a alteracdo da composicao de
oleaginosas, com propoésito de producdo de AG simples para ser utilizada em
indastrias farmacéuticas, automotivas e alimenticias. Busca-se, também, a
aplicabilidade de fontes limpas de 6leos e gorduras, com isso obtém fontes renovaveis
para aumentar essa faixa de aplicacdo (FOCKING, 2017; HARWOOD et.al., 2017).

Nesse contexto, as industrias, nos ultimos anos, tém criado variados processos
para otimizar a composi¢ao de produtos e subprodutos que sao formados a partir de
TAG. Dentre eles, os que buscam escalas maiores de aplicacdo sdo: a reversdo da
ligacdo éster (hidrdlise), a modificacdo quimica dos acidos graxos (hidrogenacéo) e a
reorganizacao dos acidos graxos na cadeia principal do TAG (interesterificacdo). Na
interesterificacdo, os AG livres sdo realocados entre as ligacbes éster, com isso
criando-se estruturas novas, mais estavel quimicamente. J4 na hidrogenacao,
ocorrem modificacdes quimicas nos AG livres, as ligacBes eéster permanecem
inalteradas, mas os AG livres sdo remodelados por saturacdo, por mudanca na
posicao das ligacBes duplas ou por isomerizacdo espacial. Na hidrolise de gorduras e
Oleos, acontecem a quebra de ligagBes quimicas entre uma molécula de agua e uma
molécula de TAG, o que ir4 produzir, por meio dessa reacdo, glicerol e AG livres
(FERREIRA et al., 2021).

2.2 AZEITE DE OLIVA

A Olea europaea (Oliveira) € da familia Oleaceae, seu cultivo é mundial,
apresenta frutos que possui finalidade dupla, azeitonas para consumo e a extracao do
azeite de oliva, seu uso é datado desde os tempos antigos da humanidade, em sua
grande maioria na culinaria e para o uso medicinal. Seu cultivo possui grande
desenvolvimento no Mediterraneo, com extensdo de area a outros paises, como
Australia, China e varios paises da América do Sul. Seu cultivo no Brasil teve inicio
ha alguns séculos e em relacdo a importacéo, o Brasil se encontra em segundo lugar,
em relacdo ao azeite de oliva e para azeitonas de mesa se coloca em quarto lugar
mundialmente (FOSSATTI, 2017).

O azeite de oliva possui varios beneficios para a saude e é rico em acido oleico
(monoinsaturado), o que lIhe confere grande vantagem em relagdo a outros 6leos
vegetais disponiveis no mercado, que tém predominancia a grande quantidade de AG

polinsaturados, que, por sua vez, tem maior predisposi¢éo de oxidacdo, com isso se
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tornando instaveis se comparados ao azeite de oliva (PACETTA, 2013). No processo
de extracdo do azeite de oliva, usa-se a oliva verde, pois € a fase de maturacéao que
produz menor quantidade de acidos graxos saturados. No processo de maturagao da
semente, 0s acidos graxos saturados diminuem e a producdo de insaturados
aumenta, por esse motivo € utilizada a oliva verde para a extracao do azeite (ALVEZ
et al., 2018).

Os azeites de oliva extra virgem sao formados por meio de prensagem a frio da
oliva, processo realizado pela forca fisica, através dele o azeite conserva seus
componentes originais da oliva e podemos citar os polifendis que definem o odor do
azeite. Azeites de oliva que nao sao virgens nem extra virgens, utilizam solventes para
a extracao do azeite, acarretando, assim, na perda da boa qualidade dos compostos
fenolicos (RAMALHO; SUAREZ, 2012).

Segundo a classificacdo, o azeite de oliva podera ser: extra virgem, que é o de
melhor qualidade, seu grau de acidez € inferior a 0,8%, 0 mais indicado para consumo
e manutencdo da satude humana; virgem, utilizado, principalmente, para uso culinario,
sua acidez esta entre 0,81% e 2%. O azeite virgem lampante, que é produzido
somente das azeitonas e ndo é refinado, seu consumo € improprio, utiliza-se com
adicao de outros 6leos para, posteriormente, utiliza-lo no consumo, seu teor de acidez
€ de, aproximadamente, 3,3%; refinado, que pode vir a sofrer alteragdes quimicas,
perdendo, assim, a sua palatabilidade e suas caracteristicas de melhor qualidade. O
teor de acidez se aproxima a 0,5% e sua aplicabilidade é industrial, sendo misturado
a outros azeites para que chegue a 1,5% de teor de acidez final inferior; por fim, o
azeite composto, que € a mistura do azeite de oliva lampante (15%) com o 6leo de
soja (85%), sua qualidade é inferior comparado aos outros, sendo o mais vendido
(GONCALVES et al., 2015).

O azeite de oliva extra virgem é guimicamente composto por uma fracdo
saponificavel de 99%, sendo constituido de glicosideos, AG livres, fosfolipideos,
triacilglicerois. Destes 99%, os AG monoinsaturados correspondem a 73-76% e o
restante da porcentagem se da a AG saturados (13-15%) e poliinsaturados (9-11%).
A fracdo insaponificavel, representada por 1%, é formada por pigmentos, &lcoois,
tocoferdis, esterdis e hidrocarbonetos. O acido oleico apresenta 74% dos glicerideos
presentes no azeite de oliva, sendo o produto comercial onde ha a maior quantidade
deste acido (NASCIMENTO; AARESTRUP, 2017).
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A relacdo da composicdo dos compostos fendlicos presentes na oliva e sua
concentracdo no processo de extracdo do azeite ira determinar a sua qualidade, isso
depende de dois fatores importantes: as condi¢cdes geograficas e a forma de cultivo
em que a oliva esta submetida. Isso ir4 determinar o grau de amadurecimento da
planta, que causa modificagcdes quimicas em sua composi¢cao e produto. Ha outros
fatores que devem ser levados a sério no cultivo, tais como: como foi realizada a
irrigacéo, tecnologia utilizada para a extracdo do azeite e 0 seu modo de
armazenamento (GOUVINHAS et al., 2015).

A composicdo de 6leos e gorduras comestiveis sdo elaboradas por duas
fracOes, a parte insaponificavel (sem glicerol) e a parte saponificavel (com glicerol). A
fracdo sem glicerol tem diversos compostos fendlicos, embora em quantidades baixas,
mas asseguram as caracteristicas especiais do azeite e com muitas propriedades
antioxidantes. A fracdo saponificavel caracteriza 99% da sua composi¢cdo, com,
aproximadamente, 95~98% de TAG, os ésteres de acidos graxos e glicerol (KNOTHE
et al., 2006; DIAS et al., 2017).

A composicao do azeite de oliva, em relacdo a parte que contém o glicerol,
possui diversos acido graxos (Tabela 01), sendo os principais o palmitico, linoleico e
oleico. Sao definidos como AG, respectivamente, o MAG e DAG e, em grande parte,
sdo TAG, os ultimos sdo acometidos por modificacées quimicas para que se obtenha
0s primeiros. Em relacédo a por¢cédo que contém glicerol, sua composicao € de ésteres
etilicos e metilicos, ceras, alcoois, esterdis, hidrocarbonetos, dialcoois triterpenicos,
AG livres, bem como contaminantes, fendis e metais que sdo encontrados em
concentracfes baixas, mas tém certa importancia, pois mantém as caracteristicas do
azeite de oliva (RUIZ-GUTIERREZ; PEREZ-CAMINO; 2002; NDIAYE, 2004).

Tabela 1 — Composicdo quimica do azeite de oliva extra virgem.

Acidos Graxos Livres Quantidade (%)
_Acido palmitico (C16:0) 8,78 £ 0,04
Acido palmitoléico (C16:1) 0,50 £ 0,01

Acido esteérico (C18:0) 2,86 + 0,05

Acido oleico (C18:1) 75,70 £ 0,09

Acido linoleico (C18:2) 11,72 +0,01

Acido linolénico (C18:3) 0,38+ 0,01
Acido araquidico (C20:0) 0,32 +0,01

Acido gadoleico (C20:1) 0,25+ 0,01

Acido behénico (C22:0) 0,12 +0,01

Fonte: Adaptado de Ndiaye (2004).
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2.3 MONOACILGLICEROIS E DIACILGLICEROIS E SUAS APLICACOES

Os monoacilgliceroéis sado formados por meio de reacdo de esterificacdo através
do glicerol combinado com uma molécula de acido graxo. Os MAG séao classificados
como GRAS (Generally Recognized as safe) pela FDA (Food and Drugs
Administration-USA), sua aplicacdo € muito ampla na inddstria alimenticia, como
condicionantes e estabilizantes para panificagcdo, margarinas, doces, molhos e na
industria farmacéutica e cosmética é utilizado para melhorar o aspecto da consisténcia
de lo¢cBes e cremes. Na indastria farmacéutica, € empregado em emplastos como
emolientes (ZENEVICZ, 2015).

Emulsificantes nao ibnicos possuem uma parte hidrofébica (frequentemente um
AG) e uma parte hidrofilica (radicais livres de glicerol), ttm como caracteristica ser
monoésteres anfiliticos, sendo assim, se comparado a lipideos, sdo compostos com
maior polaridade do que os lipideos simples (FRANZOL; REZENTE, 2015). Forc¢as
intermoleculares fazem com que se tenha maior afinidade com a &gua, nas
hidrofébicas, ocorre por meio da forca de Van der Waals, nas hidrofilicas, no radical
hidroxila, ocorre ligacdes de hidrogénio do radial hidroxila na regido polar com as
moléculas de agua (ATKINS; JONES, 2018).

A aplicacdo dos MAG também pode ser utilizada para a emulsificacao e
estabilizacdo de sorvetes. Como ja dito, também é utilizado para a panificagdo, em
que sua funcdo é o refor¢co para a estrutura do glaten e, consequentemente, a
prolongacéo do produto. Outra utilizacéo é para a clarificacdo de bebidas, facilitando,
assim, a dispersao. Dito isso, a sua aplicacdo € muito extensa, sendo de grande
interesse em relacdo aos MAG que contém &cido oleico, pois se apresentam com
grande potencial de ser antidiabético e antioxidante (FELTES, 2011).

As enzimas imobilizadas sdo empregadas para a sintese destes emulsificantes,
a aplicacdo da imobilizacdo de enzimas se torna uma vantagem, pois pode-se
reutilizar em reacdes posteriores, quando necessario, e antes da reutilizacdo faz-se
uma purificacdo desses biocatalizadores. Com isso, torna-se vantajoso para as
industrias essa aplicacdo, pois sabe-se que as empresas visam a economia de
maneira que consigam manter os resultados e isso Ihes da essa op¢cao (BARBOSA et
al., 2015).
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Correia et al. (2011) usaram dleo refinado de bagaco de azeitona como TAG e
a lipase de Candida rugosa imobilizada em espumas de poliuretano. Os autores
realizaram a glicerélise enzimatica sem utilizar surfactantes, a 30°C, em um periodo
de 24 horas. Com isso, conseguiram uma conversao de 18% de DAG e 32% de MAG
e o polimero funcionou como suporte para a enzima imobilizada.

Os diacilgliceréis (DAG) sao ésteres de glicerol que apresentam dois grupos de
hidroxila esterificados por AG e podem aparecer em duas formas de equac¢ao quimica,
1,3-DAG e 1,2 (2,3) -DAG. Os diacilglicerdis sao utilizados como 6éleo de cozinha, pois
contém qualidades nutricionais e um teor de 80%, pelo menos em sua forma 1,3-DAG,
assim como o MAG pode ser aplicado na industria de cosméticos, farmacéutica e
alimenticia. Com isso, tais compostos se fazem presentes de forma natural em
gorduras e Oleos, com niveis menores se comparados ao TAG, sdao amplamente
empregados em produtos quimicos na industria moderna (ZEENEVICZ, 2015).

A industria alimenticia, farmacéutica e cosmética utiliza os DAG como ligantes
e emulsificantes, assim como os MAG. Eles possuem propriedades ligantes,
estabilizantes e emolientes. MAG e os DAG sao de grande importancia por terem
essas caracteristicas, em uma glicerdlise enzimatica e glicerdlise sdo os produtos
mais importantes que sdo obtidos. Além disso, tém aprovacdo pela FDA (United
States Food and Drug Administration), podendo ser utilizados em produtos
farmacéuticos e em alimentos como emulsificantes (JUNIOR, 2017).

Os DAG sao favoraveis para a diminuicdo de doencas relacionadas a
obesidade e reducao de gordura corporal, podemos citar, em especial, 0 1,3 DAG,
gue tem acdo no combate ao colesterol, isso ocorre devido a sua metabolizacéo
diferente em relacdo aos TAG (MATSUO; TOKIMITSU, 2001). No entanto, estudos
relacionados a producédo de DAG séao direcionados ao desenvolvimento enriquecido
de molhos, chocolates, 6leo de cozinha e também para produtos direcionados aos
fatores citados acima (CABRAL, 2014).

Como mencionado, a sintese de MAG e DAG pode ser conduzida de varias
formas, contudo, em industrias, acontece a glicerélise do TAG, frequentemente em
elevadas temperaturas (acima de 200°C), com a presenca de catalisadores quimicos.
Regularmente, é obtido uma mistura constituida por 10% de TAG, 40% de DAG e 50%
de MAG. Usualmente, no processo industrial, ndo se emprega enzimas, devido ao
custo elevado, pois a compra das enzimas faz com que agregue um alto valor aos

produtos. Outro motivo é por ser uma proteina muito sensivel e especifica, se exposta
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a temperaturas baixas, ela inativa e, em temperaturas elevadas, desnatura e, por
consequéncia, inviabiliza sua reutilizagcdo e aumenta os custos de producao (SILVA,
2017a).

A reacdo de glicerdlise enzimética tem como caracteristica a migragdo de
grupos acila de TAG para o glicerol, que resulta em DAG e MAG, a propor¢cao para a
gue ocorra a reacao entre TAG e glicerol é de 2:1, em que 3 mols de MAG se formam,
mas podem ser formadas DAG em quantidades significativas. O glicerol em excesso
beneficia a formacdo de MAG, entretanto podem causar problemas relacionados a
transferéncia de massa, em niveis elevados. Caso isso ocorra, é utilizado solventes
para se evitar que as fases se separem (SILVA, 2017a).

Além disso, ha diversos estudos que estdo empregando, como, por exemplo,
no trabalho de Zanatta et al. (2017), em que os autores promoveram a hidrélise
enzimatica (com diversas lipases de origem vegetal e animal) de lipideos presentes
em efluentes variando-se o pH do meio, temperatura do sistema e concentracao de
lipase envolvida no processo, obtendo-se a quebra desses lipideos em compostos
menos complexos.

As enzimas, no geral, promovem a diminuicdo do valor energético da reacéo,
podendo ser utilizadas em temperatura ambiente em alguns casos, entretanto a
glicerolise convencional deve manter a 200°C e, consequentemente, eleva os gastos.
A enzima, por possuir uma atividade mais seletiva, favorece a formacéo de produtos
mais puros e com uma menor geracao de residuos, devido a isso se tem um produto
com qualidade (SANTOS et al., 2013).

2.4 MICROEMULSOES

As microemulsdes sédo agrupamentos geralmente esféricos, sdo denominadas
como sistemas estaveis termodinamicamente, transparentes e isotropicos, o0 que
resulta da juncéo entre dois liquidos imisciveis. Geralmente formados de agua e 6leo,
gue se estabilizam pela presenca de compostos tensoativos que podem interagir tanto
com substancias polares quanto apolares, assim podem promover a conexao entre a
agua e o 6leo (SANTOS, 2017).

Quando essa juncdo se faz por meio de Oleo e agua, sdo denominadas de
normal (O/A), quando ocorre entre agua e 6leo, sdo chamadas de reversa (A/O),

7

conforme ilustrado na Figura 03. O surfactante é utilizado para que ocorra a
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estabilizacao destes dois compostos com polaridades diferentes e faz com que ocorra
a diminuicdo da tensao superficial e a absorcdo de forma ampla na mistura. As MO
variam o seu tamanho em 50 a 500 nm, com viscosidade baixa, turbidez n&o detectada
e muito estavel.

A estabilidade da emulsado pode ser avaliada a partir de testes de estresse fisico
e térmico, as amostras sdo submetidas a altas temperaturas para que ndo ocorra a
separacao das fases se mantendo limpas, e/ou com agitagcdo em Vortex com a mesma
finalidade. As microemulsdes podem ser aplicadas em reacbes de catalise, sdo
capazes de viabilizar procedimentos eletroanaliticos em amostras de 6leos vegetais,
na area de alimentos, como emulsificantes, aumento de estabilidade de nutrientes,
além de aumentar a eficiéncia dos conservantes alimenticios, promovem uma
otimizacdo de métodos analiticos (SILVA et al., 2015).

Dependendo da metodologia utilizada, faz-se uso de testes de durabilidade de
refrigeradores, o mais importante é fazer com que a MO nao perca suas
caracteristicas no decorrer dos testes. A organizacdo das micelas estd em
monocamadas, com o grupo apolar direcionado ao 6leo e o polar direcionado a agua
inversamente ao 6leo. As micelas suportam mudancas bruscas de temperatura e
fisicas, isso faz delas estaveis. Com isso, tornam-se sistemas bastante utilizados,
principalmente na glicerdlise enzimatica, que necessita de micelas juntamente com
um surfactante/co-surfactante para realizar o encaixe chave-fechadura (KHAN;
SINGH; SEN, 2016).

Figura 3 — Tipos de MO.

MO A/O - REVERSA MO O/A - NORMAL
Fonte: Carvalho e Cabral (2000).

A constancia da emulsdao tem importancia para a indastria por estar ligada

diretamente a resisténcia em relagcéo as alteracdes das propriedades e de onde esta
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inserida ao longo do tempo, com isso deve-se estar estavel quando a fase dispersa
nao sofrer modificacdo evidente. O sistema micelar estavel esta ligado a alguns
fatores, que sdo cremacéo, floculagdo, sedimentacdo e rompimento da emulsao, e
estdo relacionados a pressao, estresse, agitacdo e variacdo da temperatura. Sendo
assim, refere-se a um sistema dinamico, porém se deve ao aumento da area
interfacial, termodinamicamente instavel, com energia necessaria para a obtencéo de
uma MO, frequentemente energia mecanica (LIMA, 2015).

Podemos observar, na Figura 03 (micelas reversas A/O), que ocorre a
formacdo de uma espécie de nucleo central polar. Identifica-se que estes grupos séo
determinados por expor um numero de agregacdo (massa molecular) e diametro
definido, com uma estrutura de modo relativo ordenado. E necesséario conhecer a
relacdo molar surfactante/agua para se definir o didmetro da micela reversa, para que
ocorra a formacao da MO e, como consequéncia, a estabilidade do sistema (GUAN et
al., 2015).

Formadas as micelas, adiciona-se o biocatalisador e glicerol, um exemplo sao
as reacOes de glicerdlise enzimatica. A estabilidade do biocatalisador € modificada
pelo tipo de micela formada, tal como as O/A, como a faixa de pH e temperatura sao
maiores. Ademais, a solubilidade e a area superficial tendem a aumentar, com isso
facilita-se o encaixe chave-fechadura da interface do 6leo com a enzima. Essas
etapas sdo importantes para que ocorra o aumento da eficiéncia enzimatica de
conversdo de TAG em MAG e DAG (GAO et al., 2015; ZHANG et al., 2017b). Como
as fases oleosas e aquosas tém concentragcfes similares, podendo, assim, formar-se
uma micela bicontinua, isto é, as duas micelas em um mesmo sistema, que é capaz
de ser observado em um microscépio eletrbnico, pois o diametro € na escala de
nandmetros (JIAN et al., 2001; RAMIREZ et al., 2016).

Atualmente, existem estudos realizados sobre a aplicacdo de MO reversas para
glicerdlise enzimatica de Oleos de fritura residual, com isso 0s residuos sao
empregados como fonte de TAG para realizacdo da sintese de MAG e DAG, por meio
da emulsao. A utilizacdo da MO reversa, pois, a fase predominante no processo de
formacdo dessas microemulsdes € oleosa, portanto, forma-se de forma espontanea
tais tipos de micelas. Em mecanismo, a agua fica no meio da micela e é estabilizada
por 6leo em volta, assim aumenta-se a area de contato da microemulsdo com o

catalisador, o que aumenta a eficiéncia de reagéo (CHEN et al., 2020).
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2.5 SURFACTANTE E CO-SURFACTANTE

Com o proposito de possibilitar o aumento da area de interface do sistema
agua/glicerol/éleo, faz-se a aplicacao de surfactantes, que também eleva a velocidade
de catalise do meio quando o biocatalisador € adicionado no sistema. Com isso, a
catélise dos TAG e a formacao de sistemas micelares estdo diretamente ligados ao
surfactante, acarretando, assim, a ligacéo na eficiéncia de converséo (HAYES, 2017).
Os principais surfactantes utilizados séo os polisorbatos, conhecidos como Tween 20,
60, 80, Arlacel 60 e 80.

Na Figura 04, é apresentada a estrutura do surfactante Polisorbato 20,
classificada como anfifilica, por possuir uma calda apolar (lipofilica) e uma cabeca
polar (hidrofilica). A parte hidrofilica pode ser dipolar, anibnica, catibnica ou nao
carregada. Possuem como principais caracteristicas solubilidades distintas em duas
regioes. Refere-se a um agente que diminui a tensao superficial de uma mistura. Com
isso, deste grupo de compostos obtém-se uma importante propriedade: de forma
ordenada, ocorre a formacdo de um filme molecular, que ira reduzir a tensado
superficial e interfacial (DJEKIC et al., 2012).

Figura 4 — Férmula estrutural do Polisorbato 20.

Fonte: Lei et al. (2013).

A recuperacdo quimica industrial de Oleos pode ser realizada por meio da
aplicacédo de surfactantes, dentre eles, podemos citar a area petrolifera, contudo &
necessaria uma quantidade abundante de surfactante para a recuperacdo destes
Oleos, pois esses residuos possuem uma quantidade elevada de niumeros de carbono.
Séao utilizados surfactantes hidrofobicos que necessitam ser ramificados com o
objetivo de formacao de MO com viscosidade moderada/baixa, podendo aumentar a

interacdo do Oleo com os surfactantes. Porém, esse processo normalmente é
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realizado com solventes em elevadas pressdes e temperaturas, e isso pode levar a
desnaturacao e inativacdo das enzimas, acarretando por consequéncia a reducao de
rendimento (LU et al., 2014).

Para a eficiéncia de um surfactante, tem-se a concentracdo critica, que €&
definida na fase aquosa pela solubilidade do surfactante. Esse valor se da quando
ocorre a ruptura de porcdes conhecidas em agua de determinados surfactantes,
sempre controlando a tensao interfacial e superficial, localiza-se valores de tensdo em
funcdo da quantidade de surfactantes presentes no meio. O surfactante € mais
eficiente quando apresentar baixos valores de concentracdo micelar critica (ARAUJO,
2016).

Os surfactantes sdo capazes de se ligarem a moléculas hidrofébicas ou
hidrofilicas, o que Ihes confere a caracteristica de serem anfipatica ou anfifilica, esta
ramificacdo equivale a uma regido alifatica e a uma polarizacdo em uma segunda
regido molecular, em que é classificada conforme a sua carga elétrica no segmento
polar. Os compostos alifaticos sdo divididos em: ndo-ibnicos, catiénicos e anidnicos.
Em meio ao liquido heterogéneo 6leo e 4gua, polaridades que séo equivalentes vao
se combinar, o 6leo, que foi solubilizado na agua, vai atrair-se pelo segmento apolar
dos surfactantes, assim forma-se um grupo tridimensional esférico que € chamando
de lamelas (BRASILEIRO, 2018). O uso dos surfactantes estd empregado em varios
processos industriais, biol6gicos, domésticos e atuam como agente molhante,
emulsificantes, agente de suspenséo, lubrificantes, dispersao de fases dentre outras
funcdes (FELIPE; DIAS, 2017).

O polisorbato 80 (CesH124026) Se destaca entre os surfactantes e € conhecido
como Tween 80, podemos observa-lo na Figura 05. E formado por ésteres de sorbitan
etoxilados, conforme seu grau de etoxilacéo e o tipo de acido graxo de origem, sendo
uma linha de compostos idnicos e possui peso molecular de 1310 g mol?, podendo
ser obtidos com balancos diferentes hidrofilicos-lipofilicos (HLB). As caracteristicas
principais sao: tensoativos hidrofilicos (alto equilibrio hidrofilico); solaveis ou
dispersaveis em agua; cadeia apolar de polioxietileno (particularidade das diversas
familias do Tween). Na industria farmacéutica, tem ampla aplicabilidade na producéo
de cremes e lo¢des. Na industria alimenticia, por ser um composto com toxicidade
elevada, € mais restrito a sua utilizacdo, por ser um ramo novo em estudos, nao se

encontram muitos estudos bibliograficos (MAPRIC, 2013).
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Figura 5 — Estrutura do Tween 80 (Polissorbato 80).

HO(CH,CH,0), (OCH,CH,),0H
(OCH,CH,),0H
O )OL
(OCH,CH,),— O CyHas

Polvsorbate 80
Fonte: MAPRIC (2013).

Os biosurfactantes, obtidos de fontes microbiolégicas, possuem as mesmas
caracteristicas do surfactante e dispdem de alta propriedade emulsificante, que,
frequentemente, € referente a subprodutos metabdlicos de bactérias, leveduras e
fungos, diminuem também tensdo superficial e interfacial. Suas vantagens em
comparacdo aos surfactantes sintéticos estdo relacionadas a biodegradabilidade,
possuem maior estabilidade em relacéo ao pH, salinidade e temperatura, apresentam
também niveis menores de toxicidade. Biosurfactantes podem ser aplicados de forma
similar aos surfactantes convencionais, podendo ser utilizados em reacfes de
hidrélise, utilizando ou ndo enzimas, estabilizando microemulsdes e emulsbes, por
exemplo (ARAUJO, 2016). Ademais, favorece as questdes ambientais, visto que
forma-se produtos limpos que sdo compostos biodegradaveis e ndo geram danos ao
meio ambiente.

Em relacdo a estrutura, os surfactantes sdo semelhantes, em relacdo a parte
hidrofilica e lipofilica, geralmente sendo ibnicos ou neutros, estruturados com
polimeros ou AG pequenos, com destaque para os fosfolipideos, glicolipideos,
surfactantes poliméricos e particulados e os lipopeptideos. Quando necessario, faz-
se a utilizacdo de co-surfactantes a fim de aumentar a area superficial da amostra e
capacitar a estabilizacéo do sistema que recebera a reacao de glicerdlise enzimatica
(NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os co-surfactantes agem na reducao da tenséo interfacial adicional que ocorre
entre 6leo e 4gua, que é fundamental para a formacéo e a estabilidade termodinamica,
fisica e quimica das MO. Também é essencial para a fluidez do filme interfacial que é
produzido pelo surfactante, isso faz com que néo ocorra uma elevagdo brusca da

viscosidade do meio micelar. Os co-surfactantes indispensaveis sdo os alcoois com
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cadeia de dois a dez carbonos, por possuir cadeia apolar com por¢ao polar e induzir
as fases oleosas e aquosas (SILVA et al., 2015).

Eles sdo responsaveis por ajudar na reducéo da tenséo interfacial do sistema,
que € necesséria para a formacédo e estabilidade das microemulsées e promovem a
fluidificacdo do filme interfacial, que € formado pelo surfactante e impede a elevacéo
significativa do sistema. Normalmente, utiliza-se um alcool que é capaz de influenciar
a solubilidade das fases aquosa e oleosa, pois estruturalmente participa entre ambas
as fases. Ademais, com a repulséo das cargas de grupos polares nos surfactantes,
impede a existéncia de um empacotamento eficiente, uma vez que a tenséao superficial
nao estad suficientemente reduzida, entdo a possibilidade de adicdo de um co-
surfactante reduz essa tenséo do sistema quase a zero, forma essa camada interfacial
mais estavel e aumenta a estabilidade das microemulsées (SILVA et al., 2015).
Portanto, no sistema de microemulsdes, podemos utilizar diferentes tipos de
catalisadores, dentre eles podemos citar os biocatalisadores (lipases), que sé&o

proteinas com atividade catalitica.

2.6 LIPASES COMO BIOCATALISADORES

Por definicdo, os catalisadores sdo definidos como as substancias capazes de
acelerar a velocidade de processamento de uma determinada reagdo, sem sofrer
alteracdes, ou seja, ndao € consumido durante o processo. Por sua vez, 0s
biocatalisadores séo catalisadores biolégicos e biodegradaveis. Essas reacdes
acontecem de forma mais rapida, pois os catalisadores aumentam a velocidade de
reacao e encontram um caminho reacional com menor energia de ativacao (SKOOG,
et al., 2014). Podemos citar, como exemplo, a reacao de hidrélise enzimética do TAG,
na qual as enzimas agem como biocatalisador e tém o papel de diminuir a energia de
ativacdo na conversado em MAG e DAG.

A lipase, que € uma enzima digestiva produzida principalmente no pancreas e
tem como funcdo quebrar a gordura da alimentagcdo em moléculas menores, tem
grande vantagem se comparada a catalisadores quimicos, por ser um biocatalisador
gue possui especificidade. As catalises do processo ndo produzem subprodutos
indesejaveis, sua toxicidade é nula, biodegradavel, podendo ser manipulada em

condicbes brandas de pressdo e temperatura, diminuindo os custos do processo



31

qgquando comparado a catalisadores quimicos. As lipases sédo enantiosseletivas e
regiosseletivas (SKOOG, et al., 2014; JUNIOR, 2017).

Na catélise quimica de conversédo de TAG em MAG e DAG, é necessario 0 uso
de elevadas temperaturas, consequentemente, formam-se subprodutos indesejaveis
e contaminantes, diferentemente do que ocorre com o uso de biocatalisadores, esse
processo demanda um alto custo para a realizacdo do processo (JUNIOR, 2018). No
trabalho de Webb (1992), o autor relata que a codificagdo e a classificacdo das
enzimas estdo em concordancia com a catalise que sao promovidas por elas, como
relatado em seu livro de recomendac¢bes do Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemestry and Molecular Biology (NC-IUBMB).

Entre os procedimentos que possuem um interesse maior, evidencia-se a
interesterificacdo e sintese de lipideos por meio das lipases, por estas enzimas se
manterem estaveis em solventes organicos, conversao excelente de reagente em
produto, extensa especificidade pelo substrato (CAO et al.,, 2016). As lipases tém
preferéncia por cadeias carbbnicas e/ou insaturacfes especificas. As lipases
enantiosseletivas possuem a predisposicao por diferenciagdo de enantibmeros em
uma mistura recémica de substrato. Lipases que sao regiosseletivas fazem a catélise
do grupo funcional de moléculas de substrato. Por isso, elas sdo as enzimas mais
utilizadas nas industrias de alimentos, farmacéutica e oleoquimica (JUNIOR, 2018).
Portanto, tem se destacado na literatura processos enzimaticos que substituam os
catalisadores quimicos por esses biocatalisadores (ZHONG et al., 2010; JUNIOR,
2013; RAIZER, 2015; JUNIOR, 2017; CHENG et al., 2022).

As lipases podem ser secretadas na natureza por microorganismos, tecidos
vegetais e animais, sendo que, na area industrial, as mais utilizadas s&do as
microbianas, pois estas enzimas possuem grande especificidade com relacdo ao
substrato e propriedades cataliticas diversificadas. Organismos que sédo capazes de
produzir lipases podem ser encontrados em varios ambientes, podemos citar residuos
de plantas e alimentos, ambiente marinho, solos com contaminacgao, residuos de
Oleos vegetais e, com isso, a natureza tem um potencial extremo para a producao de
lipases, que poderao ser reutilizadas posteriormente para novas aplicacbes (CORTEZ
et al., 2017).

Porém, as lipases sdo produzidas, principalmente, por microrganismos, Vvisto
que podem ser produzidas por varias fontes, vegetal, animal, bem como

microbiolégica, devido a isso torna-se facil o controle da sua produ¢édo em processos
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fermentativos, reduzindo, assim, os gastos para obtencdo (GOLANI et al., 2016). As
lipases estdo sendo utilizadas como catalisadores nas reacdes de hidrélise varias
fontes de TAG, como, por exemplo, a andiroba, girassol, oliva e até mesmo casca de
coco verde (CABRAL, 2014; ARAUJO, 2016; SILVA, 2017b). Desse modo, as lipases
melhoram a qualidade palatavel dos alimentos, possuem elevada especificidade na
sintese organica, sdo capazes de alterar compostos estaveis em solventes organicos
e sdo independentes em relacdo a cofatores. Devido a todos esses beneficios, as
indastrias de lipases estdo em crescimento no mercado e, como consequéncia, estao
desenvolvendo novas tecnologias para a area industrial (YEOH et al., 2009).

A massa molecular das lipases pode variar de acordo com a sua origem (19 a
45 kDa). Essas enzimas atuam em uma faixa de pH entre 4,0 a 9,0, com temperatura
variando até 70 °C. A ativacdo interfacial € presente na maioria das lipases, 0
ambiente dielétrico é modificado quando se tem a presenca de um grande volume de
agregado lipidico, com isso os residuos cheios de proteina relacionam-se com o
substrato lipidico fortemente e menos com a agua (CORTEZ et al.,, 2017). O
mecanismo reacional das lipases atua em acelerar a quebra do TAG e sintese de
novos grupos funcionais, especificamente os MAG e DAG (CORTEZ et al., 2017).

Esse mecanismo pode ser observado na Figura 06.

Figura 6 — Mecanismo reacional da quebra de TAG.
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2010).
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Existem varios tipos de lipases comerciais e cada uma com uma atividade
especifica. Dentre elas destacam-se as lipases Lipozyme RM IM, TL IM, TL 100L,
Novozym 435 (SANTIN et al., 2015). Assim, para cada aplicacéo, € necessario realizar
estudos para encontrar as condigbes que favorecem sua performance bioquimica.
Estédo presentes nas industrias farmacéuticas, alimenticia, automobilistica e industria
quimica.

Nas industrias, as lipases sdo empregadas em larga escala, como aditivo em
detergentes. Para aprimorar a detergéncia, combina-se mais de um tipo de enzima,
dentre elas celulases, amilases e proteases. O comércio gira em torno de 450 milhdes
de doélares ao ano com a utilizacdo destes biocatalisadores para aplicacdo de
detergentes. Por serem biodegradaveis, ndo produzem residuos nocivos, com isso 0
impacto ambiental é baixo. Sua aplicacdo € bastante vasta, como por exemplo para
tratamento de efluentes, degradacdo de 6leos e gorduras, sintese farmacéutica,
analises laboratoriais, industrias alimenticias, entre outras aplicacdes que podem ser
observadas na Tabela 02 (FREIRE; CASTILHO, 2008; ISLAM et al., 2016).

Tabela 2 — Relacéo de setores, aplicacdes e produtos obtidos por lipases.

INDUSTRIA APLICACAO PRODUTO

Alimenticio Processamento de carnes e peixes; Produtos embutidos;
Transesterificacdo de 6leos; Manteiga de cacau;
Melhorar aroma e remover excesso de | Maionese, molhos e cremes;
gorduras;
Sintese de ésteres; Esteres e emulsificantes;
Hidrolise da gordura do leite. Agentes aromatizantes; para produtos

laticos.

Quimico Transesterificagdo de 6leos vegetais Biodiesel,
Sintese de ésteres. Esteres.

Médico Dosagem de triglicerideos no sangue. Kit diagndstico.

Cosmético Remocdo de lipideos, hidratacdo e | Cosméticos em geral.
clareamento de manchas.

Fonte: Adaptado de Freire e Castilho (2008).

Um parametro que tem grande importancia e deve ser analisado é a atividade
enzimatica de hidrolise, que faz o monitoramento da enzima em agédo em determinada
reacdo. Pode-se realizar a titulagio em NaOH da amostra em um sistema
emulsionado para se determinar a atividade enzimatica, método realizado neste
trabalho.

Outra maneira para determinar € pela quantificacdo do produto em tempos de

reacdo diferentes, por meio da colorimetria, faz-se andlise cinética em tempo preé-
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determinado, em que, para indicar a atividade, utiliza-se adicdo de iodo como
indicador. Uma unidade (1U) de atividade enzimatica é a quantidade de enzima que
desencadeia uma reacdo de hidrolise do substrato liberando formagdo de um
micromol de produto por minuto (JONSSON et al., 2007; MOURA et al., 2007,
FERREIRA et al., 2013).

2.6.1 Estado da arte

2.6.1.1 Estado da arte quanto as pesquisas que empregaram a lipase Lipozyme TL
100L

O fungo Thermomyces lanuginosus é responsavel pela sintese da enzima
Lipozyme TL 100L (Novozymes), que € uma lipase 1,3 especifica, seu
acondicionamento deve ser feito a 0-10°C e obtém seu ponto 6timo de reacao abaixo
de 50°C e acima de 20°C, a faixa de pH em que atua é de 7 a 10, com atividade de
100 KLUg?, liquida, possui eficiéncia em reacdes de catalise, interesterificagao,
transesterificacdo e reac6es de hidrélise em geral (STREM, 2017). Na Tabela 03,
pode-se observar 0s estudos mais recentes que envolvem a reacao de glicerolise, tal

gual suas condicfes Otimas de processo.



Tabela 3 — Estudos com a Lipozyme TL 100L e condicdes 6timas.
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PESQUISA

CONDICOES DE PROCESSO

REFERENCIA

Explorando as caracteristicas
estruturais e cataliticas de enzimas
lipase imobilizadas em g-CsN4: Uma
nova plataforma para reacdes
biocataliticas e fotocataliticas.

Imobilizada no polimero g-C3N4 por
imobilizag&o covalente; Imobiliza¢éo de
79,4% a 91,7%.

SIMSEK,
SALOGLU,
2021.

Esterificacdo e  transesterificacdo
simultaneas de 6leo de semente de

Enzima ndo imobilizada; Fator de
conversao de biodiesel 93,8% * 0.5%.

ZHOU et al.,
2021.

fénix residual com alto teor de &cidos
graxos livres usando um catalisador de
lipase livre para preparar biodiesel.
Modificacdo estrutural enzimatica de
monogalactosildiacilglicerdis para
potencial modulacdo do equilibrio
hidrofilo-lipdfilo.

ROH et
2022.

Imobilizada no polimero Lewatit VP OC al.,
1600; Imobilizacdo por adsorcao e
ligacdo covalente; Fator de converséo
do composto em analise de 27,1 a
54,6%;

Enzima n&o imobilizada; Fator de
conversdo de TAG em MAG e DAG de
98%,; trabalhadas em 35°C, 7.5 vol% e
2h de reacéo;

Enzima n&o imobilizada; Fator de
converséao de biodiesel superior a 96%;
variou o tempo de reacdo de 1h a 24h.

FINCO et al.,
2022.

Estudo cinético da glicerolise de azeite
de oliva catalisada por lipase liquida
usando Lipozyme TL 100L.

Producdo enzimatica de biodiesel a
partir de 6leo de alperujo em CO2
supercritico.

QL)INTANA-
GOMEZ et al.,
2021.

Fonte: O autor.

Verifica-se, através de revisao da literatura apresentada pela Tabela 03, que o
interesse pela aplicabilidade da Lipozyme TL 100L é grande, visto que essa enzima
apresenta elevados valores de conversdo nas mais diversas reacdes enzimaticas,
conforme apresentado. Diante disso, nota-se que um estudo aprofundado sobre esse
biocatalisador é importante para monitorar e avaliar as condicbes de processo no
objetivo de otimiza-las para que possa ser aplicada em mais areas de interesse. Isto
posto, o presente estudo visa compreender as variaveis de processo para que a
reprodutibilidade das técnicas aqui empregadas sejam Uteis em pesquisas futuras.

2.7 MICROEMULSOES COMBINADAS A LIPASES

As reacdes que envolvem Oleo e agua, que ocorrem na presenca de
biocatalisadores, podem ser favorecidas quando na presenca de microemulsdes. A
area interfacial do sistema micelar € maior se comparado ao substrato sozinho (sem
surfactante e a agua), permitindo, assim, a acédo da lipase sobre as moléculas de
ésteres e acidos graxos presentes. Com isso, aumenta-se a area para que ocorra um
namero maior de ligacdes “chaves-fechaduras” para ocorrer a catélise mais

rapidamente. Alids, sistemas micelares tém a capacidade de dissolver compostos
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hidrofébicos e hidrofilicos em concentragdes variadas, permitindo a interacdo de
ambas as polaridades, isso se deve a estrutura dos TAG ser com cadeia apolar e
ponta polar (MORE et al., 2017).

ReacBes com elevados rendimentos sdo obtidos, pois se altera o equilibrio
termodinamico das reacfes de catalise, transferindo para que se forme produtos com
ajustamento da quantidade de agua no sistema. Pode ocorrer a alteracdo natural das
constantes de equilibrio das reagBes enzimaticas com a utilizagdo de sistemas
reversos e podem ser utilizados sistemas micelares reversos, com reagdes
catalisadas por varias enzimas (DJEKIC; PRIMORAC, 2008).

Frequentemente, devido a ambientacédo térmica, as lipases necessitam de uma
ativagdo interfacial para aprimorar sua atividade catalitica, como a maioria das
enzimas. Ha diversas hipéteses em relacdo ao que seria essa ativacao enzimatica,
uma das mais aceitas é a de que uma mudanca ocorre de forma induzida pela
interface da micela, com isso ocorre 0 encaixe perfeito entre o sistema micelar e a
enzima, o papel da enzima é atuar no papel catalitico. Estas hipéteses sao feitas tendo
como base experimentos realizados, tratando-se de um composto novo, as hipéteses
sao fundamentais para sabermos qual sera o comportamento enzimatico colocando-
as a prova para serem testadas, um exemplo sdo os testes em temperatura ambiente
qgue foi aplicada no trabalho e a ativacdo por estufa em enzimas no estado sélido
(ZAAK et al., 2017).

2.8 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Os estudos de imobilizacdo enzimatica comegaram no inicio do século
passado, ao analisar uma solucgao bioldgica com atividade invertasica, usando carvao
ativado como suporte, que, ap6s a lavagem da amostra, a solugcdo mantinha suas
propriedades de hidrolisar sacarose (NELSON; GRIFFIN, 1916; CASTRO et. al.,
2004). Os estudos sobre imobilizacdo enzimatica tiveram um aumento significativo na
década de 1960 e, em 1971, ocorreu a primeira conferéncia em Engenharia
Enzimatica e estabeleceu-se a terminologia de enzima imobilizada nas amostras com
biocatalisadores interligados, quimica ou fisicamente, a suportes insolUveis ou em
espacos fisicos delimitados (BON; PEREIRA, 1999).

Um fator interessante da imobilizacao refere-se a possibilidade de reutilizagao

da enzima, monitorando a estabilidade e vida util, além de uma possivel aplicacdo em
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aumento de escala de processo. Tais fatores corroboram para a diminui¢cdo de custos
e a obtencao de produtos puros (SINHA et al., 2012; TERRASAN et al., 2019). Tal
processo consiste em reter a enzima em um suporte, ou Nos poros ou na superficie e,
apos a reacdo, forma-se um complexo que mantém as caracteristicas fisicas e
atividade biolégica da enzima (MATOS et al., 2011; CAl et al., 2016). Isso acontece
devido as ligacbes de hidrogénio e as formacdes dos complexos na superficie do
material, que também levam ao aumento da estabilidade térmica, pela dificuldade de
vibragéo da enzima. Além de que, no microambiente formado na superficie do suporte,
pode ocorrer a mudanca do pH 6timo da enzima, justamente por essas alteracdes nas
caracteristicas do sistema, portanto pode-se alterar a faixa de pH que a enzima é
capaz de atuar (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; REETZ, 2002).

Para que ocorra a imobilizagdo, deve-se levar em consideragédo os tipos de
interacOes existentes entre suporte e enzima. Dentre os métodos, envolve-se tanto
processos fisicos (adsorcdo) quanto quimicos (DATTA et al., 2013). Os métodos de
adsorcdo tém como principio as interacdes ndo covalentes ou retencdo mecanica,
como microencapsulacéo entre as partes do sistema (BABICZ et al., 2010). Enquanto
isso, nos métodos quimicos, formam-se ligacdes covalentes ou ligacbes cruzadas
entre enzima e suporte. A ligacdo cruzada acontece quando ha a utilizacdo de um
agente de ligacdo em que uma enzima se liga a outra, promovendo a autoreticulacao
das enzimas (VILLENUEVE et al., 2000; MATEO et al., 2007).

Ressalta-se que, em cada pesquisa, deve-se levar em consideracdo as
condi¢cBes do processo para aumentar a estabilidade do sistema, no intuito de buscar
a maior conversao possivel da reacdo, visto que ndo ha um método universal de
imobilizagdo em que o procedimento se aplique de forma eficaz para qualquer sistema
enzimatico (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013; MOHAMED et al., 2015). Nesse
contexto, é importante analisar qual € o tipo de adsorcao a ser empregada no sistema,
de acordo com a natureza da interagdo enzima-suporte, visando a maior eficacia e

estabilidade do sistema (Figura 07).
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Figura 7 — Tipos de interac8es entre enzima e suporte.

Il;.' -.-/__.-- --.\\\x ."._.. ' ,-"'_"-\\/ “ /,.-- --.\\ s
C::h ...... |: Suporle; ...... C:> D—: Suporte I—c__—'_p = |:. Suporte-:l ...... =
Adsorcio + Ligacio cruzada Ligacdo Covalente Adsorcio
o o _; T
— _é? lI ..-""Qf‘ —~—d S __Il -
E' e Do O
= | YL AL
—p--- Enzima
Ligacdo Cruzada Encapsulamento em Matriz Polimérica i
o) -Suporte

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2012).

2.9 ADSORCAO FiSICA

A adsorcéo fisica é a forma de imobilizacdo mais comum e de ampla aplicacao,
pois é feito pelo simples contato entre enzima e suporte, além de obter uma eficacia
de conversao bastante elevada, cumprindo sua funcédo de formar um microssistema
reacionario (BORNSCHEUER, 2003; TERRASAN et al., 2019). O processo consiste
na escolha de um suporte sélido, poroso e inerte, em que a enzima a ser imobilizada
€ adsorvida na superficie e/ou nos poros do suporte, por meio das baixas energias de
ligacdo. Essas energias referem-se as interacdes intermoleculares como as ligacdes
de hidrogénio, dipolo-dipolo, Van der Waals e até mesmo interacdes eletrostaticas
(VILLENEUVE et al., 2000; DATTA et al., 2013). Os parametros a serem considerados
na adsorcdo fisica sdo a area superficial de contato entre enzima e suporte, as
propriedades morfologicas, a temperatura do meio e o pH do meio (POPPE et al.,
2015).

Ao analisar a literatura, as lipases tendem adquirir uma conformacéo aberta ao
sofrer ativacdo interfacial. Logo, quando ocorre o processo de imobilizacdo em
suportes hidrofébicos, muito provavelmente assume-se essa conformacéao de forma
ativa. Tal informacéo € importante, ja que a estabilizacdo das moléculas de lipase em

conformacdo aberta acarreta uma espécie de hiperativacdo do sistema e, por
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consequéncia, biocatalisadores extremamente estaveis e com uma faixa maior de
condicbes experimentais (MATEO et al., 2000; HANEFELD et al., 2009;
JESIONOWSKI et al., 2014; RUEDA et al., 2016).

A adsorcdo fisica refere-se a um método que, no geral, € de boa
reprodutibilidade e, se conduzido de forma coerente com as condi¢cdes de processo,
proporcionara a criagcdo de um biocatalisador de alto rendimento, pois € uma técnica
que nédo altera significativamente a estrutura tridimensional da enzima, ou seja,
mantém as caracteristicas da enzima e aumenta o meio reacional para que ocorra a
reacdo em questdo, como, por exemplo, reacdes de esterificacdo, glicerdlises e
demais métodos que podem utilizar enzimas para elevar o rendimento e diminuir 0s
custos de reacao (POPPE et al., 2015).

As principais variaveis que afetam o processo de imobilizagdo s&o pH, atividade
enzimatica e temperatura. Elas sdo de suma importancia, pois o controle e
monitoramento dessas variaveis irdo controlar a estabilidade entre a enzima Lipozyme
TL 100L e o suporte de argila Spectrogel tipo C para que a reacdo ocorra de forma
otimizada e obtenha os maiores niveis de conversao possiveis. Sabe-se que o pH e a
temperatura sédo variaveis que podem reduzir drasticamente a sua atividade catalitica
guando fora das condicfes 6timas do biocatalisador. Além disso, o tempo de reacéo
também é uma variavel importante e deve ser considerado na relacao de fator de
conversao de TAG em MAG e DAG.

Nesta pesquisa, utilizou-se a combinacdo da Lipozyme TL 100L e da argila
Spectrogel tipo C pois ambas apresentam excelentes resultados na parte da
glicerolise enzimatica de forma isolada. Porém, ndo ha referéncias que analisam a
combinacdo dos dois métodos com uma fonte de TAG para avaliar a producdo de
MAG e DAG. Nesse contexto, o presente estudo foi feito para otimizar o método,
avaliando todas as variaveis de processo a fim de encontrar as melhores condic6es

possiveis para a realizagdo da reacao.

2.10 SUPORTES PARA AS ENZIMAS

No intuito de obter-se um biocatalisador estavel, insolavel, ativo, reutilizavel e
de alto rendimento, a escolha do suporte onde ocorrera a imobilizacdo da enzima é
fundamental. Vale ressaltar que ndo ha um suporte que seja aplicavel para todas as

enzimas e todas as aplicagdes, ou seja, depende das variaveis do processo. Assim,
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devem ser feitos estudos e testes preliminares entre suporte, enzima e reagcao a ser
promovida, além de levar em consideracdo os custos do processo (TALBERT,;
GODDARD, 2012; SANTIN et al., 2014).

Deve-se considerar a composicdo quimica e estrutura fisica do material a ser
escolhido, pois influenciam a capacidade de adsorcao, além de reter as propriedades
cataliticas das enzimas, portanto afeta a estabilidade e a atividade do biocatalisador
(TALBERT; GODDARD, 2012). Além disso, deve apresentar estabilidade térmica e
fisica, ter afinidade em proteinas, ser inerte, ter grupos funcionais reativos na
correlagcdo com as enzimas a ser adsorvidas nele, para que haja as reacdes quimicas
desejadas e possibilidade de reutilizagcdo do sistema (VILLENUEVE et al., 2000;
HANEFELD et al., 2009; PALLA et al., 2011; TALBERT; GODDARD, 2012).

Os suportes sao subdivididos em naturais sintéticos, hidrofébicos, hidrofilicos,
inorganicos, organicos e hibridos. Destaca-se a utilizacdo dos organicos e inorganicos
sintéticos que sdo amplamente empregados na imobilizacdo de lipases (JUN et al.,
2013). Alguns exemplos desses suportes que sdo empregados na literatura sdo: silica,
alumina, terra diatomacea, filmes poliméricos, polimeros hidrofébicos, biopolimeros
(celulose e quitosana), resinas, silicatos mesoporosos, argilas modificadas e, mais
recentemente, materiais hibridos nanoestruturados e nanoparticulas magnéticas,
dentre outros (SALIS et al., 2009; BARBOSA et al., 2011; KAMEL et al., 2011; NETTO
et al., 2013; DONG et al., 2014; SANTIN et al., 2017).

A aplicacdo desses suportes é valida, pois evita a inibicdo da enzima em
relacdo a fatores externos, além de possibilitar a recuperacdo e reutilizacdo do
biocatalisador para utilizacdo futura, proporciona reacfes continuas do sistema.
Também tém por caracteristicas melhorar a estabilidade fisica e térmica do sistema
reacional, contudo, se a concentracéo de enzima variar no decorrer dos testes, essas
propriedades passam a ter efeito negativo, com reducdo de estabilidade e, por
consequéncia, reducéo da atividade de catélise e reacionaria (FORESTI; FERREIRA,
2007).

2.10.1 Argila como suportes de biocatalisadores
Por definicdo, a argila € caracterizada por uma rocha com altos indices de

particulas, também chamados cristais, com diametro de até 2 um (COELHO et al.,

2007). Apresentam areas especificas acima de 1 m2g? e encontra-se na natureza,
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normalmente, em estado solido (OLIVEIRA et al., 2017). Normalmente, ela tem, em
sua composicéao, argilominerais e derivados, como a calcita, gipsita, aluminita, pirita,
quartzo, dolomita e matéria organica, e dispde da capacidade de troca de cations na
casa de 3 a 150 mEqg/100g de argila (VILLENUEVE et al., 2000).

As estruturas cristalinas acima citadas sdo geradas por camadas tetraédricas
de silicio e octaédricas de aluminio, cujos vértices encontram-se atomos (ou ions) de
oxigénio e ions hidroxila, que estdo ao redor de pequenos céations. Esses cations
apresentam certo grau de substituicdo isomorfica, que acarretam excesso de cargas
elétricas negativas na superficie das argilas (MAIA, 2019). Tais conformacgfes serao
detalhadas mais adiante.

A classificacdo dos tipos de argila da-se pelas semelhancas na composicao
estrutural cristalina e quimica de cada um. Sabe-se que existem, aproximadamente,
40 variacBes de argilominerais, com propriedades especificas e particulares que,
conforme sua aplicabilidade, varia nos valores agregados, tanto em termos de
obtencao quanto de produto (COELHO et al., 2007).

Apresentam caracteristicas hidrofilicas, na maior parte dos casos,
consequentemente facilita o0 seu uso como adsorvente em materiais hidrofilicos,
polares e espécies organicas com cargas positivas. Todavia, nas condi¢cdes adversas
de reacdo, impede-se seu uso como adsorvente, fazendo-se necessario uma
modificacdo quimica do meio para utilizacdo de um surfactante catibnico que
modificara as propriedades inorganicas do material e possibilitando a adsorcédo do
meio reacional com a argila. O exemplo citado de um surfactante é caracteristico, visto
gue promove a troca ibnica com 0s cations inorganicos e altera a natureza quimica do
material, no caso hipotético, hidrofébico para hidrofilico, e, assim, aperfeicoa o meio
para que aconteca a reacéo (OLIVEIRA et al., 2017).

2.10.2 Argila Comercial Spectrogel tipo C

Uma das argilas de vasta aplicacdo como adsorvente, tanto como suporte em
lipases e quanto em remocéo de metais em reacgdes de purificagdo, seria a variedade
organofilica comercial Spectrogel tipo C. Ela apresenta alta afinidade por compostos
organicos e € empregada, até mesmo, na remocao de compostos organicos derivados
de petréleo (MAIA, 2019). A adsorcao das argilas do tipo Il, como a Spectrogel tipo C,

caracteriza-se por uma metodologia bastante complexa, ja que apresenta uma area
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especifica e volume de poros relativamente pequenos que se expandem na presenca
de agua livre (ZHU et al., 2015).

A Spectrogel é uma argila comercial do tipo das bentonitas. Tal nome foi
concedido pela primeira vez na descoberta de Fort Benton, Wyoming-EUA (DARLEY;
GRAY, 1988). Isso em razdo da bentonita ser caracterizada como uma rocha formada
por um argilomineral montmorilotnico (esmeritico), derivado de um hidrosilicato de
aluminio, constituido na descaracterizacdo de um processo de vitrificacdo e seguida
de uma alteragdo quimica do material vitreo supracitado. Tem origem a partir da
combustédo de um tufo, ou cinza vulcanica, em um ambiente alcalino e controlado em
funcdo de quantidade de agua disponivel no meio, com uma variacdo de cores
abrangente, pela quantidade de agua disposta, que varia nas tonalidades verde,
vermelha, amarela, creme, rosicea, chocolate e cinza (ROSS; SHANNON, 1926;
SILVA; FERREIRA, 2008).

As bentonitas tém na sua composicdo alto teor (aproximadamente 80%) de
esmectitas (montmorilonita), possuem formula geral regida sob Mx (Ala-xMgx) SisO20-
(OH)s4, com particulas que variam em tamanho de 2 um a 0,1 um, no formato de
laminas/placas. Presente no grupo dos filossilicatos, suas placas estdo condicionadas
por estruturas compostas por folhas tetraédricas de silica juntamente com uma folha
central octaédrica constituidas de alumina e unidas entre si por atomos de oxigénio

entre ambas as folhas, conforme demonstrada na Figura 08 (PAIVA et al., 2008a).

Figura 8 — Estrutura da Montmorilonita, principal componente das bentonitas.

o=Si ®=0 ®=Al @ =0H
Fonte: Adaptado de Bhattacharyya e Gupta (2008).
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Analisando a Figura 08, percebe-se que o empilhamento entre as laminas é
conduzido por meio das forcas polares, que sdo relativamente fracas, e pelas
interacdes de Van Der Waals. Nota-se que, entre as lacunas, h4d a presenca de
galerias ou camadas intermediarias, que apresentam cétions livreis trocaveis, como
Na*, Ca?*, Li*, que estéo fixos eletrostaticamente e no objetivo de neutralizar as cargas
negativas geradas por meio de substituicbes isomorficas que acontecem no
reticulado, como, por exemplo, AI** por Mg?* ou Fe?*, ou Mg?* por Li*. Ressalva-se
que aproximadamente 80% dos cétions livres trocaveis na estrutura da montmorilonita
estdo presentes nas camadas subsequentes e cerca de 20% se encontram nas
superficies laterais da estrutura (PAIVA et al., 2008a).

Nessa vertente, a bentonita pode ser sddica, policatidnica ou célcica, mas,
quando caracterizada como sddica, expde traco fisico muito peculiar e é capaz de
expandir seu volume quando em contato com a agua, assim, gera geéis tixotropicos
(DANTAS et al., 1984; SILVA; FERREIRA, 2008). Em termos de reacao, as bentonitas
em forma natural, sem tratamento prévio, dispdem carga negativa superficial, descrita
como carga superficial negativa, que é a capacidade de trocar cations relativamente
elevados, tal qual sua area especifica e propriedades de interpolacao/intercalacéo
com outros componentes por meio das camadas e dificuldade na interacdo com
solventes e resisténcia a temperatura (SILVA; FERREIRA, 2008).

Consequentemente, sdo caracteristicas de materiais muito importantes para
reacOes industriais, ja que sdo encontrados em abundancia na natureza, abrangendo,
assim, baixo custo de obtencdo. E, em sua forma estrutural, apresentam
caracteristicas, geralmente, hidrofilicas e eficientes em adsorcdo de compostos
organicos e inorganicos, mediante tratamento prévio do meio reacional. Entao,
quando submetidas a tratamentos quimicos prévios, como 0s sais quaternarios,
passam a apresentar caracteristicas hidrofobicas e organofilicas quando necessario.
E, por causa desse carater organofilico, tais argilas modificadas estdo apresentando
cada vez mais estudos priorizando o0 seu uso na adsorcao e contencao de moléculas
de interesse, como, por exemplo, residuos industriais contaminantes, derivados de
petréleo e até mesmo no revestimento de tanques de gasolina e de 6leo em
tratamentos de larga escala (BERTAGNOLLI et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2014).
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2.10.3 Ativacao acida das bentonitas

As argilas, normalmente, precisam de ativacdo quimica para aumentar as
propriedades de adsorcdo. Nesse contexto, a ativacdo enzimatica se faz necessaria
nos tratamentos e modificacdes desses argilominerais, no intuito de aperfeicoar as
condicBes de reacdo por meio de tratamentos inorganicos conhecidos como ativacao
acida (HUSSIN et al., 2011). Assim, a ativacdo acida altera as estruturas cristalinas da
argila e modificam a composic¢éo quimica e fisica das argilas, tornando-as um insumo
de grande importancia para as indastrias e pesquisas académicas (PEREIRA NETO
etal., 1993; FOLETTO et al., 2003).

O tratamento acido tem como objetivo alterar os cations livres que promovem
atroca de ions H* e Al**, por exemplo, e demais céations que se desprendem dos sitios
tetraédricos e octaédricos, originais das estruturas das bentonitas, deixando grupos
silicatos (SiOa) intactos e propicio para ligagdes mais estaveis. Esses se definem por
sais estaveis suscetiveis a ataques acidos e promovem reducao dos teores de ferro e
aluminio (BHATTACHARYYA; GUPTA, 2008; GOLE; GOGATE, 2014).

Normalmente, esse ataque gera alteracdes das propriedades estruturais das
argilas e provoca o aumento da area especifica que entrard em contato com a enzima,
obtendo-se soélidos com altos niveis de porosidade e de estabilidade térmica, uma vez
que esses ataques eliminam impurezas e residuos de minerais das camadas
externas, tornando o sistema mais propicio a receber o biocatalisador. Essa mudanca
depende da combinacdo do acido a ser utilizado com a composicdo da argila em
questdo, com relacdo aos tipos de céations entre as camadas. Fatores como
temperatura, pressdo e tempo de ataque influenciam na eficacia do método e aumento
do rendimento da reacdo (BHATTACHARYYA; GUPTA, 2008; HUSSIN et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2014).

Dentre os &cidos mais utilizados nesse tratamento, destacam-se o sulfurico,
cloridrico, acético, nitrico, oxalico, latico e citrico. Ressalva-se que os acidos podem
variar para cada aplicacéo a ser testada. Usualmente, trabalhos voltados a aplicacao
do &cido cloridrico ou sulftrico (HCI e H2SO4, respectivamente) destacam-se pela sua
maior aplicabilidade e sdo amplamente utilizados nesses ataques de ativagdo acida,
pois demonstram grande compatibilidade nos parametros dos processos, seguidos de
resultados pertinentes com relacéo a capacidade de adsorcédo (HUSSIN et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2014).
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2.11 ESTUDOS COM IMOBILIZACAO DA ENZIMA LIPOZYME TL 100L E COM O
SUPORTE SPECTROGEL TIPO C

Esses levantamentos foram feitos a partir dos periddicos publicados nos ultimos

tempos e analisando a aplicacdo da enzima Lipozyme TL 100L nas reacles de

catélise. Ademais, notou-se, nesses estudos, conforme Tabela 04, que a enzima é

utilizada na forma livre e imobilizada e os suportes de imobilizagdo séo diversos.

Ressalta-se que a combinagdo da Lipozyme TL 100L com o Spectrogel tipo C é

inovadora e foi testada baseado no potencial individual de cada um em termos de

conversao e efetividade de imobilizacao.

Tabela 4 — Estudos da glicerdlise enzimatica com diversos suportes.

TITULO DO ESTUDO

REACAO AVALIADA

REFERENCIA

Produc@o de mono e diacilgliceréis a
partir da glicerolise enzimatica de 6leo
de oliva.

Glicerolise enzimatica livre com varias
lipases, incluindo a Lipozyme TL 100L
em sistema microemulsionado com o
azeite de oliva como fonte de TAG.

KRUGER
(2010)

Desenvolvimento de técnicas
alternativas de fluidos pressurizados e
ultrassom para producéo de
monoglicerideos e diglicerideos a partir
da reacéo de glicerdlise enzimatica de
Oleo de oliva.

Glicerolise enzimatica livre com varias
lipases em sistema microemulsionado
com o azeite de oliva como fonte de
TAG.

FIAMETTI
(2012)

Glicerdlise enzimética livre com varias
lipases em sistema microemulsionado
com o azeite de oliva como fonte de tag.

Reacéo de esterificacdo para producdo
de biodiesel; Extracdo de lipases
vegetais e imobilizagcdo em diversos
suportes, incluindo argilas para tais
reacoes.

VESCOVI
(2012)

Uso de lipase vegetal a partir de
sementes de mamona para a hidrélise
enzimatica de 6leo de crambe.

Reacdo de hidrélise enzimatica com
lipase vegetal sem imobilizacéo,
extraida a partir do 6leo de mamona e
aplicada em éleo de crambe.

TAVARES
(2018)

Imobiliza¢éo de lipase de burkholderia
cepacia em argila para aplicacdo na
producéo de ésteres etilicos.

Reacdo de esterificagdo; Testes de
imobilizagdo em diversos suportes,
destacando-se excelentes conversdes
com a aplicacdo do Spectrogel tipo C,
tanto por adsor¢cdo quanto ligacdo
covalente.

MOLINARI
(2020)

Estruturando através da

glicerdlise.

lipideos

Reacdo de dlicerdlise enzimatica
imobilizada no polimero Immobead 150,
com lipases de origem vegetal.

NICHOLSON
(2021)

Fonte: O autor.

No estudo de Yucel et al. (2011), a Lipozyme TL 100L imobilizada em uma

matriz polimérica porosa, sintetizada a partir do estireno-divinilbenzeno, por adsorc¢ao

e ligacdo covalente, foi empregada na producgdo de ésteres metilicos a partir do 6leo

de canola e obtiveram, aproximadamente, 92% de eficiéncia de conversao, utilizando
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a adsorcdo e cerca de 85% de conversdao na ligacdo covalente. Os autores
consideraram que os resultados foram satisfatorios. Estudos de Zheng et al. (2018)
analisaram a imobilizacdo da mesma enzima adsorvida livre e por ligagao covalente e
sua aplicacdo em reacdes de esterificacdo metilica do 6leo de soja usando como
suporte a resina comercial NKA CLEA-TLL. Obtiveram elevadas taxas de converséo
de ésteres (98%).

J& Matte et al. (2017) analisaram as propriedades do suporte Immobead 150
(suporte de resina) antes e depois da imobiliza¢éo da Lipozyme TL 100L, imobilizadas
por ligacdo covalente multiponto e adsorcdo. Os autores buscaram caracterizar o
suporte e sua capacidade de interacdo com a enzima, chegando a conclusao de que
0 processo de imobilizacdo n&o afetou a morfologia do suporte e que o mesmo pode
ser reutilizado posteriormente. Neste estudo, observou-se que a interacao do suporte
tanto nos métodos de imobilizacéo fisica (adsorcédo) quanto quimicamente (ligacéo
covalente) ndo alterou significativamente a estrutura do biocatalisador. Obtiveram
métodos eficazes de imobilizacdo e rendimentos de 68% para o0 método de ligacédo
covalente e 70% para 0 método de adsorc¢éao.

Segundo Molinari et al. (2018), as caracteristicas fisicas e morfologicas o
Spectrogel tipo C fazem dele um excelente suporte para adsor¢cdo de enzimas e,
segundo o trabalho, os autores obtiveram rendimento elevados de imobilizacdo em
termos de atividade enzimatica, demonstrando que ndo é necessaria a utilizacao de
uma quantidade elevada de enzima para ter-se um método eficiente por adsor¢éo. Os
autores avaliaram a imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia no suporte
Spectrogel tipo C com foco na producéo de ésteres metilicos, a qual sera a presente
pesquisa, com avaliacdo de uma possivel aplicacdo para biocatalisador.

Lopes (2006) investigou o emprego de diferentes tipos suportes (argila Tonsil
Terrana 580 FF, Spectrogel tipo C e PB e silica amorfa Dioxil-RH) na imobilizacdo de
varios compostos, como corante do repolho roxo e lipases vegetais. O autor analisou
temperatura, tempo, tipo de suporte, rotacdo e massa de polimero e nos traz que
houve uma fixacdo homogénea da argila em sua superficie e a espessura da camada
apos o processo de adsorcao e dessorgdo num regime em batelada, mostrando uma
redugcéo em torno de 50%. A adsorgao, na qual se observa o quao “presa” a enzima
fica ao suporte, tanto o Spectrogel PB quando tipo C sédo otimas alternativas para
reacdes que envolvem enzimas, pois sua fixagdo é extremamente elevada, tornando-

se, assim, suportes com excelente potencial para imobilizacdo de lipases.
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2.12 GLICEROLISE ENZIMATICA DE OLEOS VEGETAIS

A reacdo de glicerdlise é utilizada para produzir MAG e DAG a partir da
esterificacdo de glicerol com os TAG. Combina-se com o glicerol para a aplicacao dos
trés acidos graxos pelas trés hidroxilas presentes na estrutura do mesmo (JUNIOR,
2013). As provaveis reacoes entre TAG, DAG, MAG, AGL e glicerol que envolve a
acao de glicerdlise enzimatica séo reacdes de | até VI.

TAG + Glicerol & MAG + DAG (N
DAG + Glicerol < 2MAG (In
TAG + MAG < 2 DAG (1)

TAG + H20 < DAG + AGL (av)
TAG + H20 < MAG + AGL )
MAG + H20 < Glicerol + AGL wn

As reacodes (I até VI) apresentadas anteriormente indicam que um mol de TAG
reage com um mol de glicerol, formando, assim, um mol de MAG mais um mol de DAG
(1); na reacdo (2), mostra a reacdo de um mol de DAG com glicerol que convertem a
dois mols de DAG. Sendo DAG o produto de interesse e fazendo com que um mol de
TAG reaja com um mol de MAG, forma-se, assim, dois mols de DAG (3). As reacdes
seguintes nos mostram que existe a possibilidade de uso de excesso de alguns dos
reagentes para favorecer a reacao de interesse (KRISTENSEN et al., 2005).

A nao utilizacdo de catalisadores para a glicélise de TAG faz com que o
rendimento seja baixo, sendo possivel obter cerca de 30% a 50% de converséo de
DAG e MAG com tempo de reacéo de, em média, uma semana, com iSSo ndo se torna
compensatoéria para as industrias. Como nem todas as reacfes diretas sdo téo
favoraveis, isto €, apresentam baixos valores da constante de equilibrio, assim as
reacoes inversas acabam prevalecendo (formacao de reagentes). Uma maneira de se
evitar este inconveniente € o uso de estratégias que deslocam tal equilibrio para o
lado oposto da reacdo, como o uso de emulsificantes para produzir micelas reversas
(KAZLAUKAS; BORNSCHEUER, 1998).

Boas, Teixeira e Castro (2014), em seu trabalho, verificaram a razao molar de
um TAG para controlar a produgdo de MAG em um sistema continuo com um reator

de leito fixo por um tempo de 10 dias, empacotado com lipase de Burkholderia cepacia
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imobilizada em silica-PVA, a 50°C, usando cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massas (CGMS) para analisar a concentracao de produto na saida
do reator. Os autores usaram sistemas com razdo molar de 1:3, 1:6, 1:9 e 1:12 e
obtiveram a maior conversao de MAG: 33% de rendimento na raz&o molar 1:9. Deve-
se ressaltar que esse rendimento ainda pode ser considerado baixo quando
comparado aos resultados obtidos na producao de DAG, na faixa de 23,1%, utilizando
biocatalisadores.

Muitos estudos séo reportados na literatura e evidenciam a eficiéncia dos
métodos que utilizam a reacdo de glicerdlise de gorduras e 6leos catalisada por
lipases, podendo, assim, ser uma alternativa comercial e industrial na producédo de
MAG e DAG. A principal vantagem dessa rota de producéo é a reducdo da energia e
residuos indesejados (HU et al., 2013; BLANCO, 2015; LAN et al., 2015; NITBANI et
al., 2020).

Na reacdo de glicerolise, inicialmente, a molécula de glicerol se liga as enzimas
formando um complexo, o que dificulta a interacdo entre o éleo e a enzima. Com isso,
a reacao tem certa diminuicdo em sua eficiéncia, visto que o glicerol faz com que
ocorra a inibicdo da enzima, agindo no mesmo sitio ativo. Sendo assim, ao se impedir
a interacao, é necessario adicionar o glicerol no meio em quantidade menor, restringir
a sua massa ou fazer a utilizacdo de um solvente, fazendo com que o glicerol
provoque homogeneizacdo do meio (YANG et al., 2005; CHEW et al., 2008).

Para que ocorra a glicerdlise enzimatica, ha duas condi¢des. A primeira € de
gue tenha a interagéo Oleo/glicerol e, em segundo, deve ocorrer a adsor¢cdo da enzima
no sistema do biorreator. Logo, a interface sendo maior a quantidade de enzimas
absorvidas sera superior, com isso a energia de ativacao sera inferior e a velocidade
da reacéo elevada (BALCAO; MALCATA, 1998). Para isso, utilizam-se micelas para
aumentar a area de contato entre as enzimas e o substrato. Em solventes apolares,
as micelas promovem maior miscibilidade do glicerol, isso ocorre devido as
caracteristicas fisico-quimicas do complexo micelar e da interagdo com a area
superficial onde acontece a quebra dos TAG e a formacdo dos DAG e MAG
(MARTINEZ et al., 2018).

Esse processo enzimatico € limpo e seguro, pois séo utilizados biocatalisadores
como reagentes do processo. A utilizacdo dessa técnica apresenta baixos niveis de
toxicidade e os residuos podem ser descartados sem tratamento prévio. Desse modo,

0s produtos obtidos das reacgbes de glicerdlise enzimética, geram impurezas de
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descarte facil. Os solventes empregados na reacéo e o0s biocatalisadores removidos
do processo, também possuem baixo impacto ambiental (PERKINS et al., 2016;
CORTEZ et al., 2017).

Apesar disso, para a producdo de MAG e DAG em via enzimatica, buscam-se
alternativas diferentes, como também técnicas que aperfeicoem o processo todo,
desde desenvolvimento de imobilizar a enzima no sistema micelar, fontes novas de
enzimas, condicdes ideais de temperatura dos reagentes, aplicacdo de co-
surfactantes e surfactantes que ampliem a miscibilidade dos reagentes, para
aumentar o rendimento da reacdo (SANTOS, 2011; TITUS et al., 2015).

Na literatura, ha diversos trabalhos que diversificam as condicfes enzimaticas
de processo com a presenga, ou nao, dos solventes orgéanicos para a producao de
MAG em substratos diversos. Podemos citar, como exemplo, o trabalho de Tu et al.
(2017), que avaliaram a glicerélise enzimatica, como solvente o acido sulfurico e
acidos graxos como residuo de qualidade baixa. A producdo de MAG e DAG obtida
foi de 30 a 60% de eficiéncia, respectivamente. Porém, ocorreu a diminuicdo de
residuos toxicos (produtos quimicos perigosos, como H2SO4 e metanol) durante o
processo de glicerdlise, o que se deve ao aumento da area interfacial de contato entre
substrato e enzima e pode-se notar um declinio drastico em relacdo aos volumes de
metanol e 4cido sulfarico que foram utilizados na reacédo convencional.

Varios estudos tém avaliado diferentes fontes para alterar estruturas de
gorduras e 6leos, com o propdsito de obter compostos mais simples, com menor grau
de toxidade e com maior valor agregado, podendo, assim, ser aplicado em outros
setores. Nesse caminho, associam-se estudos com enzimas dispersas em reacao e
estatica em diversos suportes, dentre eles, encapsulamento e microencapsulamento
em superficies sélidas por adsorc¢éo fisica, covalente ou iénica e por ligacéo cruzada.
O que importa € que esse suporte seja imovel, estavel fisicamente e que tenha

superficie disponivel para a enzima e tenha baixo custo (TACIN et al., 2014).

2.13 DETERMINACAO DA ORDEM DE REACAO

A cinética de qualquer reacdo pode ser alterada de acordo com a estabilidade
do meio e, portanto, alteracdes no processo alteram a velocidade da reacdo. Os
métodos que podem ser aplicados para determinar a ordem de reacdo sao:

determinacdo das velocidades iniciais, Burk-Plot, analise de Michaelis — Menten,
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Haldane — Briggs e Ping-Pong Bi-Bi (PUNEKAR, 2018; PALFEY; SWITZER, 2022). A
determinacao das velocidades iniciais € o0 método mais utilizado e € muito confiavel
para estabelecer a ordem de reacdo do processo. Em diferentes quantidades de
substratos e enzimas, € realizada a glicerdlise enzimatica, podendo, assim, determinar
a velocidade da reacdo (vo) para cada ensaio, por meio da diferenca numérica da
curva de decaimento representada em um grafico de concentracdo do substrato em
funcdo do tempo (CABRAL, 2014).

Para a eficiéncia do método, todas as varidveis tém que ser constantes e
mantidas no processo, a partir do momento em que a catalise se iniciou, hdo podera
ser alterada a quantidade de reagente utilizado. Essa técnica tem por objetivo nédo
deixar que ocorra interferéncias de reacdes paralelas e, com isso, pode-se determinar
a ordem da reacdo (zero, primeira ou segunda), focando em uma Unica variavel
(LEVENSPIEL, 2000).

Nesse caso, se a concentracao (C) for maior do que o valor unitario, a reacao
tende a ser de ordem zero. Em contrapartida, se a reagao for menor que um, verificam-
se caracteristicas de cinética de primeira ordem (SOUZA; FARIAS, 2008; SCHMAL,
2010). Contudo, existem as reacdes de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem,
gue sdao relacbes entre as reacfes de primeira ordem e de segunda ordens. Essas

podem ser encontradas pelos seus coeficientes de determinacédo (SAUER, 2002).

2.14 CONSIDERACOES FINAIS DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como fundamentado até o momento, a producdo de MAG e DAG em rotas
comerciais sdo de grande importancia pela aplicabilidade nas industrias quimicas,
farmacéuticas, automobilisticas e alimenticia. Nesse sentido, tracar uma rota
alternativa para a producdo desses compostos é fundamental, sempre se baseando
no fator de conversdo de TAG e custos envolvidos no processo. Normalmente,
emprega-se uma rota enzimatica que eleva as taxas de conversao em temperaturas
baixas e pressdo ambiente, além de empregar um biocatalisador. Para tal, a escolha
da enzima € de extrema importancia, além de otimizar as condi¢des de reacdo para
obter os maiores resultados possiveis.

Varios estudos com a Lipozyme TL 100L utilizando 6leos e gorduras como
fonte de TAG nas reacOes de esterificacdo se mostraram com grande atividade

catalitica. O uso de surfactantes e co-surfactantes € essencial para acelerar a reacéo
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e aumentar a area superficial de contato entre a enzima e o0s substratos da reacao. A
aplicacdo do meétodo em escala industrial requer avaliacdo da possiblidade de
reutilizacao do biocatalisador e separacdo do meio reacional apds a reacao requerem
estudos de imobilizag&o da enzima.

Nota-se que, analisando a Web of Science e a plataforma Scopus, néo se
encontrou nenhum estudo voltado a reacao de glicerdlise enzimatica que combine a
aplicagcdo da enzima Lipozyme TL 100L, como biocatalisador, adsorvida do suporte
de argila Spectrogel tipo C, ou seja, refere-se a uma pesquisa inovadora e que se
pode trazer descobertas interessantes na combinacdo e aplicacdo de ambos os
compostos para a conversdao de TAG em MAG e DAG por meio da glicerdlise

enzimaética.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os topicos apresentados nesta secdo descrevem as atividades e
procedimentos experimentais realizados no decorrer desta pesquisa, com vistas a
alcancar os objetivos especificos definidos na tese de doutorado. Sdo apresentadas
as técnicas adotadas para imobilizacdo da enzima, sintese de MAG e DAG por
glicerdlise enzimética imobilizada, assim como os materiais, equipamentos, reagentes
e demais aparatos utilizados para a realizacdo desta pesquisa, sendo, também,
apresentada a metodologia para sintese e avaliacdo quantitativa e qualitativa dos
produtos da glicerélise enzimatica.

As amostras e reacdes foram preparadas e realizadas em conjunto na Unioeste
Campus Cascavel e UTFPR Campus Medianeira e a quantificagdo via leitura em
CLAE na UTFPR Campus Medianeira. Nas Figuras 09 e 10, sdo apresentados dois
fluxogramas das principais analises e ensaios realizados no desenvolvimento deste

trabalho.

Figura 09 — Fluxograma de processo de glicerélise enzimatica imobilizada.
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Fonte: O autor.
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Fonte: O autor.

3.1 DESCRICAO DOS MATERIAIS UTILIZADOS

A base da catélise desta pesquisa foi 0 substrato azeite de oliva extra virgem
comercial marca Oliva de Los Andes Premium® — o qual apresenta 0,2 % de acidez,
glicerol Alphatec grau P.A. 99,5% e, como surfactantes compostos da familia dos
polisorbatos, o Tween 80 P.S da Dinamica.

Empregou-se a lipase comercial Lipozyme TL 100L da Novozymes, com o
objetivo de agir sobre o sistema micelar, esta lipase tem formulacéo liquida, sendo
produzida a partir do fungo Thermomyces lanuginosus e tem como ponto 6timo de
reacao a temperatura de 20°C a 50°C, pH de 7 a 10 e sua atividade inicial de 100
KLUg™, conforme o fabricante. Adicionou-se a enzima ao meio reacional durante 2
horas. Retirou-se os produtos e utilizou-se um filtro de seringa ap6s o tempo pré-
estabelecido na metodologia para remoc¢éo de impurezas (Item 3.7.1).

Como suporte da lipase do meio reacional, utilizou-se uma argila comercial do
grupo das bentonitas, a Spectrogel tipo C da Spectrochem (granulometria de
0,655mm), pré-tratada com sal quaternério, o que a caracteriza como uma argila
organofilica propicia para imobilizagéo por adsorgcéo. As analises cromatograficas das

amostras foram com padrdes de MAG, DAG e TAG, sendo eles: Acido linoleico com
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pureza de 97%; glicerol trilinoleico 98%; acido oleico >99%; monopalmitico >99%;
glicerol trioleico >99%; acido dilinoleico 98%, todos da marca Sigma-Aldrich. A escolha
destes padrdes se deu por serem compostos comumente encontrados em maiores
quantidades nos azeites de oliva disponiveis no mercado consumidor (STREAM,
2017).

3.2 CARACTERIZACAO DO AZEITE DE OLIVA

O azeite de oliva foi caracterizado pela determinacdo da umidade, indice de

acidez, perfis dos acidos graxos, concentracédo de TAG, MAG e DAG.

3.2.1 Determinacdo da umidade e do indice de acidez do azeite de oliva

A analise da umidade do azeite de oliva foi feita por um titulador colorimétrico
Karl Fischer, marca Methrom, modelo 899 Coulometer, por meio da simples titulagéo
no equipamento supracitado (MOLINARI, 2018). Determinou-se o indice de acidez por
um meétodo descrito segundo Lutz (2008), pesou-se 2g da amostra de azeite de oliva
em um Erlenmeyer de 125mL e adicionou-se 25mL de uma solucéo éter:etanol (2:1
m/m) e duas gotas do indicador fenolftaleina. Apos isso, homogeneizou-se a amostra
e titulou-se com solucéo padronizada de hidréxido de sédio 0,1mol L até a alteracéo
colorimétrica para résea. Entdo, calculou-se o indice de acidez pela Equacao 01.

561 fv

indice de Acidez = (1)

Em que: v representa o volume (mL) de hidroxido de sédio gasto na titulacédo, f
€ seria o fator de correcédo da solugcdo padronizada de hidroxido de s6dio e m € a
massa de azeite de oliva (g). Realizou-se a analise em triplicata. Para a determinacao
de acidos graxos livres presente no azeite de oliva, utilizou-se uma triplicada de
titulacdo com solucdo, também de hidréxido de sodio. Pesou-se 1g de azeite com
duas solugdes de fenolftaleina, diluiu-se em 15mL de uma solucéo de 1:1 etanol/éter.
Titulou-se a solugdo com hidréxido de sédio 0,05mol L, mediante agitagéo, até
alteracdo da cor para rosa, e calculou-se a acidez do 6leo segundo a Equacéo 02
(AWADALLAK et al., 2013).
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Vol.Myaon-PMagL
ma

Acidez (m%) = 100. (2
Na equacdo acima, Vol é definido pelo volume (L) utilizado da solucdo de
hidréxido de sodio na titulagdo; MNaOH é a molaridade da solucédo do titulante (mol L
1); PMAGL traz a massa molar média (g molt) dos &cidos graxos presentes no azeite;
por fim, ma € a massa da amostra de azeite de oliva (g). Essa massa molar média foi
calculada a partir da caracterizacdo dos perfis nos principais triacilglicerois presentes
no azeite de oliva, pela caracterizacdo por CLAE (FIAMETTI, 2010; FINCO, 2018).

3.2.2 Perfis de acidos graxos no azeite de oliva

Para a determinacdo da composi¢cado dos acidos graxos presentes no azeite de
oliva, adaptou-se o método de derivatizacdo de Hartman e Lago (1973). Pesou-se, em
triplicata, 100 mg do azeite de oliva em tubo de ensaio, adicionou-se 4mL de solucéo
de hidréxido de sédio em metanol 0,5 mol L. Colocou-se os tubos em banho
termostatico com temperatura de 80 °C, onde permaneceu até a dissolucdo dos
glébulos de 6leo. Apods isso, resfriou-os em agua corrente e acrescentou-se 5mL de
reagente esterificante (dissolucédo de 2 g de cloreto de ambnio em 60mL de metanol
e 3mL de acido sulfarico).

Na sequéncia, o tubo foi resfriado novamente em agua corrente, até chegar a
temperatura ambiente e 5mL de metanol foram adicionados. Aqueceu-se o tubo
novamente por 2 minutos, seguido de resfriamento em agua corrente. Por fim, 5mL
de solucao saturada de cloreto de sédio foi adicionada e seguiu-se de agitacdo manual
por 60 segundos. Adicionou-se 5mL de acetona:acetonitrila (1:1) aos tubos e
manteve-se em repouso num refrigerador por duas horas. Transcorrido esse periodo,
foram preparadas amostras diluindo-se, aproximadamente, 1 mg do sobrenadante em
0,8mL de acetona:acetonitrila (1:1).

Essas amostras foram utilizadas para determinagéo da composicdo do azeite
de oliva em cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE, Thermo Scientific Ultimate
3000, sob temperatura do forno da coluna de 35°C e temperatura do detector de 40°C,
este com coluna C18 de 5um e 100 A da Phenomenex modelo 00G-4252-E0 de 250
x 4,6mm (Figura 13), o volume da injecao e 20uL, detector RI, fluxo de 1mL.min-1 com

fase mével de acetonitrila:acetona (1:1 m/m), grau CLAE da marca Dinamica, de forma
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isocratica. Tal regulagem de equipamento foi a mesma da curva de calibracdo
abordada em 3.10. Determinou-se a composicdo dos acidos graxos de forma
individual por meio da Equacéo 03, de acordo com os tempos de retengcao obtidos
pela de calibragéo.

. Ax
Acido graxo X (%) = a1 (3)

Em que: Ax é a area do pico que representa o acido graxo x e At € a soma de

todas as areas obtidas no cromatograma.
3.2.3 Perfis de acidos graxos na curva de calibracao

Com o objetivo de caracterizar os triacilglicer6is das amostras de azeite de
oliva, determinou-se os padrdes de &cido linoleico 97%; glicerol trilinoleico 98%; &cido
oleico >99%; monopalmitico >99%; glicerol trioleico >99%; e &cido dilinoleico 98%,
todos da marca Sigma-Aldrich. Prepararam-se as amostras de, aproximadamente, 1
g azeite de oliva por meio de diluicdo de 1:10 em solucdo acetona:acetonitrila (1:1).
Apdés homogeneizacdo da amostra, repousou-se por 24 horas e seguiu-se para
quantificacdo em CLAE, mediante curva de calibracdo a ser abordada no 3.9. Os
testes foram feitos em triplicata (KRUGER et al., 2011; FIAMETTI, 2012).

3.3 TRATAMENTO DAS MICROEMULSOES

Para realizar a determinacdo das proporcbes de azeite de oliva, agua,
surfactante (Tween 80) e co-surfactante (glicerina e butanol) adequada para promover
as microemulsdes, realizou-se um conjunto de ensaios conforme ilustrado na Tabela
05. Com o intuito de identificar a condicdo que garanta a formacéo das microemulsdes
gue possam ser utilizadas nos ensaios reacionais. Apos realizar os testes com as
diferentes razdes massicas: agua, 6leo, surfactante e co-surfactante, foi realizada a
homogeneizagao destas amostras com o uso de um Vortex (Phoenix Luferco AP59),
com a agitacdo constante por 90 segundos. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas em temperatura ambiente por 48 horas (PESCARA, 2016).

A utilizagdo do Tween 80 como surfactante e da glicerina como co-surfactante

sao dadas pela alta capacidade de estabilizagdo com uma fonte de gordura, no caso
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o triacilglicerol do azeite de oliva. Dadas as propor¢des dos reagentes, a estabilizacao
€ alta, ndo perdendo suas caracteristicas fisicas e estruturais em funcdo da
temperatura, além de promoverem a reacdo de glicerdlise de forma efetiva e
apresentarem uma ampliacdo consideravel da area superficial para que haja uma
reacao enzimatica na sequéncia (FIAMETTI, 2009; WANG et al., 2016). Portanto, é
relevante para a pesquisa a obtencéo de diferentes pontos estabilizados, buscando
sempre a conversdo maxima de TAG em MAG e DAG.

A avaliagdo das microemulsdes foi de forma visual e selecionaram-se as
amostras que apresentaram a formacédo de uma fase homogénea, translicida e que
se manteve estavel apds o periodo de 48 horas de descanso. Portanto, percebe-se
um meio estabilizado e preparado para que aconteca a reacdo de glicerdlise
enzimatica. Essas condicBes podem ser observadas em pesquisas que também
fazem o uso de microemulsdes para posteriores reacdes em biocatalisadores ou néo
(VALERIO, 2009; FIAMETTI, 2012; PESCARA, 2016).

3.4 TRATAMENTO DA ARGILA

Para a utilizacdo da argila como suporte, foi feito um pré-tratamento acido com
a finalidade de retirar a matéria organica. Para esta finalidade, pesou-se 50 g de argila
que foram imersas em, aproximadamente, 300mL de perdxido de hidrogénio (H202) a
10%. Tal abordagem fez-se necessaria para eventual desobstrucdo dos canais
estruturais da argila Spectrogel tipo C, que, normalmente, estdo preenchidos por
impurezas agregadas (carbonatos), conforme metodologia descrita por Molinari
(2020). Em seguida, adicionou-se uma solucdo &cida (aproximadamente 300mL de
acido cloridrico a 2mol L) por um periodo de 6 horas, e neutralizou-se o pH do meio
(MOLINARI, 2020).

3.5 CARACTERIZACAO DO SUPORTE PRE E POS IMOBILIZAGAO

A caracterizacao estrutural do suporte de argila Spectrogel tipo C antes e
depois da imobilizacdo empregou as técnicas de Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (MET), Varredura (MEV) e Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) (MOLINARI, 2018). As amostras analisadas

correspondem ao ponto central do planejamento, descrito no topico 3.6.
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3.5.1 Anélises de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As amostras foram analisadas com um Microscopio Eletrénico de Transmissao,
modelo JEM-1400. Os preparos das amostras de suporte constituiram na disperséo
em alcool isopropilico. Apds essa dispersédo, seguiu-se para um banho de ultrassom
por um periodo de uma hora, para que houvesse a maxima dispersdo das particulas
no meio. Depois, adicionou-se uma gota da solucdo a ser adsorvida, englobando as
microemulsdes dos principais pontos do planejamento fatorial, sobre uma grade de
cobre (0,3 cm de didametro com 200 mesh). Tal grade foi coberta com um filme carbono
acima de uma placa de Petri. Secaram-se as amostras em estufa por 30 minutos e
inseriu-se no microscopio para avaliagdo da estrutura (MOLINARI, 2018; CARVALHO
et al., 2018).

3.5.2 Andlises de Microscopia de Varredura (MEV)

No intuito de determinar a estrutura da morfologia dos suportes, utilizou-se um
microscopio Shimadzu SperScan SS-550. Tratou-se as amostras antes da obtencéo
das imagens e conduziu-se uma deposicdo de filme de ouro para avaliar a

condutividade elétrica ao material.

3.5.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para proporcionar as informac¢des condizentes as interacées entre amostra e
suporte, realizou-se a leitura espectroscépica em um espectrofotdmetro Bruker —
Vertex 70 na faixa de comprimento de onda 3000 a 300 cm™. Como referéncia,
utilizou-se o brometo de potassio, com 100% de transmitancia. Analisou-se 0,004g
das amostras pesadas e misturadas a 0,198g de KBr (FLEXOR et al., 2018).

3.6 IMOBILIZACAO DA LIPOZYME TL 100L POR ADSORCAO
A imobilizacao da enzima foi realizada empregando-se o processo de adsorgéo,

ou seja, nesta reacdo a enzima liquida foi colocada em contato com a argila que, se

ligando, fixa aos sitios ativos do suporte.
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3.6.1 Otimizacéao do processo de adsorcao

Realizaram-se os procedimentos de imobilizagc&o da lipase Lipozyme TL 100L
em suporte de argila comercial Spectrogel tipo C, que é uma bentonita, pelo método
de adsorcéo e com a aplicacao de um planejamento fatorial 23, com triplicata no ponto

central.

3.6.2 Planejamento experimental para o processo de adsorgéao

As variaveis avaliadas no planejamento foram: pH e a atividade oferecida ao
suporte da enzima e como variavel resposta a atividade obtida apds a imobilizacdo
como variavel resposta, conforme ilustrado na Tabela 5. Essas variaveis foram
definidas considerando a importancia no processo com bases em alguns relatos da
literatura (DIZGE et al., 2009; MENDES et al., 2011; YUCEL, 2012; MOLINARI et al.,
2018).

Baseado em estudos e segundo Tran et al. (2012), Araki et al. (2018) adotaram
o tempo de imobilizacdo em 24 horas, bem como a temperatura de imobilizacdo em
35°C, que foi a condi¢do 6tima de imobilizagdo da Lipozyme TL 100L no trabalho de
Aybastier e Demir (2010). Nessa condicdo, foram obtidos resultados de atividades
superiores a 80% de eficiéncia em termos de atividade enzimatica ofertada. Apés o
processo, realizou-se a lavagem do suporte com agua destilada para a remocao da
enzima e filtragem do produto por filtro de seringa. Posteriormente, determinou-se a

atividade catalitica das enzimas imobilizadas, conforme descrito na sessao 3.8.

Tabela 5 — Varidveis utilizadas no planejamento experimental 22.
Variaveis independentes Variavel dependente

Atividade Oferecida (QENZ gSUP-1)
pH

Atividade Obtida (JENZ gSUP1)

Fonte: O autor.

Assim, serdo realizados um total de onze ensaios, com 8 fatoriais e 3 pontos
centrais (essas variaveis codificadas vao dos niveis +1 para os pontos de méaximo, -1
para os pontos de minimos e 0 para 0s pontos centrais), conforme mostrado na Tabela

07. O calculo dessa codificagéao é obtido pela Equagéo 04.
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i—Z
X = xAXi (4)

Na equacdo acima, Xi € o valor codificado da variavel i, xi € o valor real da
variavel, AXi refere-se ao intervalo da variacdo da variavel i e Z é o valor real da
variavel i no ponto central. Na Tabela 06, sdo apresentados o0s niveis das variaveis

independentes e, na Tabela 07, os tratamentos realizados no processo.

Tabela 6 — Decodificacdo das variaveis do planejamento 22

Variaveis codificadas -1,41 -1 0 +1 +1,41
Atividade enzimatica oferecida
(GENZ gSUPY) 0,0249 0,0249 0,0404 0,0498 0,0498
pH 3,3 5,0 9,0 7,0 10,7

Fonte: O autor.

Tabela 7 — Planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central

Ensaio X1 X2 pH Atividade Oferecida (JENZ gSUP™)
1 -1 -1 5,0 0,0249
2 1 -1 9,0 0,0249
3 -1 1 5,0 0,0498
4 1 1 9,0 0,0498
5 -1,41 0 3,3 0,0404
6 1,41 0 10,7 0,0404
7 0 -1,41 7,0 0,0199
8 0 1,41 7,0 0,0607
9 (pc) 0 0 7,0 0,0404
10 (pc) 0 0 7,0 0,0404
11 (pc) 0 0 7,0 0,0404

pc — ponto central
Fonte: O autor.

Utilizou-se, como tampdes, o fosfato citrato em pH 5,0; fosfato de sddio para
pH 7,0 e fosfato de sodio (ajustado com hidréxido de sédio) para o pH 9,0.
Prepararam-se essas soluc¢des de acordo com o planejamento experimental em (0,05,
0,10 e 0,15 mol L%, respectivamente) (MOLINARI, 2018). As imobilizacdes da
adsorcao seguiram o planejamento experimental supracitado para obtencdo dos
resultados, com o auxilio do software Statistica e avaliados segundo o diagrama de
Pareto, ANOVA, superficie resposta e demais analises estatisticas condizentes as

analises.
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3.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DE HIDROLISE

A avaliacdo da atividade enzimatica empregou a metodologia de dosagem de
atividade lipolitica de hidrdlise. Inicialmente, foi preparada uma emulsdo, composta
por uma solucéo de tampéo fosfato 50 mM pH 7,0 sua composicao foi a goma arabica
10% e o substrato 6leo de oliva (7,15% m/v). ApOs seu preparo, monitorou-se o pH e
fez-se sua correcao para 7,0, quando necessério, por meio da adi¢cdo de uma solugéo
de NaOH 0,05 M ou 50 mM (FERNANDES et al., 2007; RODRIGUES et al., 2015).

Foram adicionados em erlenmeyers, 20 mL da emulséo juntamente a 0,5mL da
amostra da solucdo enzimatica e, posteriormente, foram levadas ao shaker por 20
minutos e 35°C. Apds o tempo pré-estabelecido, adicionou-se 20 mL de uma solucéo
de acetona: etanol 1:1 para que a reacao cessasse. Para a titulacdo, adicionou-se 5
gotas de fenolftaleina e anotou-se o volume gasto da solucdo de NaOH 50 mM
(KOBLITZ, 2003; FERRETI et al., 2017). O calculo da atividade enzimatica foi
realizado a partir da Equacao 05.

A= [(%)]*[NaOH]*Fc%O(seg)
1000mL*1min

%1000 (5)

Em que: AV = Variacéo de volume; At = Variacdo de tempo; [NaOH]; Concentracao

de NaOH; Fc = Fator de correcao do NaOH.

Ferreira et al. (2013) enfatizam que a atividade é dada em (U) e refere-se a
guantidade de enzima que tem capacidade de catalisar uma reacdo com determinada
velocidade de formacédo de produto por minuto, considerando toda a quantidade de
NaOH consumido na titulagdo em fungéao do tempo.

3.7.1 Glicerdlise enziméatica com a enzima livre e imobilizada

Foram realizados testes reacionais para a producdao de MAG e TAG com a
enzima livre e imobilizada, somente nas condi¢cdes experimentais nas quais as
microemulsées permaneceram estaveis. Os ensaios foram realizados em um reator
de vidro encamisado sob temperatura controlada por um banho termostatico (Tecnal

TE 2005). Inicialmente, prepararam-se as microemulsdes, aguardou-se um periodo
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de 48 horas e, entdo, apos essa estabilizacdo, adicionou-se a enzima comercial e o
glicerol no reator encamisado em conjunto com a MO anteriormente formada. O tempo
reacional foi de 2 horas, temperatura de 45°C, razdo molar glicerol:6leo 2:1, 35°C. Nos
experimentos com enzima livre, utilizou-se uma razdo massa de enzima por massa
de reagentes de 7,5% (m/m). Nos experimentos que empregaram enzima imobilizada,
utilizou-se as condicdes de pH 7, atividade oferecida de 0,0404 gENZ gSUP-! e como
variavel resposta a atividade obtida (QENZ gSUP') por adsorcédo. O esquema do
aparato experimental é apresentado na Figura 11.

Durante a reacao, procedeu-se o acompanhamento e monitoramento do pH,
gue ocorreu por meio do uso de um pHmetro (Lucaderma Luca 210). O monitoramento
dessa variavel foi realizado nos tempos: 0, 30, 60, 90 e 120 minutos de cada reacdao,
tanto da enzima livre quanto da enzima imobilizada. E importante salientar a
importancia deste monitoramento, pois, por meio dele, é possivel observar a variacao
do pH, que pode afetar a atividade da lipase e, consequentemente, havera uma

diminuicdo do rendimento da catalise.

Figura 11 — Reator encamisado acoplado & banho termostatico.
0 & banno tern

Fonte: O auor.

Apbs o decorrer do tempo reacional pré-estabelecido, foi realizada a remocao

da enzima das amostras, utilizando-se de um sistema de filtragem com um filtro de
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seringa, sendo, entdo, o filtrado transferido para frascos de coloracdo ambar (Figura
12), assim, dispostos em recipiente de isopor e, por fim, encaminhados ao
refrigerador, para entdo realizar posterior quantificagdo por CLAE Thermo Scientific
Ultimate 3000 com injetor automatico, realizados na UTFPR Campus Medianeira.
Ressalta-se que os testes de determinacéo da atividade enziméatica foram feitos para
as enzimas livres e imobilizadas.

Figura 12 — Amostras acondicionadas para posterior leitura.
YN, . n S A e | -

Faﬁt‘e: auo.
3.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL GLICEROLISE ENZIMATICA COM A
ENZIMA IMOBILIZADA

A partir do resultado do planejamento experimental de analise do processo de
imobilizacdo, descrita na sessdo 3.7, foi definida a condicdo de imobilizacdo da
enzima que foi utilizada na producdo de MAG e DAG. Um delineamento composto
central rotacional (DCCR) 22 foi utilizado com a finalidade de determinagdo das
condi¢des 6timas de sintese de MAG e DAG. As variaveis analisadas no planejamento
foram: temperatura e porcentagem volumétrica de enzima, cujos niveis s&o
apresentados na Tabela 08, tendo como variavel resposta a conversao calculada pela
Equacéo 03.

As emulsbes foram preparadas em termos de m/m com 1,2mL de glicerol,
0,6mL de azeite de oliva, 0,9mL de agua, 4,5mL de Tween 80 e 9mL de butanol, pois
foi a condi¢do que apresentou a melhor conversao de TAG em MAG e DAG de acordo
com os testes iniciais de glicerélise enzimatica (Finco, 2018). Os experimentos foram

conduzidos por 2 horas. Ao final, foi feita a separacdo da enzima e realizada uma
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filtracdo por filtro de seringa. As amostras foram coletadas e, entdo, determinada a
concentracdo de TAG, DAG e MAG por CLAE.

Tabela 8 — DCCR 22 do melhor ponto do planejamento 23.

Teste Temperatura (°C) Enzima (%)
1 -1,00/ 30 -1,00/5
2 1,00/40 -1,00/5
3 -1,00/ 30 1,00/10
4 1,00/40 1,00/10
5 -1,41/28 0,00/7,5
6 1,411/42 0,00/7,5
7 0,00/35 -1,41 /3,97
8 0,00/ 35 1,41/11,03
9 0,00/35 0,00/7,5
10 0,00/ 35 0,00/7,5
11 0,00/35 0,00/7,5

Fonte: O autor.

3.8.1 Anélise de Variancia

A partir das quantidades de MAG e DAG determinadas pela area do
cromatograma, foi feito o calculo da porcentagem de conversao de TAG pela Equacéo
06 e, em seguida, a posterior analise de variancia nas condi¢cfes 3/1/8 anteriormente
descritas.

[MAG finall+[DAG final]
[TAG inicial]

% conversio =

%100 (6)

Através do software Statistica versdo 11.0 submeteu-se as médias dos
resultados a analise de varidncia com 95 % de significAncia e realizou-se a
determinacao de quais variaveis séo significativas e se houve interacdo significativa
entre ela, sendo possivel, assim, fazer a definicdo de quais foram as variaveis
realmente importantes na formacéao de MAG e DAG. Alem disso, estabeleceu-se como
pontos maximos de 40°C e 10% de enzima, bem como os pontos de minimos de 30°C
e 5% de enzima, os centrais de 35°C e 7,5% de enzima, os valores extrapolados
méaximos de 42°C e 11,03% de enzima e os minimos de 28°C e 3,97% de enzima. A
aplicacao de tal teste teve como finalidade permitir uma posterior analise de superficie
de resposta e fundamentar os demais testes estatisticos necessarios a fim de

encontrar as condigdes 6timas.
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3.9 REUTILIZACAO DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

No intuito de avaliar a atividade enzimatica da enzima em um teste de reuso
(reciclo), utilizou-se o ponto 6timo em triplicata, obtido por meio do software Maple®,
versdo 13 (Waterloo Maple Inc., Canada), combinado a modelagem Box-Behnken.
Analisaram-se os fatores de conversao obtidos e comparou-se com os resultados do
primeiro ciclo. A condicdo reacional para a triplicata foi temperatura de reacdo em
35,96°C e o volume de enzima em 7,95%.

3.10 CINETICA DA REACAO DE GLICEROLISE ENZIMATICA

Buscando fazer o acompanhamento da decomposi¢cédo de TAG e formacao de
MAG e DAG, procedeu-se o0 monitoramento da reagcdo que apresentou maior
eficiéncia de conversdo em produtos, procedimento realizado a cada trinta minutos
por um periodo de 9 horas, sendo feita a retirada de aliquotas de 200 pL no tempo 0
minutos até o tempo 540 minutos. Posteriormente, foi determinada a concentracdo
TAG, DAG e MAG por CLAE.

3.10.1 Determinacao da cinética de reacao

Na condicdo de maior conversdao de TAG (ponto 6timo) foram realizados
experimentos empregando diferentes tempos reacionais: 0, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 e
180 minutos para a determinacdo da concentracdo de TAG, DAG e MAG. Neste
trabalho, foi empregado o modelo matematico ping-pong bi-bi descrito pelo conjunto
da Equacgédo 7 a Equacao 12, além disso foram consideradas as reac¢des de hidrolise,
descritas pela Equacédo 13 a Equacdo 16. Na modelagem matematica cinética da
reacdo de glicerdlise do 6leo de oliva, foram consideradas as seguintes reacdes

elementares:

4 (7
TAG+E _ E—TAG
(_

K_4

K.
E—TAG = DAG + E — FFA (8)
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5 9)
E-FFA+G__ E—FFA-G
—

K_3
K.
E—FFA—G= MAG +E (10)
Ks (11)
DAG +E _ E — DAG
(—
K_s
K,
E — DAG =S MAG + E — FFA (12)
K (13)
E—TAG +W__ DAG +FFA+E
K_7
Ko (14)
E—DAG+W _ MAG +E + FFA
K_g
Ky (15)
MAG +E _ MAG —E
H
K_q
K
E—MAG=S FFA+E +G (16)

A partir das equacdes elementares, pode-se escrever as seguintes equacodes

cinéticas (equacbes 17 a 26):

11 = —K; Crac(t) Cp(t) + K_1 Crac-g(t) (17)

7, = —K3 Crag—g(t) (18)

13 = —K3 Cp_ppa (t) Co(t) + K_3 Cp_pra—c(t) (19)



1y = —Ky Cg_pra—c(t)

75 = —K5 Cpag(t)Cp(t) + K_5 Cg_pag(t)

Te = =Ko Cg_pac(t)

17 = —K; Cg_rac Cy(t) + K_7 Cpac(t)Crra(t)Cg(t)

7g = —Kg Cp_pag Cw(t) + K_7 Cryac(t) Crra(t) Cp(t)

T9 = —Kg Cpyag(t)Ce(t) + K_gCr_pra6(t)

710 = —Ki0 Ce_mac(£)Cp(t) + K_10 Crra(t)Ce(t)Ca (1)
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(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

Aplicando-se o balanco molar para cada espécie e considerando a

produtividade com base na estequiometria, obtém-se o modelo da cinética enzimatica

para as diversas espécies envolvidas no mecanismo da reacao de glicerdlise, descrito

pelas seguintes equacdes (equacdes 27 a 37):

dCrac _
dt

dCpac
dt

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)
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dCr_ 32
% = _T'l + T'Z + T'7 ( )
dCr_ 33
—thFA =-1,+1r3—7% ( )
AdCr_rps_ 34
EdFtFA G _ 4, (34)
dc, 35
kA .
dCrra _ (36)
dt 7 8 10
dChy— 37
Zt? £ = —T9 + Ty (37)

O balanco para a concentracdo de enzimas livres foi baseado nas
concentracbes de complexos enzima-substrato e a concentracdo total de enzima
permanece constante, representado pela seguinte equacéo (38):

Cg(t =0) = Cg + Cp_ra¢ + Co—pag — Ce—mac + Ce-rra + Cp_rra—g (38)

As condices iniciais sdo apresentadas pelas equacdes de (39) a (44). Todos
os valores de concentracdo estdo expressos em mol kg e foram calculados para

cada componente baseados na média da massa molecular do 6leo de oliva, massa

de cada componente e massa total de 6leo e agua.

Crac (O) = CTAG,Oexp (39)

Cpag(0) =0 (40)

Cymac 0 =0 (41)



C;(0) =0

CE(O) = CE,oexp

CE—TAG (0) =0

Ce—rFa (0) =0

Ce—rra-c (0) =0

CW(O) = Cw,oexp

CFFA(O) =0
CE—MAG (0) =0
Ce-pac (0) =0

3.10.2 Estimacao de parametros
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(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)

Os parametros do modelo matematicos (K1, K-1, Kz, Kz, K-3, Ka, Ks, K5, Ks, K7,

K-7, Ks, K-s, Ko, K-9, K10 € K-10) foram estimados a partir dos dados experimentais da
cinética da hidrélise enzimatica do 6leo de oliva (TAG, DAG, MAG e FFA) e da

minimizacdo da funcdo objetivo representada pela Equacédo (37). O método de

otimizacao simplex Dowhill desenvolvido por Nelder e Mead (1965) foi utilizado na

busca do minimo da funcéo objetivo, conforme a equacao 51.

Ob — ZZ(CvinXP _ Cﬁmod)Z

(51)
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Em que:
nc= numero de componentes (TAG, DAG, MAG e FFA);
nd= numero de dados experimentais;

C;;**P= concentracéo experimental do componente j;

Cjim"d: concentracéo do componente j calculado pelo modelo;

Dessa forma, a partir do modelo proposto, que € constituido pelo sistema de
equacdes de (21) a (32) e das respectivas condi¢cdes iniciais, as equacdes (33) a (44)
foram utilizadas para modelar o comportamento do sistema reacional e determinar os
parametros cinéticos das reacfes de hidrélise do éleo de oliva. Para a solugcédo do
modelo matematico, foi utilizado o método numérico de Rosenbrock (1963), por meio

do software Maple®, versédo 13 (Waterloo Maple Inc., Canada).
3.11 DETERMINAQAO DE TAG, DAG E MAG

Para determinacéo da concentracdo de TAG, MAG e DAG apos a glicerdlise
enzimatica, seguiram-se parametros que irdo ser descritos a seguir, mas foram
determinados a partir da curva de calibracéo dos principais padrées do azeite de oliva,
com base na area de pico desses padrées, apds a reacdo de glicerdlise. Tais

processos estdo descritos a seguir.
3.11.1 Determinacédo das curvas a partir dos padrdes do azeite de oliva

Uma solucéo estoque (50 g L) para cada um dos padrdes: Acido linoleico 97%:
glicerol trilinoleico 98%; acido oleico > 99%; monopalmitico > 99%; glicerol trioleico >
99%; e acido dilinoleico 98%. Posteriormente, foram feitas diluicbes da solucéo
estoque para elaborar a curva padrao no CLAE em diferentes faixas de concentracao
NA pesagem das amostras, assim utilizou-se uma balanga (Shimadzu AUW 220D),
pesando-se quantidades de 0,05g de cada padrao e feita a transferéncia para um
baldo volumétrico de 1mL, desse modo cada padrdo ficou com uma concentracao de
50 g L. Foi feita a diluicdo para concentragées de 40, 30, 20 e 10 g L%, amostras que

foram realizadas em bal6es de 1mL no campus Toledo, sendo, entdo, acondicionadas
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em refrigerador e, posteriormente, levadas ao campus Medianeira para leitura no

CLAE, observada na Figura 13.

Figura 13 - CLAE UItimate 3000 utilizado nas corridas cromatograficas.

Y

Fonte: O autor.

3.11.2 Quantificacdo de MAG, DAG e TAG

Ap0s a preparacao do equipamento com 0s parametros ja descritos, foi feita a
transferéncia das amostras para vials de 1mL e realizou-se corrida de 50 minutos de
todos os pontos da curva do ponto menos concentrado para 0s de maior concentracéo
para que nao houvesse interferéncia na leitura. Essa analise foi realizada de acordo
com o método 993.24 da AOAC (1996) em CLAE, Thermo Scientific Ultimate 3000,
sob temperatura do forno da coluna de 35°C e temperatura do detector de 40°C, este
com coluna C18 de 5um e 100 A da Phenomenex modelo 00G-4252-E0 de 250 x
4,6mm (Figura 14), o volume da injecéo de 20uL, detector RI, fluxo de 1mL min com
fase mével de acetonitrila/acetona (1:1 m/m), grau CLAE da marca Dinamica, de forma
isocratica.

Apos a realizacdo da glicerdlise enzimatica e remogao da enzima, procedeu-se
a diluicdo das amostras a uma concentracdo de 20 g L com a adicdo de 200 uL de

cloroférmio, em que se fez o complemento do volume do baldo com a fase movel.
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Apos, foi realizada a transferéncia das amostras para tubos de ensaio e agitacdo em
Vortex. Em seguida, foram transferidas ao CLAE para andlise.

A quantificacdo das MO foi realizada de duas maneiras: a primeira por area de
pico na regido de MAG, TAG e TAG e a segunda por meio do tempo de retencéo e
area de pico dos padrdes que estdo envolvidos na curva de calibracdo. A primeira
analise é fundamental, pois, nos cromatogramas que serdo apresentados adiante
(apéndice A), os valores obtidos apresentaram picos nao caracterizados na regiao de
MAG, DAG e TAG, dessa forma se mostraram componentes interessantes na
conversao final, ja que ha o entendimento de que, aproximadamente, 99% da massa
do azeite de oliva é TAG.

No entanto, foi necessario fazer o uso de seis padrdes externos para a
composic¢ao da curva de calibracdo, 10 a 50 ppm e, assim, foram definidos os tempos
de retencdo de cada um. Para tanto, compreende-se, assim, a resposta do
cromatograma em relacdo a concentracdo dos &cidos linoleico e oleico,
monopalmitico, trioleico, trilinoleico e dilinoleico (LIMA et al., 2013). Foi realizada a
dilucdo das amostras 15 e 16 (Tabela 10), que apresentavam concentracdes de TAG
fora da curva de calibracdo (sendo superiores a 50 gL1), sendo diluidas em 30 gL™.
Posteriormente, foi feito o acondicionamento destas em bancada até que atingissem

a temperatura ambiente para posterior corrida.

Figura 14 — Coluna cromatografica C18 Phenomenex modelo 00G-4252-EO.

Fonte: O autor.



73

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A discussao dos resultados obtidos nesta pesquisa € relatada neste capitulo,
apresentando, assim, os resultados observados na caracterizagdo quimica do 6leo e
morfologica do suporte, avaliacado da etapa de emulsificacéo, obtencéo do catalisador,
aplicacao do catalisador na glicerolise enzimatica, bem como em todos 0S processos

de quantificacdo e das atividades e cinéticas originadas pela reagdo em estudo.

4.1 CARACTERIZACAO DO AZEITE DE OLIVA

O azeite de oliva foi caracterizado pela determinacdo da umidade, indice de
acidez, perfis dos acidos graxos e concentracdo de TAG, MAG e DAG.

4.1.1 Determinacdo da umidade

Para a umidade do azeite de oliva, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2012) regulamenta um teor de umidade de até 0,15%. Nos
testes realizados em triplicata no presente estudo, obteve-se um valor de 0,13%=0,1
de umidade, ou seja, dentro das especificagcbes governamentais. Tais resultados
estdo em consonancia a literatura que, como no trabalho de Sanchez et al. (2011),
que obtiveram resultados de umidade muito préximos aos do presente estudo e
analisaram as caracteristicas fisico-quimicas do azeite de oliva com base na
estabilidade de oxidacdo por meio de uma filtracdo e, quando submetido a esse
processo, reduziu a umidade e tornou o Oleo brilhante, mas mantendo sua
composicao.

Muik et al. (2003) analisaram a composicdo e umidade do azeite de oliva por
meio de uma Transformada de Fourier com espectrébmetro de Raman. O azeite que
avaliaram apresentou indices de umidade bem mais elevados, na faixa de 1,54%.
Nota-se que a umidade e demais caracteristicas fisico-quimicas estédo ligadas as
caracteristicas sensoriais do azeite de oliva, ou seja, quando estdo dentro dos
parametros aceitaveis por legislacdo, o produto estd proprio para venda e consumo,
além de proporcionar maior efetividade em reacdes envolvendo 0s mesmos, como no
caso do presente estudo (MORALES et al., 2005).
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O percentual de umidade € uma das principais determinacdes analiticas
realizadas com o proposito de verificar padrdes de identidade e qualidade do azeite
de oliva, além de auxiliar na tomada de decisdo em varias etapas do processo
(FURTADO; FERAZ, 2008). Portanto, esses valores de acordo com a embalagem e
com as metodologias encontradas propiciaram as melhores condi¢cdes de processo

para otimizacao da reacédo de glicerolise enzimatica.

4.1.2 Determinacéo do Indice de Acidez do azeite de oliva

O indice de acidez do azeite foi 0,38% = 0,1 e determinado pela metodologia
descrita por Adolfo Lutz (2008), esse resultado pode variar de acordo com o azeite
utilizado, mas estd dentro dos valores encontrados seguindo tal metodologia
(CAYUELA-SANCHEZ, 2021; ROSA, 2021; KHALED, 2022). Um teor de 0,39% =
0,02 foi obtido no trabalho de Balesteros et al. (2007), que determinaram a acidez do
azeite de oliva por meio de uma extracao etanoica a 60°C (nivel de confianca de 95%).
Peixoto, Santana e Abrantes (1998) avaliaram os indices de acidez do azeite de oliva
de diversas marcas e verificaram uma variacao entre 0,15 a 0,75%, ou seja, dentro
dos parametros obtidos na presente pesquisa.

Os indices de acidez podem variar pela degradacdo e condi¢cdes de
armazenamento por diversos fatores, como exposicdo a luz, calor, ar atmosférico e o
tempo de prateleira (AVILA; SODRE, 2012). Até mesmo as condicdes de colheita
influenciam no indice de acidez do azeite de oliva extra virgem, tendendo a aumentar
a acidez e, consequentemente, diminuir a pureza (EVARISTO et al., 2016).

E de suma importancia a determinagdo de um componente especifico do
alimento como é o caso da determinacdo da acidez. Ela pode ter diferentes
finalidades, como: avaliacdo nutricional de um produto; controle de qualidade do
alimento; desenvolvimento de novos produtos e a monitoragdo da legislagao
(AMORIM et al., 2012).

4.1.3 Perfil dos Acidos graxos do azeite de oliva

A fim de analisar o perfil dos acidos graxos presentes no azeite de oliva, seguiu-

se 0 método de derivatizacéo, descrito por Hartman e Lago (1973) e adaptado para o
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presente estudo apos a realiacéo de testes preliminares. Esses testes foram feitos em

triplicata e os resultados estédo dispostos na Tabela 09.

Tabela 9 — Porcentagem dos padrdes presentes no azeite de oliva.

Composto Teste 1 (%) | Teste 2 (%) | Teste 3 (%) | Média (%) Desvio

Padrao
Acido linoleico 97% 11,56 11,54 11,89 11,66 0,01
Glicerol trilinoleico 98% 0,27 0,36 0,31 0,31 0,00
Acido oleico >99% 74,20 76,50 75,10 75,27 0,44
Monopalmitico >99% 8,46 8,91 8,74 8,70 0,01
Glicerol trioleico >99% 0,31 0,29 0,34 0,31 0,00
Acido dilinoleico 98% 2,74 2,98 2,87 2,86 0,00

Fonte: O autor.

Ao analisar a Tabela 09, percebe-se que os resultados da caracterizagédo dos
principais padrdes do azeite de oliva estdo de acordo com Tabela 01. Isso quer dizer
gque as quantidades presentes de cada padrdo no azeite de oliva estdo em
conformidade com a sua composi¢ao, assim cada um dos picos do cromatograma
esta designado a esses padrées (NDIAYE, 2004). Ressalta-se a presenca majoritaria
do acido oleico, que esta em torno de 75% da composicdo do azeite de oliva e os
resultados estdo de acordo com a literatura (BARONI, 2015; SALES, 2021; SANTOS,
2021). Destaca-se também o desvio padrdo que foi baixo para todos os compostos
analisados, indicando que tem-se um modelo ajustado em que seus valores estao

muito proximos da média obtida na triplicata.
4.2 CARACTERIZACAO DO SUPORTE DE ARGILA

Caracterizou-se o suporte de argila Spectrogel tipo C através das andlises de
espetroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrbnica de transmissao (MET) e miscroscopia eletrbnica de varredura (MEV). Os
resultados obtidos estdo dispostos e serdo discutidos a seguir.

4.2.1 Espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliar a argila, antes e depois do tratamento acido, bem como a andlise

da ativacdo acida e conversdao apoOs a glicerolise enzimatica. A técnica de
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Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi aplicada para
identificar os grupos funcionais presentes nas amostras de argila durante o processo
reacional.

Assim, a partir dos espectros FTIR (Figura 15), as principais bandas
caracteristicas do Spectrogel ® sédo: 3632 cm?, que esta relacionada ao estiramento
O-H da agua adsorvida na estrutura da argila, ja as bandas em 3446 e 1641 cm™
indicam a deformacdo angular H-O-H entre camadas de argila, respectivamente.
(MANZOTTI et al., 2019; MAIA et al., 2019).

Em 1021 cm observou-se o alongamento das ligacées silicio-oxigénio (Si— O)
(MANZOTTI et al., 2019). Ja a banda 913 e 793 cm™! refere-se a uma variante angular
do grupo O-H (MAIA et al., 2019). E ainda, as bandas entre 722 e 467 cm™, referem-
se a estrutura filossilicato com deformacéo angular Si-O e Si-O-Al (MAIA et al., 2019).
Os trechos em 2923 e 2852 cm observa-se alongamento simétrico e assimétrico,
respectivamente, sdo alongamentos vibracionais da ligacdo C-H e, segundo Manzotti
et al. (2019), estdo relacionados aos componentes organicos promovidos pelo sal,
também organico, utilizado durante o processo de organofilizacdo da argila. Por sua
vez, a banda por volta de 1477 cm também sinaliza a deformacgdo angular desses
grupos (C-H) (MAIA et al., 2019).

Quanto a amostra ativada com o acido cloridrico, ainda é possivel verificar a
presenca dos picos citados acima. Rodrigues et al. (2006), realizaram um estudo com
diferentes tempos de reacdo para a ativacéo acida, no qual verificaram por FTIR, que
apenas nos casos de tempos mais extremos (7 dias) a argila deixava de apresentar
0S picos caracteristicos, 0 que indicava destruicdo das camadas da argila. Os autores
concluiram que, o tempo de reacdo de 1 hora, que é igual ao usado neste trabalho, e
acaba por ser menor do que os geralmente utilizados nas industrias, foi o que nédo
causou modificacdes significativas na estrutura da argila. A modificacdo mais visivel
neste caso, estd na banda 3446,68 cm, referente ao estiramento H-O-H, que
representa a agua entre as camadas da argila, no qual é possivel notar sua reducao.

Com relacdo a amostra que sofreu ativacdo com acido cloridrico, ainda é
possivel verificar a presenca dos picos citados acima. Esses parametros podem ser
observados no trabalho de Rodrigues et al. (2006), que efetuaram um estudo com
diferentes tempos de reacdo para ativacdo acida, no qual verificaram por FTIR que
somente em casos de tempos mais extremos (7 dias) a argila deixou de apresentar

0S picos caracteristicos, que caracterizou a destruicdo das camadas de argila. Deste
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modo, os autores concluiram que o tempo de reacdo de 1 hora, que € 0 mesmo
utilizado no presente trabalho e € menor do que os geralmente aplicados nas
industrias, ndo provocou mudancas significativos na estrutura da argila. Verifica-se
que a alteracdo mais visivel na estrutura da argila esta na faixa de 3446 cm, que se
refere a banda H-O-H, representando a agua entre as camadas de argila, na qual é
possivel observar sua reducéo.

Ja na banda em 2923 cm que estad presente no espectro da Spectrogel®,
segundo a Figura 15, assim como nas demais amostras, também é referente ao
estiramento vibracional C-H do grupo CH2 presente em todas os testes feitos (XUE et
al., 2010). Observa-se também a banda em 2852 cm™ que é caracteristica do grupo
C-H e do grupo -CHO. Ao analisar o pico em 1641 cm™ do estiramento vibracional C
= N, distingue-se que o0 mesmo aumentou ligeiramente em relagdo & amostra antes
da reacédo de glicerdlise, devido a realizacdo da reacdo de promovida pelo sistema
(YIGITOGLU & TEMOCIN, 2010). Diante-se do explanado, os resultados aqui
apresentados confirmam, que o processo reacional desenvolvido promoveu a

modificacao da superficie da Spectrogel tipo C apds a glicerdlise enzimética.
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Figura 15 — Espectros de FTIR. a) argila Spectrogel® Tipo C, antes e apds tratamento com H20:2 e
HCI, e com a ativagao acida. b) argila Spectrogel® Tipo C apds a glicerdlise enzimatica.
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Fonte: O autor.

Com base nos resultados obtidos (Figura 15) e nas pesquisas da area, observa-
se entdo que a ativagdo acida é mais utilizada que a béasica, visto que trata-se de um
método eficiente para a adsorcdo da enzima até mesmo em escalas industriais. Entéo,

se escolheu uma metodologia propicia para que seja testada com a reacdo de
glicerdlise enzimatica.
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A Figura 16 mostra que as bandas presentes na argila antes e depois da
imobilizacdo sdo semelhantes a apresentam deslocamentos discretos e intensidade

de banda e estéo relacionados a banda da Lipozyme TL100L.

Figura 16 — Espectros de FTIR nas reacdes de glicerdlise. a) Biocatalisador por adsorcdo em argila
Spectrogel® tratada; b) Replicata do teste “a” ¢) Biocatalisador por adsor¢cdo em argila Spectrogel®
tratada apds a glicerélise entimatica; d) Biocatalisador por adsorgéo em argila Spectrogel® apos
reciclo da enzima.
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Fonte: O autor.

A banda da amida | (Figura 16) esta normalmente entre 1600 — 1700 cm™ e
representa as vibracdes de estiramento C=0 e a deformacéo angular N-H (DIAS et
al., 2018; ZHOU et al., 2012). Pode se observar, o espectro da lipase livre, com a
banda caracteristica de amida | estd em aproximadamente 1648 cm. Enquanto a
banda de amida Il observa-se em 1566 cm™ (Figura 16).

De acordo com Zhou et al. (2012) os autores citam que a banda de amida Il
gira em torno de 1550 cm~* devido as vibracdes no plano N-H e ao estiramento C-N,

e aproxima-se bastante do resultado obtido no presente trabalho. Tal confirmacéao
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também se da no trabalho de Andrade et al. (2010), que encontraram em seus
espectros de FTIR da lipase como banda caracteristica da amida | em 1648 cm™, e
para a amida Il em 1566 cm™. Verifica-se essas bandas nos espectros dos derivados
imobilizados, ou seja, revela-se a presenca desses grupos, sendo mais evidente nos
biocatalisadores imobilizados em suporte tratado e para o método de adsorcéao.
Portanto, € possivel analisar pela Figura 16 que a intensidade aumentou
principalmente no pico de 1648 cm referente a amida |, provavelmente como
resultado da imobilizag&o da lipase.

Segundo Mathpati et al. (2017) a banda de amida Il € atribuida a estiramento
C-C, C-N e vibragtes de deformacéo angular N-H encontrada entre 1300-1450 cm™.
Quanto a amida IV, no trabalho de Barbosa et al. (2016) estad em 695 cm. No caso
deste trabalho a amida Ill e IV para a lipase estéo por volta de 1256 cm™ e 711 cm™.
Nas bandas de amida Ill e IV, Zhou et al. (2012) encontraram em torno de 1285 e 726
cml, respectivamente. Ressalta-se que nos biocatalisadores a presenca dessas
bandas pode estar sobreposta, uma vez que, ndo séo tao evidentes como as demais,
por conta das estruturas identificadas nas Figuras 15 e 16 (MATHPATI et al., 2017).

Constata-se que o pico em 1085 cm™ esta associado as vibragées compostas
C-C e C-N da cadeia proteica (ZHOU et al., 2012). De acordo com Dias et al., (2018)
a banda em 1022 cm™, é atribuida a ligacdo C-N e pode confirmar a presenca da
amida, assim como a banda em 3636 cm™ e 3462 cm™ também sdo atribuidas ao
estiramento N-H da amida, sugerindo que este grupo tem presenca e que 0S grupos
hidroxila formam pontes de hidrogénio com a lipase (YIGITOGLU & TEMOCIN, 2010).

4.2.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Realizou-se as analises de microscopia eletrbnica de transmissdo para a
analise das caracteristicas estruturais para o suporte de argila comercial Spectrogel®
e para a argila Spectrogel® tratada com H202 e HCI.

Observa-se as micrografias obtidas (Figura 17), e analisando pode-se perceber
camadas da estrutura intercalada. Tal fato esta de acordo com Machado (2016) onde
as linhas escuras indicam a espessura das lamelas, que quando em conjunto se
encontram afastadas umas das outras pela distancia interplanar. A visualizacao

individual é facilitada quando ha esfoliagéo, ou seja, a dispersdo das lamelas.
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Figura 17 - Micrografia obtida por microscopia eletrénica de transmisséo. Para: a), b) e c) argila
comercial Spectrogel tipo C; d) e) e f) argila comercial Spectrogel tipo C tratada com H202 e HCI

150 _nm

Fonte: O autor.

Também pode ser verificado, a partir da Figura 17, que ndo houveram
mudancas significativas quando a argila foi tratada (Figura 17 - d, e, f). mencionando
que este tratamento ndo danifica significativamente a estrutura da argila, apenas é
possivel observar que contém alguns subparalelos e terminacdo de camadas.

As imagens MET geralmente capturam algumas partes mais turvas da argila.
Kuwamura et al.,, (2013) afirmam que as particulas de argila, especialmente a
bentonita, se unem para formar grandes aglomerados quando secas. Existem,
portanto, partes mais escuras devido a agregados argilosos com particulas muito
pequenas que mascararam o tamanho e a forma reais, dificultando a visualizagéo

detalhada do tamanho e da morfologia das particulas.

4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 18 analisa as micrografias eletronicas de varredura para: (a)
Spectrogel® Tipo C, (b) Spectrogel® apds ativacdo acida, (c) Spectrogel® tratada
(H202 e HCI) e (d) Spectrogel® apoés ativacdo acida, com aumentos de de 1000x e
5000x.
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Figura 18 - Micrografia obtida por microscopia eletrénica de varredura: (a) Spectrogel® Tipo C, (b)
Spectrogel® ativada, (c) Spectrogel® tratada (H202 e HCI) e (d) Spectrogel® com aumentos de de
1000x e 5000x
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E possivel observar na Figura 18 a irregularidade de superficie e de tamanho
das particulas. Esse comportamento se deve a formacgado de aglomerados devido ao
empilhamento das camadas octaédricas nos minerais da argila comercial (MANZOTTI
& SANTOS, 2019).

Este fato pode estar relacionado a adicdo de sais tensoativos aplicados na
preparacao de solos organofilicos. Observou-se no trabalho de Paiva et al. (2008b),
que o processo de intercalacdo com sais quaterndrios aumentou a tendéncia a
formacéo de aglomerados.

Aglomerados podem confirmar a andlise de fisissorcdo de N2, mostrando
sélidos formados por agregados nao rigidos de particulas em forma de placa,
esclarecendo a existéncia de mesoporos. As ondulagdes indicam o empilhamento das
camadas, porém pela fotomicrografia obtida ndo é possivel identificar a presenca de
poros pois o0 material € ndo poroso ou Macroporoso.

As imagens (b) e (d) da Figura 18 sdo mais brancas e suaves. Nota-se na
imagem que a morfologia da argila sem tratamento (a), € muito préxima da argila com
o tratamento feito com H202 e HCI, indicando que o tratamento ndo afetou a estrutura

da argila, pois ndo houveram mudancas significativas na morfologia das particulas.

4.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS MICROEMULSOES DAS ENZIMAS
LIVRES

As condicdes experimentais empregadas foram baseadas no estudo realizado
por Fiametti (2009), dessa maneira foram conduzidos a 45°C, com uma razao molar
glicerol: azeite de oliva de 2:1, 7,5 % (m/m) de enzima imobilizada pelo periodo de 2
horas de reacdo. Na Tabela 10, sdo descritas as quantidades de reagentes utilizados,
inclusive nas MO. Avaliou-se o volume de enzima a 7,5 % do valor do substrato,

baseando-se nos dados reportados por Fiametti (2009).



Tabela 10 — Testes com as microemulsdes e suas proporcoes.
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Glicerol Azeite . Tween Butanol | Substrato | Enzima

Ensaio (mL) (%/mL) Agua (%/mL) (%/mL) (mL) (mL) (mL) MO

1 0,60 164 | 030 | 9,84 |1,80| 19,67 |3,60| 12,00 18,30 1,37

2 0,60 164 [(030| 9,84 |[1,80| 19,67 |3,60 12,00 18,30 1,37

3 0,60 1,72 | 0,30 1,72 |0,30| 31,03 |5,40 10,80 17,40 1,31 X

4 1,20 3,23 |060| 3,23 |0,60| 29,03 |540| 10,80 18,60 1,40

5 1,20 3,03 060 | 9,09 |1,80| 27,27 |540| 10,80 19,80 1,49

6 1,20 3,33 | 0,60 | 8,33 |1,50| 21,67 |3,90 10,80 18,00 1,35

7 1,20 3,49 |060| 8,72 |1,50| 22,67 |3,90 10,00 17,20 1,29

8 0,60 1,84 | 0,30 | 3,68 |0,60| 29,45 [4,80| 10,00 16,30 1,22

9 0,60 1,85 | 0,30 | 556 |0,90| 29,63 |4,80 9,60 16,20 1,22 X

10 0,60 1,75 | 0,30 | 10,53 |1,80| 28,07 |4,80 9,60 17,10 1,28

11 1,20 357 |060| 357 |0,60| 2857 |4,80 9,60 16,80 1,26

12 0,60 192 | 030 | 7,69 |1,20| 28,85 |4,50 9,00 15,60 1,17

13 1,20 3,64 |060| 7,27 |1,20| 27,27 |4,50 9,00 16,50 1,24

14 1,20 3,70 060 | 556 |090| 27,78 |4,50 9,00 16,20 1,22

15 1,80 536 090 | 357 |0,60| 26,79 |4,50 9,00 16,80 1,26

16 2,40 6,90 [120| 1,72 |0,30| 25,86 |4,50 9,00 17,40 1,31

17 2,40 7,14 | 120 | 3,57 |0,60| 25,00 |4,20 8,40 16,80 1,26

18 0,60 2,00 (0,30 | 10,00 |1,50| 28,00 |4,20 8,40 15,00 1,13 X

19 0,60 2,08 [ 0,30 | 10,42 |1,50| 29,17 |4,20 7,80 14,40 1,08

20 0,60 2,08 | 0,30 | 12,50 |1,80| 27,08 |3,90 7,80 14,40 1,08 X

21 1,20 455 |0,60| 2,27 |0,30| 29,55 |3,90 7,20 13,20 0,99

22 0,60 2,22 (0,30 | 13,33 |1,80| 26,67 |3,60 7,20 13,50 1,01 X

23 1,80 6,38 | 090 | 4,26 |0,60| 2553 |3,60 7,20 14,10 1,06

24 2,40 8,39 |1,20| 2,10 |0,30| 25,17 | 3,60 6,80 14,30 1,07

Fonte: O autor.

Dos testes acima citados (Tabela 10), os pontos que formaram microemulsdes

estaveis foram os seguintes: 3,6,7,9,11,12,14,15,16,18,20,22. Eles apresentaram

estabilidade apos o periodo de descanso de 48 horas e foram submetidos a glicerdlise

enzimatica imobilizada, a fim de avaliar o fator de conversédo dessas reacdes para,

posteriormente, formar-se um planejamento fatorial com base nesses resultados.

Nas condi¢des avaliadas, algumas nédo se mostraram apropriadas para formar

as microemulsdes, pois ndo apresentaram homogeneidade e traslucidez e, por

consequéncia, estruturas instaveis para promover a reacao de glicerélise enzimatica.

No entanto ocorreu a formacdo de 12 pontos diferentes de MO e estes pontos se

mantiveram estaveis durante um periodo de 48 horas, apos este periodo, € que estas
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foram submetidas a glicerdlise enzimatica a fim de observar a eficiéncia da conversao
de TAG em MAG e DAG.

No trabalho realizado por Hu et al. (2013), os autores produziram DAG de
cadeias médias a partir da glicerdlise, no entanto ressaltam que, para a obtencao da
formacdo destes pontos de emulsdes, varias foram as tentativas para conseguir-se
pontos 6timos e que, entdo, pudesse ser realizado o procedimento da reacéo. E
importante enfatizar que somente as MO que se mostraram homogéneas e limpidas
foram utilizadas. Na Figura 19, séo apresentados os resultados das amostras que nao
apresentaram essa estrutura de um sistema microemulsionado, por ndo existir o
equilibrio entre as fases e ndo demonstraram estabilidade para que, entdo, a enzima
comercial Lipozyme TL 100L pudesse agir e realizar a conversao do TAG em MAG e
DAG.

Figura 19 — Tentativas de microemulsdes malsucedidas / bem-sucedidas.

/\'\

w,u\/k,\
¢« s Q;“‘ \\L\_':_———'

Fonte: O autor.

De acordo com a Figura 19, nota-se uma auséncia do comportamento de
formacdo das microemulsdes, pois ndo foram apenas 0s pontos com menor
concentragdo de surfactantes que ndo formaram microemulsdes estaveis, isto &,
devido a complexidade do sistema que envolve: solvente, 6leo, 4gua, surfactante e
co-surfactante (NICHOLSON, 2021).
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A nao formacéo da MO de forma homogénea se da por diversos fatores, sejam
estes ocasionados pelo excesso de agua na emulséo caracterizada por A/O, sejam
pela ndo compatibilidade dos reagentes do diagrama ternario, bem como pela
presenca excessiva de 6leo e pouca agua, ou ainda pela parcialidade na formacao de
emulsdo resultante da falta de area de superficie dos reagentes e, por fim, pelo
excesso de surfactante e/ou co-surfactante, de acordo com a metodologia sugerida
por Karleskind (1996) e Pescara (2016).

4.4 CALCULO DE CONCENTRACAO DAS MICROEMULSOES

A massa de azeite de oliva adicionada em cada uma das MO formadas foi
determinada por meio de pesagem em balanca analitica, com o objetivo de se
conhecer a concentracdo de TAG nas amostras no inicio da reacdo de glicerolise
enzimatica e os valores das concentracbes médias obtidas sdo apresentados na
Tabela 11. No calculo, considerou-se que o azeite era constituido exclusivamente de
TAG.

Tabela 11 — Calculo de concentracdo de TAG das MO's formadas.

Volume Total Ndas Volume Azeite Massa Azeite Concentragao
Ensaio MO na reacdo (mL) (9) (g.L Y
(mL)
3 17,40 0,30 0,28 16,09
6 18,00 0,30 0,28 15,56
7 17,20 0,60 0,55 31,98
9 16,20 0,30 0,28 17,28
11 16,80 0,60 0,55 32,74
12 15,60 0,30 0,28 17,95
14 16,20 0,60 0,55 33,95
15 16,80 0,90 0,83 49,40
16 17,40 1,20 1,10 63,22
18 15,00 0,30 0,28 18,67
20 14,40 0,30 0,28 19,44
22 13,50 0,30 0,28 22,22

Fonte: O autor.

Os resultados apresentados na Tabela 11 demostraram que a faixa de
concentracdo de TAG ficou entre 16 e 63 gL'. Essa informacédo é fundamental na
padronizacdo das amostras no que se refere aos termos de concentragao, pois uma

vez que se respeitou os valores da curva de calibracéo, a diluicdo das amostras mais
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concentradas foi realizada para se obter concentracdes préximas a 30 gL. Essas
diluicdes foram feitas a partir da diluicdo das amostras mais concentradas, tal qual foi
feito para a curva de calibracdo. Segundo Hu et al. (2013), esse processo de diluigéo
é fundamental para respeitar os valores na faixa de obtencdo da curva de calibracéo.

4.5 RESULTADOS DA GLICEROLISE ENZIMATICA DAS MO UTILIZANDO
ENZIMAS LIVRES E IMOBILIZADAS

Foi realizado o monitoramento do pH das microemulsdes durante os 120
minutos de reacdo, cujos resultados estdo apresentados nas Tabelas 12 e 13,
respectivamente. Observa-se que houve uma baixa variacdo do pH durante a reacao,
tanto para as enzimas livres quanto para as imobilizadas. Esse comportamento &
importante para a atuacao da enzima, pois, em variacdes elevadas do pH, poderiam
resultar até na inativacdo da enzima e, assim, inviabilizar a producdo de MAG e TAG
ao longo do tempo. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Muller
(2013), que investigou a glicerolise enzimatica do 6leo de peixe (Savelha) utilizando a
Lipozyme® RM IM como biocatalisador e Tween 65, 80 e 85 como surfactantes. Neste
estudo, observou-se que a variacdo do pH durante a glicerélise também foi baixa e se

manteve em uma faixa de 6,5 a 7,5.

Tabela 12 — Monitoramento do pH durante a glicerdlise enzimatica das enzimas livres.

Amostra 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
3 6,9 7,2 7,2 7,1 7,0
6 6,9 7,1 6,9 6,7 6,7
7 7.4 7,1 7,1 7,2 7,1
9 6,7 6,7 6,8 6,8 7,0
11 7,0 7,1 7,0 7,0 6,9
12 7,3 7,2 7,2 7,2 7.2
14 6,9 6,9 6,9 7,0 6,9
15 6,8 7,0 6,9 6,9 6,8
16 7,0 7,2 7,1 7,1 7,1
18 7,2 7,1 7,0 7,1 7,1
20 7,3 7,1 6,9 6,9 7,1
22 6,6 6,9 7,0 6,7 6,7

Fonte: O autor.
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Tabela 13 — Controle do pH durante a glicerélise enzimatica com a utilizacdo das enzimas

imobilizadas.

Amostra 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
3 6,8 7,1 7,1 7,0 6,9
6 6,9 7,1 7,0 6,9 6,8
7 7,3 7,2 7,2 7,1 7,0
9 6,6 6,6 6,7 6,7 6,8
11 7,0 7,2 7,1 7,0 7,1
12 7,2 7,3 7,2 7,1 7,1
14 6,9 6,8 6,9 7,0 7,1
15 6,8 6,9 7,0 7,1 6,9
16 6,9 7,1 7,0 7,0 7,0
18 7,1 7,0 7,1 7,0 6,9
20 7,3 7,2 7,0 7,0 6,9
22 6,5 6,6 6,7 6,8 6,8

Fonte: O autor.

ApoOs a calibracdo do CLAE e devidamente estabilizado nas condi¢cdes pre-
determinadas e anteriormente descritas na sessao 3.12.2, realizou-se a determinacao
da concentracdo de TAG, DAG e MAG apo6s 120 minutos de tempo reacional de todas
microemulsdes estaveis. Todas as amostras foram devidamente diluidas para se
enquadrarem na faixa de leitura das curvas de calibracdo. Os resultados dos padrdes
da curva de calibracdo e do cromatograma estao apresentados no apéndice A deste
trabalho. Os resultados, em funcao da area de pico dos compostos MAG, DAG e TAG,
estdo apresentados no apéndice B.

Realizou-se o calculo de rendimento destes compostos por duas maneiras
distintas: pelas areas dos picos dos padrbes de MAG, DAG e TAG presentes no
trabalho e pelas curvas de calibracdo, sendo assim a area de pico escolhida para
demonstrar a formacgédo de MAG, DAG em funcéo da quebra dos TAG graficamente,
visto que se utilizou uma quantidade parcial dos padrdes existentes no azeite de oliva.

No entanto, € possivel compreender que, pela curva de calibracdo, tem-se uma
maior confiabilidade de qual composto foi formado e, consequentemente, em qual
concentracdo ele esta presente em cada MO. Dessa forma, aplicou-se ambas as
técnicas no estudo das andlises para verificar se existe equivaléncia entre estas duas
técnicas. Para a obtencdo dos resultados em termos de eficiéncia através do célculo
pela area de pico pela regido dos MAG e DAG formados e, assim, foi possivel a
mensuracao da taxa de catalise dos TAG.
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A metodologia de calculo baseada nas areas dos picos pode ser empregada
na analise de diferentes compostos quimicos que empregam a CLAE, por exemplo, o
trabalho desenvolvido por Silva (2017a), que determinou poliol produzido a partir da
catalise enzimatica 6leo de andiroba. A quantificacdo das amostras deste trabalho
empregou 0 mesmo equipamento usado no presente trabalho, com uma metodologia
muito semelhante.

Cabral (2014) desenvolveu um estudo para a determinacdo da cinética da
glicerdlise do azeite de oliva em reator batelada com um tempo de reacao de 24 horas
na auséncia e presenca de biocatalisadores. Estipulou-se area do cromatograma para
a quantificacdo de MAG, DAG e TAG e empregaram-se alguns padrbes do 6leo de
oliva (monooleina pureza >99%, dioleina > 99% e trioleina >99) semelhante a
metodologia adotada nesta presente pesquisa, que objetivou 0 monitoramento da
conversédo de TAG. Os resultados obtidos pelo autor foram inferiores, ele conduziu os
testes em batelada e obteve valores de conversdo muito menores quando
comparados aos ensaios sem catalisador, na faixa de 5% de MAG, 10% de DAG, 40%
de TAG e 45% de acidos graxos livres, enquanto o presente estudo conseguiu uma

eficiéncia de conversao acima de 90%, visto que os objetivos foram diferentes.

4.5.1 Eficiéncia de converséao pela area de pico

Os resultados para a conversdo e eficiéncia de cada amostra estao
apresentados no apéndice B. Observa-se que a quantidade de MAG formada foi
superior a de DAG, isso nos confirma uma producéo de MAG 300% superior quando
comparado a producdo de DAG, como, por exemplo, no caso das MO 7, 9, 14 e 18.
Também é possivel analisar que a porcentagem massica de MAG mostrou-se, mais
uma vez, superior aos resultados de DAG, demonstrado Tabelas 14 e 15.

Esses resultados sdo promissores e mostram que a eficdcia da enzima na
reacao de glicerdlise, dessa maneira, acontece a formacdo de compostos menos
complexos e que tem propriedade emulsificante, no entanto € indicado que estudos
posteriores de aplicabilidade em nichos farmacéuticos, alimenticios e talvez
automotivos sejam realizados para, entédo, ser colocados em teste para identificar se
estes podem ser usados em industrias e, assim, substituir os emulsificantes

comerciais que atualmente séo utilizados no mercado de trabalho (JALA et al., 2016).
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Tabela 14 — Eficiéncia de conversao massica para cada microemulsdo formada com a enzima

imobilizada.

MO MAG DAG TAG Eficiéncia (%)
3 05121 0,2312 0,2567 74,33
6 0,5745 0,2216 0,2039 79,61
7 0,6121 0,1945 0,1934 80,66
9 0,6545 0,2012 0,1443 85,57
11 0,5312 0,2314 0,2374 76,26
12 0,5842 0,2136 0,2022 79,78
14 0,6834 0,2299 0,0867 91,33
15 0,5485 0,2216 0,2299 77,01
16 0,5193 0,2295 0,2512 74,88
18 0,6632 0.2103 0,1265 87,35
20 0,5295 0,2398 0,2307 76,93
22 0,5921 0.2208 0.1871 81,29

Fonte: O autor.

Os resultados da Tabela 14 mostram que foram obtidas elevadas eficiéncias

de conversao, com valores superiores a 74%. Entretanto, € importante destacar que

a MO numero 14 obteve eficiéncia de 91,33%, demonstrando uma conversao de TAG

em MAG e DAG, destacando-se pela superioridade. Resultados semelhantes foram

observados no estudo de Wang et al. (2016), que investigaram a reacédo de glicerdlise

empregando a lipase MAS1 imobilizada e obtiveram conversdes superiores a 80%.

Ressalta-se que o0s autores nao utilizaram meio emulsionado no sistema, e sim

promoveram a reacdo de 10 g do substrato livre em meio reacional com utilizacéo da

glicerdlise enzimética imobilizada, tal qual a quantificacdo dos autores, que também

se decorreu por CLAE.

Tabela 15 — Eficiéncia de conversdo méssica para cada microemulsdo formada com a enzima livre.

MO MAG DAG TAG Eficiéncia (%)
3 0,4915 0,2418 0,2946 73,33
6 0,5247 0,2345 0,2614 75,92
7 0,5942 0,2014 0,2049 79,56
9 0,6127 0,2054 0,1542 81,81
11 0,5014 0,2387 0,2541 74,01
12 0,5564 0,2214 0,2342 77,78
14 0,6614 0,2312 0,1004 89,26
15 0,5342 0,2145 0,2354 74,87
16 0,5017 0,2174 0,2641 71,91
18 0,6418 0,2001 0,1451 84,19
20 0,5112 0,2134 0,2487 72,46
22 0,5641 0,1945 0,2021 75,86

Fonte: O autor.
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Para comparar a conversao de TAG em MAG e DAG entre as enzimas livre e
imobilizada (Tabelas 14 e 15), em parametros de porcentagem de converséo e dos
valores de MAG, DAG e TAG, sao apresentadas a seguir, as Figuras 20 e 21,
respectivamente. Analisando-se estas figuras, verifica-se a eficiéncia das enzimas
imobilizadas em relacdo a enzima livre, com relacdo a conversdo em produtos, onde
o eixo “X” refere-se a MO e o eixo “y” a porcentagem de conversao (Figura 20) e o
fator de conversao para cada regiao (Figura 21).

Esses fatores sao de suma importancia para realizar a comparacéo da
conversao entre as enzimas livres e imobilizadas e graficamente percebe-se que com
a enzima imobilizada, como pressuposto, a conversao € maior do que com a enzima
livre. Visto posto, que ambas as condi¢Bes experimentais sdo as mesmas e a variavel
que sera abordada adiante, imobilizacdo da enzima, € extremamente importante para
a otimizacdo da reacdo. Esse fato confirma o que foi trazido até agora e reitera a
relevancia do monitoramento das condi¢cdes processuais para um melhor fator de

conversao.

Figura 20 — Comparacéo da eficiéncia de converséo de TAG em MAG e DAG da enzima livre e da
enzima imobilizada (%).
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Fonte: O autor.
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Figura 21 — Comparacéo da eficiéncia da conversdo de TAG em MAG e DAG das enzimas livres e
imobilizadas.
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Fonte: O autor.

Analisando os resultados de eficiéncia apresentados na Tabela 15, nota-se
que, na reacao de glicerdlise conduzida com a Lipozyme TL100L de forma livre,
obteve-se valores inferiores aos do que com a enzima imobilizada em Spectrogel.
Esse comportamento € esperado, pois, ha maioria dos casos, a utilizacdo do suporte
tende a fornecer melhores condicbes para que a enzima atue na glicerolise
(MOLINARI, 2020). Percebe-se, também, que os valores de producdo de DAG
empregando as enzimas livres e imobilizadas foram equivalentes.

Esses resultados de conversao e producao de DAG mostram que a reacao foi
realizada em condi¢cdes adequadas de temperatura e pH, favorecendo a atividade
enzimatica. Verificou-se, também, que o tempo de reacdo e quantidade de enzima
empregada foram adequados para o estudo das rea¢des. Dessa maneira, entende-se
que a metodologia utilizada nesta pesquisa para conduzir a reacdo de glicerdlise
enzimatica foi adequada. Para ilustrar as andlises realizadas para determinacdo do
teor de MAG, DAG e TAG, é apresentado, na Figura 22, o cromatograma para a
condicao experimental: MO 14: razao molar glicerol:azeite na proporcao de 2:1, 7,5%
(m/m) de enzima, com duas horas de reagcdo, com temperatura de 45°C.
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Figura 22 — Cromatograma area de pico x tempo da Amostra 14 (Raz&o molar 2:1, 7,5% enzima,
45°C).
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Fonte: O autor.

Os resultados obtidos por Kruger (2010) foram semelhantes aos deste estudo
(Figura 22) da reacao enzimatica da glicerélise do azeite de oliva. O autor obteve um
cromatograma, sendo o primeiro pico de solvente, seguido do pico de glicerol em,
aproximadamente, 6 minutos, seguidos dos MAG de 10 a 17 minutos, DAG 25 a 30
minutos e, por fim, os TAG de 41 a 46 minutos. No entanto, os valores obtidos para
os parametros de eficiéncias do presente trabalho foram superiores ao do trabalho de
Kruger (2010), que, na condicao 6tima, obteve converséo de 73%.

Solaesa et al. (2017) investigaram a reacédo de glicerdlise do 6leo de sardinha
por meio da Lipozyme 435 imobilizada em suporte de resina acrilica hidrofébica e
realizaram a quantificacdo de producao do MAG, DAG e TAG, apenas pelas areas de
picos da regido do cromatograma, com conversdo de, aproximadamente, 25% de
MAG e 50% de DAG e uma conversao total de 75%. Esse resultado foi obtido numa
faixa de temperatura de 50°C e foi utilizado como a principal referéncia para a
fundamentacédo das técnicas empregadas no presente trabalho.

Valério (2009) investigou a glicerdlise enzimatica de 6leo de oliva usando
surfactantes alimenticios e em sistema livres de solventes empregando a lipase
Novozym 435. Os valores na condi¢ao 6tima sdo: razdo molar 6:1 (glicerol: 6leo), 16%
de surfactante e 9% de enzima imobilizada com temperatura de 70°C e 2 horas de
reacdo forneceram eficiéncia de, aproximadamente, 90% de conversdo de TAG em
MAG e DAG.
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4.5.2 Eficiéncia de converséao pela curva de calibracéo

Na determinacdo da concentracdo dos compostos, temos: Acido linoleico,
glicerol trilinoleico, &cido oleico, monopalmitico, glicerol trioleico e acido dilinoleico
(sendo PD1 a PD6, respectivamente) nas amostras, utilizou-se as equacdes das retas
apresentadas no apéndice A, das curvas de calibracdo de cada padrdo. Constata-se
que as amostras reagiram pelo método da glicerdlise enzimatica. Nos cromatogramas,
observa-se que, nos tempos de retencéo de cada padrdo, surgiu um pico e, a partir
da sua area e da respectiva equacao, foi possivel a determinacdo da concentracao
em cada amostra.

Nas Tabelas 16, 17 e 18, é possivel observar onde os valores de AP, PD e C
(AP sendo a area de pico de cada padrdo; PD padrao utilizado e C a concentracédo de
cada padrdo) significam area de pico (mRIU), padrdo e concentracdo (g L),
respectivamente. O calculo da concentracdo de TAG, DAG e MAG foi feito a partir das

khy 0

equacles das retas obtidas dos padrdes, em que se substitui o valor de “y” a partir

das &reas dos picos de cada padrao e obteve-se o valor de “X”, que representa a
concentracdo de cada padréao de acordo com a curva de calibracdo que foi construida.
Tais dados sdo apresentados na Tabela 16.

Os valores de coeficientes de determinacao para a obtencdo da curva padrao
foram considerados elevados, todos préximos ao valor unitario, caracterizando, assim,
um bom ajusto do modelo bem linear, importante ressaltar que todos os tempos de
retencdo foram respeitados de acordo com a ordem que deveriam sair pelas
interacdes entre coluna e fase movel. Tal qual, a equacao da reta de cada padrao que
foi utilizada para a determinacao da concentracéo obtida e descrita na Tabela 17, por
meio dos valores dos picos dos padroes da Tabela 18, das MO com enzimas

imobilizadas.



Tabela 16 — Padrbes utilizados, equacédo da reta e tempos de retencéo.

Padréo Equacdo da Reta R2 T’ Retencdo (min)
PD1 Acido linoleico y = 266,11x - 266,22 0,99989 11,55
PD2 Acido oleico y =127,45x - 126,51 0,9996 13,06
PD3 Acido monopalmitico y =177,24x - 176,82 0,99744 14,51
PD4 Acido dilinoleico y =226,53x - 227,52 0,99937 27,38
PD5 Trioleina y =159,73x - 162,15 0,9956 41,28
PD6 Trilinoleina y =184,12x - 181,7 0,9998 44,65
PD: Padréo.
Fonte: O autor.
Tabela 17 — Area de pico de cada padréo para cada amostra imobilizada.
Amostra AP PD1 AP PD2 AP PD3 AP PD4 AP PD5 AP PD6
3 900,46 883,12 960,77 934,36 298,28 315,64
6 996,25 1102,11 1078,24 1007,64 302,78 343,21
7 2098,59 1987,61 2202,64 2210,36 254,31 281,25
9 1156,12 989,37 1201,28 1055,43 167,63 190,19
11 2249,42 2127,39 2493,14 2416,24 143,63 170,39
12 1198,17 1086,39 1265,97 1279,81 213,15 240,67
14 2314,78 2186,47 2536,18 2458,61 46,78 49,45
15 1795,13 1682,14 1977,59 1981,68 305,17 339,42
16 1781,67 1676,39 1934,81 2007,28 293,68 313,28
18 1183,37 1001,37 1226,29 1297,97 304,28 338,67
20 1317,57 1201,38 1483,91 1483,47 259,5 298,64
22 1251,28 1138,41 1355,57 1534,24 312,14 348,62

AP PD: Area de pico do padréo

Fonte: O autor.

Tabela 18 — Concentragdo de cada padréo pés-glicerdlise enzimatica imobilizada.

Amostra| CPD1 | CPD2 C PD3 C PD4 C PD5 C PD6 Eficiéncia (%)
3 2,38 5,94 4,42 3,12 0,85 0,73 74,96
6 2,74 7,65 5,09 3,44 0,88 0,88 80,16
7 6,89 14,60 11,43 8,75 0,58 0,54 80,57
9 3,34 6,77 5,78 3,65 0,03 0,05 85,40
11 7,45 15,70 13,07 9,66 0,21 0,06 76,85
12 3,50 7,53 6,15 4,65 0,32 0,32 79,26
14 7,70 16,16 13,31 9,85 0,73 0,72 91,11
15 5,75 12,21 10,16 7,74 0,90 0,86 75,89
16 5,69 12,16 9,92 7,86 0,82 0,71 75,72
18 3,45 6,86 5,92 4,73 0,89 0,85 86,59
20 3,95 8,43 7,37 5,54 0,61 0,64 75,62
22 3,70 7,94 6,65 5,77 0,94 0,91 81,87

C PD: Concentragéo do padrédo

Fonte: O autor.
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Os mesmos testes foram feitos para a glicerélise empregando a enzima livre e

estes resultados sdo apresentados nas Tabelas 19 e 20.



Tabela 19 — Area de pico de cada padrdo para cada amostra livre.

Amostra AP PD1 AP PD2 AP PD3 AP PD4 AP PD5 AP PD6
3 859,13 901,67 926,66 860,73 326,32 295,03
6 917,75 1182,67 998,88 941,84 301,93 337,92
7 1919,58 1981,85 2150,66 2108,90 273,13 271,27
9 1091,03 1198,52 1154,91 1039,18 209,17 182,85
11 2102,53 2284,82 2454,75 2210,13 174,37 160,69
12 1109,98 1318,88 1166,21 1207,76 239,58 228,95
14 2232,61 2284,86 2393,39 2363,71 44,97 45,55
15 1725,84 1890,73 1865,07 1812,64 304,29 320,11
16 1754,23 2091,80 1840,58 1915,15 306,90 305,89
18 1125,74 998,57 1146,21 1202,44 326,52 326,65
20 1286,48 1314,31 1374,69 1386,60 264,95 284,93
22 1180,08 1248,84 1334,69 1459,52 324,94 338,58

AP PD: Area de pico do padrdo

Fonte: O autor.

Tabela 20 — Concentracdo de cada padrdo pés-glicerélise enzimética livre.
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Amostra| CPD1 | CPD2 C PD3 C PD4 C PD5 Cc PD6 | Eficiéncia (%)
3 2,23 6,08 4,23 2,80 1,03 0,62 71,43
6 2,45 8,29 4,64 3,15 0,88 0,85 75,27
7 6,21 14,56 11,14 8,31 0,69 0,49 82,86
9 3,10 8,41 5,52 3,58 0,29 0,01 79,72
11 6,90 16,93 12,85 8,75 0,08 0,11 71,15
12 3,17 9,36 5,58 4,33 0,48 0,26 76,72
14 7,39 16,93 12,51 9,43 0,74 0,74 88,18
15 5,49 13,84 9,53 7,00 0,89 0,75 78,29
16 5,59 15,42 9,39 7,45 0,91 0,67 70,79
18 3,23 6,84 5,47 4,30 1,03 0,79 87,64
20 3,83 9,32 6,76 5,12 0,64 0,56 77,31
22 3,43 8,81 6,53 5,44 1,02 0,85 73,69

C PD: Concentragdo do padréao
Fonte: O autor.

Ao analisar as Tabelas acima (Tabelas 17 a 20), percebe-se que a conversao
com a enzima imobilizada foi maior do que com a enzima livre, jA que é a melhor
condicao para a glicerélise enzimatica. No topico 4.5.3, serd abordada a equivaléncia
entre os métodos de determinacgao da eficiéncia de conversao, por area de pico e pela
curva de calibracdo, para analisar se ha ou ndo equivaléncia entre eles. Com estes
valores, é possivel, assim, realizar a determinacdo da concentracdo de alguns dos
MAG, DAG e TAG que estéo presentes no azeite de oliva, de acordo com os padrdes
utilizados no presente estudo. Isso também é ressaltado no trabalho de Gole e Gogate
(2014), que buscaram a promocéo da glicerolise de acidos graxos livres diversos,
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realizada por sistema de micro-ondas, e que também se utilizou de padrbes externos
para curvas de calibracdo de 6leos e seguiu um planejamento que é muito similar e
coincide com o que foi utilizado no presente trabalho, mostrando-se eficiente no que
se refere a quantificacéo de AG.

A partir dos resultados apresentados nas Tabelas 18 e 19, € possivel a analise
da quantificacdo dos padrées avaliados: (Acido linoleico 97%; glicerol trilinoleico 98%;
acido oleico >99%; monopalmitico >99%; glicerol trioleico >99%; &cido dilinoleico
98%, todos da marca Sigma-Aldrich) a partir da area de pico, assim como seus tempos
de retencdo e a concentragdo (g L1). Ao que se refere aos tempos de retencgéo,
observa-se que os MAG aparecem primeiro, sdo seguidos dos DAG e, por fim, os
TAG, essa sequéncia de posicionamento ocorre pela interacdo que h& entre a fase
movel e estacionaria, ou seja, ha uma maior afinidade dos MAG com a fase movel da
CLAE e, assim, sairam primeiro. Por outro lado, os TAG tém uma maior afinidade com
a coluna na fase estacionaria e, assim, séo retidos por mais tempo, demorando um
tempo maior para sair no cromatograma.

Essa interacdo intermolecular fisico-quimica explica a diferenca que existe
nos tempos de retencdo, uma vez que as moléculas que poderiam ser interferentes
saem sobrepostas nos cromatogramas, no entanto isso ndo ocorreu neste trabalho,
pois cada MAG, DAG e TAG tem interacdo diferente com as fases do sistema e
também podem ser observados pelos tempos de reten¢do, que variaram de 11,55 a
44,65 minutos (SKOOG et al., 2014). Os demais graficos para este parametro podem
ser observados nos Anexos A do presente trabalho.

Resultados semelhantes foram observados no trabalho realizado por Solaesa
(2016), que teve como objetivo a promocao da glicerdlise enzimética por lipase em
Oleo de sardinha em diferentes sistemas, como livre de solventes. O autor usou o
surfactante Tween 80 e o surfactante AOT, sob varias condi¢cdes de presséo e tempos
de reagéo e, assim, concluindo que é importante a promocao da MO antes da catalise
enzimatica, ressaltando que os surfactantes tiveram comportamentos semelhantes,
nao apresentando diferencas significativas tanto para as conversdes quanto equilibrio
do sistema.

Analisando as Tabelas 18 e 20, observa-se que a condi¢géo que resultou numa
maior conversdo em DAG e MAG foi o experimento 14 (1,2 mL de glicerol, 0,6 mL de
azeite de oliva, 0,9 mL de agua, 4,5 mL de Tween 80, 9 mL de glicerol e 1,22 mL de

enzima). Assim, essa condi¢cado experimental foi selecionada para realizar os outros
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ensaios com a enzima imobilizada. Esse ponto de formac&o de microemulséo foi o
que apresentou a melhor conversdo na glicerdlise enzimatica quando se utilizou os
mesmos valores das variaveis nos testes de glicerdlise enzimatica, assim, em fungéo
do teor de agua e de surfactante, foi 0 ensaio que se comportou de forma a
proporcionar a maior conversao possivel, dentro da sua faixa de condicdo, de TAG
em MAG e DAG.

A eficiéncia de conversédo observada nas Tabelas 18 e 20 foi determinada
utilizando a Equacéo 06 e, ao comparar com os resultados da conversao das Tabelas
14 e 15, observa-se que tanto por método das areas de pico quanto pelo método da
curva de calibracéo os resultados de eficiéncia de conversao se equipararam, ou seja,
os testes foram conduzidos de maneira coerente e s&o equivalentes, visto que, em

ambas as quantificagcbes, a converséao foi muito similar.

4.5.3 Equivaléncia entre os métodos de eficiéncia de conversao

No intuito de analisar se os dois métodos apresentados até aqui, foram
equivalentes em termos da porcentagem de conversdo, construiu-se graficos da
eficiéncia de converséo obtida pelo método da area de pico em funcdo do valor de
eficiéncia obtido pelo método da curva de calibracdo para as enzimas livre e

imobilizadas (Figuras 23 e 24).

Figura 23 — Diagrama de disperséo das eficiéncias para enzimas imobilizadas.
Grafico de dispersao: Eficiéncias para as enzimas imobilizadas
Ef. Curva = 2.7516 + ,96475 * Ef. Area de pico
Correlacao: r = .99038
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Figura 24 — Diagrama de disperséo das eficiéncias para enzimas livres.

Diagrama de dispersdo: Eficiéncias para as enzimas livres
Ef Curva =-5956 + 1,0099 * Ef. Area de pico
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Fonte: O autor.

Na Figura 23, notam-se niveis de dispersdo muito baixos, sugerindo que os
meétodos de determinacdo da eficiéncia de conversédo para as enzimas imobilizadas
sao equivalentes. Ao analisar a Figura 24, percebe-se uma dispersdo um pouco maior,
mas a maioria dos pontos esta dentro de um limite estabelecido pelo software
Statistica, porém nitidamente maior do que com a enzima imobilizada. Contudo, como
observou-se que a glicerdlise enzimatica conduzida por enzima imobilizada
apresentou maior conversao do que com a enzima livre, 0s testes a partir desse ponto
foram conduzidos somente com essa condicdo de maior conversdo (enzima
imobilizada), no objetivo de otimizar os fatores de conversdo de TAG, nas melhores

condicBes possiveis.

4.6 PLANEJAMENTO FATORIAL DA IMOBILIZACAO POR ADSORCAO

Para estudar a atividade da enzima Lipozyme TL100L imobilizada no suporte
de argila Spectrogel tipo C, desenvolveu-se um planejamento experimental fatorial do
tipo Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR) 22, com base nos
resultados de atividade obtida (variavel resposta) em funcéo do pH e da atividade
oferecida (variaveis independentes). Os resultados do DCCR 22 séo apresentados na
Tabela 21.
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Tabela 21 — Resultados do planejamento fatorial 22 para o processo de adsorcéo por imobilizacgao.

X2 [ Atividade oferecida Atividade obtida
Teste X1/pH (QENZ gSUP) (QENZ gSUP)
1 -1/5 -1/0,0249 0,0139
2 1/9 -1/0,0249 0,0152
3 -1/5 1/0,0498 0,0246
4 1/9 1/0,0498 0,0271
5 -1,41/3,3 0/0,0404 0,0087
6 1,41/10,7 0/0,0404 0,0143
7 0/7 -1,41/0,0199 0,0134
8 0/7 1,41/ 0,0607 0,0346
9 0/7 0/0,0404 0,0315
10 0/7 0/0,0404 0,0321
11 0/7 0/0,0404 0,0328

Fonte: O autor.

Os resultados da atividade da enzima imobilizada expostas pela Tabela 21
estdo na faixa de 0,0087 até 0,0328 (JENZ gSUP-1). Quando o pH esta fixo, os valores

da atividade obtida aumentaram com a quantidade de atividade oferecida. No teste 8,

que corresponde a condicdo experimental de valor maximo da atividade oferecida,

tem-se 0,0607 gENZ gSUP-!, sendo obtido o valor maximo de atividade (enzima

imobilizada). Por se tratar de um processo de adsor¢éao, quanto maior a concentracao

da enzima maior a probabilidade das moléculas se fixarem com os sitios. Verificou-

se, também, que o pH teve um efeito na imobilizacdo da enzima, pois essa variavel

afeta a superficie do suporte e pode favorecer o surgimento de sitios acidos e basicos

na qual a enzima pode se ligar, além disso o pH afeta a atividade da enzima. Os

resultados da analise estatistica da ANOVA e efeitos do planejamento experimental

estdo apresentados nas Tabelas 22 e 23, respectivamente.

Tabela 22 — ANOVA do DCCR 2? da imobilizacdo da enzima pelo processo de adsorgéo.

Fator SS GL MS F ¢]
pH (L) 179,3023 1,0000 179,3023 3,7200 0,1117
pH (Q)* 5491,4984 1,0000 5491,4984 113,9339 0,0001
Atividade Oferecida (L)* 3563,1019 1,0000 3563,1019 73,9248 0,0004
Atividade Oferecida (Q)* 694,3063 1,0000 694,3063 14,4050 0,0127
1L by 2L 3,6252 1,0000 3,6252 0,0752 0,7949
Erro 240,9950 5,0000 48,1990
Total SS 9503,2594 10,0000

Fonte: O autor.



Tabela 23 — Tabela dos efeitos do DCCR 2?2 da imobilizacdo da enzima por adsorcao.
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Fator Efeito pgczlrr%o t (5) p '-'315'(}/5 i I:_'g]Slot/f Coef. pgcrirrgo
Interacéo* 103,3345 | 4,0082 | 25,7805 | 0,0000 | 93,0310 |113,6380 | 103,3345 | 4,0082
pH (L) 90,4825 | 4,9164 1,9287 | 0,1117 | -3,1556 | 22,1207 47413 | 2,4582

pH (Q)* -62,6199 | 5,8666 | -10,6740 | 0,0001 | -77,7005 | -47,5394 | -31,3100 | 2,9333
Ativ. Ofer. (L)* | 42,2713 | 4,9164 | 8,5980 | 0,0004 | 29,6332 | 54,9095 | 21,1357 | 2,4582
Ativ. Ofer. (Q)* | -22,2660 | 5,8666 | -3,7954 | 0,0127 | -37,3466 | -7,1855 | -11,1330 | 2,9333
1L by 2L 1,9040 | 6,9425 | 0,2743 | 0,7949 | -15,9424 | 19,7504 | 0,9520 | 3,4713

Fonte: O autor.

Os dados apresentados nas Tabelas 22 e 23 indicam quais variaveis foram
significativas: atividade enzimatica (Linear e Quadratica) e o pH (quadratico), bem
como a interacdo destas duas variaveis tiveram influéncia na atividade obtida. Notou-
se que tanto o pH quanto a atividade tiveram influéncia significativa no processo de
imobilizacdo da enzima por adsor¢éo, pode ser justificado pelo pH do ponto isoelétrico
da argila comercial que é de 7,0 - 8,0 (STOFELA et al., 2015).

Salienta-se que ao tratar a argila com acido, para posterior lavagem com agua
destilada até atingir o pH de 5,5, o0 suporte de argila encontra-se abaixo do seu ponto
isoelétrico, com cargas positivas em sua superficie. O valor do ponto isoelétrico varia
de acordo com a lipase utilizada, como a lipase de Burkholderia cepacia possui seu
ponto isoelétrico em pH 5,2 (SECUNDO et al., 2008; REBELO et al., 2010). Desta
maneira, em condi¢des acidas, a propor¢cdo de enzimas com carga negativa diminui e
reduz a quantidade adsorvida na argila. Visto posto, € possivel explicar que qualquer
variagdo do pH que saia do ponto isoelétrico da argila altera os valores de adsorcao,
bem como afeta atividade enzimética.

Normalmente, o pH da solug¢édo que propicia valores maximos de imobilizacédo
esta préximo do ponto isoelétrico da proteina. Isso ocorre pelo fato de que a repulsao
eletrostatica entre as moléculas de proteina é minimizada no valor de pH
correspondente ao ponto isoelétrico (RABE et al., 2011). Tal fato pode ser observado
no trabalho de Li et al. (2017), que obtiveram a maior atividade enzimatica em um
ambiente neutro (pH 7,0) para a imobilizacdo de lipase se B. cepacia. Yucel (2011),
por sua vez, analisou a influéncia da concentracao do tampéao durante a imobilizacao
e obteve atividade com valores proximos em diferentes concentragdes, ndo sendo
observado um efeito importante na atividade da enzima imobilizada. Diante disso,
deve-se analisar todas as variaveis para que se possa dizer que € um parametro

importante ou ndo, contudo, baseando-se nos resultados, nota-se que sim, trabalhar
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com um pH proximo ao ponto eletrostatico condiciona um aumento da atividade
enzimatica.

Isso esta ligado as forcas ibnicas presentes na solucdo de imobilizacdo, uma
vez que, quando altas forcas ibnicas, a lipase tende a manter sua conformacéo
fechada, o que faz com que ocorra perda de atividade catalitica da enzima ou ainda
apresente dificuldades ao interagir com substratos, devido ao impedimento histérico
e, por consequéncia, afete os resultados de atividade enzimatica ou outro parametro
designado como variavel resposta (BARBOSA et al., 2011; BARBOSA et al., 2013).
Bastida et al. (1998) comentam que enzimas sdo melhores imobilizadas nos suportes
gquando a forca ibnica € baixa. Desse modo, utilizando uma concentracdo
intermediaria (até 0,1 Mol.L1), permite um possivel equilibrio entre a estrutura aberta
e a fechada da enzima. Portanto, as condi¢des do tampao fosfato de sédio em pH 7,0
e concentracédo de 0,05 Mol.L? (condi¢cGes do ponto central do planejamento) foram
fixadas para utilizacdo nas demais etapas de imobilizacdo (BORNSCHEUER, 2018).

Analisar a ANOVA (Tabela 23) para um modelo quadratico nos traz que a
viabilidade e a significaAncia estatistica de cada efeito sdo determinadas pela
probabilidade p (p-valor) e teste de Fisher (teste F), ou seja, quanto maior o valor de
F e quanto menor o p-valor, mais significativo é o coeficiente, enquanto a qualidade
do ajuste é avaliada pelo R?, sendo que, quanto mais préximo de 1, maior correlacédo
tem nos ensaios. Por consequéncia, os dados sugerem que o modelo apresentado é
significativo e adequado para descrever os dados experimentais, uma vez que as
variaveis apresentaram valor p< 0,05. O R? para esses testes foi de 0,9746, indicando
que 97,5% das variacBes na resposta sdo causadas pelas variaveis independentes
do processo.

A viabilidade do modelo também foi confirmada pelo teste F, no qual a condic¢éo
de Fcaiculado™> F tabelado (Fcalc> Ftab) foi satisfeita (Ftan € de 6,26, logo, para o parametro
da atividade oferecida, esse valor foi cerca de 7 vezes maior do que o Fcarc) e calculado
a partir de ANOVA e dados tabelados, respectivamente (ALVES, 2021). Na Figura 25,
sdo apresentados o digrama de Pareto e os graficos de superficies de resposta
apresentadas nas Figuras 26 e 27, respectivamente.

A equacdo (52), em termos das variaveis codificadas, foi utilizada para a
construcdo das superficies. Os graficos de superficie de resposta mostram que 0s
pontos 0timos estdo na regido proximo ao ponto central para a variavel pH e na regiao

de valores mais elevados da atividade ofertada.
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Além disso, a atividade enzimatica esta diretamente ligada ao pH do meio, pode
ser explicada por trabalhar de forma chave-fechadura e deve-se ter quantidade
suficiente de enzima oferecida no meio, em um pH que permita que a atividade
enzimatica seja maxima para que a catalise possa acontecer (JUNIOR, 2017). A partir
da equacéo 52, foi determinada a condicao 6tima de imobilibizacdo da enzima: 0,0491
gENZ gSUP1e pH de 7,12, que resultard numa atividade da enzima imobilizada de
0,0353 gENZ gSUP-. Nessa condicdo, realizou-se o experimento com triplicata e

obteve-se os resultados da Tabela 21.
Az = 103,3345 + 4,7413x — 31,3099x? + 21,1357y — 11,1330y* — 0,952xy + 0 (52)

Figura 25 — Diagrama de Pareto do DCCR 22 da adsorcéo.

Efeitos do Diagrama de Pareto; Variavel resposta: Atividade obtida
2 fatores, 1 bloco, 11 corridas; MS Residual=48,19899
DV: Atividade obtida

(2)Atividade oferecida(L) 18.597954

Atividade oferecida(Q) -3,79539
(1)pH(L) 1,928741
1Lby2L 2742508
p=.05

Estimativa de efeito padronizado (Valor absoluto)

Fonte: O autor.

No trabalho de Molinari (2020), o autor analisa a imobilizacdo de Burkholderia
cepacia em suportes de argila, dentre eles o Spectrogel tipo C, para a producéo de
ésteres etilicos. O autor avaliou a atividade oferecida e pH em funcdo da atividade
obtida e, na analise do gréafico de Pareto, percebeu que somente a atividade oferecida
foi significativa para o processo, enquanto no presente estudo, além do parametro

citado, o pH também foi significativo.
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Figura 26 — Superficie de contorno do DCCR 22 da adsorcéo.

Superficie de resposta; Variavel: Atividade obtida
2 fatores, 1 bloco, 11 corridas; MS Residual=48,19899
DV: Atividade obtida

Atividade oferecida

> 100
<88
<48
; " ; ! y <8
<32

05 00 05 ¢ : zo- -7

pH <112

Fonte: O autor.

Figura 27 — Superficie resposta do DCCR 22 da adsorg&o.

Superficie resposta 3d; Variavel : Atividade obtida
2 fatores, 1 bloco, 11 corridas; MS Residual=48,19899
DV: Atividade obtida

g Q%

H I,;q S, A

g 95009504

X8

> 100
B <90
Il < 40
1<-10
B < 60
I <-110

Fonte: O autor.

Ao observar os graficos de superficie de resposta (Figuras 26 e 27), verifica-se
que h& uma regido com formacdo de ponto O6timo e que as variaveis foram
significativas. O diagrama de Pareto indica que, num nivel de significancia de p = 0,5,
ambas variaveis foram significativas, logo, ao alterar as variaveis independentes gerou
variacdes significativas na variavel dependente. Entdo, seguiu-se de uma triplicata no

ponto 6timo de adsor¢céo que pode ser observada na Tabela 24.
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Tabela 24 — Triplicata do ponto 6timo do processo de adsorcéo.

Teste | pH | Atividade Oferecida (JENZ gSUP?) | Atividade Obtida (JENZ gSUPY) Eaes;/;g
1 7,1 0,0491 0,0349 1,8333.10°%
2 7,1 0,0491 0,0353
3 7,1 0,0491 0,0349

Médio | 7,1 0,0491 0,0350

Fonte: O autor.

Os testes experimentais nos trouxeram resultados similares aos previstos pelo
modelo. Esses valores confirmam os resultados da analise estatistica do modelo, visto
que o desvio entre atividade teérica e experimental foi de 0,0002 gENZ gSUP,
portanto foram muito préximos. Essa condicdo de imobilizacdo foi a utilizada para
otimizar a reacgédo de glicerélise (pH 7,1, atividade oferecida de 0,0491 gENZ gSUP-Y).
Ademais, o desvio padrdo entre as amostras foi baixo o que nos mostra um modelo
ajustado e com resultados proximos a média, agregando confiabilidade nos dados
obtidos.

4.7 ATIVIDADE ENZIMATICA DOS ENSAIOS DE GLICEROLISE COM A ENZIMA
IMOBILIZADA

O estudo da reacdo de glicerdlise empregando a enzima imobilizada (Razao
molar m/m 2:1, 7,5% enzima, 35°C) foi realizado utilizando um planejamento
experimental, no qual foram avaliadas as varidveis temperatura e quantidade de
enzima e como variaveis resposta a atividade obtida e a conversao de TAG, com o
intuito de tentar correlaciona-las. Os resultados da atividade enzimatica estdo
apresentados na Tabela 25.

Ferreira (2017) afirma que a atividade enzimatica é um parametro importante
gquando se objetiva monitorar o comportamento da enzima, que, normalmente, é
guantificada em termos de unidades de atividade, seja U, seja Ul, podendo ser
definida como a quantidade de enzimas capaz de realizar a catélise e a modificacao
de 1 umol de substrato por minuto de reagao, que, obviamente, segue as condi¢coes
experimentais pré-estabelecidas.

Dessa maneira, a comercializacdo das enzimas € feita sob os termos de
atividade ou pela atividade especifica, U mg?! de proteina. Na Tabela 25, s&o

apresentados os valores referentes a atividade das amostras do DCCR. As condi¢des
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experimentais da imobilizacdo por adsorcéo foram utilizadas de acordo com o ponto
otimo obtido e descrito no item 4.8 em pH 7,1 e atividade oferecida de 0,0491 gENZ
gSUP-L. Para as condicGes da formacdo da microemulséo, seguiu-se o planejamento
fatorial descrito no item 4.7.

Tabela 25 — Atividade enzimatica obtida por meio do planejamento fatorial DCCR 22 (razdo molar 2:1,
2 horas de reacéo).

Teste Temperatura (°C) Enzima (%) Atividade obtida (QENZ gSUP?)
1 -1/30 -1/5 0,0158
2 1/40 -1/5 0,0162
3 -1/30 1/10 0,0187
4 1/40 1/10 0,0197
5 -1,41 /28 0/75 0,0169
6 1,41/42 0/75 0,0135
7 0/35 -1,41 /3,97 0,0150
8 0/35 1,41/11,02 0,0230
9 0/35 0/75 0,0277
10 0/35 0/75 0,0279
11 0/35 0/75 0,0272

Fonte: O autor.

Nas condicBes processuais 6 e 7 foram obtidas dos menores valores da
atividade enzimatica, provavelmente em funcédo da razédo da quantidade de enzima
ser insuficiente e/ou a temperatura fora dos pontos 6timos. Esses sdo valores
previstos, pois a atividade esta relacionada diretamente a acao da Lipozyme TL 100L
e, por consequéncia, a conversao de TAG para MAG e DAG (MILLER et al., 1988). O
comportamento das variaveis pode ser analisado pela ANOVA e sdo apresentados
nas Tabelas 26 e 27. O monitoramento das variaveis é importante para otimizacao do
modelo, ademais analisa-se, assim, se a atividade obtida esta4 relacionada as
condicdes de processo para realizacdo da glicerdlise enzimatica (temperatura e

guantidade de enzima).
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Fonte de Variagédo SS ggll?%%ss L(?l;zl:j a%i Ql;/lagdrﬁ)do F Calculado
(1) Temperatura (°C)(L) 14,3850 1 14,3850 0,8151
Temperatura (°C)(Q)* 2152,3149 1 2152,3149 121,9526
(2) Enzima (%) (L)* 412,01239 1 412,0123 23,3451
Enzima (%) (Q)* 1005,0447 1 1005,0447 56,9470
1L by 2L 0,81 1 0,81 0,04589
Erro 88,2438 5 17,6487
Total SS 3029,1350 10

Fonte: O autor.

Ao analisar a Tabela 26 da ANOVA, percebe-se que, para um modelo

quadratico, € um processo viavel e a significancia estatistica de cada efeito sédo

determinadas pela probabilidade p (p-valor, na Tabela 27) e teste de Fisher (teste F),

portanto, quanto maior o valor de F e quanto menor o p-valor, mais significativo é o

coeficiente. Assim, os dados sugerem que o modelo apresentado € significativo e

adequado para descrever os dados experimentais, uma vez que as variaveis

apresentaram valor p< 0,05. O R? para esses testes foi de 0,9709, indicando que

97,1% das variacdes na resposta sdo causadas pelas variaveis independentes do

processo. Logo, a viabilidade do modelo também foi confirmada pelo teste F, no qual

a condicao de Fcalculado™ F tabelado (Fcalc> Ftab) foOi satisfeita, sendo calculado a partir de
ANOVA e dados tabelados, respectivamente (ALVES, 2021).

Tabela 27 — Coeficiente de Regresséo no planejamento DCCR 22.

Parametro Coeficiente de Regresséo Desvio Padrdo p
Média/Intercep. * 88,6630 2,4254 0,0000
(1) Temperatura (°C)(L) -2,6858 2,9750 0,4080
Temperatura (°C)(Q)* -39,2030 3,5499 0,0001
(2) Enzima (%) (L)* 14,3743 2,9750 0,0047
Enzima (%) (Q)* -26,7892 3,5499 0,0006
1L por 2L 0,9000 42010 0,8388

Fonte: O autor.

Os resultados nos trazem que temperatura e porcentagem de enzima foram

significativas na atividade enzimatica, num nivel de significancia de 5%, ou seja,
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qualquer alteracdo nessas variaveis impacta nos valores da variavel resposta. Nota-
se, pelo desvio padréo, que os valores estdo baixos e proximos, o que nos diz que se
tem uma amostragem homogénea (JUNIOR, 2017). O diagrama de Pareto (Figura
28) mostra graficamente quais variaveis foram significativas (Temperatura (Q) e
Enzima (Q) e (L)) em um nivel de significancia de 5% para o planejamento fatorial

DCCR 22 apresentado acima.

Figura 28 — Diagrama de Pareto do planejamento fatorial DCCR 22.

Diagrama de Pareto com Efeitos Padronizados; Varidvel: Atividade obtida
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Corridas; MS Residual=17,64877
DV: Atividade obtida

Temperatura(Q) | 1—1140432
Enzima %(Q) -7,54632
(2)Enzima %(L) | 4831677
(1)Temperatura(L) -,902814
1Lby2L 2142325
p=.05

Fonte: O autor.

Avaliando o diagrama de Pareto (Figura 28), nota-se que as variaveis que
influenciaram no processo da atividade enzimatica foram a temperatura (Q) e
porcentagem (razdo) de enzima (Q), tendo uma influéncia de modo negativo no
processo, ou seja, quanto menor a temperatura € menor a concentracdo de enzima
maior sera a atividade enzimatica obtida. Ademais, a porcentagem de enzima (L)
também impactou positivamente, desse modo, % de enzima (L) maiores promovem
melhores atividades enziméticas.

A equacéao (53) corresponde a equacao que representa a atividade enzimatica
e construcdo das superficies de resposta apresentadas nas Figuras 29 e 30,

respectivamente, de forma a observar a regido de formagéo de ponto 6timo.

Az = 88,6631 — 1,3429x — 19,6015x2 + 7,1872y — 13,3946y2 + 0,45xy + 0 (53)
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Figura 29 — Superficie de contorno do DCCR 22

Superficie de resposta; Variavel: Atividade obtida
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Corridas; MS Residual=17 64877
DV: Atividade obtida

Enzima %
(=]
o

1 I >80
" I <30
A I < 60
. S B < 40
B <20

- i i : f <0
B < -20
-2,0 -15 -1,0 -05 0.0 05 1.0 1.5 20 i < -40
Temperatura B < -60

Fonte: O autor.

Figura 30 — Superficie resposta do DCCR 22.

Superficie de resposta; Variavel: Atividade obtida
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Corridas; MS Residual=17,64877
DV: Atividade obtida

e ORI

I > 50
I <80
I <60
B < 40
<20
1<0
[ <-20
B < -40
Il < 60

Fonte: O autor.

A partir das superficies de resposta, Figuras 29 e 30, nota-se que a variavel
resposta atividade obtida tem relacdo diretamente proporcional a % de enzima e
inversamente proporcional com a temperatura e % de enzima (Q). Esse resultado
corrobora com a literatura disponivel sobre o tema, pois quanto maior a quantidade
de enzima presente no meio, maior a chance de encaixe com a superficie e,
conseguentemente, maior interacdo entre a enzima e a lipase e maior conversao de
TAG em MAG e DAG (Ferreira et al., 2021).
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4.7.1 Atividade enzimética do ponto 6timo

A partir da Equacgédo 53, foi determinada a condigdo 6tima em termos de
atividade enzimatica: 34,84 °C de temperatura e 8,16 % de enzima, que corresponde
ao valor da atividade enzimatica imobilizada teérica 6tima de 0,0280 gENZ gSUPL.
Também foi realizado um ensaio em triplicata nessas mesmas condi¢cdes processuais

do ponto 6timo, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 — Atividade enzimatica na triplicata no ponto 6timo.

Teste Atividade (JENZ gSUPY) Desvio padrao Soma dos quadrados
Atividade ofertada 0,0491
1 0,0269
2 0,0271 0,0002 1,2667.107
3 0,0266

Fonte: O autor.

Ao comparar a atividade enzimatica nos pontos oOtimos das enzimas
imobilizadas, observa-se que estes valores ficaram coerentes entre si. O desvio entre
o valor teérico e o médio das atividades obtidas foi de 0,0011 gENZ gSUP-1, o que nos
mostra que o modelo representou adequadamente o comportamento da variavel
resposta dentro da regido avaliada no planejamento, ja que uma variacao tao discreta
na atividade obtida é inferior a 5% de variacdo, indicando uma confiabilidade dos

resultados experimentais quando comparados com os teéricos (NICHOLSON, 2021).

4.8 PLANEJAMENTO FATORIAL DCCR DA REACAO DE GLICEROLISE

Apbs a determinacao da atividade enzimética no ponto 6timo, foi realizado um
planejamento experimental fatorial do tipo DCCR. Os resultados referentes a
conversdo de TAG em MAG e DAG para as condi¢cdes experimentais avaliadas sao
expostos na Tabela 29. Os valores das variaveis independentes avaliadas foram
temperatura em 28; 30; 35; 40 e 42°C e enzimaem 3,97;5; 7,5; 10 e 11,02%. A enzima
foi imobilizada nas seguintes condicbes experimentais: pH em 7,1 e atividade
oferecida em 0,0491 gENZ gSUP1,
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planejamento DCCR.
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Teste Temperatura (°C) Enzima (%) Eficiéncia (%)
1 -1/30 1/5 56,52
2 1/40 1/5 71,14
3 -1/30 1/10 62,93
4 1/40 1/10 73,24
5 1,41/ 28 0/75 58,61
6 1,41 /42 0/75 77,78
7 0/35 -1,41/3,97 79,91
8 0/35 1,41/11,02 90,87
9 0/35 0/75 94,88
10 0/35 0/7,5 95,68
11 0/35 0/75 94,79

Fonte: O autor.

Na andlise da Tabela 29, sdo apresentados os valores experimentais obtidos

da eficiéncia de conversdo, que corresponde a faixa entre 56% e 94%, ou seja,

ocorreu uma ampla variacao da variavel resposta nas condi¢cdes propostas do DCCR

para a conversao de TAG em MAG e DAG.

Para os resultados da analise estatistica, foram—empregados o software

Statistica e a tabela ANOVA, coeficiente de regressao, tabela de efeitos e gréaficos de

superficie resposta e que sdo apresentados nas Tabelas 30 e 31, e Figuras 29 e 30,

respectivamente.

E possivel observar, nas Tabelas 25 e 28, que ha um mesmo padrdo das

demais analises de atividade, em que as amostras que tiveram maiores conversfes

também apresentaram maiores atividades enzimaticas, destacando o0s pontos
centrais A9, A10 e Al11.
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. Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variagédo Quadrados Liberdade Médio F Calculado
(1) Temp. (°C)(L)* 338,483 1 338,483 7,17205
Temp (°C)(Q)* 1481,053 1 1481,053 31,38171
(2) Enzima (%) (L) 71,996 1 71,996 1,52551
Enzima (%) (Q)* 324,505 1 324,505 6,87587
1L by 2L 4,644 1 4,644 0,09840
Erro 235,974 5 47,195
Total SS 2182,691 10
Fonte: O autor.
Tabela 31 — Coeficiente de Regresséo no planejamento DCCR 22.
Pardmetro Coeficiente de Regresséo Desvio Padrdo p
Média/Intercep. * 95,1592 3,9663 0,0000
(1) Enzima (%) (L) 6,0088 4,8650 0,2717
Enzima (%) (Q)* -15,2222 5,8052 0,0470
(2) Temp. (°C)(L)* 13,0287 4,8650 0,0439
Temp (°C)(Q)* -32,5201 5,8052 0,0025
1L by 2L -2,1550 6,8698 0,7664

Fonte: O autor.

Os resultados das Tabelas 30 e 31 apresentam médias com diferenca
significativa em praticamente todas as variaveis, dessa forma, plotou-se a superficie
de resposta entre temperatura e teor de enzima para encontrar a regido com melhor
resposta e, assim, fazer a determinacdo dos pontos 6timo do sistema, em que a
formacdo de MAG e DAG foi mais elevada para as duas variaveis. Os pontos da
triplicata apresentaram desvios discretos, iSso mostra que ocorreu uma boa
reprodutibilidade dos ensaios experimentais. Valério (2009) ressalta que, dessa
maneira, os resultados das conversdes podem ser confirmados pela triplicata.

Para obter os valores de eficiéncias elevadas, é fundamental a otimizacdo das
condi¢Oes dos testes e, assim, buscaram-se os valores de temperatura, concentracao
de enzima. Na Figura 31, o cromatograma das amostras do ponto central pode ser
analisado no DCCR e nota-se a presenca da regidao de MAG, DAG e TAG, para a
determinacdo da eficiéncia, que, como citado, nas condi¢cdes de realizagdo do
trabalho, obtiveram-se as condi¢Bes de 35°C e 7,5% de enzima. Nota-se, também,

gue 0s picos se apresentam distintos nas regides propostas e foram obtidos nos
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tempos condizentes com a curva de calibracéo e na ordem esperada, em que a ordem
foi: o solvente (3 min), glicerol (6 min), seguido dos MAG (10 a 15 min), DAG (23 a 27
min) e, por fim, os TAG (38 a 42 min).

Figura 31 — Cromatograma do ponto central, sistema a 35°C e 7,5% de enzima — Area de pico x
Tempo de corrida.

RIL

,,,,,

Fonte: O autor.

O diagrama de Pareto nos indica quais as variaveis significativas no processo,
como observado na Figura 32. O diagrama indica, num nivel de significancia de p =
0,5, as variaveis significativas para o processo foram a temperatura e a quantidade de
enzima, ou seja, qualquer reducdo no volume de enzima utilizado na imobilizagéo ou
variacdo de temperatura interfere significativamente na reacdo de glicerdlise

enzimatica imobilizada.
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Figura 32 — Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 22.
Diagrama de Pareto com Efeitos Padronizados; Variavel: MAG + DAG (%)
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Corridas; MS Residual=47,19477
DV: MAG + DAG (%)

Temp (°C)(Q) . -5,60194
(1)Temp (°C)(L) 2,678068
Enzima (%)(Q) -2,62219
(2)Enzima (%)(L) 1,235114
1Lby2L -,31369
p=,05

Fonte: O autor.

A andlise dos graficos de superficie de resposta apresentados nas Figuras 33
e 34 possibilita a verificacdo dos pontos 6timos de temperatura, nos quais os valores
descritos estdo, aproximadamente, na regido do ponto central, enquanto, para a
concentracdo de enzima, eles ficaram na regido entre o ponto central e 0 de maximo
da quantidade de biocatalizador. Dessa forma, afirma-se que a temperatura obteve
valor em torno de 35°C e a quantidade de enzima de 7,5 a 10%.

Os resultados obtidos sdo condizentes e esperados, ja que a temperatura 6tima
da enzima Lipozyme TL 100L é de 35°C e, em temperaturas menores, ha uma reducdo
de atividade e, em valores superiores a este, ha uma possivel desnaturagéo proteica
em ambos, bem como a perda de funcdo. O modelo chave-fechadura pode explicar
gue quantidade de enzima foi suficiente para o substrato do meio, possibilitando,
dessa forma, a catdlise ser desencadeada e ndo causando prejuizo na catélise pelo
excesso de enzima (CORREIA et al., 2011; JUNIOR, 2017; TU et al., 2017).
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Figura 33 — Superficie de contorno do DCCR 22

Superficie Resposta; Variavel: MAG + DAG (%)
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Coridas; MS Residual=47,19477

DV: MAG + DAG (%)
2,0 —

15f
1,0
05

0,0

Enzima (%)

0,5

1,0 f

-1,5

2,0 :
20 45 10 05 0.0 05 1,0 15 2,0 <20

Temp (°C) H <-20
Fonte: O autor.

Figura 34 — Grafico de superficie de resposta do DCCR 22.

Superficie Resposta; Variavel: MAG + DAG (%)
2 Fatores, 1 Bloco, 11 Corridas; MS Residual=47,19477
DV: MAG + DAG (%)

>80
<80
B < 60
<40
<20
B <o
Bl <-20

Fonte: O autor.

Para otimizar o método descrito acima, por meio do planejamento Box-Behnken
de um planejamento fatorial 22, combinado com o software Maple, encontrou-se os

pontos 6timos da reacado, que serdo descritos no topico a seguir.

4.8.1 Otimizagéo da conversao da reagéo de glicerolise

A partir da equacéao (57) obtida a partir da analise estatistica do planejamento

experimental e com o auxilio do software Maple 2020, determinou-se a condi¢éo de
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maxima conversao (95,36%), que foi a temperatura de 36°C e a concentracao de 7,95.
Nessa condicdo experimental identificada como ponto 6timo, foram conduzidos
experimentos em triplicata, cujos resultados estéo apresentados na Tabela 32.

A analise de variancia ANOVA, para um modelo quadratico apresentado na
Tabela 30, demonstra que as seguintes variaveis tiveram efeito significativo:
Temperatura (L) e (Q) e Enzima (Q). Os valores dos parametros estatisticos mostram
que o modelo é adequado para descrever o comportamento dos dados experimentais,
uma vez que as variaveis apresentaram valor p< 0,05 para as variaveis significativas.
O R? para esses testes foi de 0,8919, indicando que 89,2% das variacdes na resposta
sdo causadas pelas variaveis independentes do processo. A viabilidade do modelo
também foi confirmada pelo teste F, no qual a condi¢do de Fcalculado™> F tabelado (Fcalc>
Fab) foi satisfeita e foi calculado a partir de ANOVA e dados tabelados,
respectivamente (ALVES, 2021).

Az = 95,1592 + 6,5143x — 16,2601x? + 3,0044y — 7,6111y* — 1,0775xy + 0 (57)

Tabela 32 — Eficiéncia da reacéo do ponto 6timo definido pelo modelo.

Teste | Temperatura (°C)| Enzima (%) | Eficiéncia (%) Desvio Soma dos
padréo Quadrados

1 36 7,95 96,61 0,36 0,13

2 36 7,95 96,34 0,63 0,40

3 36 7,95 97,96 0,99 0,98

Fonte: O autor.

Analisando a tabela acima, obteve-se uma eficiéncia média de converséo
média de 96,97%, ou seja, muito préximo aos valores propostos pelo modelo. Essa
conversdo pode ser analisada no cromatograma disposto na Figura 31. Ao comparar
a eficiéncia de conversdo média de TAG em MAG e DAG do ponto 6timo tedrico com
0 experimental, observa-se que esses valores ficaram muito proximos. Esse desvio
entre as conversdes foi de 0,90%, o0 que nos mostra que o modelo representou
adequadamente o comportamento da variavel resposta dentro da regido avaliada no
planejamento (NICHOLSON, 2021). Esses valores elevados de conversdo estédo de
acordo com alguns trabalhos reportados na literatura e, para comparar esses
resultados que empregaram 6leo e reacdo de glicerdlise, construiu-se uma tabela,

indicando o sistema (6leo+enzima), descricdo de processos e conversdo (Tabela 33).
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SISTEMA Processos CONVERSAO AUTORES
. . . Glicerdlise enzimaética livre
Azeite de oliva e lipase do azeite de oliva com | Conversdo de
Novozym 435; Azeite de | . . i incluind mad o | KRUGER
oliva e lipase Lipozyme varias lipases, incluindo a | aproxima amente, 89% (2010)
Lipozyme TL 100L e | de TAG em MAG e DAG. )
TL 100L.
Novozym 435.
Fluidos pressurizados e
ultrassom para producéo Conversio de
Azeite de oliva e lipase | MAG e DAG a partir da ; ' | FIAMETTI
Novozym 435 reacéo de licerolise aproximadamente, - 84% (2012)
y : gao ~de  gic de TAG em MAG e DAG. '
enzimética livre de dleo de
oliva.
Lipase extraida de
Burkholderia cepacia | Reacdo de esterificacdo a
|mobl!|zada em argilas partir da imobilizac¢éo €M | vaior  conversio em | MOLINARI
(incluindo a Spectrogel | diversos suportes de argila
' . ~ i’ 98,05%. (2020).
tipo C) para producéo de | para a producéo de ésteres
ésteres etilicos a partir | etilicos.
do biodiesel.
Diversos 6leos vegetais Re"’!‘?af’ . d_e _g_llcerollse
e lipases combinadas (_an2|mat|ca ,'mOb'“Zada € ~ L
ara estruturacio dos livre em varios suportes | Conversdo maxima de | NICHOLSON
bar Ge (polimeros, silica, argila) | 90% obtida. (2021).
lipideos em sistemas : .
. . o com lipases de origem
livres e imobilizados. ;
vegetal e animal.
Lipase vegetal extraida | Reagéo de hidrélise
de sementes de | enzimatica com lipase
mamona para a hidrélise | vegetal das sementes de | Conversdo maxima de | TAVARES
enzimética de o6leo de | mamona sem imobilizacdo, | 91% em ultrassom. (2018).
crambe em sistema sem | e aplicada em O6leo de
imobilizac&o. crambe.
Oleo de alpejuro em CO-
supercritico com mistura | Reacédo de esterificagdo em = QUINTANA-
. i oy Fator de conversdo de -
das enzimas Novozym | fluido supercritico para biodiesel suberior a 96% GOMEZ et al.
435 e Lipozyme TL IM | producéo de biodiesel. P " | (2021).
nado imobilizadas.
Oleo de larva da mosca | Glicerdlise enzimética

soldado-negro e lipase
MAS1 imobilizada em
suportes diversos
(argilas e silica).

imobilizada do 6leo de larva
da mosca soldado negro
para producdo de MAG e
DAG.

Conversao de,
aproximadamente, 98%
de TAG em MAG e DAG.

Xu et al.
(2021).

Semente da palmeira

Reacéo de esterificacdo e

fenix e liase Linozvme transesterificacdo da | Fator de conversdo de | ZHOU, LI,
P pozy semente da palmeira fénix | biodiesel 93,8% + 0.5%. | SUN (2021).
TL 100L livre. ) . o
por enzima ndo imobilizada.
Azeite de oliva e lipase Reacdo de glicerolise
Lipozvme TL 100Lpn§o enzimatica livre para | Conversao maxima de | FINCO et al.
pozy conversdo de TAG em MAG | 98%. (2022).

imobilizada.

e DAG do azeite de oliva.

Fonte: O autor.
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Figura 35 — Cromatograma do ponto 6timo, sistema a 36°C e 7,95% de enzima — Area de pico x
Tempo de corrida.
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Fonte: O autor.

Ao analisar a Figura 35, observa-se que os cromatogramas (anexados no
Apéndice C) seguem um padréo: que seria a regido de, aproximadamente, 6 minutos
de tempo de retencéo, referente ao solvente restante, gas de arraste e glicerol; a
regido de, aproximadamente, 10 a 16 minutos referente aos MAG; e a regido de 36 a
43 minutos, que é o TAG. Ou seja, a amostra foi separada e teve tempo de retencao
diferente, segundo suas caracteristicas estruturais e método utilizado. Essa regido
bem dividida entre MAG, DAG e TAG da-se pela diferenca estrutural de cada um,
sendo que os TAG, compostos mais complexos, demoram mais para percorrer a
coluna até chegar no detector (FIAMETTI, 2012; SKOOG et al., 2014; FINCO, 2018).

Ao comparar o ponto 6timo de conversdo com a atividade enzimatica (onde as
condi¢cBes experimentais foram as mesmas), construiu-se um grafico da atividade em
funcdo da conversao, observado na Figura 36. Analisando este resultado, pode-se
inferir que, quanto maior foi a atividade enzimatica, maior foi a conversao,
especialmente para os pontos 6timos do sistema que sdo os pontos 9, 10 e 11, que
se referem a uma triplicata do ponto central.

Nos pontos 6 e 7, os valores de atividade nao foram tao altos, porém obtiveram-
se altas conversodes, isso pode ser explicado pelas condi¢cdes de processo que se
mantiveram na temperatura de 35°C, enquanto a variagao da enzima foi nos pontos
extrapolados de maximo e de minimo, logo, a temperatura proporcionou manter niveis

altos de conversao mesmo com a atividade sendo menor.
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Figura 36 — Grafico de comparacao da conversao em funcédo atividade enzimatica.
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Fonte: O autor.

Nas Figuras 36 e 37, pode se observar a conversao em funcdo da atividade
enzimatica e notou-se que os valores apresentaram niveis de dispersdo baixos e
pode-se concluir que ha correlagdo entre as variaveis dependentes, visto que somente
dois pontos se apresentaram como outliers, ou seja, seus valores ficaram fora dos
parametros de correlacdo, esses sdo os pontos 6 e 7, que ja foram explicados

anteriormente.

Figura 37 — Grafico da dispersdo em funcdo da atividade enzimética.

Gréfico de dispersdo: Converséo (%) vs. Atividade (U/g)
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Fonte: O autor.
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4.9 CINETICA DE REACAO POR PING-PONG BI-BI

Escolheu-se as condicdes experimentais baseadas em todos os testes
realizados até agora em termos da conversdo de TAG em MAG e DAG. Portanto,
empregou-se o0 ponto 6timo da reacdo, que apresentaram os melhores resultados, que
sao as seguintes condicdes: 7,4% de glicerol, 10% de azeite de oliva, 5% de agua e
7,95% de enzima, 36°C. A quantidade de enzima foi testada com base na conversao
e a temperatura, na faixa 6tima da enzima Lipozyme TL 100L.

As constantes da cinética foram estimadas inicialmente utilizando 7,95% da
enzima Lypozime e assumindo a hipdtese de ter-se um coeficiente de reacdo como
fator indepentende no meio. Tal parametro é importante pois a aplicabilidade de
enzima em excesso pode resultar na agregacdo da enzima, o que acaba expondo o
sitio ativo da enzima para moléculas do substrato e assim, o modelo néo seria eficiente
e teria de reformular as condi¢cfes de analise (CHOONG et al., 2018). Os valores dos

parametros estimados do modelo sdo apresentados na Tabela 34.

Tabela 34 — Valores estimados das constantes cinéticas de reacéo

K1 23,87
Ka 42,97
Kz 1,34
Ks 1,01x10°
Ks 6,04x108
Ka 95330,59
Ks 9,82
Ks 10,44
Ke 15,22
K7 0,88
Kz 18,07
Ks 5,06x10°
Ks 226,96
Ko 3,65
Ko 6,13
Kio 289,98
K-10 212,34

Fonte: O autor.
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Os resultados das simulacdes sao apresentados na Figura 38. Observa-se

nesta figura que o modelo proposto representou apropriadamente a cinética de
glicerdlise do 6leo de oliva.

Figura 38 - Cinética da glicerdlise do 6leo de oliva (7,4% de glicerol, 10% de azeite de oliva, 5% de
agua e 7,95% de enzima, 36°C e 540min de reacao).

Concentration (mol/L)

0,00 - : . , —
0 200 400
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Fonte: O autor.

Os dados experimentais da cinética mostram que a concentracao do TAG teve
uma reducado significativa entre os tempos 0 e 120 minutos, indicando que a
guantidade de enzima utilizada foi adequada para promover a reacdo. Da mesma
forma, verifica-se que a maior producédo de MAG e DAG foi nesta faixa de tempo, uma
vez que tais produtos sao formados a partir da decomposicdo do TAG. Isso também
foi observado nos trabalhos de CORZO-MARTINEZ et al. (2016) e MILLER et al.
(1988) que a maior formagéo de MAG e DAG se deram nos primeiros 120 minutos de
reacdo. Notou-se também que a formacdo de MAG foi muito superior a de DAG,
porém, ambas estabilizam em tempos semelhantes, o que nos indica mais um sinal
gue a quantidade de enzima foi suficiente no processo.

Esse modelo de curvas € caracteristico nas reacdes de hidrélise dos TAG,
mesmo com matrizes diferentes. Como por exemplo, na pesquisa de SOLAESA et al.

(2017), que os autores realizaram testes de glicerdlise enzimética em diversos
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sistemas com 6leo de sardinha como fonte de TAG. Os autores analisaram teores de
MAG e DAG em sistemas micelares e catalizado pela enzima Lipozyme 435. Ao
comparar todas as curvas cinéticas dos compostos TAG, MAG DAG e FFA, percebe-
se que hd um mesmo padréo de formagéo, com maiores quantidades de formacéo de
MAG, seguidos por DAG e, por ultimo, FFA.

Ao analisar a fracdo de agua no meio reacional, 0 mesmo nao apresentou
diferencas significativas, visto que os fatores limitantes para o processo foram a
quantidade de enzima e temperatura do sistema. Assim como nos estudos de YANG
et al. (1994), IRIMESCU et al. (2002) e BLANCO et al. (2015) que testaram
microemulsdes com varias enzimas, dentre elas as lipases, de forma imobilizada, ou
nao, e conseguiram taxas de conversdo TAG significativas, sendo que a quantidade
de &gua também fora importante para a estabilizacdo do sistema micelar.

Por sua vez, no trabalho de Moya-Ramirez et al. (2016) os autores obtiveram
MAG e DAG a partir de 6leo de fritura usado, e a reacéo de glicerélise com a utiliziacdo
de vérias enzimas foi fortemente dependente da quantidade de agua dentro do
sistema micelar e nas condigcbes com maiores concentracdes de enzima, obteve-se
melhores resultados. Contudo, a faixa de converséao de triglicerideos foi na faixa de
30%, relativamente baixa quando comparado ao presente trabalho. Isto pode ter
ocorrido devido a matéria-prima, uma vez que utilizaram o 6leo de fritura usado que
contém varias impurezas e contaminantes, devido a quebra e oxidacdo que o 6leo
fora submetido.

Outro parametro importante na reacao de glicerdlise € a formacéo de sistema
micelar estavel. As elevadas conversées de consumo de triglicerideos mostram que

isto aconteceu nos casos estudados.

4.9.1 Correlacéo entre os modelos de MAG, DAG e TAG

Ao analisar a o coeficiente de correlacdo entre o modelo tedrico e os valores
obtidos experimentalmente, obteve-se com ao auxilio do Maple os seguintes
coeficientes: Para os MAG: 0,9985; DAG: 0,9990; TAG: 0,9972. Ou seja, obteve-se
um modelo ajustado, pois todos os coeficientes foram acima de 0,99. Ressalta-se que
nao se utilizou os resultados para acidos graxos livres pois nao foi uma variavel
analisada e o objetivo do presente estudo foi analisar a conversdo em MAG e DAG.

Sendo assim, esse ajuste de modelo elevado nos mostra que os resultados obtidos
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experimentalmente foram de acordo com os obtidos através da modelagem
matematica, nos evidenciando que os resultados sdo coerentes e com boa

confiabilidade de método.

4.10 REUTILIZACAO DAS ENZIMAS

No intuito de avaliar a eficiéncia na reutilizacdo da mesma enzima (reciclos),
utilizou-se as enzimas que foram testadas no ponto 6timo e repetiu-se a glicerélise
enzimatica em triplicata, uma com cada enzima dos testes da Tabela 32, nos mesmos

parametros definidos anteriormente, com os resultados descritos na Tabela 35.

Tabela 35 — Eficiéncia da reutilizacdo da enzima no ponto 6timo.

Teste | Temperatura (°C) | Enzima (%) | Eficiéncia (%) | Desvio padréo qSL:)a:T(]j?a?j%z
1 36 7,95 81,24
2 36 7,95 82,57 0,82 0,67
3 36 7,95 80,61

Fonte: O autor.

Obteve-se, assim, um valor de conversdo médio em 81,47% +1,00%, ou seja,
o valor da conversao caiu significativamente e o parametro reuso apresenta uma
eficiéncia relativamente menor de conversdao do que quando em sua primeira
utilizacdo. Isso pode se dar por varios motivos, dentre eles a reducao da quantidade
de enzima durante a primeira glicerdlise ou simplesmente a queda de atividade
enzimatica por se tratar de uma proteina que pode ter perdido sua fungéo por alguma
variacdo de pH. Ao analisar o desvio padrdo das amostras, percebe-se que foi baixo,
ou seja, 0 modelo apresenta um bom ajuste e os valores estédo proximos dos valores
médios obtidos, o que nos indica que as os testes foram conduzidos de forma correta,
ja que os trés pontos ficaram com valores préximos, nao apresentando nenhum outlier
(REMONATTO, 2013).

Ressalta-se que as amostras utilizadas nesse processo nao tiveram
quantificacdo da massa da enzima. Apos terminar a primeira reagéo de glicerdlise, as
enzimas foram lavadas com hexano entre uma reacao e outra. Esse comportamento
de queda de rendimento na reutilizacdo da enzima pode ser observado nos resultados
dos trabalhos de Molinari (2020), que havia obtido rendimento inicial de,
aproximadamente, 98% e, ap0s a reutilizagdo, obteve 32%. O autor estudou a

combinacao da lipase extraida de Burkholderia cepacia imobilizada em varios tipos de
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argila (incluindo a Spectrogel tipo C) para producdo de ésteres etilicos a partir do
biodiesel.

No estudo de Cheng et al. (2022), os autores sintetizaram triglicerideo
enriquecido com DHA a partir do éster etilico de DHA (DHA-EE) misturado com glicerol
e promoveram a reacao de glicerolise enzimatica imobilizada com conversao de 97%
e, nos testes de reuso, a atividade enziméatica reduziu para 80%, afetando, assim,
consideravelmente o resultado da conversdo. Cheng et al. (2022) encapsularam
diversas lipases de origem vegetal em nucleotideos metélicos combinados a
polimeros, estudaram a glicerdlise e a transesterificacdo de fontes de TAG e
obtiveram conversdo na faixa de 90% no primeiro ciclo da enzima imobilizada.
Contudo, esses valores caem para faixa de 78% na reutilizacdo da enzima. Percebe-
se que no estudo citado, os valores obtidos foram similares aos que foram
encontrados no presente trabalho, ou seja, um valor de conversao proximo a 80% no

reuso da enzima.

4.11 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados foram essenciais para lapidar o estudo da reacdo
de glicerdlise enzimatica do azeite de oliva com enzima imobilizada. Os resultados
obtidos indicaram elevadas taxas de conversédo, empregando a enzima Lipozyme
TL100L suportada na argila Spectrogel tipo C por adsor¢cdo. Os dados obtidos sé&o
inéditos, pois ndo encontramos relatos do uso da imobilizacdo da enzima neste
suporte. Assim, atingiu-se todos os objetivos propostos, além de obter condi¢cdes

Otimas de preparo do biocatalisador e determinacao das condi¢des 6timas de reacao.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi investigado a producdo de MAG e DAG a partir da reagéo
da glicerdlise enzimética do azeite de oliva, empregando enzima Lipozyme TL100L,
imobilizada pelo processo de adsor¢cdo em um suporte de argila bentonita comercial
Spectrogel tipo C. Inicialmente, foram realizados testes preliminares para avaliar a
estabilidade da enzima Lipozyme TL100L por meio das microemulsdes, que
apresentaram estabilidade e a conversdo de TAG. Os resultados da estabilidade e
conversdo enzimas livres e imobilizadas foram similares a cerca de 91% (nas
condicbes de razdo molar 2:1, 7,5% enzima, 45°C) de eficiéncia no melhor ponto
encontrado.

A partir desse ponto, propds-se métodos para a avaliacdo e determinacgéo de
MAG e DAG gque foram equivalentes. Ressalta-se que os resultados para as enzimas
imobilizadas foram maiores do que com as livres, o que foi condizente com a literatura
e com o esperado, visto que se otimizou as condi¢des de processo e obteve-se valores
de conversdo na faixa de 95% de conversdo de TAG em MAG e DAG, com o0s
parametros fixados em razdo molar 2:1, 2 horas de reacao, 35°C de temperatura e
7,5% de enzima.

Ao avaliar o método de imobilizacdo, obteve-se a condi¢do 6tima do processo
em 35,96 ° C de temperatura, 7,95 % de enzima e 0,0491 gENZ gSUP-! de atividade
ofertada e, em 2 horas de tempo de reacao, alcancou-se a conversao de TAG em
MAG e DAG na faixa de 97% de conversdo. Assim, com os valores das condicfes
otimas de adsorcao combinados as condi¢cBes de processo pode-se, assim, otimizar
todo o método e encontrar a maior conversao possivel da rea¢do preposta.

As variaveis influentes na atividade e conversdo do TAG foram a temperatura
e a quantidade de enzima. Nessa perspectiva, denota-se que existe correlacdo entre
as duas variaveis resposta, por meio dos testes de ANOVA, teste f, graficos de
superficie de resposta, graficos comparativos entre os parametros estudados,
Diagrama de Pareto e demais recursos estatisticos analisados e apresentados na
presente pesquisa.

Os resultados do planejamento fatorial DCCR 22, tanto para a glicer6lise
enzimatica quanto para o processo de adsor¢cao, apresentaram os resultados teoricos

e experimentais muito proximos e nos dizem que os estudos estdo sendo conduzidos
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de forma eficiente, visto que se tem grande complexidade em uma modelagem
matematica para predizer os resultados em funcéo das variaveis pré-estabelecidas.

Ademais, definiu-se e caracterizou-se 0s compostos que foram trabalhados em
todos os quesitos, o0 suporte, enzima, biocatalisador, TAG, MAG e DAG, bem como a
forma da reacéo, a ordem e a cinética, para que 0 processo acontecesse por meio
das analises estatisticas e determinacdo dos pontos 6timos de reacdo, tal qual as
melhores condi¢des de biocatalisador que recebera a enzima para a reacao.

A otimizagdo da técnica de glicerdlise enzimética imobilizada apresentou
resultados excelentes nos planejamentos, na otimizacao da atividade enzimatica e na
reacao de glicerdlise. Os estudos de reutilizacdo mostraram que o método diminui a
eficiéncia de conversao apos a primeira reacao da enzima, contudo, foi de acordo com
0 esperado, e obteve-se taxas de relso com 80% de conversédo de TAG em MAG e
DAG. Ou seja, apesar de ter-se uma queda consideravel dos 97% de conversao na
primeira reacdo, ainda assim obteve-se niveis altos de formacdo dos produtos
desejaveis.

Ao avaliar os resultados experimentais com os tedricos, através da simulagéo
do processo por modelagem mateméatica, obteve-se um ajuste superior a 0,99 e,
portanto, um modelo ajustado que comprova a confiabilidade do processo e a alta taxa
de converséo obtida na reacad de glicerdlise enziméatica imobilizada.

De modo geral, a pesquisa foi fundamental para disponibilizar um método
inovador, biodegradavel e conversdo altissima. Monitorou-se todas as variaveis de
processo, determinou-se as variaveis significativas e lapidou-se os resultados a fim
de que possa facilitar a aplicabilidade e reprodutibilidade da enzima Lipozyme TL 100L
combinada ao suporte de argila Spectrogel tipo C para a reacdo de glicerdlise
enzimatica imobilizada de TAG, no intuito de formacdo de MAG e DAG.
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APENDICE

A) CURVA DE CALIBRAC}AO

De acordo com a metodologia da AOAC (1996), a primeira série de picos
observadas num cromatograma de TAG, MAG e DAG se refere ao solvente e restante
de glicerol ndo utilizado na MO, esta afirmacao pode de fato ser observado na Figura
34, sendo observado que o primeiro pico é referente a linoleina, enquanto o segundo
é da oleina depois monopalmitol. E possivel observar que esses trés picos estio
dentro da faixa dos 15 min de tempo de retengao, que sao caracteristicos dos MAG’s,
comportando-se da maneira esperada. A dioleina é observada no pico em 26,5 min.,
e os dois ultimos picos, em, aproximadamente, 39 e 42 min., se referem as TAG
trioleina e trilinoleina, respectivamente. E importante salientar que o os tempos de
retencdo segundo a metodologia foram respeitados, tendo mais afinidade com a
coluna. Esta separacao bem-sucedida dos picos permitiu a obtencédo e determinacao
de cada composto.

Os resultados obtidos na avaliacdo deste parametro de tempo de retencao
podem ser observados nos trabalhos de PACHECO et al. 2014 e de YANG et al. 2015
em gue os autores realizaram a quantificacdo de TAG, MAG e DAG de matrizes
diferentes, o primeiro em matrizes de 6leo de soja e o segundo na busca de
emulsificantes para aplicar em medicamentos, para ambos, nos cromatogramas,
primeiro sairam os MAG, depois 0os DAG os TAG, essa ordem pode estar relacionada
pela interagcdo com a coluna e com a fase moével. Os MAG sé&o obtidos em primeiro,
pois apresentam uma maior interacdo com a fase movel, neste caso,
acetona:acetonitrila na proporcao 1:1, sendo possivel observar que os DAG tém uma
interagdo intermediaria e os TAG tém maior afinidade com a coluna C18 reversa, esta
interacdo € possivel entre os carbonos da coluna que tém forcas de Van der Waals
com os carbonos dos TAG, apresentando cadeia maior do que os MAG e DAG, por
exemplo, e condizente com o cromatograma da Figura 39 e com os trabalhos de
PACHECO et al. 2014 e de YANG et al. 2015.
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Figura 39 — Cromatograma com padrdes de MAG, DAG e TAG.
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A determinacdo da linearidade de cada padrédo na curva de calibracdo foi

possivel e, assim, realizou-se a plotagem dos gréficos individuais e determinou-se o

coeficiente de determinacéo (R2) de cada padrdo da curva. Visando a afericdo da

curva de calibracdo, foi realizada de maneira coesa e coerente, para, assim,

reconhecer quais sao as linearidades dos resultados, sendo estes resultados

observados nos graficos das curvas de calibracdo que sdo apresentadas nas Figuras

40 a 45. Para tanto, utilizou-se a area de pico versus concentracdo usando sinais

resposta para se contextualizar a linearidade da curva.

Area de pico (mRIU)

Figura 40 — Curva de calibracdo do 1-Linoleoyl-rac-glycerol.

1400
1200
1000
800
600
400
200

-200

1-Linoleoyl-rac-glycerol

y =266,11x - 266,22
R?=0,9999

0 10 20 30 40 50
Concentracgdo (g/L)

Fonte: O autor.



Area de pico (mRIU)

Area de pico (mRIU)

153

Figura 41 — Curva de calibracdo do 1-Oleoyl-rac-glycerol.
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Figura 4215 — Curva de calibracdo do 1-Monopalmitol-rac-glycerol.
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Figura 43 — Curva de calibracdo do Dilinoleoyl-rac-glycerol.
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Figura 44 — Curva de calibracdo do Glyceryl trioleate.
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Figura 45 — Curva de calibracdo do Glyceryl trilinoleate.
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A quantificacdo dos padrdes so foi possivel por meio do uso da equacado da
reta, em que foi feita a substituicdo dos valores de y a area de pico do padréo e, assim,
foi possivel obter o valor de x. Observa-se que estes tiveram bastante variacdo para
cada padrdo, considerando sempre a conversao, nas amostras que apresentaram
maior conversdo, como exemplo para a 11 e 14, em que os valores da concentragéo
de TAG foram considerados menores do que nas amostras com menores eficiéncias
(LAN et al., 2015)

De acordo com Baesso e Souza (2010), o valor de R2 nos confere a existéncia,
ou nao, que possa existir, entre correlacdo, a absorbancia e concentracdo. Neste
estudo, observou-se que todas as curvas de calibracdo os valores obtidos foram
superiores a 0,99, observando-se que ocorreu concordancia entre os dados, pois foi
obtido um valor muito proximo a 1, caso seja realizada uma sequéncia do trabalho,
este pode ser executado com uma curva de calibracdo de alta linearidade, dessa
maneira tem-se a disposicdo um modelo adequado. Lima (2004), em seu estudo,
ressalta que, nos resultados obtidos, foram observados valdes de R? considerados
altos e que, comparados aos resultados deste trabalho, demonstra que ha
confiabilidade nos resultados de toda pesquisa subsequente. Nesse sentido, é
possivel enfatizar que os padrbes supracitados podem ser quantificados apos leitura
no CLAE, de maneira a respeitar toda a linearidade da curva de calibracao.

O trabalho realizado por Fonseca (2015), no qual o autor semelhantemente

usou 0 mesmo procedimento na quantificacdo de dois dos padrdes citados nesta
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pesquisa, a monooleina e dioleina, no qual o autor obteve coeficientes de
determinacdo superiores a 0,99, ou seja, observa-se que o0s resultados foram
semelhantes, o que também demonstra confiabilidade para quantificacdo dos
padroes. Fonseca (2015) considerou, ainda, a conversdo dos TAG em um sistema
com um derivado enzimatico da Lipozyme TL IM e, assim, agiu de forma a tratar a
eficiéncia de catalise pela area e pico da regido dos MAG, DAG e TAG, sendo que
este autor utilizou apenas dois dos padrdes existentes nas amostras, o que demonstra
inviabilidade para tratar tal parametro por meio apenas desses padroes,
desconsiderando todos os outros compostos presentes, assim realizou-se de forma
semelhante com o presente trabalho, no qual a tal metodologia sera explicada de

maneira detalhada nos préximos topicos.

B) RESULTADOS DAS AREAS DE PICO DOS PONTOS DAS MICROEMULSOES
DOS TESTES INICIAIS

Tabela 346 — Area dos picos (Mriu) dos grupos AG’s das MO'’s tratadas

MO MAG DAG TAG Solvente Total
3 2963,30 1307,64 672,72 1161,77 6105,42
6 3256,62 1301,53 728,08 1197,79 6484,01
7 6459,33 2517,97 568,31 1138,22 10683,83
9 3602,24 1233,13 397,71 1214,59 6447,66
11 7015,40 2807,69 346,78 1127,66 11297,53
12 3704,22 1582,64 510,95 1267,81 7065,61
14 7382,31 2727,82 111,45 1127,82 11349,40
15 5659,67 2211,41 713,03 1064,85 9648,97
16 5734,16 2332,77 659,11 1191,25 9917,28
18 3514,47 1489,29 724,60 997,78 6726,13
20 4328,65 1784,93 629,47 1442,37 8185,42
22 4071,79 1798,13 700,00 1630,55 8200,47

Fonte: O autor.
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C) CROMATOGRAMAS DO PLANEJAMENTO FATORIAL DO ITEM 4.8.1

Figura 46 — Cromatograma, sistema a 35°C e 11,02% de enzima.
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Figura 47 — Cromatograma, sistema a 40°C e 10% de enzima.
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Figura 48 — Cromatograma, sistema a 42°C e 7,5% de enzima.

mRIU
3500

3000
2500
2000
1500
1000

500

-500

3,00

6,00

9,00

12,00

15,00

o o (=]

o o o a

o \ 7 =t r~

| o o o~ o~
Tempo (min)

30,00

33,00

36,00

39,00

42,00

45,00

Fonte: O autor.

158



