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RESUMO - O diacilglicerol nao é absorvido como gordura, podendo reduzir
o teor de gordura no sangue. Desta forma, cresce o interesse na modificagéo
dos dleos e gorduras. Na reacdo de hidrélise enzimatica, a concentracao de
agua é um pardmetro significativo. Assim como uma alta razdo de
alimentacdo de agua/triacilglicerol é necessaria para o deslocamento da
reacao no sentido dos produtos, o excesso de agua causa o efeito de inibigédo
reversivel da enzima. O objetivo deste trabalho é avaliar a abordagem
batelada alimentada em reacdo de hidrolise enzimética. Apds 24 h de reacdo
em batelada, o maior rendimento em acidos graxos livres foi obtido com
alimentacdo de 20 %m/m de &gua. Para menores tempos de reacdo, maiores
rendimentos foram obtidos com apenas 3 %m/m de agua. A abordagem
batelada alimentada evita que a atividade enzimatica seja inibida pelo
excesso de agua. Um modelo matematico foi ajustado aos dados
experimentais, e sua capacidade de estimar perfis de reacédo foi validada.

1. INTRODUCAO

Dietas ricas em 0leos e gorduras séo fatores de risco para obesidade e doencas do
coracdo (Cheong et al., 2007; Awadallak et al., 2013). No entanto dificilmente se
conseguira uma dieta completamente livre de gorduras, uma vez que estas conferem
agradaveis caracteristicas sensoriais e tém papel fundamental na alimentacéo por serem
importantes veiculos de vitaminas lipossolUveis, participarem da sintese de substancias
enddgenas e serem fontes de acidos graxos essenciais, que sdo sintetizados apenas por
vegetais (Babicz, 2009; Blasi et al., 2007; Gioielli, 1995).

Neste contexto surge o interesse pela biotransformacdo destes dleos, tornando-0s
ricos em diacilglicerois, que sdo semelhantes a triacilglicerdis quanto a digestibilidade e
valor energético (Freitas et al., 2008, Maki et al., 2002). Apesar de similar ao
triacilglicerol (TAG), o diacilglicerol (DAG) tem a capacidade de reduzir o nivel de
lipidios posprandial, auxiliar na redugdo de peso e evitar o acumulo de gordura
abdominal (Cheong et al., 2007, Kruguer et al., 2011; Valério, et al., 2009; Fregolente
et al., 2009). O diacilglicerol pode ser produzido através de processos de esterificacdo
de glicerol, glicerdlise de triacilgliceris ou hidrélise parcial de triacilglicerois
(Kristensen et al., 2005; Yanai et al., 2007, Castro et al., 2004).

E necessario que durante a reacdo de hidrélise haja uma quantidade minima de

agua que envolva a enzima e hidrate o seu sitio ativo, permitindo, assim, a formacéo da
interface necessaria para que haja a ativacdo da lipase (Santos, 2011; Murty et al.,
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2002), e no entanto é preciso que esta quantidade seja controlada para que ndo aconteca
inibicdo da atividade enzimatica por excesso de agua (Matos et al., 2011; Pawongrat et
al., 2007). Uma forma de reduzir os efeitos negativos da concentracdo de &gua, durante
a hidrolise enzimatica, é o emprego de sistema batelada alimentada.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da concentracdo de agua na
cinética da hidrdlise enzimatica do 6leo de oliva, assim como confirmar o efeito da
concentracdo de agua em um experimento com sistema semi-batelada, visando a
reducdo do tempo de reagdo quando comparado a sistemas convencionais em batelada.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

O dleo de oliva extra virgem utilizado foi da marca Andorinha, produzido em
Portugal, com acidez maxima 0,8%. A enzima utilizada foi LIPOZIME® RM IM
(Novozymes). Nas anélises cromatogréficas foram utilizados n-heptano da Biotec e
grau de pureza P.A., piridina da Sigma-Aldrich e pureza P.A., derivatizante N-methy-N-
trimethysiltrifluoroacetamide (MSTFA), padrées: monooleina (pureza >99%; CAS
Number: 111-03-5), dioleina (pureza > 99%; CAS Number: 2537-84-7), trioleina
(pureza >99%; CAS Number: 122-32-7) e acido oleico (pureza >99% CAS Number:
112-80-1) todos de grau cromatografico comprados da Sigma-Aldrich.

2.2 Métodos

Métodos analiticos: Para determinar a acidez a amostra foi diluida em etanol
absoluto em e titulou-se, sob agitacdo, com solucdo de NaOH 0,1M até o aparecimento
de coloracdo rdsea persistente. A acidez foi calculada em porcentagem massica. Para
analise de MAGs, DAGs, TAGs e AGLs por cromatografia gasosa, as amostras foram
analisadas em cromatografo gasoso (GC), — Thermo Scientific Trace 1310, com injetor
automatico PTV e detector de ionizac¢do de chama (FID). A coluna capilar utilizada foi
Select Biodisel. As condi¢bes de operacdo seguiram método baseado na Norma n°
14105, do Comité Europeu para padronizacoes.

Métodos experimentais: Para as reacfes de hidrolise em sistema batelada foram
adicionados a um reator de vidro encamisado 10g do 6leo de oliva e a quantidade de
agua estipulada (3%, 10% e 20% da massa de 6leo). A mistura foi submetida a agitacdo
magnética por 1 hora para homogeneizacdo do meio e para estabilizacdo da
temperatura. Ap6s foi adicionado 1,36% de enzima em relacdo a massa do substrato
(6leo + agua). Todas as reacdes foram deixadas sob agitacdo magnética por 24 horas,
mantidas a temperatura constante de 55°C através de banho termostatizado. Ao final de
24 horas o meio reacional foi filtrado utilizando-se n-hexano e posteriormente
evaporadas em rotaevaporador (Fisatom 801), para eliminacao do solvente. Nas reacdes
de hidrdlise em sistema batelada alimentada a quantidade de agua estipulada (20% em
relacdo a massa de 0leo) foi adicionada em pequenas quantidades ao meio reacional em
intervalos de tempo de 60 minutos. Para obtencdo de cinética da atividade enzimatica
foram realizadas reacdes de hidrolise, variando a concentracao de agua (3%,10% e 20%
em relacdo a massa de 6leo) e mantendo constante a quantidade de enzima (1,36% da
massa de substrato) e temperatura (55°C). Para construcdo da curva cinética foram
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retiradas amostras a cada 4 horas e estas tituladas para determinacdo de acidez. A
primeira amostra foi retirada apds 2 horas do inicio da reacao.

Modelo cinético da reacdo de hidrdlise do oleo de oliva: O modelo cinético
utilizado foi baseado no modelo proposto por Voll, et al. (2012). No presente trabalho
foi utilizada concentracdo constante de enzima, assim o parametro de “concentracdo de
enzima" apresentado no trabalho de Voll, et al. (2012) foi agrupado com as "taxas de
constantes aparentes”, resultando em novas “constantes aparentes”, que sdo validas para
a concentracdo de enzima utilizada neste trabalho. Os parametros do modelo foram
estimados a partir de ajuste do modelo aos dados experimentais através da minimizagéo
da seguinte funcéo objetivo:

NOBS NC

fob= 3 > (we? —werf (1)

Um algoritmo foi desenvolvido no Matlab 7.0 para o processo de estimacéao de
parametros. A subrotina "ode23s" (Matlab 7.0 library tools) foi empregado para a
resolucdo numérica das equacdes diferenciais e a subrotina "fminsearch” (Matlab 7.0
library tools) foi utilizado para a minimizagdo da funcdo objetivo. Para o ajuste dos
parametros foram utilizados trés conjuntos de dados experimentais, realizando 108
dados experimentais de concentracfes de TAG, DAG, MAG e AGL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelagem da Cinética: Ajuste de Parametros

Os valores para o desvio quadratico médio foram de 5,93 % em massa para
TAG, 2,98% em massa para DAG, 2,79% em massa para MAG e de 2,41% em massa
para AGL. Sendo estes desvios relativamente baixos, indicam que o modelo é capaz de
correlacionar os dados experimentais e descrever a hidrélise sob as condi¢des reacionais
estudadas.

3.2 Efeito da Concentracéo de Agua

As Figuras 3.1, 3.2 e 3.3 mostram graficamente a boa concordancia e
reprodutibilidade entre os dados experimentais e 0 modelo cinético proposto. Pode-se
observar que nos experimentos com concentragcdes iniciais de agua mais elevadas
obteve-se maior acidez final, este comportamento pode ser explicado pelo fato de que,
no experimento com apenas 3% de dgua em relacdo a massa de 6leo, ao final da reacéo
ndo havia agua suficiente para formacdo da interface necessaria a manutencdo da
atividade enzimética. Segundo Santos (2011), é necessario que durante a reacdo de
hidrolise se tenha disponibilidade de uma quantidade minima de &gua que envolva a
enzima e hidrate o seu sitio ativo, o que a formacdo da interface local necessaria para a
ativacéo da lipase.
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Figura 3.1 — Concentracgdo (experimental e predita) de acilglicerois e acidos
graxos livres obtida a partir da hidrolise parcial do 6leo de oliva em funcéo do tempo de
reagdo a 55°c; 1,36 %m/m enzima/substrato; 3 %m/m &gua/éleo.
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Figura 3.2 — Concentracdo (experimental e predita) de acilglicerois e acidos
graxos livres obtida a partir da hidrolise parcial do 6leo de oliva em funcdo do tempo de
reagdo a 55°c; 1,36 %m/m enzima/substrato; 10 %m/m éagua/éleo.
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Figura 3.3 — Concentracdo (experimental e predita) de acilglicerois e acidos
graxos livres obtida a partir da hidrolise parcial do 6leo de oliva em funcdo do tempo de
reacdo a 55°c; 1,36 %m/m enzima/substrato; 20 %m/m agua/oleo.
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Ainda em relagdo as Figuras 3.1 — 3.3,é possivel perceber que nas primeiras horas
de reacdo uma maior acidez € obtida utilizando-se a menor concentracgéo inicial de agua.
Isto porque o excesso de 4gua reduz a velocidade da reacdo de hidrdlise devido ao efeito
de inibicdo reversivel da enzima. O modelo cinético proposto por Voll et al. (2012)
indica a existéncia dessa inibicdo. Além disso, verifica-se que o experimento com maior
concentracdo de dgua (20%) sofreu reacao de hidrdlise mais lenta (Figura 3.3).

Em relacdo as velocidades reacionais € possivel observar que, ainda em relacéo as
Figuras 3.1 — 3.3, nos trés experimentos realizados ndo se alcangou a velocidade inicial
méaxima de consumo de TAG. Nas primeiras horas das reac6es de hidrdlise enzimatica
do 6leo de oliva, foi observado o periodo de indugdo, o que pode ser atribuido a
miscibilidade limitada da agua no 6leo (Satyarthi, 2011). A reagéo teve um inicio lento,
e conforme moléculas de DAG e MAG foram formadas, a miscibilidade de agua no
oleo foi favorecida, promovendo maior contato entre as fases resultando no aumento da
velocidade de reacdo. Segundo Voll (2012) apds certo tempo de reacdo, os substratos
sdo consumidos e as velocidades de reacdo se tornam mais lentas, tendendo a zero
quando a reacao se aproxima da condicdo de equilibrio.

Na Figura 3.4 sdo apresentados os valores calculados pelo modelo para a cinética
em batelada alimentada e estes sdo comparados aos valores experimentais obtidos.
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Figura 3.4 — Perfil de acido graxo livre durante a batelada alimentada, em base livre de
agua e glicerol. Pontos sdo dados experimentais e linha continua dados do modelo.

Estes valores estdo apresentados em termos de acido graxo livre (AGL). A partir
desta figura observa-se que os resultados previstos pelo modelo estdo de acordo com os
valores experimentais. Desta forma, 0 modelo cinético proposto é capaz de descrever o
comportamento desta reacdo em sistema de batelada alimentada.

Na Figura 3.5 sdo comparados os perfis da reacdo de hidrolise do 6leo de oliva,
em termos de AGL, para as duas abordagem utilizadas - batelada e batelada alimentada.
Pode-se observar a diferenca entre as abordagem de configuracdo reacional,
principalmente nas primeiras horas de reacdo. O uso do sistema batelada alimentada
evita o tempo de inducdo, pois permite 0 uso de concentracdo de agua suficiente para
manter a atividade enzimética favorecendo as reacGes de hidrolise. Além disso, esta
estratégia possibilita a adicdo de pequenas quantidades de dgua em intervalos de tempo
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definidos. O que evita 0 excesso de dgua no meio reacional diminuindo o efeito de
inibicdo reversivel da enzima e propicia maiores valores de acidez livre nas primeiras
horas de reacdo. Corazza et al. (2003) estudaram uma reagdo de hidrdlise enzimética da
celobiose para producdo de glicose e obtiveram resultados que também indicaram
vantagens da utilizagdo de processo em batelada alimentada.
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Figura 3.5 — comparacdo entre batelada com 20% (verde) e semibatelada (preto)
para a mesma quantidade de agua alimentada na reacdo. batelada simulada com 20g de
agua adicionada de uma vez em 100 g de 6leo. semibatelada simulada com 0,825 g/h de
alimentacdo de 4gua durante 24 horas. os dois resultados sdo em &cidos graxos livres.

4. CONCLUSOES

Foi confirmada a influéncia da concentracdo inicial de agua na seletividade da
producdo de DAG e no rendimento de AGL. O uso de altas concentragdes iniciais de
agua no meio favorecem a formacdo de produto com altas concentracGes de AGL e
menores concentracdes de DAG. - O uso de batelada alimentada para introducdo agua
reduz os efeitos de inibicdo da atividade enzimatica e a0 mesmo tempo garante a
formag&o dos produtos em tempos mais curtos.

As velocidades iniciais das reacfes de hidrolise sdo baixas, € aumentam com a
formacdo de produtos surfactantes. O maior teor de acidez ao final das 24 horas de
reacdo foi obtido no experimento com 20% de &gua. Entretanto verificou-se maior
acidez nas primeiras horas de rea¢do no experimento com apenas 3% de agua.

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

De uma maneira geral, no presente trabalho observou-se que a utilizacdo de
sistema batelada alimentada em reagéo de hidrdlise enzimatica do 6leo de oliva pode ser
uma alternativa com grande potencial para reduzir os efeitos de inibi¢cdo enzimatica e
obter maior rendimento do produto desejado.
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