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RESUMO - O presente trabalho avaliou a influéncia da concentracdo de glicerol na
sintese enzimatica de monoglicerideos (MAGS) via glicerdlise do 6leo de babacu. As
reagOes foram operadas continuamente em reator de leito fixo, empacotado com
lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em silica-PVA por 10 dias, contendo
6leo: glicerol em diferentes razdes molares (1:3, 1:6, 1:9 e 1:12), sob atmosfera inerte
e tempo espacial de 6h. Constatou-se que a sintese de MAGs foi fortemente
influenciada pela razdo molar dos materiais de partida. Elevadas concentracdes de
MAGs (em média 33%) foram obtidas na razdo molar de 1:9. Baixas raz0es
favoreceram a formacéo de diglicerideos (cerca de 70%) em detrimento aos MAGS.
Provavelmente as baixas razfes apresentaram quantidade insuficiente de glicerol para
deslocar o equilibrio da reacdo para formacdo de MAGs, enquanto que, a razdo molar
(1:12) mais elevada propiciou a aderéncia do glicerol ao suporte da enzima,
dificultando a transferéncia de massa do sistema reacional.

1. INTRODUCAO

A busca por produtos derivados de recursos renovaveis, desperta cada vez mais o interesse
na area da biotecnologia, principalmente no setor da biotransformacdo de 6leos e gorduras.
Aliado a este conceito, 0 uso de enzimas para modificar a estrutura e a composi¢do dessas
matérias-primas lipidicas vem crescendo consideravelmente, devido a versatilidade destes
biocatalisadores, mostrando potencial para aplicagdes na bioconversdo de 6leos e gorduras para
sintese de produtos de interesse industrial, como os monoglicerideos, biodiesel, lipidios
estruturados (Majid e Cheirsilp, 2012).

Monoglicerideos (MAGSs) sdo surfactantes ndo-iénico, amplamente utilizado na industria
farmacéutica, de alimentos e indlstria de cosméticos, por ndo apresentarem efeitos colaterais
quando ingerido, ou irritacdo na pele, ao contrario dos surfatantes idnico (Freitas et al., 2008).

Os MAGs sédo produzidos principalmente por métodos quimicos a elevadas temperaturas,
na qual possui algumas desvantagens, tais como subprodutos de cor escura e um sabor
indesejavel. Portanto, em comparagdo com 0 processo quimico, a sintese de MAGs por catélise
enzimatica torna-se mais atrativa, pois pode ser realizada eficazmente sob condicGes suaves, e
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obter um produto especifico com maior rendimento e melhor qualidade (Zeng et al., 2010).

Diferentes reacBes enzimaticas, tais como a alcoolise, esterificacdo e glicerolise tém sido
utilizados para a producdo de MAGs. A reacao de glicerdlise € um processo atrativo, em termos
econdmico e tecnoldgico, pois possibilita utilizar o glicerol gerado como subproduto no
processamento de biodiesel (Zeng et al., 2010).

Na sintese de MAG via glicerolise empregando lipase imobilizada, o 6leo compreende
uma fase hidrofobica, o glicerol uma fase hidrofilica, e a enzima constitui uma fase sélida. Neste
sistema, uma importante inconveniéncia é a baixa miscibilidade entre os substratos presentes no
meio reacional, devido a grande diferenca de polaridade entre eles (Pawongrat et al., 2007). No
entanto, durante o progresso da reacdao, os monos e diglicerideos produzidos podem atuar como
emulsionantes das fases hidrofdbica e hidrofilica, melhorando o contato entre os dois substratos
e, portanto, aumentando as taxas de conversdo. Com base nestas consideracdes, a reagdo de
glicerdlise pode ser realizada empregando apenas glicerol e éleo, como substratos, sem a
necessidade de utilizar solventes ou aditivos (Feltes et al., 2013).

Estudos anteriores (Freitas et al., 2009) identificaram a necessidade de grande excesso de
glicerol para conducdo da sintese enzimatica de monoglicerideos em regime descontinuo.
Entretanto, em reaces conduzidas em fluxo continuo em reator de leito fixo, verificou-se que
uma quantidade excessiva desse alcool (relacdo molar 6leo/glicerol de 1:15) prejudicava a
transferéncia de massa do sistema e causava uma possivel aderéncia do glicerol ao suporte da
enzima dificultando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima, resultando numa velocidade
de reacdo mais baixa (Freitas et al., 2010). Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a influéncia de diferentes razdes molares entre 0leo de babacu e glicerol na sintese
enzimética de MAGs via glicerdlise do 6leo de babacu conduzidas em fluxo continuo em reator
de leito fixo, utilizando lipase microbiana de Burkholderia cepacia imobilizada em silica-PVA
como catalisador.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Todos os ensaios foram realizados com uma preparacdo comercial de lipase de
Burkholderia cepacia adquirida na forma de extrato enzimatico da Amano Enzyme (Nagoya,
Japdo) e posteriormente imobilizada em matriz hibrida de silica-PVA, conforme metodologia
descrita por Freitas et al., 2009. Foram preparadas 6 bateladas da lipase imobilizada e os
sistemas imobilizados apresentaram uma atividade hidrolitica média de 1900 + 120 U/g e
umidade inferior a 10%. A massa especifica do solido determinada segundo metodologia adotada
por Freitas et al. (2010) foi de 1,865 g.mL™. Como materiais de partida foram utilizados: glicerol
(88%, Merck) e 6leo de babacu refinado adquirido da empresa Mundo dos Oleos (S&o Paulo-SP)
com uma composicdo aproximada em &cidos graxos de 0,22% de Acido Caproico, 3,18% de
Caprilico, 3,21% de Caprico, 45,35% de Laurico, 15,14% de Miristico, 0,04% de
Pentadecandico, 8,37% de Palmitico, 0,05% de Palmitoléico, 0,05% de Margarico, 2,39% de
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Estearico, 16,35% de Oléico, 4,94% de Linoleico, 0,26% de Linolénico, 0,15% de Araquidico,
0,12% de Eicosenoico, 0,11% de Behénico, 0,09% de Lignocérico.

2.2. Procedimento da reacéo glicerolise em fluxo continuo

As sintese de monoglicerideos foram realizadas em coluna de vidro encamisada (D = 15
mm, L =55 mm e V =10 mL), conforme esquema experimental ilustrado na Figura 1. A mistura
reacional constituida de 6leo de babacu e glicerol em diferentes razdes molares (1:3, 1:6, 1.9 e
1:12) foi mantida no frasco de alimentacdo, sob agitacdo magnética a 50 °C e bombeada através
do reator de leito fixo em fluxo descendente numa vazéo fixa de 1,0 mL.h"* correspondendo a um
tempo espacial de 6 horas, calculado de acordo com Levenspiel (2000). A coluna foi empacotada
com uma suspensdo da lipase imobilizada (7,0 g) no meio reacional e estabilizada pela
recirculacdo do substrato por um periodo de 4 h, o que permitiu, também, a eliminacéo de bolhas
de ar formadas durante a etapa do empacotamento da coluna. A atmosfera inerte foi garantida
pela insercdo de um ponto de N no frasco de alimentacdo, protegendo os substratos da exposi¢ao
ao ar. Para cada meio de alimentacdo testado foram quantificados os teores de MAG, DAG e
TAG por cromatografia de fase gasosa durante 10 dias de operagéo do sistema experimental.

Figura 1 — Esquema experimental do reator de leito fixo: 1 - biorreator; 2 - reservatorio de
alimentacdo; 3 - bombas peristalticas; 4 - saida do produto; 5 - banho para controle de
temperatura; 6 - entrada de agua; 7 - saida de agua.

2.3. Métodos de Analises

Analise cromatografica para dosagem de monoglicerideos

As concentracdes de monos, dis e triglicerideos foram determinadas por cromatografia de
fase gasosa, utilizando-se uma coluna capilar (CPSil 5CB: 10 m x 0,25 mm x 0,12 um, Varian),
temperaturas do detector e injetor de 300°C, fluxo da coluna de 2 mL/min (o gas de arraste
utilizado foi o nitrogénio), pressdo da coluna de 10 psi, split de 1:20, atenuacdo = 1, temperatura
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de 80°C no momento da injecdo, variando-se a rampa de aguecimento para cada método de
analise de acordo com a metodologia descrita por Freitas et al. (2009).

Calculo de Produtividade

Os valores de produtividade obtidos nas glicerolises do 6leo de babacu foram determinados
empregando-se a Equagéo 1.

P = 1)

C
T

em que: P = é a produtividade (mgmacs/Jamostra-N), € = é a concentracdo em mg de MAGs por
grama de amostra, T =é o tempo espacial da reacdo (h).

Calculo de Seletividade

Os valores de seletividade obtidos nas glicerélises do 6leo de babacu foram determinados
empregando-se a Equagéo 2.

0,
% Seletividade = % MAG 2)

% MAG + % DAG + % TAG

em que: % MAG = é a quantidade de monoglicerideos formada na reacdo, % DAG = é a
quantidade de diglicerideos formada na reacdo e % TAG € a quantidade de triglicerideos nédo
convertidos na reagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como a recdo de glicer6lise catalisada por lipase imobilizada consiste em um sistema de
trés fases (0leo, glicerol e enzima), a miscibilidade do meio reacional, essencial para uma catalise
enzimatica eficaz, € um dos obstaculos a ser superado no processo. Além disso, sabe-se que para
deslocar o equilibrio da glicerdlise no sentido da formacdo de monoglicerideos, deve-se aumentar
a concentracao de glicerol, ou seja, utilizar excesso desse alcool.

Nesse contexto, visando estabelecer maior homogeneidade do meio reacional e alcancar
maiores rendimentos de MAGs, foram realizados testes continuos em reator de leito fixo,
variando-se a razdo molar entre 6leo:glicerol de 1:3, 1:6, 1:9 e 1:12, sob atmosfera inerte. Os
resultados obtidos sdo ilustrados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2 — Formacao de monoglicerideos nas glicerolises continuas do 6leo de babacu
empregando diferentes razGes molares (Razdo molar = 1:3 (6leo/glicerol), Razdo molar = 1:6
(6leo/glicerol), Razdo molar = 1:9 (6leo/glicerol), Razdo molar =1:12 (6leo/glicerol), temperatura
50 °C e tempo espacial de 6h).
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Figura 3 - Formacdo média de monoglicerideos e diglicerideos e consumo de triglicerideos nas
glicerolises continuas do dleo de babagu empregando diferentes razdes molares.
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De acordo com os dados apresentados na Figura 2, constata-se que a sintese de MAGs foi
fortemente influenciada pela razdo molar dos materiais de partida. Observa-se que em todos 0s
testes realizados, independentemente da proporcdo dos materiais de partida, houve producéo de
MAGs, apresentando formacdo média de 4,5+2,3%, 16,8+3,2%, 33,1+0,9 % e 20,2 *4,4%,
quando se empregou razdes molares de 1:3, 1.6, 1:9 e 1:12, respectivamente. As baixas
formagdes de MAGs constatadas para substratos contendo razdes molares de 1:3 e 1:6 podem ser
creditadas a quantidade insuficiente de glicerol no meio reacional para deslocar o equilibrio da
reacdo para formacéo do produto desejado.

Por outro lado, o rendimento em MAGs foi claramente favorecido pelo aumento da razao
molar de 6leo:glicerol, resultando na formacdo de cerca de 33% empregando razdo molar de
6leo:glicerol de 1:9. Além disso, nessa reacdo foi verificado que o sistema experimental manteve-
se estavel sem grandes oscilacdes, confirmando que o excesso do alcool favorece a formacdo dos
monoglicerideos como constatado em reacGes conduzidas em regime descontinuo (Freitas et al,
2009). Esse resultado pode ser justificado pela melhor homogeneidade do meio reacional,
reduzindo os problemas de transferéncia de massa do substrato e consequentemente, facilitando a
acao da lipase na interface polar-apolar (Martinelle et al., 1995). Entretanto, quando se utilizou
uma razdo molar mais elevada (1:12) houve um decréscimo na formacdo de MAGs (20%). Dois
fatores podem estar relacionados a estes resultados: i) a homogeneidade do meio reacional e ii) a
possivel aderéncia do glicerol ao suporte da enzima (Kruger et al., 2011). Ambos os fatores
podem ter dificultado a transferéncia de massa do sistema reacional, acarretando a ineficiéncia da
catalise enzimatica, ou seja, o0 excesso de glicerol no meio reacional dificultou o acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima, resultando numa velocidade de reagdo mais baixa, conforme
relatado por Valério 2009.

Na Figura 3, pode-se observar que o rendimento de DAGs foi maior para menores razdes
entre oleo:glicerol, visto que 70% desse acilglicerol foi obtido na razdo molar de 1:3, sugerindo a
ocorréncia de desvio da rota enzimatica favorecendo a formacdo de DAGs em detrimento aos
MAGs. Esta evidéncia corrobora com os resultados descritos por Cheirsilp et al. (2007), que
demonstraram que baixas concentracdes de glicerol fornecem altas taxas de producdo de
diglicerideos, mas baixos rendimentos de monoglicerideos. Além disso, verifica-se que ndo é
necessario um grande excesso de glicerol para deslocar o equilibrio da glicerodlise no sentido da
formacdo de monoglicerideos, visto que uma varia¢do significativa na formacdo do produto
desejado foi observada quando se empregou razGes molares intermediarias.

A Tabela 1 mostra a influéncia das diferentes razbes molares entre o 6leo e glicerol na
seletividade e produtividade para formagao de monoglicerideos. E possivel observar que a razio
molar que apresentou a maior formacdo de MAGs (1:9), também foi a que apresentou o valor
mais elevado de seletividade, atingindo 33,10%, e produtividade de 55,17 Mgmacs/Jamostra-h para a
formacao desse glicerideo, comprovando a eficacia dessa condi¢do experimental.
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Tabela 1 — Seletividade, produtividade e formacdo de monoglicerideos (MAGS) nas reacdes de
glicerolises continuas do dleo de babacu empregando diferentes razées molares

Razéo Molar Formacéo de Seletividade Produtividade
6leo:glicerol MAGs (%) (%) (Mgmacs/Jamostra-h)
RM 1:3 4,52 4,52 7,53
RM 1:6 16,80 16,80 28,00
RM 1:9 33,10 33,10 55,17
RM 1:12 20,24 20,24 33,73

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a relacdo molar entre dleo e glicerol é um fator seletivo para as
reacGes de glicerolises enzimaticas, na qual valores mais elevados de glicerol favorecem a
formacdo de MAGs, enquanto valores mais baixos favorecem a formacdo de DAGs. Estes
resultados podem ser fundamentados na capacidade do glicerol em deslocar o equilibrio da
reacdo, favorecendo um determinado produto, pela homogeneidade do sistema reacional e pelos
fendmenos causados pela aderéncia do glicerol no suporte da enzima. No presente trabalho, o
melhor desempenho foi obtido empregando razdo molar intermediaria (1:9), atingindo 33% de
MAGs, 33,10% de seletividade e produtividade de 55,17 mgmacs/Uamestra-N, O quUE apresenta
vantagens econdmicas ao processo, como a reducao da quantidade de reagente além de facilitar a
etapa de purifica¢do do produto.
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