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RESUMO - Os 4&cidos graxos possuem diversas aplicacdes industriais e servem de
substratos para inimeros produtos, principalmente dentro da industria alimenticia, onde
um alto grau de pureza se faz necessario e ¢ dificilmente alcangcado quando sua produgado
envolve catalisadores quimicos. Além disso, a reacdo de hidrélise geralmente necessita de
altas temperaturas e pressdes para ocorrer, o que pode ser contornado com o uso de
enzimas (lipases) como catalisador, as quais utilizam condi¢des reacionais mais brandas.
Dentro deste contexto, este projeto teve como principal objetivo avaliar o processo de
hidrélise enzimatica do 6leo de soja em um reator de leito fixo tubular usando como
catalisador a enzima Lipozyme TL IM e avaliar os efeitos da razado massica agua/substrato
e da temperatura no rendimento da reacdo por meio de um planejamento experimental. As
reacdes de hidrélise foram realizadas a temperaturas de 20, 25 e 30°C, em concentragdes
de 4, 8 e 12% de 4gua em relacdo a massa total e tempo de residéncia de uma hora. Nas
melhores condigdes, foi produzido um 6leo com acidez final de 24,46%.

1. INTRODUCAO

As atuais tendéncias nutricionais tém tornado a dieta cotidiana rica em 6leos e gorduras, que
aliada a falta de atividades fisicas regulares, estd associada a um aumento no indice de obesidade da
populacdo, aumentando os riscos de doencgas cardiovasculares, diabetes e hipertensdo (Francischi et
al., 2000). Entretanto, os 6leos e gorduras possuem um papel fundamental no funcionamento do corpo
humano, fornecendo energia, atuando no transporte de vitaminas lipossoluveis e também como fontes
de acidos graxos essenciais (Castro et al., 2004). Nao podendo, dessa forma, ser totalmente
dispensados da alimentacdo diaria (Yang et al., 2004).

Um crescente interesse por tecnologias de modificacdo de dleos e gorduras surgiu nos ultimos
anos, impulsionado pela importancia dessas substancias enquanto matérias-primas para as industrias
quimicas, farmacéuticas e alimenticias (Castro et al., 2004).

O principal componente dos 6leos e gorduras ¢ o Triacilglicerol (TAG), e por meio de sua
hidrolise parcial, obtém-se o diacilglicerol (DAG) e os &cidos graxos. Segundo Awadallak (2012),
apesar de atingir conversdes menores, a hidrdlise ¢ uma reagdo direta que utiliza como substratos
6leos e gorduras naturais. A produgdo de acidos graxos por esse processo ¢ um componente muito
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importante na exploragdo econdmica dessas fontes renovaveis. Um significante nimero de produtos
de alto valor agregado como revestimentos, colas, 6leos lubrificantes, xampus e outros produtos de
cuidados pessoais requer o uso de acidos graxos em sua fabricagdo (Murty, et al., 2002).

A utilizagdo de catalisadores na hidrélise ¢ muito comum, pondendo ser conduzida através de
catalisadores quimicos ou enzimaticos. O uso de processos enzimaticos apresenta certas vantagens,
como a atuagdo em condi¢des operacionais brandas de temperatura, pH e pressdo, velocidades de
reacdo bastante superiores aquelas obtidas em presenca de catalisadores quimicos convencionais
(Mendes et al., 2011), assim como uma maior especificidade, gerando menos produtos indesejaveis e
resultando também em uma maior facilidade de separacdo do meio. No entanto, de forma geral, as
enzimas possuem um alto custo de aquisicao, reduzindo assim sua utilizagdo, quando comparadas aos
catalisadores quimicos.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi a producdo de acidos graxos livres com alto grau
de conversdo, através da hidrolise do 6leo de soja em leito fixo com a utilizagdo da enzima Lipozyme
TL IM.

2. MATERIAIS E METODOS

O substrato da reagdo de hidrdlise utilizado neste trabalho foi o 6leo de soja. A lipase comercial
Lipozyme TL IM, utilizada como catalisador foi cedida por LFN Latino América. Uma solugdo de
fenolftaleina (Synth®) foi utilizada como indicador para medidas de acidez do 6leo. Etanol absoluto
(Chemco®), Eter etilico (Nuclear®) e NaOH (Synth®) foram utilizados na determinagdo da acidez.

2.1. Delineamento experimental

A influéncia da razdo agua/substrato e da temperatura na formagdo de acidos graxos, foi
verificada por um delineamento central composto rotacional com duas variaveis. Como variavel
resposta foi considerado o grau de acidez apds 1 h de reacdo. A analise dos dados foi efetuada por
meio do programa Statistica® (versdo 10). As hidrolises foram realizadas em um reator encamisado
contendo 20 mL de emulsdo numa propor¢do agua:substrato, por um periodo de 1 h com temperaturas
fixas e agitagdo magnética (350 rpm).

2.2. Preparaciao das amostras
Os experimentos foram preparados dentro de um reator encamisado, em concentragdes de 4, 8 e
12% de 4gua deionizada em relagdo a massa total de substrato (dgua + 6leo), fixada em 20 g. Apos a

conexdo do reator encamisado ao sistema, as reacdes foram realizadas a temperaturas de 20, 25 e
30°C.
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2.3. Reacgoes de hidrolise

As reacdes de hidrolise enzimatica do 6leo de soja foram conduzidas em um sistema continuo
composto por um reator encamisado conectado a um reator de leito fixo tubular encamisado,
preenchido com 1,4 g de enzima e completado com pérolas de vidro, conforme mostra a Figura 1.

Leito Fixo

Banho
Termostatico

Célula de
Equilibrio

Agitador \ Bomba

Magnético Peristaltica

Figura 1 — Modulo de reagdo de hidrolise.

A mistura foi transportada pelo sistema através de uma bomba peristaltica Cole-Parmer, e a
temperatura foi controlada com auxilio de um banho termostatico Marconi.

Ap0s a reagdo, as amostras foram aquecidas durante 24 horas a uma temperatura de 105°C para
assegurar a evaporacao da agua, e em seguida o teste de acidez foi realizado.

2.4. Quantificacao da acidez

A quantidade de 4cidos graxos livres presentes no 6leo foi determinada por titulacdo com
solucdo de NaOH. Uma solugdo de 50 mL de etanol absoluto e éter etilico em proporc¢ao 1:1 com
cerca de 1 g de 6leo e duas gotas de solucdo de fenolftaleina foi titulada com uma solu¢ao de NaOH
0,05 M sob agitagdo vigorosa até¢ a mudanca de coloracdo (mudanga stibita de uma coloracao branca
para rosa). A acidez do 6leo foi calculada de acordo com a seguinte relacio:

Vol Mygop PM
Acidez(m%) = 100 ”;"; A5L 01)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo das condigdes controlaveis se deu através da metodologia de superficie de resposta,
utilizando um planejamento experimental do tipo delineamento central composto rotacional (DCCR).
Para tempos de reagdo fixos de duas horas, variou-se a razao dgua/substrato e a temperatura.

A Tabela 1 representa as variaveis e niveis para o planejamento experimental.

Tabela 1 — Varidveis e niveis para 0o DCCR

-\2 -1 0 1 \2
Razao agua/substrato (%) 2,34 4 8 12 13,66
Temperatura (°C) 17,93 20 25 30 32,07

O projeto do experimento consistiu em um planejamento do tipo delineamento central composto
rotacional para duas variaveis, com quatro repeticdes no ponto central para a avaliacdo do erro e dois
pontos axiais no eixo de cada varidvel, resultando em quinze experimentos. A Tabela 2 apresenta a
estimativa dos efeitos em conjunto com o grafico de Pareto (Figura 2).

Tabela 2 — Estimativa dos efeitos

Variavel Efeito Erro padrao p-valor  Coeficiente
Intercepto 16,5642 0,6321 0,000000 16,5642
(1) Temperatura (L) 0,4230 0,7879 0,604400 0,2115
Temperatura (Q) -3,1520 0,9818 0,010653 -1,5760
(2) Razao Agua/Substrato (L) 12,1855 1,1100  0,000002 6,0928
Razao Agua/Substrato (Q) 1,1072 1,9659 0,587068 0,5536
Interagéo (1) com (2) -0,3977 1,7447 -0,227970 0,8248
(2)Razdo Agua/Substrato . 10,97759
(ma/(mo+ma))(L)
Temperatura (°C)(Q) -3,21037
Razdo Agua/Substrato 5631778

(ma/(mo+ma))(Q)

(1)Temperatura (°C)(L) ,5368302
1Lby2L -,227965
p=,05

Efeitos Estimados Padronizados (Valor Absoluto)

Figura 2 — Gréfico de Pareto.
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A varidvel Razdo agua/substrato (linear) e a variavel Temperatura (quadratica) apresentaram,
para um nivel de significancia de 5%, efeitos significativos sobre a conversdo em AGL. A varidvel
Temperatura (quadratica) indica a existéncia de um ponto maximo de conversdao dentro do intervalo
estudado, enquanto a falta de curvatura presente no ajuste quadratico do intervalo testado para a
Razao 4gua/substrato indica que tanto esse intervalo quanto suas proximidades ndo contém um ponto
6timo.

A Tabela 3 representa a matriz de dados do DCCR para as varidveis estudadas e as respostas
obtidas em termos de porcentagem de acidez experimental e predita.

Tabela 3 — Condi¢des experimentais e resultados

Razio Agua/Substrato Temperatura AC}deZ Ac1d§ z
Amostra o Experimental Predita
(ma/(mo+ma)) C) (%) (%)
1 2,34% 25,00 9,01 10,91
2 4,00% 20,00 10,79 10,49
3 4,00% 30,00 12,23 11,23
4 4,00% 25,00 14,44 12,44
5 8,00% 25,00 16,30 16,52
6 8,00% 25,00 16,02 16,52
7 8,00% 32,10 13,82 13,66
8 8,00% 30,00 14,48 15,17
9 8,00% 20,00 14,65 14,72
10 8,00% 25,00 16,42 16,52
11 8,00% 17,90 13,96 13,03
12 12,00% 30,00 18,95 19,68
13 12,00% 20,00 18,16 19,52
14 12,00% 25,00 21,76 21,18
15 13,66% 25,00 24,46 23,28

Embora o ponto maximo da reac¢do ainda ndo tenha sido determinado devido ao baixo intervalo
de testes realizados para a razdo agua/substrato, bons resultados foram alcancados. As respostas
preditas foram obtidas pelo ajuste de um modelo quadratico feito pelo software Statistica®. A acidez
mostrou-se dependente tanto da razdo dgua/substrato quanto da temperatura, segundo o grafico de
Pareto (Figura 2). Essa relagdo ¢ descrita através da Equacao 2:

Acidez(m%) = —33,00 + 3,25T — 0,06T2 + 98,53R + 178,78R? — 0,71RT (02)

O coeficiente de correlagio ao quadrado R® é comumente utilizado como parimetro de
avaliagdo para a eficiéncia de modelo modelos matematicos. Quanto mais proximo da unidade, mais
fiel tende a ser a correlagdo aos dados experimentais. Neste caso o valor de R? foi de em 0,371,
indicando um ajuste satisfatorio, porém passivel de melhora.

Através da regressdo foi possivel tracar o grafico de superficie para a acidez em fungdo das
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variaveis de entrada. A Figura 3 mostra a superficie para a acidez final em fun¢do da razdo
agua/substrato e da massa de temperatura.

Através do grafico ¢ possivel perceber que a razdo agua/substrato estd diretamente relacionada

com o desempenho da reacdo e que o aumento da temperatura estd provavelmente associado a
desativagdo da enzima.

o) ZRPEN

26
B <25
B < 21
<17
[]<13
B <9
<5

Figura 3 — Acidez em fung¢do da temperatura e da razao dgua/substrato.

As analises de variancia e de residuos, obtidas através do software Statistica® estdo descritas na
Tabela 3 e na Figura 4.

Tabela 3 — Analise de variancia

Fonte de  Soma dos Grausde Quadrado F F
variagdo  Quadrados Liberdade Médio cale tab

Regressao 208,722 5 41,744 26,816 3,388
Residuos 14,01 9 1,557
Total 222,732 14
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Figura 4 — Residuos.

4. CONCLUSOES

Para um intervalo de confianca de 95%, as variaveis Temperatura (quadratica) e Razdo
agua/substrato (linear) apresentaram efeitos significativos sobre a conversdao em AGL. A presenca de
um ponto maximo de conversdo dentro do intervalo de temperatura estudado foi encontrada, enquanto
o intervalo testado para a razdo agua/substrato evidenciou a falta de curvatura no ajuste quadratico,
mostrando que tanto esse intervalo quanto suas proximidades ndo possuem ponto 6timo. O coeficiente
de correlagdo obtido foi de R*=0,9371. Esse resultado em conjunto com os valores relativamente
baixos dos residuos, bem como sua distribui¢ao aleatéria em torno de zero e um valor de F., muito
maior que Fy,p, s@o fortes indicacdes de que o ajuste quadratico ¢ satisfatério e ndo tendencioso. No
entanto ainda sdo necessarios mais testes em outras faixas de razdo agua/substrato para determinar
com alto grau de confianga qual o ponto 6timo da reacdo de hidrolise do 6leo de soja em leito fixo.

5. NOMENCLATURA
ma: Massa de agua (2)
Mnzaon: Molaridade das solugao de NaOH (mol/L)
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mo:  Massa de 6leo (g

pa: Massa da amostra de 6leo para titulagdo (g)

PMygr1: Peso molecular médio dos acidos graxos presentes no 6leo (g/mol)

R: Razio agua/substrato (Migua/MaguatMeteo)
T: Temperatura (°0)

Vol:  Volume de solugdo de NaOH gasto na titulacao da solucao (L)
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