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RESUMO

O objetivo deste estudo foi apresentar novas informacdes experimentais
para a obtencio de emulsificantes (monoacilglicerdis e/ou
diacilglicer6is) por meio da glicerdlise de 6leo de peixe em diferentes
sistemas (livre de solvente e de surfactante, na presenca de terc-butanol
ou contendo surfactante de grau alimenticio), utilizando-se a lipase
Novozym® 435 como catalisador. Entre os surfactantes testados (Tween
60, Tween 65, Tween 80 e lecitina de soja), o Tween 65 foi escolhido
para o aprofundamento do estudo no meio contendo este aditivo, com o
intuito de melhorar o contato entre os substratos imisciveis (6leo e
glicerol) e a enzima. Andlises prévias verificaram, entretanto, que a
lipase testada pode agir sobre todos os surfactantes avaliados. Nas
reacOes de glicerdlise testadas, o efeito de parametros de processo
relevantes (concentracdo de enzima, temperatura, propor¢do molar de
glicerol e dleo, propor¢do de solvente, concentragcdo de surfactante) para
a produ¢do dos emulsificantes desejados foi avaliado em todos os meios
reacionais. Para todos os sistemas, as condigdes da glicerdlise
mostraram-se importantes para a obten¢do dos produtos desejados.
Apesar de a reagdo de glicerdlise ter sido vidvel em meio livre de
solvente e de surfactante, foi necessario um longo tempo de reagdo (24h)
para a obtencdo de quantidades satisfatérias de mono- (25,93% m/m) e
diacilgliceréis (38,24% m/m). Estes teores foram obtidos em reagdo
conduzida a 70°C em banho-maria do tipo Dubnoff, com 5% de lipase
(em massa, em relac@o ao total de substratos) e com a propor¢do molar
de glicerol e 6leo de 1:1. Foi possivel produzir 43,30% e 43,10% de
diacilgliceréis em meios contendo, respectivamente, 1:1 (v/v) de terc-
butanol e 5% (m/m em relacdo ao total de substratos) de Tween 65. As
reacdes para os dois sistemas foram conduzidas a 70°C, durante 2h sob
agitagdo mecanica, utilizando-se a propor¢do molar de glicerol:6leo de
1:1 e 15% de lipase (m/m). Este estudo descreveu a viabilidade da
producdo de monoacilgliceréis e/ou diacilgliceréis enriquecidos em
EPA e DHA, utilizando-se diferentes meios reacionais.

Palavras-chave: lipase, monoacilglicerdis, diacilglicerdis, 6leo de peixe,
dcidos graxos 6mega-3






ABSTRACT

The aim of this study was to present new experimental information
concerning the production of emulsifiers (monoacylglycerols and/or
diacylglycerols) by means of glycerolysis of fish oil in different reaction
systems (solvent-free and surfactant-free, with fert-butanol or with a
food grade surfactant), by using the lipase Novozym® 435 as catalyst.
After a screening of different surfactants (Tween 60, Tween 65, Tween
80 and soy lecithin), Tween 65 was chosen for further studies for the
system containing this additive, in order to improve the contact between
the immiscible substrates (glycerol and oil) and the enzyme. Previous
analyses indicated, however, the lipase can modify all tested surfactants.
In the performed glycerolyses reactions, the effect of the more relevant
process parameters (enzyme concentration, temperature, glycerol to oil
molar ratio, solvent ratio or surfactant concentration) on mono- and
diacylglycerols production was assessed. For all systems, reaction
conditions proved to be important for the formation of the desired
products. Although the glycerolysis reaction in a solvent-free and
surfactant-free system has been feasible, a long time (24h) was
necessary to achieve appreciable amounts of monoacylglycerols
(25.93wt%) and diacyglycerols (38.24wt%). These contents were
observed for the reaction performed at 70°C in a Dubnoff water bath,
with 5wt% of lipase (based on total substrates) and the glycerol to oil
molar ratio of 1:1. It was possible to produce 43.30wt% and 43.10wt%
of diacylglycerols in the reaction media containing, respectively, 1:1
(v/v) of tert-butanol and 5wt% of Tween 65 (based on total substrates).
Reactions for both systems were carried out at 70°C for 2h under
mechanical stirring, with the glycerol to oil molar ratio of 1:1 and
15wt% of lipase. This study described the feasibility of enzymatic
synthesis of mono- and/or diglycerides rich in omega-3 fatty acids by
using different reaction media.

Keywords: lipase, monoacylglycerols, diacylglycerols, fish oil, omega-3
fatty acids
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1 INTRODUCAO

A relagdo entre as propriedades fisico-quimicas de Oleos e
gorduras e seus efeitos benéficos sobre a saide tem incentivado a
modificacdo destas matérias-primas (Goldberg, 1994). Muitas pesquisas
tém sido aplicadas para a produgdo enzimatica de novos ingredientes
funcionais, tais como mono- e diacilglicerdis enriquecidos em &cidos
graxos 6mega-3 de interesse nutricional.

Os mono- e diacilglicerdis sdo moléculas nio idnicas, com uma
porcdo polar e outra apolar (Devi, Zhang et al., 2008). Devido a estas
caracteristicas, estas moléculas, em especial os monoacilglicerdis,
apresentam excelentes propriedades emulsificantes, sendo amplamente
utilizadas nas industrias alimenticia, cosmética, farmacéutica e quimica
(Gunstone, 1999; Carvalho, Campos et al., 2003). Na drea da saude, os
diacilglicerdis sdo classificados como alimentos funcionais que auxiliam
principalmente no combate a altas taxas de colesterol e triacilglicerdis,
prevenindo e controlando a obesidade (Lo, Tan et al., 2008).

Ha um grande interesse na producido de mono- e diacilgliceréis
ricos nos 4cidos graxos Omega-3 eicosapentaendico (EPA, C20:5) e
docosahexaenéico (DHA, C22:6) de origem marinha, os quais
encontram potencialidades para aplicagdo em alimentos funcionais,
suplementos dietéticos e fiarmacos (Devi, Zhang et al., 2008). A
formulacdo de alimentos contendo estes emulsificantes pode elevar a
ingestdo de dcidos graxos Omega-3, essenciais na dieta, e que atuam na
prevencdo e no combate a doencas cardiovasculares, cancer e distirbios
cerebrais (Kris-Etherton, Harris et al., 2002; Hartvigsen, Mu et al.,
2003).

Os mono- e diacilglicer6is podem ser produzidos por alcodlise,
esterificacdo ou hidrdlise parcial de triacilglicer6is (Gunstone, 1999;
Carvalho, Campos et al., 2003). Industrialmente, estes acilglicerdis
parciais sdo produzidos principalmente por glicerdlise quimica (Devi,
Zhang et al., 2008), devido ao baixo custo dos catalisadores e aos curtos
tempos de reacdo. Neste processo, a glicerina excedente derivada da
producdo de biodiesel pode ser submetida a etapas de purificacdo e
aplicada como um substrato para a reagcdo de glicerdlise (Van Gerpen,
Shanks et al., 2004).

Por se tratarem de aditivos utilizados na industria de alimentos, €
indispensdvel que o produto obtido na reacdo, no caso oS mono- e
diacilglicerdis, apresentem alto grau de pureza. A producdo destes
acilglicerdis por rotas quimicas resulta em produtos de coloragdo escura,
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aroma indesejavel e baixa pureza, o que requer etapa posterior de
purificag@o (Ferreira-Dias, Correia et al., 2001).

As principais vantagens da catdlise enzimdtica, frente aos
processos quimicos tradicionalmente aplicados, sdo condi¢des brandas
do processo, maiores rendimentos, seletividade, obtencdo de um produto
de melhor qualidade e de maior pureza, e reducdo no custo do
tratamento dos residuos (Bornscheuer, 1995; Gunstone, 1999). A
aplicacdo das lipases na forma imobilizada permite a facil recuperagdo e
reutilizacdo destes biocatalisadores, reduzindo o custo do processo
(Villeneuve, Muderhwa et al., 2000; Osborn e Akoh, 2002).

Apesar do aumento crescente das pesquisas na drea de
transformagdo enzimatica de dleos e gorduras, esta tecnologia ainda é
pouco explorada em nivel industrial (Xu, 2004).

Nas reagdes de glicerdlise, o sistema obtido € constituido por uma
fase oleosa hidrofébica, uma fase glicérica hidrofilica e uma fase sélida
constituida pela enzima. Um importante obstidculo a ser solucionado
nestes sistemas, portanto, ¢ a baixa miscibilidade do glicerol e do dleo
(Pawongrat, Xu et al., 2007). Durante as reacdes de glicerdlise, os
mono- e diacilglicerdis formados devem agir como emulsificantes das
fases hidrofébica e hidrofilica. Desta forma, a producdo destes
acilglicerdis parciais deve melhorar o contato entre os substratos durante
a reacdo, favorecendo sua formacdo ao longo do tempo. Neste sentido,
as reagdes de glicerdlise poderiam ser conduzidas somente na presenga
dos triacilgliceréis e do glicerol, conforme ja investigado na literatura
(Torres, Lin et al., 2002).

Uma alternativa para contornar a baixa miscibilidade do glicerol
e do 6leo € utilizar solventes com solubilidade compativel com os
diferentes substratos utilizados, resultando em melhoria na transferéncia
de massa, maior homogeneidade do sistema, menores tempos e maiores
velocidades de reagdo. Nestes sistemas, dlcoois tercidrios, como o terc-
butanol, s3o amplamente empregados, j4 que oferecem bons
rendimentos em curtos tempos de reagdo, principalmente em
transformacdes mediadas pela lipase Novozym® 435, obtida de Candida
antarctica fracdo B e imobilizada (Monteiro, Nascimento et al., 2003;
Damstrup, Jensen et al., 2005; Barouh, Piombo et al., 2008). Deve-se
levar em conta, entretanto, que o uso de solventes organicos apresenta
inconvenientes tais como toxicidade, alto custo e necessidade de
purificagdo dos produtos, o que onera o processo (Fiametti, Rovani et
al., 2009).

Uma estratégia bastante promissora para dispersar substratos
imisciveis é o emprego de surfactante como aditivo, molécula com
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caracteristicas anfipdticas, capaz de formar sistemas micelares. Em meio
contendo apenas o glicerol e o dleo, a adi¢do de surfactantes ao sistema,
aliada a uma intensa agitacdo do meio reacional, proporciona o aumento
da drea de contato entre as diferentes fases presentes, garantindo um
bom rendimento em mono- e diacilglicerdis, a0 mesmo tempo em que se
constitui em um processo “verde” e mais econdmico (Bornscheuer,
1995). Este aumento de drea interfacial é extremamente interessante na
catdlise enzimdtica, j& que a formagdo do sitio de ligacdo durante a
reagdo ocorre na interface entre o substrato e a enzima (Rousseau e
Marangoni, 2002). A utilizacdo de um surfactante de grau alimenticio
torna-se de fundamental importincia quando se objetiva aplicar os
mono- e diacilglicerdis na induistria alimenticia (Valério, 2009), embora
seja uma estratégia pouco explorada na literatura.

Desta forma, buscou-se, no presente trabalho, o emprego de
meios alternativos, livres de solvente organico, com o intuito de propor
um processo simples, barato e atrativo, para a producdo de mono- e
diacilglicerdis. Trés meios reacionais, para fins de comparacdo dos
produtos obtidos, foram testados: meio contendo solvente organico;
meio contendo surfactante de grau alimenticio; meio livre de solvente
organico e de surfactante.

1.1 OBJETIVOS DO TRABALHO

Diante das consideracdes apresentadas anteriormente, o presente
trabalho teve como objetivo geral a producdo de emulsificantes
(monoacilgliceréis e diacilglicerdis) de interesse nutricional, a partir da
glicerdlise de 6leo de peixe comercial refinado, obtido de savelha,
utilizando-se diferentes meios reacionais, na presenca da lipase
comercial imobilizada Novozym® 435, de Candida antarctica, como
biocatalisador.

Buscou-se a obtencdo de um produto de qualidade, com aplicagdo
potencial como ingrediente na inddstria alimenticia, aliando as
propriedades emulsificantes destes acilglicerdis com os beneficios
nutricionais dos 4cidos graxos Omega-3 EPA e DHA. Para atingir tal
objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

- Caracterizar o 6leo de peixe quanto as suas propriedades fisicas

e quimicas (indices de perdxido, saponificacdo, acidez, perfil de
dcidos graxos, regiodistribui¢do, viscosidade, densidade);

- Avaliar se os surfactantes de grau alimenticio (Tween 65,

Tween 80 e Tween 85 e lecitina de soja) sdo modificados pela
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lipase Novozym® 435, em uma simulacio de reacdo de
glicerdlise;
- Realizar reagdes preliminares para comparar a producdo de
diacilglicerdis em diferentes meios reacionais: meio contendo
surfactante de grau alimenticio (Tween 65, Tween 80, Tween
85, lecitina de soja), meio contendo ferc-butanol, e meio
contendo somente glicerol e 6leo de peixe, que serd chamado,
daqui em diante, de meio livre de solvente (organico) e de
surfactante;
Determinar a atividade enzimdtica antes e depois das reacdes
preliminares;
Monitorar o indice de peréxido do meio reacional durante as
reacdes preliminares de glicerdlise enzimdtica, para verificar a
ocorréncia de oxidagdo do 6leo de peixe;
Selecionar um surfactante de grau alimenticio para a produgio
enzimdtica de diacilgliceréis mediante a glicerélise de 6leo de
peixe, em reator batelada;
Identificar os fatores significativos (temperatura do processo,
propor¢do molar glicerol:6leo, concentragio de enzima,
concentracdo de surfactante ou quantidade de solvente
organico) e as condigdes ideais para a producdo de
diacilglicerdis, empregando planejamento experimental, em
meio contendo surfactante (Tween 65) e em meio contendo
terc-butanol;
Estudar a produgdo enzimdtica de mono- e diacilglicerdis
mediante a glicerdlise de 6leo de peixe, em reator batelada, em
meio livre de solvente e de surfactante;
Identificar os fatores significativos (temperatura do processo,
propor¢do molar glicerol:6leo, concentracdo de enzima) e as
condi¢des reacionais ideais para a producdo de mono- e
diacilglicerdis, empregando planejamento experimental, em
meio livre de solvente orginico e de surfactante;
Avaliar a cinética da formacdo de mono- e diacilglicerdis
durante a glicerdlise enzimdtica, para o meio livre de solvente
organico e de surfactante;
Determinar a composicdo em 4dcidos graxos das fracdes de
acilglicerdis parciais, em meio livre de solvente organico e de
surfactante.
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1.2 ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho esta estruturado em capitulos. No Capitulo 2,
sdo apresentados aspectos gerais sobre a modificacdo enzimdtica de
6leos e gorduras, com a abordagem das caracteristicas das lipases. E
apresentado levantamento acerca dos substratos utilizados em reagdes de
glicerdlise, a saber, glicerol e 6leos de diferentes origens, com énfase em
6leo de peixe. Sdo apresentados trabalhos sobre glicerdlise enzimdtica
relevantes a consecucdo desta proposta, com destaque para 0os meios e
condi¢des reacionais empregados nesta pesquisa. No Capitulo 3 sdo
apresentados o material e os métodos que foram utilizados para o
desenvolvimento do trabalho. O item 4.1 apresenta a caracterizagdo dos
substratos. O item 4.2 apresenta os resultados obtidos para a acdo da
lipase Novozym® 435 sobre os surfactantes de grau alimenticio testados
no presente trabalho. A se¢do 4.3 contém os resultados para as reacdes
de glicerdlise em diferentes meios reacionais, sendo que os resultados
dos ensaios preliminares estdo apresentados na secdo 4.3.1. A avaliacio
dos sistemas na presenca de surfactante e de ferc-butanol estdo
abordadas na secdo 4.3.2. No item 4.3.3 sdo apresentados os resultados
para as reagdes de glicerdlise enzimdtica em meio livre de solvente
organico e de surfactante, para o qual foi feito um estudo mais
aprofundado. O Capitulo 5 apresenta as conclusdes desta pesquisa e,
finalmente, o Capitulo 6 apresenta as sugestdes para trabalhos futuros.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No presente capitulo, sdo apresentados aspectos gerais das
reacdes de modificagdo de Oleos e gorduras, sendo abordadas as
diferentes estratégias para a producdo de mono- e diacilglicerdis.
Especial énfase é dada na apresentacdo de diferentes trabalhos sobre
producio enzimdtica de mono- e diacilglicerdis por meio de reacdes de
glicerdlise, utilizando-se diferentes substratos e meios reacionais.

2.1 MODIFICACAO DE OLEOS E GORDURAS

Sabe-se que a dieta apresenta um papel importante nas quatro
principais classes de doengas da sociedade atual (doengas
cardiovasculares, cancer, hipertensao e obesidade) (Goldberg, 1994). Os
6leos e as gorduras, constituidos principalmente por triacilglicerdis, sdo
fundamentais para a alimentacio humana. Os lipidios sdo uma
importante fonte de energia na dieta, e atuam no transporte e na proteciao
das vitaminas lipossoliveis, e no fornecimento de &cidos graxos
essenciais (Bailey, 1979; Pigott e Tucker, 1990; Turatti, 2000; HHS e
USDA, 2005; ISEO, 2006). Os 6leos e gorduras contribuem com vdrias
caracteristicas sensoriais dos alimentos, além de apresentarem um
importante papel tecnoldgico (Bailey, 1979; Pigott e Tucker, 1990;
ISEO, 2006).

Nos dltimos anos, diversas pesquisas t€m sido focadas na
modificacdo de dleos e gorduras para a obtencdo de produtos que aliem
propriedades funcionais e/ou de satide, bem como propriedades
tecnoldgicas que permitam sua utilizagdo nas linhas de processamento
(Xu, 2004; Feltes, Pitol et al., 2009). Entre as técnicas existentes para a
modificacdo destas matérias-primas, pode-se citar a mistura fisica de
6leos e gorduras, a hidrogenacdo quimica, o fracionamento e as reacdes
de interesterificacio quimica ou enzimatica (Willis, Lencki et al., 1998;
Xu, 2004).

Entre estas tecnologias de modificagdo, as reagdes de
interesterificacdo merecem destaque, pois permitem a obtencdo de
lipidios especificos, construidos para apresentarem propriedades
otimizadas em relacdo as moléculas originais (Osborn e Akoh, 2002;
Xu, 2004). As reagdes de interesterificacio mediadas por lipases tém
sido objeto de muito estudo, devido a diversas vantagens da catdlise
enzimdtica frente a catdlise quimica. Os produtos obtidos por biocatéilise
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tém aplicacdo potencial nas industrias quimica, alimenticia e
farmacéutica (Gunstone, 1999; Shimada, 2006).

2.2 OLEO DE PEIXE

A captura total de peixes no ano de 2007 foi de 90 milhdes de
toneladas, sendo que os maiores produtores no periodo foram a China, o
Peru, a Indonésia e os Estados Unidos (FAQO, 2009a).

Nos udltimos anos, tem-se observado um aumento no consumo de
peixe no mundo todo, acompanhando um aumento no consumo total de
alimentos. Em 2006, 110 milhdes de toneladas de peixe estavam
disponiveis para consumo humano. No ano mencionado, o consumo
mundial médio foi de aproximadamente 16,7kg de peixe per capita,
sendo que este consumo foi significativamente mais acentuado nos
paises mais desenvolvidos (FAO, 2009b).

Segundo recomendagdes do Governo Norte-Americano, ¢
importante considerar ndo s6 a qualidade e a freqiiéncia, como também
o tipo de alimento consumido, devendo-se privilegiar aqueles ricos nos
acidos 0mega-3 eicosapentaendico (EPA, C20:5) e docosahexaendico
(DHA, C22:6) (USDA, 2010), cujas estruturas estdo apresentadas na
Figura 1. Estes sdo os principais 4cidos graxos poliinsaturados presentes
na carne e no 6leo de figado de peixes (Turon, Rwabwogo et al., 2005),
principalmente sardinha, anchova, salmdo e bacalhau (Stansby, 1990;
Visentainer, Carvalho et al., 2000; Feltes, 2006). E importante
considerar que os peixes nao sio capazes de produzir 6mega-3 e dmega-
6, razdo pela qual sua alimentacdo ird determinar a composicdo em
dcidos graxos presente no seu organismo. Uma dieta rica em algas ird
garantir um alto teor dos 4cidos graxos Omega-3 EPA e DHA nos
tecidos do peixe (Lands, 2005).

As recomendacdes atuais (250-500mg/dia) para o consumo destes
acidos graxos 0mega-3, também chamados n-3, representa duas a quatro
porcdes por semana de peixes ricos nestes dcidos graxos de cadeia longa
poliinsaturados (Harris, Mozaffarian et al., 2009; USDA, 2010).
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H.C X _ — 0
A = AN
OH
Acido docosahexaendico (C22:6 -3, DHA)

Figura 1 — Estrutura quimica dos 4dcidos docosahexaendico (DHA) e
eicosapentaendico (EPA).

Estas recomendagdes foram estabelecidas para assegurar uma
proporcdo adequada de &cidos graxos 6mega-6 e Omega-3 para um
adulto sauddvel, de forma a garantir os efeitos bioldgicos e funcionais
proporcionados por estas duas familias de acidos graxos. Acredita-se
que a propor¢do de dmega-6/6mega-3 originalmente consumida na dieta
humana era de aproximadamente 1. A agricultura moderna e a
industrializacdo de alimentos provocaram o aumento desta propor¢ao até
30:1, devido ao aumento na ingestdo de 4cidos graxos Omega-6 e a
redugdo no consumo de dcidos graxos Omega-3 (Dunford, 2004;
Simopoulos, 2004). Propor¢cdes de até 50:1, entretanto, ja foram
registradas na India (Pella, Dubnov et al., 2003). Na dieta tradicional
japonesa, esta proporcdo é de 4:1 (Dunford, 2004), devido ao consumo
freqiiente de 4cidos graxos Omega-3. Mudangas no estilo de vida,
entretanto, provocaram modificacdes na qualidade da gordura ingerida,
inclusive entre japoneses, como decorréncia, principalmente, da
migracdo para outras regides, como ji registrado para japoneses
residentes no Brasil (Sartorelli, Damido et al., 2010).

H4 um crescente interesse nestes dcidos graxos 6mega-3 devido
ao importante papel a eles atribuido na satdde (Vessby, 1994; Carvalho,
Campos et al, 2003). Ambos sdo importantes constituintes das
membranas celulares e sdo essenciais para a funcdo cerebral e para o
crescimento (Gordon e Ratliff, 1992; Goldberg, 1994; Hartvigsen, Mu et
al., 2003; Lands, 2005). O EPA ¢é precursor de -eicosandides
(prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos) da série 3 (Willis, Lencki
et al., 1998; Kris-Etherton, Harris et al., 2002; Carvalho, Campos et al.,
2003), com propriedades antitrombdticas, antiquimiostaticas,
antivasoconstritoras e antiinflamatérias (Goldberg, 1994). E evidente,
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portanto, que a ingestdo de alimentos ricos em EPA e DHA pode
auxiliar no combate e prevencdo de doengas cardiovasculares, doengas
inflamatorias, distirbios cerebrais e cancer (Dunford, 2004; Lands,
2005). Devido a estes efeitos fisiologicos, os peixes t€m sido
considerados alimentos funcionais (Soccol e Oetterer, 2003; Brasil,
2005).

O EPA e o DHA ndo podem ser sintetizados por mamiferos ou
sdo sintetizados em baixa quantidade, sendo, portanto, nutrientes
essenciais, devendo ser providos pela dieta (Goldberg, 1994).

A deficiéncia de EPA e DHA na dieta, como decorréncia do
baixo consumo de peixes, pode ser suprida pela ingestio de 6leo de
peixe, ou ainda de suplementos ou alimentos enriquecidos com estes
acidos graxos da série 6mega-3 (BNF, 2000; Kris-Etherton, Harris et al.,
2002).

Os 6leos marinhos estdo presentes na carne de peixes “gordos”,
no figado de peixes “magros” e na camada de gordura de mamiferos
marinhos (Kulas, Olsen et al., 2003). O método tradicional para a
obten¢do de dleo de peixe é conhecido como processo Umido, que
envolve as etapas de cozimento, prensagem e centrifugacdo da matéria-
prima (Lee, 1963; Lands, 2005). Ap6s sua obtencdo, o 6leo bruto deve
ser refinado para consumo humano (Lee, 1963; Hasselmann e
Kummerlen, 1998), sendo reconhecido como Generally recognized as
Safe (GRAS) pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) (Lands,
2005).

Os Oleos de peixe refinados e desodorizados consistem
principalmente de triacilglicerdis com uma complexa composicdo em
dcidos graxos (saturados, mono- e poliinsaturados) e alto teor de
vitaminas, em especial a vitamina A (Aro, Tahvonen et al., 2000; Kulas,
Olsen et al., 2003; Lands, 2005).

Os 4cidos graxos poliinsaturados, apesar de contribuirem para a
satide, conferem baixa estabilidade oxidativa ao 6leo de peixe (Pigott e
Tucker, 1990; Kulas, Olsen et al., 2003), sendo um pardmetro critico
para a vida-de-prateleira de dleos de peixe e de produtos alimenticios
aos quais lipidios de origem marinha foram incorporados (Pigott e
Tucker, 1990; Kulas, Olsen et al., 2003).

A temperatura ambiente, as insaturacdes presentes nos acidos
graxos reagem prontamente com o oxigénio para a formagdo de
hidroperdxidos, os quais sdo instdveis. Esta reacdo € acelerada a altas
temperaturas e na presenca de fons de metais de transi¢do. Os
hidroperéxidos decompdem-se a produtos secunddrios, muitos de baixa
massa molecular, voldteis e com acentuadas propriedades olfativas, que
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conferem o “flavor” caracteristico e desagraddvel de dleo de peixe
rangoso (Bockisch, 1993; Kulas, Olsen et al., 2003). A ingestdo de dleos
marinhos degradados pode expor o consumidor aos produtos téxicos
resultantes do processo de oxidacdo dos lipidios (Shahidi e Shukla,
1996; Siqueira, Oetterer et al., 1997).

A concentragdo e o tipo dos antioxidantes adicionados ao 6leo de
peixe, bem como o processamento a que esta matéria-prima serd
submetida, serdo determinantes para a manutencdo da sua qualidade e
dos produtos nos quais este 6leo serd utilizado como ingrediente (Pigott
e Tucker, 1990; Wanasundara e Shahidi, 1998; Kulas, Olsen et al.,
2003).

Entre as principais espécies de peixe utilizadas mundialmente
para a obtencdo de Oleo, destaca-se a savelha, cujo 6leo refinado,
comercial, foi utilizado na presente pesquisa. No Brasil, o 6leo de peixe
produzido costuma ser destinado para alimenta¢cdo animal. Neste pais, o
6leo € obtido principalmente a partir de residuos do processamento de
pescado, sendo que a principal espécie de peixe capturada neste pais € a
sardinha-verdadeira (Feltes, Correia et al., 2010). Nesta regido, nao se
tem conhecimento, até o presente momento, da existéncia de producgéo
industrial de 6leo de peixe para consumo humano.

E importante ressaltar que um aumento no consumo de alimentos
de origem marinha requer estratégias eficazes e sustentdveis para
garantir a disponibilidade de uma quantidade suficiente de matéria-
prima rica em EPA e DHA contendo, ainda, um baixo teor de
substincias poluentes, como o metil mercirio (USDA, 2010). Além
disso, alguns dados apontam que, dentro de algumas décadas, hd o risco
de escassez de pescado no mundo, como decorréncia de problemas
como pesca predatdria, poluicdo, mudancas climdticas e conseqiientes
perturbacdes nos oceanos (Worm, Barbier et al., 2006). Estes fatores
podem estimular o desenvolvimento da producdo de pescado por
aqiiicultura. O risco de suprimento de 6leo de peixe também pode ser
contornado mediante a utilizacdo de fitoplanctons unicelulares e
sementes marinhas como fontes alternativas de EPA e DHA (Gunstone,
Harwood et al., 1994).

2.3 OLEO DE SAVELHA
A savelha é um peixe peldgico que apresenta duas espécies de

importancia comercial. Uma delas é a Brevoortia patronus, conhecida
como savelha do Golfo, tipica da costa leste dos Estados Unidos e do
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Golfo do México. A outra espécie é a Brevoortia tyrannus, também
denominada savelha do Atlantico, presente na costa norte-americana do
Atlantico (Whitehead, 1985). A producdo mundial acumulada de
savelha estd apresentada na Figura 2.
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Figura 2 — Captura mundial de savelha (Brevoortia patronus € Brevoortia tyrannus)
de 1950 a 2008.

Fonte: FAO Fishery Statistic (2010)
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Na figura acima, percebe-se a reducdo da captura mundial de
savelha ao longo dos ultimos anos, comportamento ji verificado para a
captura global de pescado (Worm, Barbier et al., 2006).

A savelha (Brevoortia spp.) fornece em média 10,6g
lipidios/100g de parte comestivel (IBGE, 1999). A producdo de 6leo de
peixe, nos Estados Unidos, é proveniente principalmente da espécie B.
tyrannus (Whitehead, 1985). O o6leo proveniente da savelha,
reconhecido como GRAS pelo FDA (2010b), caracteriza-se pelo alto
teor de 4cidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados
(Allen, 1995). Sua composicio tipica estd apresentada na Tabela 1.

Em 2008, o éleo de peixe foi comercializado por US$
1.700,00/ton, sendo que 85% da produgdo deste periodo foi direcionada
para a aqiiicultura (FAO, 2009b). A utilizacdo de dleo de peixe para a
construgdo de mono- e diacilgliceréis poderd valorizar esta matéria-
prima, provendo os 4cidos graxos essenciais EPA e DHA na dieta, com
seus respectivos beneficios fisioldgicos (Robles Medina, Esteban
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Cerdan et al., 1999; Torres, Lin et al., 2002; Pfeffer, Freund et al.,
2007).

Tabela 1. Teor tipico dos principais dcidos graxos presentes no 6leo de
savelha.

Teor aproximado (% em relacao

Acido graxo ao total de acidos graxos)

C14:0 9%
C16:0 20%
Cl6:1 12%
C18:1 11%
C20:1 1%
C22:1 0,2%
C20:5 (EPA) 14%
C22:6 (DHA) 8%

Fonte: Allen (1995).

2.4 GLICEROL

O glicerol é um 4lcool trihidroxilado, cuja estrutura é apresentada
na Figura 3. A temperatura ambiente de 25°C, encontra-se no estado
liquido. E um composto higroscépico, inodoro, viscoso, com sabor
adocicado. Encontra-se presente em todos os 6leos e gorduras de origem
animal e vegetal esterificado a dcidos graxos, formando moléculas de
triacilgliceréis (Iupac, 1993).

HO™ >N oH

OH

Figura 3 — Estrutura quimica do glicerol.

Comercialmente, o glicerol é gerado no processo de manufatura
de sabdes ou durante a sintese do propeno. O termo glicerol refere-se ao
componente quimico puro 1,2,3-propanotriol. E uma matéria-prima
bastante versatil, utilizada tradicionalmente nas inddstrias de
cosméticos, sabdes, farmacos e alimentos (Mota, Silva et al., 2009).

O glicerol pode ser utilizado como intermedidrio na obtengio de
uma vasta gama de substancias usadas na industria (Van Gerpen, Shanks
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et al., 2004; Corma, Iborra et al., 2007). Pode ser aplicado como agente
anticongelante ou em extintores de incéndio, em substituicio ao
propilenoglicol; como umectante ou edulcorante em alimentos, em
substituicdo ao sorbitol. Pode ser aplicado como substrato para a
obtengdo  poliglicerol e seus ésteres, polipropilenoglicol,
dihidroxiacetona, dcido hidroxipirivico, dcido glicérico, carbonato de
glicerol e seus ésteres, glicidol, glicerol formal, ésteres de glicerol
(mono- e diacilglicerdis) (Corma, Iborra et al., 2007).

2.4.1 Glicerina produzida em reacoes de transesterificacao

Na producdo de biodiesel por transesterificacdo de triacilglicerdis
com metanol ou etanol, cuja reacdo estd apresentada na Figura 4, a
glicerina é gerada em uma quantidade que corresponde a cerca de 10 a
12% (m/m) em relagdo a massa de matéria-prima processada (Dasari,
Kiatsimkul et al., 2005). Devido a forte expansdo que se verifica na
industria de biodiesel, prevé-se que a produ¢do mundial de glicerina
alcancara 1,2 milhdes de toneladas no ano de 2012 (Mota, Silva et al.,
2009).

[0}

R >——R OH

O:< {O Catalisador P

[¢] + 3 R—OH 3 R% + OH

o T 0—R
>:O OH

R

Triacilglicerol Alcool Esteres alquilicos Glicerina

(Biodiesel)
R: cadeia alquila com diferentes comprimentos e/ou graus de insaturagido

Figura 4 — Reacdo global de transesterificagdo para a producdo de
ésteres alquilicos (biodiesel).

No Brasil, a Lei 11.097/2005 introduziu o biodiesel na matriz
energética, estabelecendo metas para a adi¢do deste biocombustivel ao
diesel de petréleo (ANP, 2005). Resolugdes posteriores determinaram a
obrigatoriedade do uso de misturas com quantidade crescente de
biodiesel ao diesel. Recentemente, em janeiro de 2010, a mistura BS
passou a ser obrigatdria, conforme estipulado pela Resolugdo CNPE

6/2009 (CNPE, 2009).
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Com a implementagdo da mistura B5, prevé-se que a producgio
anual brasileira atinja 2,5 bilhdes de litros de biodiesel, paralelamente a
geracdo de uma quantidade expressiva de glicerina, de cerca de 250 mil
toneladas por ano (ANP, 2010).

No momento, o mercado ndo € capaz de absorver a quantidade
excedente de glicerina bruta para as aplicacdes industriais
tradicionalmente existentes (Johnson e Taconi, 2007), que atualmente
consomem, no Brasil, cerca de 30 mil toneladas por ano (Mota, Silva et
al., 2009). Desta forma, torna-se imperativa a busca por alternativas para
o aproveitamento desta glicerina excedente.

A producdo de glicerina em excesso, em virtude da crescente
producdo de biodiesel, tem provocado a queda dréstica no seu prego
(Yazdani e Gonzalez, 2007), tornando-a competitiva para utilizacdo nas
mais diversas industrias (Van Gerpen, Shanks et al., 2004; Corma,
Iborra et al, 2007). Além disso, a busca por alternativas para o
aproveitamento da glicerina assim obtida enquadra-se no contexto de
tecnologias limpas e proporciona a agregacdo de valor a este polidlcool,
permitindo o desenvolvimento sustentdvel do setor de biocombustiveis e
a viabilidade econdmica das plantas processadoras de biodiesel (Oppe,
Salvagnini et al., 2007).

Embora a glicerina possa ser utilizada como combustivel
(Fernando, Adhikari et al., 2007) e como suplemento em alimentagdo
animal, tais produtos apresentam um baixo valor de mercado (Johnson e
Taconi, 2007).

A busca de rotas alternativas para o aproveitamento da glicerina
envolve sua conversdo por meio de processos bioldgicos ou quimicos,
para a obtencdo de substincias de maior valor agregado (Johnson e
Taconi, 2007; Yazdani e Gonzalez, 2007) como por exemplo dcido
docosahexaendico (Ethier, Woisard et al., 2011), polihidroxialcanoatos
(Koller, Bona et al., 2005), hidrogénio e etanol (Ito, Nakashimada et al.,
2005; Adhikari, Fernando et al., 2007), 1,3-propanodiol (Gonzilez-
Pajuelo, Meynial-Salles et al., 2005) e 4acido citrico (Papanikolau e
Aggelis, 2003).

No que diz respeito a conversdo do glicerol através de processos
cataliticos, cabe mencionar a possibilidade de sua utilizacio como
substrato para a produgdo de mono- e diacilglicer6is, biomoléculas de
alto valor agregado, amplamente utilizadas como emulsificantes em
diversas inddstrias, especialmente alimenticia (Noureddini e
Medikonduru, 1997; Langone e Sant'anna, 2002; Monteiro, Nascimento
et al., 2003; Esmelindro, Fiametti et al., 2008; Moquin e Temelli, 2008).
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E importante salientar, entretanto, que a glicerina obtida como
co-produto na produgdo de biodiesel, em especial quando proveniente de
catdlise bdsica, apresenta diversas impurezas (Van Gerpen, Shanks et
al., 2004; Héjek e Skopal, 2010).

2.4.2 Purificacio da glicerina proveniente da producio de biodiesel

A producgdo industrial de biodiesel tem sido feita principalmente
por transesterificacdo quimica (Bournay, Casanave et al., 2005). A
glicerina recuperada nesta rea¢do geralmente contém residuos de dlcool,
catalisador, 6leo ou gordura remanescente, alguns ésteres, saboes, sais e
agua (Van Gerpen, Shanks et al., 2004; Héjek e Skopal, 2010).

Devido as impurezas, a glicerina bruta obtida na producdo de
biodiesel apresenta custo reduzido (Oleoline, 2005; Yazdani e Gonzalez,
2007). Entre as glicerinas disponiveis comercialmente, a glicerina
purificada grau USP (United States Pharmacopeia), incolor, apresenta
no minimo 99% de glicerol (USP, 2009), e atende os requisitos
necessarios para usos culindrio, farmacéutico e cosmético (Ooi, Yong et
al., 2004). E reconhecida como GRAS pelo FDA (2010c).

Comercialmente, a purificagdo da glicerina pode ser feita por
processo convencional ou por troca idnica (Gerpen, 2005; Oppe,
Salvagnini et al., 2007).

O processo convencional consiste basicamente na neutralizacdo
da fase glicérica e tratamento com sulfato de aluminio ou cloreto férrico,
seguido de evaporagdo, destilacio a vdcuo, desodorizacio,
branqueamento e, por fim, filtracdo e armazenagem do produto. Apesar
de ser um processo jd estabelecido, é uma operacdo cara e de alto
consumo energético (Bailey, 1961; Van Gerpen, Shanks et al., 2004;
Bournay, Casanave et al., 2005; Slinn, Kendall et al., 2008).

No processo com troca idnica, a etapa de destilagdo, aplicada no
processo convencional, é substituida pela passagem do material filtrado
por sucessivos leitos de resinas trocadoras de fons. A solugdo purificada
¢ entdo submetida a evaporacdo a vdcuo, e, por fim, realizam-se as
etapas de remocao do odor e da cor do material (Van Gerpen, Shanks et
al., 2004; Gervajio, 2005). E uma alternativa atrativa para o tratamento
da glicerina bruta para plantas de menor capacidade (Van Gerpen,
Shanks et al., 2004).

Nos dois casos, o processo completo de refino permite a obtengdo
de glicerina com pureza de até 99,5%, limpida e transparente (Majer,
Mueller-Langer et al., 2009). O valor de mercado que se pode obter pela
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glicerina € diretamente proporcional a sua qualidade, o que depende, por
sua vez, das etapas de refino a que foi submetida. Segundo a literatura, o
custo do refino da glicerina bruta é de aproximadamente US$0,33/kg
(Johnson e Taconi, 2007). Devido a queda no preco da glicerina bruta,
observou-se uma redu¢do acentuada no prego das glicerinas refinadas,
como no caso da glicerina 99,7% Kosher, que atingiu, em dezembro de
2005, 35% do valor praticado dez anos antes nos Estados Unidos
(Oleoline, 2005). No Brasil, em abril de 2009, a glicerina bruta estava
sendo comercializada a R$50,00/ton, enquanto a glicerina bi-destilada
USP de origem animal estava sendo comercializada a R$1.100,00/ton
(Aboissa, 2009).

Outros processos para a purificacdo da glicerina estdo sendo
investigados, de maneira a tornar esta etapa economicamente vidvel para
a cadeia de producdo de biodiesel (Hdjek e Skopal, 2010).
Paralelamente, tem sido feita a investigacdo de processos mais limpos
para a producdo de biodiesel, mediante o uso de catalisadores
heterogéneos, quimicos (Bournay, Casanave et al, 2005) ou
enzimdticos (Adamczak, Bornscheuer et al., 2009), que permitem a
obtencgdo de ésteres e de glicerina com maior grau de pureza.

Apesar da viabilidade técnica para a purificacdio da glicerina
obtida como co-produto na obtencdo de biodiesel, e embora haja
indicacdes da possibilidade de utilizar esta matéria-prima como
substrato para a produgdo de mono- e diacilglicerdis (Freitas, Da Rés et
al., 2009), ¢é importante avaliar a relacdo custo-beneficio do
processamento prévio daquele polidlcool.

2.5 MONOACILGLICEROIS E DIACILGLICEROIS

Os mono- e diacilglicerdis sdo mono- e diésteres de dcidos graxos
e glicerol, que ocorrem em pequenas quantidades em 6leos e gorduras
de origem animal e vegetal (ISEO, 2006). Suas estruturas e formas
isoméricas estdo apresentadas na Figura 5. Geralmente, o0s
emulsificantes mono- e diacilglicerdis sdo comercializados na forma de
uma mistura, que contém principalmente mono- e/ou diésteres de
glicerol, em conjunto com quantidades menores de triésteres. Esta
mistura costuma apresentar pelo menos 90% de acilgliceréis (FDA,
2008a).

Devido a sua composi¢do, os mono- e diacilglicerdis sdo
classificados como surfactantes ndo i6nicos. Sao amplamente utilizados
nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, por ndo
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apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos ou irritacdes na pele,
ao contrario dos tensoativos idnicos (Ferreira-Dias, Correia et al., 2001;
Freitas, Bueno et al., 2008). Sdo responsaveis por cerca de 75% da
producdo mundial de emulsificantes para fins alimenticios (Krog, 1997;
Ferreira-Dias, Correia et al, 2001). Tanto os mono- quanto o0s
diacilglicerdis podem ser utilizados como aditivos em alimentos para
consumo humano, sendo reconhecidos como GRAS (FDA, 2008a).

0]

R >\-’R
o O:< (0]
HO o{
(0] OH
=
R
1,3 (o, a")-Diacilglicerol 1,2 (o, B)-Diacilglicerol

R
O:< OH
(0]
(0]
HO
OH
OH
1 (at)-Monoacilglicerol 2 (B)-Monoacilglicerol

Figura 5 — Estrutura quimica e formas isoméricas de monoacilglicerdis e
diacilglicerdis.

Mono- e diacilglicerdis, em especial 1,3-diacilgliceréis, contendo
EPA e DHA, podem ter efeitos positivos na saide como, por exemplo,
na prevencdo de doengas cardiovasculares e como mensageiros
intracelulares, o que torna sua obtencdo de especial interesse para
aplicagdes farmacéuticas (Bornscheuer, 1995; Torres, Lin et al., 2002).
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2.5.1 Monoacilgliceroéis

Os monoacilglicerdis sdo os compostos mais polares entre os
lipidios simples. Do ponto de vista nutricional, os monoacilglicerdis
podem ser considerados semelhantes aos triacilglicerdis. Sua digestio é
completa e ndo sdo estabelecidas restricdes quanto a sua ingestdo didria
(Grompone, 2011). Os monoacilgliceréis devem preferencialmente
apresentar um alto grau de pureza (Xu, 2004) para aplica¢do na inddstria
alimenticia, uma vez que passam a apresentar propriedades
emulsificantes melhores do que uma mistura de diferentes acilglicerdis
(Bornscheuer, 1995).

Sdo amplamente utilizados em produtos de panificacio,
margarinas, produtos lacteos e confeitaria, devido as suas propriedades
emulsificantes, estabilizantes e condicionantes (Bornscheuer, 1995;
Damstrup, Jensen et al., 2005). Sdo principalmente utilizados como
emulsificantes, sendo que uma quantidade de 0,5%, em massa, costuma
ser suficiente para se obter uma emulsdo estavel (Xu, 2004).

Os monoacilglicerdis costumam ser usados como emulsificantes
e estabilizantes em spreads ou sorvetes. Podem ser usados em paes para
reforcar a estrutura do gliten e prolongar o frescor do produto. Podem
ser aplicados em clarificadores de bebidas para facilitar a dispersdo. Em
massas, permitem a obten¢do de uma massa mais firme e menos
pegajosa durante o cozimento. Os monoacilglicer6is também sdo usados
em medicamentos, nos quais facilitam a liberacdo controlada do
ingrediente ativo (Xu, 2004).

H4 também o interesse na produgcdo de monoacilglicerdis,
mediante alcodlise de triacilglicerdis, para posterior uso como substrato
em reacdo de esterificacio para a obtencdo de triacilglicerdis
estruturados, conforme ja investigado na literatura (Schmid,
Bornscheuer et al., 1998; Irimescu, Iwasaki et al., 2002; Pfeffer, Freund
etal., 2007).

Monoacilglicerdis contendo &4cido oléico apresentaram efeito
antioxidante, antidiabético e antiaterogénico, in vitro e em células, em
estudo conduzido por Cho, Hong et al. (2010). Estes acilglicerdis
inibem o aumento no nivel de triacilglicerdis sangiiineos apds as
refei¢des, conforme descrito na patente JP A-1993-310567, mencionada
por Takeno, Shimotoyodome et al. (2009). Estes autores comprovaram
que monoacilgliceréis, tanto sn-1(3) quanto sn-2, inibem o aumento
excessivo do nivel de insulina sangiiinea apds a ingestdo de alimentos,
mantendo-se sob controle e, conseqiientemente, prevenindo a obesidade
e a diabetes (hiperglicemia) (Patente US 2009/0124691 Al).
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2.5.2 Diacilgliceréis

O interesse na producdo industrial de diacilglicer6is é mais
recente do que no caso dos monoacilgliceréis (Xu, 2004). Os
diacilglicerdis sdo componentes naturais de vdrios dleos comestiveis,
como por exemplo azeite de oliva e 6leo de algoddo, nos quais estdo
presentes em quantidades que ndo excedem 10% (Takase, 2007).
Atualmente também sdo utilizados em alimentos como emulsificantes,
principalmente devido a seu impacto benéfico sobre a satide. Os
diacilglicer6éis utilizados como surfactantes normalmente sdo
comercializados na forma de 1,3-diacilglicerdis, mais estdveis do que a
sua forma isomérica (1,2-diacilglicerdis) (Lo, Tan et al., 2008).

O valor caldrico e os coeficientes de absor¢ao dos diacilgliceréis
e dos triacilglicerdis sdo similares (Taguchi, Nagao et al., 2001). Ao
contrdrio dos triacilglicerdis, os diacilgliceréis, em especial os 1,3-
diacilglicer6is (Matsuo e Tokimitsu, 2001), atuam no combate a altas
taxas de colesterol e triacilglicerdis, na prevencdo da obesidade (Eom,
Kong et al., 2010), e na prevenc¢do e redugdo do aciimulo de gordura no
corpo (Matsuo e Tokimitsu, 2001; Taguchi, Nagao et al., 2001; Meng,
Zou et al., 2004). Os diacilglicerdis sdo, portanto, benéficos para a
reducdo das doengas relacionadas a estes fatores de risco, como doencas
coronarianas, diabetes mellitus, hipertensdo e alguns tipos de céncer
(Matsuo e Tokimitsu, 2001).

As diferencas fisioldgicas observadas entre os diacilglicerdis e os
triacilglicer6is sdo decorrentes das rotas metabdlicas que estes
acilgliceréis seguem, depois da sua absor¢do nas células epiteliais
gastrointestinais. Durante a digestdo, os triacilgliceris normalmente sio
hidrolisados a 2-monoacilglicerdis, sob acdo da lipase pancredtica. Sao,
entdo, reesterificados a 1,2(2,3)-diacilglicerdis, e entdo a triacilglicerdis,
sendo finalmente acumulados no organismo. Esta é a principal rota
metabdlica para a producdo de triacilgliceréis (Matsuo e Tokimitsu,
2001).

Ja os diacilglicerdis consumidos, normalmente na forma de 1,3-
diacilgliceréis, sdo hidrolisados a 1(3)-monoacilgliceréis, os quais
apresentam uma baixa reatividade como substratos para as enzimas
responsaveis pela reesterificacio a triacilgliceréis. Sendo assim, estes
monoacilgliceréis sdo submetidos a nova hidrdlise, gerando &4cidos
graxos livres e glicerol. Ambos sdo substratos na rota do glicerol 3-
fosfato, sendo novamente reesterificados a 1,3-diacilgliceréis (Lo, Tan
et al, 2008). Devido a esta rota metabdlica, a ingestdo destes
diacilglicerdis resulta no aumento dos dcidos graxos livres presentes na
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veia porta, acompanhado por uma redugdo na atividade enzimatica de
sintese de édcidos graxos no figado e pelo aumento na B-oxidagdo de
acidos graxos (Matsuo e Tokimitsu, 2001). Supde-se que o aumento na
B-oxidagdo, observado durante o metabolismo dos 1,3-diacilglicerdis,
seja responsdvel pela reducdo na gordura corporal e nos niveis de
triacilglicerdis séricos (Lo, Tan et al., 2008).

Alimentos (muffins, crackers, sopa, cookies, barras de granola)
contendo diacilglicerdis foram administrados a pacientes com sobrepeso
ou obesos, e os resultados indicaram que a dieta promoveu a reducdo no
peso e na gordura corporal (Maki, Davidson et al., 2002).

Apesar das evidéncias cientificas sobre o efeito fisioldgico
benéfico dos diacilglicerdis, ha pesquisas que ndo indicam redug@o no
peso corporal mediante a ingestdo de dieta rica em diacilglicerdis,
quando comparada com uma alimentacdo rica em triacilglicerdis
(Nielsen, Gottsche et al., 2005).

Os diacilgliceréis encontram diversas aplicacdes. Podem ser
comercializados como Oleo rico em diacilgliceréis, apresentando um
beneficio fisioldgico especifico (Lo, Tan et al., 2008). No Japao, dleos
para cozinha contendo no minimo 80% (m/m) de diacilglicerdis sdo
classificados desde 1999 como “Alimentos especificos para a satde”
(Matsuo, 2004; Morita, Knapp et al., 2008). E o caso do Econa Healthy
Cooking Oil, comercializado pela ADM/Kao Group do Japio. Os
diacilgliceréis encontram aplicacdo em emulsdes O/A, como maioneses
e molhos para saladas, em emulsdes A/O, como margarina, spreads,
recheios cremosos e produtos de confeitaria, em shortenings, em
produtos fritos (batatas fritas, bolos fritos, doughnuts), em coberturas
para sorvetes (Lo, Tan et al., 2008). Também foram desenvolvidos 6leos
ricos em diacilgliceréis com alto teor de acidos graxos insaturados,
acrescidos de fitoesterdis. Esta mistura, capaz de reduzir os niveis de
colesterol sangiiineo e do triacilglicerol sérico, foi patenteada por Platt,
Pelled et al. (20006).

2.6 METODOS PARA A OBTENCAO DE MONOACILGLICEROIS E
DIACILGLICEROIS

Os mono- e diacilglicer6is podem ser produzidos por hidrélise
parcial de triacilglicerdis, esterificacdo direta do glicerol com &cidos
graxos ou alcodlise. Entre as reacdes de alcodlise, destaca-se a
glicerdlise (Bornscheuer, 1995; Gunstone, 1999; Carvalho, Campos et
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al., 2003; Grompone, 2011). Em todos os casos, costuma-se utilizar
catalisadores quimicos homogéneos nos processos comerciais (Corma,
Iborra et al., 2007).

A hidrdlise de 6leos e gorduras pode ser utilizada para a obtengéo
de mono- e diacilgliceréis (Figura 6). O controle da reagdo de hidrélise é
dificil (Grompone, 2011) e apresenta o inconveniente de gerar baixas
concentracdes de monoacilglicerdis, pois, além da possibilidade de
ocorrer hidrélise total do substrato, cada mol do substrato é capaz de
gerar somente um mol de monoacilglicerdis para dois mols de dcidos
graxos livres, mesmo em condicdes ideais. Além disso, pode ocorrer
migracdo acila durante a reagdo, isto é, a troca do dcido graxo da
posicdo 2 para a posi¢do 1(3) do glicerol (Bornscheuer, 1995). Caso
necessdrio, esta migracdo pode ser minimizada mediante o controle do
processo, utilizando-se, por exemplo, uma temperatura baixa. Este
controle €  dificil, pois os  1(3)-monoacilgliceréis  sdo
termodinamicamente mais estdveis do que os 2-monoacilgliceréis (Xu,
2004).

A esterificacdo do glicerol com 4cidos graxos na forma livre
constitui-se em outra estratégia para a formacdo de mono- e
diacilglicer6is. Esta reacdo estd representada na figura abaixo,
considerando-se que a hidrélise dos acilglicerdis € uma reacao reversivel
(Grompone, 2011). Esta reagdo geralmente ocorre na presenca de um
catalisador dcido, sob temperaturas mais baixas do que as aplicadas nas
reacOes de glicerdlise (Corma, Iborra et al., 2007). Nestas reagdes,
também podem-se utilizar lipases como catalisadores ou ainda resinas
de troca catidnica, economicamente mais vantajosas, conforme discutido
por Lo, Tan et al. (2008). Alternativamente, a esterificacdo pode ser
feita sem catalisador, na presenca de solventes polares de grau
alimenticio (lactato de metila ou &cido latico), sob altas temperaturas
(130 a 150°C) (Thengumpillil, Penumarthy et al., 2002).

Um substrato alternativo e de baixo custo para estas reacdes sdo
os d4cidos graxos livres provenientes de destilados produzidos no
processo de desodorizacdo de 6leos comestiveis, conforme sugerido na
patente PI 20014817 publicada na Malésia por Lo e Baharin (2001),
citados por Lo, Tan et al. (2008). Esta matéria-prima permite a reducdo
do custo do produto final, e sua utilizacdo como substrato em reagcdes de
esterificagdo permite sua valorizacdo (Tangkam, Weber et al., 2008).
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Figura 6 — Esquema das rea¢des de hidrdlise de triacilglicerdis (reacdo direta) e
esterificagdo do glicerol (reag¢@o inversa).

Nesta figura estdo representados os isdmeros termodinamicamente mais estidveis dos mono- e
diacilglicerdis. Adaptado de Castro, Mendes et al. (2004).

Nas reagdes de esterificacio, a formagdo de dgua pode interferir
no equilibrio da reacdo e causar migracdo acila, afetando, portanto, o
rendimento do processo. Algumas alternativas para contornar estes
problemas e maximizar a conversdo dos substratos aos produtos de
interesse sdo o uso de peneiras moleculares (Arcos, Otero et al., 1998)
ou a aplicacdo de vicuo durante a reacdo (Watanabe, Yamauchi-Sato et
al., 2004; Wongsakul, H-Kittikun ez al., 2004).

Uma outra maneira de preparar acilglicerdis parciais € mediante a
abertura do anel do glicidol por 4cidos graxos, catalisada por
tetrapropilato de titAnio, trietilamina, cloreto de benziltrimetilamonia,
carbonato de potdssio, carbonato de sédio, acetato de potédssio ou sodio e
seus hidratos. Apesar da alta seletividade para a obten¢do de
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monoacilglicerdis, o custo do glicidol € alto em relagdo ao do glicerol,
onerando o produto final (Corma, Iborra et al., 2007).

As reacdes de alcodlise também sdo aplicadas para a obtencdo de
mono- e diacilglicer6is. Um tipo de alcodlise que pode ser empregada
para a obtengdo destes acilglicerdis parciais € a etandlise, na qual o
etanol atua como solvente e como substrato (Koblitz, 2003). Esta reacdo
corresponde as etapas intermedidrias da reacdo global do esquema
mostrado na Figura 4. Na etandlise, entretanto, hd a producio de ésteres
etilicos dos dcidos graxos utilizados como substrato, os quais compdem
os co-produtos da reacdo, fato que ndo ocorre na glicerdlise (Torres, Lin
etal., 2002).

Entre todas as formas possiveis de se obter monoacilglicerdis, a
glicerdlise € a reagdo que oferece o maior rendimento tedrico, uma vez
que cada mol de triacilglicerol usado como substrato pode gerar trés
mols de monoacilglicerdis, na presenca de excesso de glicerol. Quando
ndo hd excesso de glicerol no meio, a reacdo é direcionada para a
obtencdo de diacilglicer6is (Bornscheuer, 1995). As reacdes de
glicerdlise estdo representadas na Figura 7.

Os monoacilgliceréis sdo obtidos, em escala industrial,
principalmente mediante reacdo de glicerdlise continua de dleos ou
gorduras, com o uso de catalisadores inorganicos alcalinos (NaOH ou
Ca(OH);), a altas temperaturas (220-260°C), de preferéncia sob
atmosfera inerte. No equilibrio, a mistura pode apresentar um teor de
monoacilglicerdis variando de 10 a 60%, dependendo da proporcio
glicerol:6leo presente na mistura reacional. A glicerdlise comercial
geralmente proporciona uma distribuicdo de mono-, di- e triacilglicerdis
de 45-55, 38-45 e 8-12%, respectivamente (Krog, 1997; Damstrup,
Jensen et al., 2005).

Uma rota interessante para a obtencdo de mono- e diacilgliceréis
€ a reagdo do glicerol com ésteres metilicos de 4acidos graxos, que
apresenta vantagens sobre o uso direto do 6leo ou gordura (Corma,
Iborra et al., 2007). Os ésteres, preparados por meio de reacdes de
metandlise do Oleo, sdo mais facilmente purificados e sdo menos
corrosivos do que a matéria-prima original (6leo). Adicionalmente,
segundo os autores, os ésteres metilicos seriam menos hidrofébicos do
que o Oleo, exibindo, assim, uma miscibilidade maior no glicerol. A
reacdo dos ésteres metilicos com o glicerol, portanto, pode ser
conduzida a temperaturas inferiores (120-230°C) do que no caso da
glicerdlise de dleos (260°C) (Corma, Iborra et al., 2007). Um processo
de glicerdlise quimica de ésteres metilicos foi publicado na patente US
6127561 (Jeromin, Wozny et al., 2000).
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Figura 7 — Esquema da reacé@o global de glicerélise para a producéo de a)
monoacilglicerdis e b) diacilglicerdis.
Fonte: Adaptado de Grompone (2011).

Para maximizar o rendimento em monoacilglicerdis e/ou
diacilglicerdis e, paralelamente, separar os produtos de interesse, pode-
se recorrer a glicerdlise em fase sélida. Sabe-se que o ponto de fusdo
aumenta, de uma forma geral, na seqii€ncia tri-, di- € monoacilglicerdis
(Bockisch, 1993; Grompone, 2011) e diminui com o aumento das
insaturacdes presentes nos dcidos graxos que formam os acilglicerdis
(Bockisch, 1993; Pawongrat, Xu et al., 2008), conforme indicado na
Tabela 2. Sendo assim, ao final da reagdo, pode-se realizar o
resfriamento do meio reacional. Isto faz com que os lipidios que
apresentam o ponto de fusdo mais alto sofram cristalizac¢do preferencial,
resultando em uma fase sélida. A separacdo desta fracdo permite a
retirada dos mono- e diacilgliceréis obtidos, deslocando o equilibrio da
reacdo no sentido de formagdo destes produtos (Yang, Fruekilde et al.,
2003; Pawongrat, Xu et al., 2008). Deve-se considerar, entretanto, que
este processo pode ser ndo vidvel economicamente em larga escala,
conforme discutido por Lo, Tan et al. (2008).
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Tabela 2. Pontos de fusdo (°C) de alguns 4cidos graxos e de seus
mono-, di- e triacilglicer6is simples.

Acido Acido 1,3- 1,2(2,3)- 1(3)-
graxo livre TAG DAG DAG MAG MAG

Miristico 54,4°C  57,0°C 65,5°C 55,5°C 70,5°C 61,2°C
Palmitico  62,9°C  65,5°C 72,5°C 62,8°C 77,0°C 69,0°C
Oléico 16,3°C ~ 5,5°C 21,5°C n.i. 35,2°C 23,5°C

Linolénico -24,2°C  -12,3°C n.i. 15,7°C n.i.

12,8°C

n.i.: ndo informado. Fontes: Bailey (1961) e Bockisch (1993).

Depois das reacdes, € necessdrio realizar a desodorizacdo dos
produtos, o que € feito a temperaturas normalmente superiores a 150°C
(Xu, 2004).

Apesar de ser um processo caro, a destilagdo molecular é
geralmente aplicada para a purificacdo da mistura, de maneira a se obter
o produto de interesse (monoacilglicerdis ou diacilglicerdis). Consiste
em um processo de destilacdo apropriado para a separacio e purificacdo
de substincias termicamente sensiveis, assim como de liquidos com
baixa pressdo de vapor (Micov, Lutisan et al., 1997). Com esta técnica, é
possivel obter monoacilglicerdis com pureza de cerca de 80% até mais
de 90% (Corma, Iborra et al., 2007; Fregolente, Pinto et al., 2010;
Wang, Zhao et al., 2010a).

Embora a glicerdlise quimica seja um processo conhecido e bem
estabelecido (Xu, 2004), o uso de catalisadores homogéneos exige uma
etapa de neutralizacdo, que implica na formacdo de sabdes e outros
residuos, como sais (Corma, Iborra et al., 2007). O produto obtido
apresenta inconvenientes, como baixo rendimento, cor escura e sabor
queimado (Bornscheuer, 1995). O processo quimico ndo é adequado
para a obtencdo de acilglicer6is parciais contendo dcidos graxos
poliinsaturados, j4 que as altas temperaturas aplicadas na reacgdo
prejudicam estes dcidos graxos, os quais sdo sensiveis ao calor
(Damstrup, Jensen et al., 2005). Uma opgdo ¢ realizar a glicerdlise
quimica sob baixas temperaturas, com irradia¢do ultrassonica de baixa
freqiiéncia, com a possibilidade de introducdo de solventes no meio
reacional, segundo investigado por Zhong, Li et al. (2010).

Outros processos para a producdo de mono- e diacilgliceréis t€ém
sido pesquisados. Uma alternativa para a produgdo destes emulsificantes
€ o desenvolvimento de catalisadores sélidos heterogé€neos, tais como
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zedlitas, dcidos sulfonicos mesoporosos, tetrapropilato de titanio, silicas
funcionalizadas, resinas aniOnicas, catalisadores solidos bésicos como
MgO, isoladamente ou em conjunto com litio metdlico (Li/MgO)
(Corma, Iborra et al., 2007). HA também um nimero crescente de
pesquisas na drea de modificacdo enzimdtica de 6leos e gorduras
(Damstrup, Jensen et al., 2005).

2.7 LIPASES COMO BIOCATALISADORES

As lipases pertencem ao grupo das hidrolases, sendo classificadas
como glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3). Sdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais
e microbianas (Cheetham, 1995; Gais ¢ Theil, 2002; Freitas, Castro et
al., 2008).

As lipases catalisam a hidrdlise total ou parcial das ligagcdes éster
de triacilglicer6is, liberando mono-, diacilglicerdis, acidos graxos livres
e glicerol (Macrae, 1983; Carvalho, Campos et al, 2003). As
caracteristicas das lipases permitem que estas enzimas ajam
reversivelmente, ou seja, em reacdes de esterificacdo (Villeneuve,
Muderhwa et al., 2000). O equilibrio entre a reacdo direta (hidrdlise) e a
inversa € controlado pela atividade de dgua da mistura reacional (Castro
e Anderson, 1995; Cheetham, 1995; Wanasundara e Shahidi, 1997b;
Castro, Mendes et al., 2004).

Na mistura reacional, a d4gua € compartilhada entre a enzima, o
suporte — no caso de enzimas imobilizadas — e o meio reacional. A
quantidade de dgua presente na enzima tem um papel importante para
sua atividade catalitica, podendo ser influenciada pela solubilidade da
dgua no meio reacional e pela capacidade de atracdo de dgua pelo
suporte (“hidrofilicidade”) (Adlercreutz, 1996).

A d4gua presente no meio reacional mantém a dindmica
enzimatica durante as interacdes nao covalentes (Osborn e Akoh, 2002),
promovendo a produgdo, via hidrdlise, dos acilglicerdis intermedidrios
formados durante as reacdes de interesterificacio (Rousseau e
Marangoni, 2002).

O teor de dgua ideal para a atividade maxima da enzima depende
do biocatalisador (Zaks e Klibanov, 1988). Um teor de dgua residual
geralmente de 0,5 a 1% (m/v), correspondente a uma atividade de dgua
(aw) de 0,25 a 0,45, é necessdrio para a atividade catalitica da maioria
das lipases. Este teor, entretanto, pode ser de até 11% (m/v) (Villeneuve,
2007). Na literatura, j4 foi demonstrado que o teor de 4gua presente no
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meio reacional exerce influéncia sobre a obtencdo de lipidios, em
diferentes sistemas (Li e Ward, 1993; Haraldsson e Thorarensen, 1994).

As lipases apresentam atividade catalitica ndo somente em dgua,
como também na presenga de uma mistura de dgua e de um solvente
organico, e, com maior importancia, em meio exclusivamente organico
(Cheetham, 1995; Gunstone, 1999; Gais e Theil, 2002; Rousseau e
Marangoni, 2002; Freitas, Castro et al, 2008). Desta forma, estes
biocatalisadores s@o bastante versiteis (Xu, 2004), apresentando
potencialidade para aplicacdo na bioconversdo de dleos e gorduras em
diferentes processos (Villeneuve, Muderhwa et al., 2000; Pilissdo,
2006). A atividade catalitica das lipases ocorre na interface dgua/éleo,
sendo que, por isto, estes biocatalisadores atuam sobre moléculas
polares e apolares (Grompone, 2011).

As lipases consistem de cadeias polipeptidicas contendo 199-641
residuos de aminodcidos. De maneira geral, a funcionalidade destes
biocatalisadores depende de uma mudanga conformacional, que permite
0 acesso do substrato ao sitio ativo, o qual consiste da triade serina,
dcido aspdrtico (ou glutdmico) e histidina, conhecida como regra dos
tr€s pontos ou triade catalitica (Jaeger e Reetz, 1998). A serina é o
nucledfilo necessdrio para a catélise e os outros dois aminodcidos estdo
envolvidos em um sistema de “cadeia de cargas” definido para melhorar
a catdlise. Esta triade estd encoberta por uma curva superficial
conhecida como flap ou lid (dobra), que consiste de um curto fragmento
helicoidal de uma longa curva superficial mantida por interagdes
eletrostaticas e hidrofébicas. Durante a ativagdo interfacial, a dobra é
deslocada mediante ligagdes com a interface, expondo o substrato ao
sitio ativo. Simultaneamente, o meio hidrofébico ao redor do sitio ativo
fica exposto e forma um forte sitio de ligacdo na interface. Durante a
catdlise, a triade € envolvida por um mecanismo de grupo de cargas
(Rousseau e Marangoni, 2002). Exemplos de excecdes sdo as lipases de
Burkholderia glumae, C. antarctica B e Pseudomonas aeruginosa, que
ndo possuem o efeito da ativacio interfacial, apesar de conterem a
“tampa hidrofébica” (Verger, 1997).

Segundo a especificidade pelo substrato, as lipases sao
classificadas em diferentes grupos: lipases ndo especificas ou aleatdrias,
lipases regioespecificas, lipases estereoespecificas, lipases dcido graxo
especificas (Rousseau e Marangoni, 2002; Carvalho, Campos et al.,
2003; Freitas, Bueno et al., 2008). Além destas especificidades, muitas
lipases também apresentam enantiosseletividade frente a varios ésteres,
alcoois e substratos acidos (Wanasundara e Shahidi, 1997b; Gais ¢
Theil, 2002).
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As fosfolipases Al (E.C. 3.1.1.32), enzimas que normalmente
agem sobre fosfolipidios, também podem ser aplicadas em reacdes de
hidrélise parcial de triacilglicerdis provenientes, por exemplo, de dleo
de soja (Wang, Zhao et al., 2010b).

A aplicacdo de lipases na transformacdo de lipidios apresenta
muitas vantagens tecnoldgicas frente aos processos quimicos e fisicos.
A especificidade inerente a maioria das lipases permite a reducdo ou a
eliminacdo de reacdes paralelas indesejdveis, o que facilita a
recuperagdo e o refino do produto desejado (Xu, 2004). Os produtos
obtidos apresentam alto valor agregado, ji que se podem construir
moléculas especificas, com composi¢cdo pré-determinada (Goldberg,
1994). Na biocatdlise, a quantidade gerada de residuos € menor do que a
obtida no processo quimico, constituindo-se, portanto, em um processo
mais atrativo do ponto de vista ambiental. Além disso, h4 a reducio no
custo para o tratamento dos residuos gerados. Adicionalmente, o
investimento em processo € baixo quando se utilizam enzimas como
catalisadores (Xu, 2004).

O processo enzimitico ocorre sob condi¢des brandas (pH,
temperatura, pressdo), resultando em menor consumo energético e na
degradacdo térmica minima do substrato, o que implica na reducdo da
formacdo de substincias téxicas decorrentes do processo de oxidacdo
(Mu e Hoy, 2000; Osborn e Akoh, 2002; Rousseau e Marangoni, 2002;
Kodali e List, 2005). Este fator € fundamental quando se trabalha com
um 6leo rico em 4cidos graxos poliinsaturados, extremamente sensiveis
ao calor (Damstrup, Jensen et al., 2005; Yang, Rebsdorf et al., 2005a;
Pawongrat, Xu et al., 2007). E obtido, assim, um produto com qualidade
superior do que aquele obtido na catdlise quimica (Gunstone, 1999;
Shimada, 2006).

Apesar das vantagens da catdlise enzimdtica, as lipases
apresentam algumas desvantagens frente ao processo quimico (Castro,
Mendes et al., 2004). Apesar de sua versatilidade, muitas lipases
apresentam baixa estabilidade, baixa atividade ou seletividade, sendo
que seu custo ainda limita a utilizacdo em larga escala das lipases
nativas (Cheetham, 1995), quando comparado com os catalisadores
quimicos.

A biotransformagdo de lipidios poderd se tornar comercial e
economicamente vidvel mediante a utilizacdo de técnicas de
modificacdo de enzimas (Villeneuve, Muderhwa et al., 2000), a
pesquisa de novas fontes de lipases de origem microbiana (Salum,
Baron et al., 2008; Griebeler, Polloni et al., 2009; Wolski, Menusi et al.,
2009; Ramani, John Kennedy et al., 2010) ou vegetal (Foglia e
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Villeneuve, 1997), o estudo de biorreatores (Freitas, Paula et al., 2010) e
a otimizac¢do das condi¢Oes da reacdo (Damstrup, Jensen et al., 2006),
preferencialmente na auséncia de solvente orgédnico (Linder,
Kochanowski et al., 2005).

O uso de enzimas imobilizadas ¢ uma das alternativas mais
utilizadas para desenvolver catalisadores técnica e economicamente
vidveis (Freitas, Paula er al., 2010; Kandasamy, John Kennedy et al.,
2010), ja que permite, entre outras vantagens, a recupera¢do da enzima
para reutiliza¢do posterior (Kennedy, 1995; Adlercreutz, 1996).

2.7.1 Lipases de Candida antarctica

Sabe-se que a lipase de C. antarctica contém duas fracdes, A e B
(Bosley, Casey et al., 1997). A fracdo A, mais termoestdvel do que a
fracio B, apresenta especificidades tnicas (Forde e O’Fagdin, 2008),
inclusive frente a dlcoois tercidrios como o ferc-butanol, sobre o qual a
maioria das lipases, inclusive a fracdo B da C. antarctica, segundo a
literatura, néo € capaz de atuar (Bosley, Casey et al., 1997). A fragcdo A
¢ amplamente utilizada na industria de papel, na qual demonstra
habilidade para hidrolisar acilglicerdis com alto ponto de fusdo e ésteres
de resinas (Forde e O’Fagdin, 2008). Apresenta estereoespecificidade
(Ann, Stockenstrom et al., 2006), sendo aplicada em sintese quiral
(Pietzsch e Hopf, 1999; Ann, Stockenstrom et al., 2006). A fracdo B
desta lipase € bastante versdtil, apresentando especificidade frente a
indmeros substratos, o que a torna flexivel para aplicagdes em diferentes
setores industriais (Forde e O Fagin, 2008).

Os pontos isoelétricos das fracoes A e B sdo 7,5 e 6,0,
respectivamente, e suas massas molares sdo 45kDa e 35 kDa, conforme
determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sdédio, conforme mencionado na literatura (Uppenberg,
Hansen et al., 1994).

A CALB, lipase de C. antarctica B, comercializada pela
Novozymes na forma livre, é uma proteina globular do tipo o/p,
formada por 317 residuos de aminodcidos, com dimensdes aproximadas
de 30A x 40A x 50A. A seqiiéncia de aminodcidos ndo apresenta
homologia com seqiiéncias presentes em outras lipases. Na sua
estrutura, hd nove folhas B-pregueadas e dez o-hélices. Como outras
lipases, a enzima CALB contém a triade catalitica Ser105, Aspl87 e
His224. Em outras lipases, o residuo de serina € usualmente identificado
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pela seqiiéncia GxSxG, embora, na CALB, o primeiro residuo de glicina
seja substituido por um residuo de treonina (Uppenberg, Hansen et al.,
1994). A estrutura tridimensional da C. antarctica B e seu sitio ativo
estdo apresentados na Figura 8.

(b)
Figura 8 — Figuras (a) da estrutura tridimensional da lipase de Candida antarctica
fracdo B (PDB, 2011) e (b) dos residuos de aminoécidos da triade catalitica e
residuos polares presentes nas proximidades, formando pontes de hidrogénio na
cavidade do sitio ativo

Fonte: Uppenberg, Hansen et al., 1994.

Estudos realizados com a lipase da C. antarctica revelaram a
existéncia de uma “tampa” recobrindo a triade catalitica Ser-His-Asp.
Segundo investigado na literatura (Pleiss, Fischer et al., 1998), a tampa
desta enzima € pequena e seu sitio ativo € em forma de funil, conforme
estd apresentado simplificadamente na Figura 9. Apesar da presenca da
“tampa” em sua estrutura, a lipase de C. antarctica B ndo sofre ativacio
interfacial (Verger, 1997).

E interessante comentar que a lipase de C. antarctica fragio B,
apesar de normalmente ndo apresentar especificidade, passa a ser 1,3-
regioespecifica quando se encontra na presenca de etanol (Pfeffer,
Freund et al., 2007).

A lipase comercial Novozym® 435 de C. antarctica B é uma
preparacio enzimdtica granulada. E produzida por fermentagio
submersa de um microrganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae) (Novozymes, 2010a). Apds sua producgdo, a enzima purificada é
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imobilizada na resina acrilica macroporosa Lewatit VP OC 1600,
desenvolvida pela Bayer AG para a Novozymes (Novozymes, 2010b).

lip
sA O

Figura 9 — Esquema do sitio ativo (SA) e da tampa da lipase de
Candida antarctica fragdo B.

Fonte: Gutiérrez-Ayesta, Carelli et al., 2007.

Esta lipase € usada na industria de 6leos e gorduras em reagdes de
esterificacdo e rearranjo de &cidos graxos nos triacilgliceréis. As
misturas reacionais tipicas compreendem triacilgliceréis, com ou sem
dcidos graxos livres. Sua temperatura de reacdo tipica é 70°C
(Novozymes, 2010b).

A enzima comercial Novozym® 435 apresenta as seguintes
caracteristicas fisicas: drea superficial 80m2/g, densidade de 0,42g/mL e
porosidade de 0,34mL/g (Kirk e Christensen, 2002). Sua atividade,
declarada pelo fornecedor, é de 10.000 unidades de laurato de propila
(PLU)/g (Novozymes, 2010a), na reacdo de esterificacdo de d4cido
laurico com 1-propanol a 60°C por 20min, em que ocorre a formacdo de
laurato de propila. A atividade, em pmol/(g.min), é determinada pela
Novozymes pela quantificacdo, por cromatografia em fase gasosa, do
laurato de propila formado e do 4cido ldurico consumido (Novozymes,
2004).

2.8 PATENTES PARA A PRODUCAO DE MONOACILGLICEROIS E
DIACILGLICEROIS POR CATALISE ENZIMATICA

A modificagdo de lipidios por processo enzimatico é uma
tecnologia nova em relacdo a modificacdo quimica de dleos e gorduras.
O crescente nimero de pesquisas na drea de biotransformacdo de
lipidios permitiu o aumento do conhecimento sobre a acdo das lipases,
embora a aplicacdo desta tecnologia ainda seja limitada nas industrias
(Xu, 2004). Este autor cita que a catdlise enzimdtica estd sendo utilizada
ja ha alguns anos para a obtenc¢do industrial de diacilglicer6is. Desde a
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década de 90, por exemplo, a ADM/Kao Group produz um éleo rico em
diacilgliceréis, obtido por processo enzimdtico (Kao, 2010). Na
literatura consultada, encontraram-se informagdes limitadas quanto a
producdo comercial de monoacilglicerdis via enzimdtica, conforme
discutido por Freitas, Bueno et al. (2008). Apesar disso, a seguir serdo
descritos alguns processos patenteados para a producdo de mono- e
diacilglicer6is com potencialidades para aplicacdo em industrias.

Um processo para a produgdo de monoacilgliceréis mediante a
glicerdlise enzimdtica de dleos foi descrito em uma patente publicada
por McNeill, Yamane et al. (1991). Nesta invencdo, a glicerdlise é
conduzida em uma emulsdo liquido-liquido e a separacdo do produto de
interesse € feita no estado sélido.

Na patente US 5935828 da Opta Food Ingredients, Inc., € descrita
a producdo de monoacilglicerdis enriquecidos com 4cidos graxos
O0mega-3. O processo descrito envolve duas etapas, sendo que a primeira
consiste na alcodlise de triacilglicerdis provenientes de um Oleo de
origem marinha rico em acidos graxos dmega-3. Esta reacfo é catalisada
por uma lipase, como a de Pseudomonas fluorescens ou a lipase
pancredtica suina, sendo que deve ser feito o ajuste prévio do teor de
dgua do meio, para garantir a atividade catalitica da enzima. Nas
condi¢des descritas no processo, a transesterificacdo gera no minimo
90% de 2-monoacilgliceréis. Apds a reagdo, adiciona-se a mistura um
solvente organico (hexano, acetona, tetrahidrofurano) capaz de
solubilizar os monoacilgliceréis insaturados. Com a reducdo da
temperatura do sistema, provoca-se entdo a cristalizacdo da fragdo
contendo monoacilgliceréis saturados. Separa-se em seguida o
sobrenadante, do qual o solvente é removido, obtendo-se finalmente um
alto teor de 2-monoacilglicerdis contendo no minimo 60% de 4cidos
graxos 6mega-3. Na seqiiéncia, os monoacilglicerdis obtidos podem ser
utilizados como substrato para a obtencdo de triacilglicerdis ricos em
O0mega-3 (Zaks e Gross, 1999).

Uma patente publicada pela Danisco descreve a produgdo de
monoacilgliceréis mediante a glicerélise em fase sélida de uma mistura
de gordura hidrogenada, glicerol, lipase e, opcionalmente, lecitina (Soe,
2008).

A patente US 5153126 descreve um método para a preparagio
continua de monoacilgliceréis de alta pureza (Schroder e Oba, 1992),
com a separacdo constante dos monoacilgliceréis formados mediante
resfriamento e precipitagdo, e recirculacdo da solucio remanescente.

Sugiura, Shimizu et al. (2001) desenvolveram um processo
(patente EP 1 094 116 A1) para a preparacdo de acilglicerdis parciais,
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em especial diésteres, mediante a glicerdlise enziméatica de um dleo ou
gordura, na presenca de dgua.

A producido de mono- e diacilgliceréis pode envolver mais de um
processo. Pode-se realizar, por exemplo, a hidrdlise dos triacilglicerdis
de um 6leo, na presenca de vapor ou de uma lipase, visando a obtencao
de 4cidos graxos livres. Estes sdo em seguida esterificados
enzimaticamente com glicerol. A mistura assim obtida € entdo
purificada por destilacdo molecular, para a producdo de diacilglicerdis
de alta pureza, em processo de baixo custo, patenteado (Yamada,
Shimizu et al., 1999). Em outra patente (Sugiura, Yamaguchi et al.,
2002), foi realizado o aumento de escala do processo citado, mediante
reacdo de esterificacio em uma torre com lipase sn-1,3 especifica
empacotada. Ambas as patentes sdo da Kao Corporation.

Uma patente publicada pela Procter & Gamble também relata um
processo de hidrolise seletiva de triacilglicerdis para a obtengdo de 2-
monoacilglicerdis, os quais podem em seguida ser esterificados para
produzir 1,2-diacilglicerdis ou 2,3-diacilglicerdis (Mazur, Hiler et al.,
1992).

2.9 MEIOS REACIONAIS

Nas reacdes envolvendo glicerol em que se utiliza uma lipase
imobilizada como biocatalisador, o sistema obtido € trifasico: ha uma
fase oleosa hidrofébica, uma fase glicérica hidrofilica e uma fase sélida
na qual estd ligada a enzima (Pawongrat, Xu er al., 2007). Nestas
reacdes, portanto, um importante obsticulo a ser solucionado € a baixa
miscibilidade do glicerol e do substrato (6leo ou dcido graxo livre).

A literatura aponta que, em reagdes de glicerdlise, somente a
fragdo soldvel do glicerol € capaz de participar da reacdo (Torres, Lin et
al., 2002; Grompone, 2011). Deve-se considerar que a formagdo dos
mono- e diacilglicerdis ao longo do tempo tende a aumentar a dispersao
dos substratos presentes no meio reacional, por reduzir a tensdo
superficial entre o dleo e o glicerol, mudando o comportamento de fases
ao longo da reacdo (Moquin e Temelli, 2008).

Algumas reac¢des de glicerdlise ja foram conduzidas na auséncia
de solventes, conforme investigado em diferentes publicagdes (Arcos,
Otero et al., 1998; Borg, Girardin et al., 2000; Guo e Sun, 2004; 2007).
Em meios reacionais multifisicos sem solvente, entretanto, as
conversdes costumam ser baixas, sendo fundamental garantir um
contato adequado dos reagentes (Borg, Girardin et al., 2000).
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Diversas pesquisas concentram-se na busca de alternativas para
contornar a imiscibilidade do dleo e do glicerol no meio reacional e
melhorar o contato entre estes substratos (Xu, 2004).

Entre as opgdes avaliadas, pode-se citar o aumento na
temperatura da rea¢do (Yang, Vali et al, 2003b), a imobilizacdo do
glicerol em suportes (Wongsakul, H-Kittikun et al, 2004), a
modificacdo quimica do glicerol com agentes solubilizantes e protetores
das hidroxilas (Koblitz, 2003), a conducdo da rea¢do na presenga de
solventes organicos (Monteiro, Nascimento et al., 2003), surfactantes
(Fiametti, Rovani et al., 2009), fluidos supercriticos ou pressurizados
(Moquin e Temelli, 2008), ou ainda em sistemas mistos, contendo fluido
pressurizado e surfactante (Esmelindro, Fiametti et al., 2008). Outra
tendéncia recente em reagdes de biotransformacdo é a aplicacdo de
liquidos idnicos em substitui¢do aos solventes orgdnicos convencionais,
especialmente no caso de substratos polares de dificil solubilizacdo em
meios convencionais (Husson, Humeau et al., 2008).

Técnicas de catdlise utilizando ultrassom, entre outras técnicas de
“alta energia”, também tém sido aplicadas em reagdes de transformacio
de lipidios, principalmente na 4drea de catdlise quimica, como ja
investigado na produgdo de biodiesel (Hanh, Dong er al., 2009).
Pesquisas sobre a aplicacdo da tecnologia de ultrassom em biocatélise
mostram sua eficdcia na hidrdlise enzimadtica de dleo de soja (Liu, Jin et
al., 2008) e na producgdo enzimatica de diacilglicerdis (Babicz, Leite et
al., 2010). As tecnologias descritas acima, entretanto, devem ser
adequadamente investigadas para se tornarem economicamente vidveis
para aplicacdo industrial.

Nas secdes seguintes, serdo descritos 0s meios reacionais
utilizados no presente trabalho.

2.9.1 Solvente organico

Uma forma de solucionar o problema da baixa solubilidade dos
substratos no meio reacional é utilizar solventes (ou uma mistura de
solventes) com solubilidade compativel com os diferentes substratos
utilizados, resultando em melhoria na transferéncia de massa (Schmid,
Bornscheuer et al., 1998; Monteiro, Nascimento et al., 2003; Yang, Vali
et al., 2003b; Barouh, Piombo et al., 2008). Outra vantagem do uso de
solventes é a reducdo do tempo de reacdo (Damstrup, Jensen et al.,
2005).
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Quando se utiliza solvente em reacdes catalisadas por lipases,
dispde-se de um pardmetro para a sua escolha, o chamado “log P”, que
representa a hidrofobicidade do solvente, sendo definido como o
coeficiente de parti¢cdo do solvente em um sistema bifasico octanol/agua
(Cheetham, 1995; Gais e Theil, 2002; Monteiro, Nascimento et al.,
2003).

A atividade da maioria das lipases é baixa em solventes
hidrofilicos apresentando log P<2, ji que modificam as interagdes
essenciais d4gua-enzima, inativando ou desnaturando o biocatalisador. J4
para 2<log P<4, a atividade é relativamente varidvel, e para solventes
hidrofébicos com log P>4, a atividade é alta (Adlercreutz, 1996;
Monteiro, Nascimento et al., 2003). Solventes hidrofébicos podem ser
utilizados para reduzir a afinidade pela dgua ligada a lipase, evitando sua
inativacdo e aumentando a taxa de reacdo catalisada pela enzima no
sentido de sintese, promovendo também um aumento na solubilidade de
substratos apolares, bem como uma maior termoestabilidade da enzima
(Cheetham, 1995; Gais e Theil, 2002; Monteiro, Nascimento et al.,
2003).

E fundamental observar que os solventes orginicos provocam
alteracdes conformacionais nas enzimas, ja que modificam as interagoes
essenciais dgua-enzima, resultando na altera¢do da especificidade pelo
substrato e pela afinidade das enzimas aos substratos (Monteiro,
Nascimento et al., 2003; Yesiloglu e Kilic, 2004).

Reag¢des conduzidas em um solvente polar, por exemplo, resultam
em uma fracdo molar relativamente alta de monoacilglicerdis, enquanto
a reducdo na polaridade do meio reacional direciona a reacdo para a
formacdo de di- e triacilglicerdis (Yang, Vali et al., 2003b). J4 nas
reacOes conduzidas em meios livres de solventes, as fragdes molares dos
ésteres no equilibrio dependem do comprimento da cadeia alquila
(Bornscheuer, 1995).

Em estudo sobre a glicerdlise enzimatica de 6leo de girassol
(Yang, Rebsdorf et al., 2005a), foi realizada inicialmente uma selec¢do
do biocatalisador, utilizando-se as lipases Novozym® 435 (obtida de C.
antarctica B), Lipozyme RM IM (obtida de Rhizomucor miehei) e
Lipozyme TL IM (obtida de Thermomyces lanuginosus). Neste trabalho,
utilizou-se ferc-butanol (log P=0,35), solvente permitido para uso em
inddstrias alimenticias. A Novozym® 435 proporcionou 0 maior
rendimento em monoacilglicerdis entre os catalisadores avaliados,
provavelmente por ser a lipase com menor exigéncia de dgua entre as
enzimas testadas, ndo sendo afetada pela polaridade do sistema.
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Ao contrdrio de outras enzimas, a literatura indica que a lipase de
C. antarctica fracio B ndo atua sobre dlcoois tercidrios, devido ao
impedimento estéreo, podendo mediar reagdes de glicerdlise em meios
contendo tais dlcoois como solvente (Yang, Rebsdorf et al., 2005a).

Em estudo sobre glicerdlise de 6leo de girassol catalisada pela
Novozym® 435, verificou-se que o uso de ferc-butanol, rerc-pentanol
(log P=0,89) ou a mistura de um destes dlcoois com n-hexano (log
P=4,00) proporcionou uma boa eficdcia reacional (Damstrup, Jensen et
al., 2005). Neste trabalho, também haviam sido testadas misturas de
acetona (log P=-0,24) e isooctano (log P=5,15), que nio
proporcionaram quantidades satisfatérias de monoacilglicerdis. No
trabalho citado, observou-se que um teor maximo de monoacilglicerdis
foi obtido em solventes com log P na faixa de 0,3 a 1, apresentando
estrutura de dlcool tercidrio (ferc-butanol e ferc-pentanol), sendo que a
formacdo de monoacilgliceréis em sistema livre de solvente foi
desprezivel. O log P relativamente baixo destes dlcoois tercidrios indica
caracteristicas  tanto  hidrofilicas quanto  hidrofébicas, com
predomindncia de caracteristicas hidrofilicas. Isto garante as
propriedades necessdrias de solvéncia, tanto para o 6leo quanto para o
glicerol.

O emprego de ferc-butanol também foi eficaz para a produgado de
mono- e diacilgliceréis em rea¢do de glicerdlise de azeite de oliva
catalisada pela Novozym® 435 (Kriiger, Valério et al., 2010).

Na glicerdlise de Oleo de atum visando a obtencdo de
monoacilglicerdis ricos em EPA e DHA, observou-se que o solvente
terc-butil metil éter (MTBE) foi o mais adequado para a reacdo
catalisada pela lipase AK de Pseudomonas fluorescens imobilizada em
Accurel EP-100 (Pawongrat, Xu et al., 2007). Em outro trabalho
publicado pelos mesmos autores (2008), observou-se que, para 0 mesmo
sistema acima, a lipase Novozym® 435 apresentou atividade maior do
que a lipase AK em meio contendo ferc-butanol, inclusive quando este
alcool estd misturado com n-hexano. Os autores observaram que o
aumento da proporcdo de hexano na mistura reduziu a obtencdo de
monoacilglicerdis.

Em estudo sobre a producdo de monoestearina, observou-se a
obtenc¢do preferencial deste monoacilglicerol quando se utilizou excesso
de acetona em misturas com hexano, em reagdo catalisada pela
Novozym® 435 (Yang, Vali et al, 2003b). Em outra pesquisa
(Monteiro, Nascimento et al., 2003), foi possivel obter somente
monolaurina quando se utilizou um excesso de glicerol em meio
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contendo n-hexano/terc-butanol (1:1, v/v), em reacdo catalisada pela
Lipozyme RM IM (Novozymes), de R. miehei.

Outros aspectos devem ser considerados para a definicio do
solvente mais adequado para uso industrial, como seu custo, a
ocorréncia de reagOes paralelas indesejdveis, a facilidade na sua
recuperagdo, a energia necessdria para sua remog¢do da mistura, sua
toxicidade, entre outros (Damstrup, Jensen et al., 2005). Apesar do uso
freqiiente de solventes nos meios reacionais contendo enzimas, estas
desvantagens direcionaram as pesquisas para a condugdo de reacdes na
auséncia de solvente, condicdo preferencial para aplicagdes em
alimentos (Khare e Nakajima, 2000).

2.9.2 Surfactantes

Outro método empregado em reacdes de glicerdlise € a formagdo
de emulsdes (gotas de 0,30-200pum de didmetro) ou de microemulsdes
(gotas de 5-100nm de didmetro), de maneira a proporcionar uma
interface polar/apolar estivel e de tamanho aprecidvel (Grompone,
2011).

Os surfactantes sdo moléculas anfipiticas constituidas de uma
regido polar, hidrofilica, e outra apolar, hidrofébica. Podem ser de
origem sintética, obtidos a partir de derivados de petrdleo, ou natural,
obtidos a partir de produtos naturais renovdveis, via microbiana ou
enzimatica. De acordo com a carga presente na parte hidrofilica da
molécula, apés dissociagdo em solucdo aquosa, podem ser classificados
em surfactantes anidnicos, catidnicos, nao-idnicos ou zwitteridnicos
(Maniasso, 2001).

Uma caracteristica comum a todos os surfactantes € a capacidade
de formar agregados, denominados micelas, em misturas dgua/6leo, a
partir de uma determinada concentracido e em condicdes especificas. A
concentracdo onde inicia o processo de formacdo das micelas é chamada
de concentra¢do micelar critica, CMC, que é uma propriedade intrinseca
e caracteristica dos surfactantes (Maniasso, 2001).

A emulsdo pode ser de 6leo em dgua (O/A, micela normal) ou de
dgua em O6leo (A/O, micela reversa), conforme indicado na Figura 10.
No sistema de micela normal, o centro da gota de emulsdo € constituido
de dleo (fase apolar), e a 4gua, a fase continua, estd em volta da gota da
emulsdo O/A. J4 no sistema de micela reversa, o centro da gota é
constituido de 4gua, e a fase orgénica (6leo) estd em volta da gota de
emulsdo A/O. Uma maneira de se definir o tipo de emulsdao (A/O ou
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O/A) ¢é através da propor¢do volumétrica dos componentes da mistura
(Leon-Calderon, Schmitt et al., 2007). O sistema utilizado nas reacdes
de glicer6lise é formado por duas fases, sendo que a porcdo glicerol
(polar) geralmente apresenta-se em menor propor¢do volumétrica do que
a porg¢do dleo (apolar), o que caracteriza o sistema como uma emulsio
A/O (micela reversa).

Micela normal Micela reversa

Figura 10 — Representacido de uma micela normal (6leo em dgua)
e de uma micela reversa (dgua em 6leo).

O balango hidrofilico-lipofilico (BHL) € a relacdo entre a
concentracdo do surfactante na fase oleosa e a sua concentracdo na fase
aquosa, quando este é adicionado a uma mistura de dgua e 6leo. O BHL
baseia-se apenas na estrutura molecular do surfactante e indica o tipo de
emulsdo que pode ser obtido, se A/O ou O/A (Schick, 1987). Um
surfactante hidrofébico, com BHL na faixa de 3 a 6, ira favorecer a
formagcdo de uma emulsio A/O, enquanto um BHL entre 10 e 18
favorece uma emulsdo O/A (Desai e Banat, 1997). Uma combinagdo de
surfactantes, em que um € mais hidrofilico e o outro é mais hidrofébico,
geralmente ¢ mais eficaz do que o uso de apenas um surfactante para
estabilizar uma emulsdo. Apesar de ser util, o BHL nido é uma
ferramenta universal para a escolha do surfactante ideal para
determinado sistema, nem para a defini¢do do tipo de emulsdo formada
(A/O ou O/A) (Holmberg, Jonsson et al., 2002).

O uso de um surfactante em reacdes de glicerdlise permite um
maior contato entre os substratos e a enzima (Bornscheuer, 1995).
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Fiametti, Rovani et al. (2009) estudaram a obtencdo de
monoacilglicerdis através da glicerdlise de azeite de oliva catalisada
pela lipase Novozym® 435, em meio livre de solvente, na presenca de
AOT. Encontraram conversdes superiores a 70% utilizando baixas
concentragdes de enzima, em apenas lh de rea¢do. Em outro trabalho, o
mesmo biocatalisador mediou a glicerdlise de azeite de oliva em meio
livre de solvente, na presenca do surfactante Triton X-100 (Valério,
Kriiger et al., 2009), para a obtencdo de um teor superior a 35% (em
massa, em relacio ao total de substratos) de mono- e diacilgliceréis. No
mesmo sistema acima, mas utilizando-se Tween 65 como surfactante de
grau alimenticio, foi possivel obter 26 e 17% de mono- e diacilgliceréis
(em massa, em relacio ao total de substratos), respectivamente (Valério,
Rovani et al., 2010).

Apesar dos altos rendimentos em mono- e diacilglicerdis
proporcionados pelo uso de AOT, o cardter téxico deste e de outros
surfactantes sintéticos (como o Triton X-100) limita sua aplicagéo para a
obtencdo de ingredientes alimenticios. Neste sentido, é fundamental
optar pela utilizacio de surfactantes reconhecidos como GRAS.

2.9.2.1 Acdo de lipases sobre surfactantes

Muitos surfactantes de grau alimenticio (Tween, lecitina) tém
sido aplicados como aditivos em reagdes catalisadas por lipases, para
melhorar a homogeneidade do sistema, o que € de interesse particular
quando se trabalha com substratos imisciveis, como acontece em
reacOes de glicerdlise (Kriiger, Valério et al., 2010; Valério, Rovani et
al., 2010). As estruturas quimicas dos Tween 65, 80 e 85 ainda ndo
estdo corretamente elucidadas. A composicdo aproximada dos Tween e
a estrutura geral dos fosfatidios estdo indicadas na Figura 11.

Os surfactantes de grau alimenticio poli-(6xido de etileno) (20)
triestearato de sorbitana, poli-(6xido de etileno) (20) monooleato de
sorbitana e poli-(6xido de etileno) (20) trioleato de sorbitana sdo
surfactantes nao i0nicos, conhecidos, respectivamente, como Tween 65,
80 e 85 (FDA, 2010a). Os Tween sdo uma mistura de ésteres parciais de
sorbitol e seus mono- e dianidridos com &cidos graxos, condensados
com o6xido de etileno. No nome destes compostos, o indice 20 refere-se
ao numero total de mols de 6xido de etileno, -(CH,CH,0)-, presentes
por mol de sorbitol e seus anidridos (Fennema, 1996; Jecfa, 2009; FDA,
2010a). Um processo que descreve a produgdo de poli-(6xido de etileno)
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ésteres de 4cidos graxos de sorbitana foi patenteado por Tanaka, Omae
et al. (2005).

Onde Xé:
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Figura 11 — Estrutura quimica dos fosfatidios e estrutura aproximada do Tween 65,
Tween 80 e Tween 85.

A lecitina é um surfactante natural obtido da gema de ovo ou da
soja. Estruturalmente, consiste de dois dcidos graxos esterificados ao
glicerol e de um grupo fosfatidil esterificado ao grupamento terminal
—OH do glicerol. Os grupos funcionais polares predominantes na
lecitina sdo a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol e
fosfatidilserina (Hasenhuettl, 2008). E classificado como um surfactante
zwitterionico (Mcclements, 2008)

Tanto os Tween quanto a lecitina, portanto, cont€ém funcgdes
quimicas que podem potencialmente ser modificadas por lipases, como
jé observado na literatura (Bendikien€, Surinénaité et al., 2005).

Na esterificacio de sorbitol com 4cido estedrico (Gulati, Arya et
al., 2003), verificou-se que a lipase imobilizada de A. terreus é capaz de
produzir ésteres de dcidos graxos de sorbitana. Em dois trabalhos,
Bendikieng, Surinenaité et al. (2005; 2008) demonstraram que a lipase
de Pseudomonas mendocina 3121-1 apresenta atividade hidrolitica
frente a diferentes Tween. Em trabalho de Rudek (1978), observou-se
que diferentes espécies de Candida apresentaram habilidade em
hidrolisar pelo menos um tipo de Tween.

Em investigacio em que se utilizou lecitina de soja como
substrato, as lipases comerciais CALB (na forma livre) e Novozym® 435
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(na forma imobilizada), de C. antarctica B, ndo foram capazes de
hidrolisar este fosfolipidio (Gutiérrez-Ayesta, Carelli et al., 2007). As
lipases Novozym® 435 e Lipozyme RM IM de R. michei ji foram
aplicadas, respectivamente, no enriquecimento de fosfolipidios com
acido o-linolénico (Chojnacka, Gladkowski et al, 2009) e no
enriquecimento de fosfatidilcolina com EPA e DHA (Haraldsson e
Thorarensen, 1994) e com dcidos palmitico e estedrico (Reddy, Vijeeta
et al., 2005).

Com base nos trabalhos citados, percebe-se que, em reagdes de
glicerdlise enzimdtica, é fundamental avaliar se os Tween e lecitinas
irdo agir apenas como surfactantes dos substratos imisciveis ou se
também servirdo como substrato para a lipase. Na literatura consultada,
referente a reagdes de glicerdlise na presenca de surfactantes, ndo foi
realizada esta abordagem.

2.10 GLICEROLISE ENZIMATICA PARA A OBTENCAO DE
MONOACILGLICEROIS E DIACILGLICEROIS

As reagdes de glicerdlise enzimdtica podem ser realizadas em
diferentes sistemas reacionais como, por exemplo, em micelas reversas,
na presenca ou na auséncia de solventes orginicos, € em um sistema
livre de solvente no estado sélido (Bornscheuer, 1995). Na Tabela 3, sdo
apresentados alguns estudos encontrados na literatura sobre reacdes
enzimaticas de glicerdlise, visando a producdo de mono- e
diacilglicerdis, destacando-se aqueles contendo EPA e DHA. Nos
resultados apresentados, estdo destacadas as condi¢des otimizadas em
cada trabalho.

Nos trabalhos apresentados, observa-se que a reagdo de
glicerdlise pode ser conduzida em meio livre de solvente e de
surfactante (Torres, Lin et al., 2002; Yang, Fruekilde et al., 2003). Neste
sistema, entretanto, a transferéncia de massa torna-se limitada devido a
imiscibilidade dos substratos (glicerol e 6leo), o que exige um longo
tempo de reagdo (24h, nos trabalhos apresentados) para se atingir
conversdes satisfatorias. Estes problemas podem ser contornados
mediante a conducdo da reacdo na presenca de solvente organico (Yang,
Rebsdorf et al., 2005a; Pawongrat, Xu et al., 2007) ou de um agente
tensoativo (Valério, Kriiger er al, 2009). Segundo os estudos
mencionados, o uso de solventes ou de surfactantes no meio reacional
reduz consideravelmente os tempos de reacdo, mantendo conversdes
compardveis ou mesmo superiores as obtidas na auséncia destas
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substincias, constituindo-se, portanto, em alternativas atrativas e com
potencialidades para aplicacdo industrial.
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Entre os trabalhos de glicerdlise indicados na Tabela 3, verifica-se
que a lipase de C. antarctica fragdo B é um biocatalisador promissor
para mediar reacdes de glicerdlise. Esta enzima age sobre diferentes
substratos, como 6leo de peixe (Torres, Lin et al., 2002), 6leo de
girassol (Damstrup, Jensen et al., 2005; Yang, Rebsdorf et al., 2005a) e
azeite de oliva (Kriiger, Valério et al., 2010). Esta lipase apresenta bom
desempenho em meios em que hd somente os substratos da reacdo de
glicerdlise, a saber, triaciglicerdis e glicerol, como observado no estudo
realizado por Torres, Lin ef al. (2002). Este catalisador é capaz de atuar
na presenca de solventes como ferc-butanol (Damstrup, Jensen et al.,
2005; Yang, Rebsdorf et al., 2005a; Valério, Kriiger et al., 2009) e na
presenca dos surfactantes Tween e Triton X-100 (Valério, Rovani et al.,
2010).

2.11 CONSIDERACOES FINAIS

O estado da arte revelou o potencial em utilizar lipases
imobilizadas como catalisadores em reacdes de glicerdlise para a
producdo de mono- e diacilglicerdis ricos em EPA e DHA. A aplicagéo
de enzimas encontra especial interesse na modificacdo de 6leos ricos em
dcidos graxos poliinsaturados, ji que permite que a reagdo seja
conduzida sob condi¢des amenas, preservando a qualidade do produto.
Além disso, verificou-se o potencial de utilizagdo destes
biocatalisadores em sistemas heterogéneos, como os encontrados nas
reacdes de glicerdlise.

Para viabilizar a aplicacdo industrial de lipases em reacdes de
glicerdlise, alguns aspectos devem ser considerados. Um deles é a
imiscibilidade do 6leo e do glicerol presentes no meio reacional, o que
dificulta a transferéncia de massa neste sistema. Para contornar este
problema, um tema explorado com muito sucesso na literatura é a
conducio das reagdes de glicerdlise na presenca de solventes organicos.
A adicdo de solventes, com destaque para o ferc-butanol, permite
reduzir a resisténcia a transferéncia de massa. Esta alternativa,
entretanto, apresenta certos inconvenientes como a necessidade de
recuperacdo e a toxicidade apresentada por alguns solventes, excluido o
terc-butanol. Por estas razdes, esfor¢os tém sido feitos para a conducio
das reacdes em meios livres de solventes organicos. Em sistemas
compostos somente pelos substratos (6leo e glicerol) e pela enzima,
conversodes satisfatérias sdo obtidas somente quando se aplicam longos
tempos de reacdo (normalmente de 24 horas, dependendo das condig¢des
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reacionais), 0 que se torna impraticivel para aplicagdes industriais.
Desta forma, € imperativa a investigacdo de outras alternativas que
permitam a redu¢do do tempo de reacdo, juntamente com a
maximizacdo da producdo de mono- e diacilgliceréis. A adicdo de
surfactantes a0 meio reacional tem sido de grande contribui¢do para
melhorar a eficdcia da reacdo, ja4 que proporciona o aumento da drea
interfacial, permitindo o contato entre os substratos e a enzima. Além
disso, este sistema proposto constitui-se em um processo que minimiza
os impactos ambientais. A utilizacdo de surfactantes de grau alimenticio
€ uma alternativa bastante promissora na drea de modificacio
enzimdtica de dleos e gorduras, embora os estudos a este respeito ainda
sejam escassos.

Neste contexto, conforme apresentado anteriormente e agora
embasado pela revisdo da literatura, revelando o estado da arte no qual
este tema se insere, o desenvolvimento do presente trabalho é de
extrema importancia para a produgcdo de mono- e diacilglicerdis através
da glicerdlise de 6leo de peixe, utilizando lipase comercial imobilizada
como catalisador. Os sistemas reacionais investigados foram definidos
em funcdo das caracteristicas dos substratos envolvidos na reacdo, do
catalisador empregado e de alguns dados existentes na literatura para
sistemas semelhantes.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentados o material e a metodologia
empregados para cada uma das etapas do trabalho realizadas no Brasil e
na Franca.

3.1 MATERIAL

Utilizou-se como catalisador a lipase comercial imobilizada
Novozym® 435 de C. antarctica B (Novozymes). Durante a obtengdo
comercial deste preparado enzimadtico, a lipase é fortemente ligada ao
suporte Lewatit VPOC 1600, que € uma resina poliacrilica macroporosa.
Sua atividade minima é de 10.000,00 PLU/g (unidades de laurato de
propila), conforme declarado pelo fornecedor.

Utilizou-se como substrato o O6leo de peixe ultra-refinado
OmegaPure (OmegaProtein, USA). Este dleo, rico em EPA e DHA, foi
obtido industrialmente de savelha e foi estabilizado pelo fabricante com
500ppm de tocoferdis e 200ppm de terc-butil-hidroquinona (TBHQ).

Segundo o fornecedor, o perfil de 4cidos graxos tipico deste 6leo
¢ o seguinte (% do total de 4cidos graxos): miristico 8,2%; palmitico
19,1%; palmitoléico 11,7%; estedrico 3,0%; oléico 13,2%; linoléico
2,2%; o-linoléico 1,6%; estearidonico 3,5%; araquidonico 1,7%;
eicosapentaendico 13,8%; docosapentaendico 2,2%; docosahexaendico
11,8%; outros 7,0%. Com base nesta composicdo em 4cidos graxos,
calculou-se a massa molar dos acilglicerdis deste 6leo (massa molar dos
triacilgliceréis  877,65g/gmol, massa molar dos diacilglicerdis
615,80g/gmol, massa molar dos monoacilgliceréis 353,95g/gmol).

Nos experimentos realizados no Brasil, utilizou-se o glicerol P.A.
(99,5%, Nuclear, massa molar 92,09g/gmol). Os surfactantes de grau
alimenticio utilizados estdo listados a seguir: poli-(6xido de etileno)
triestearato de sorbitana (nome comercial Tween 65, marca Fluka, poli-
(6xido de etileno) monooleato de sorbitana (nome comercial Tween 80,
Synth), poli-(6xido de etileno) trioleato de sorbitana (nome comercial
Tween 85, Fluka) e lecitina de soja em p6é da marca Inlab.

Nos experimentos realizados na Francga, utilizou-se o glicerol
P.A. 99,5% da marca Sigma-Aldrich, os Tween 65, 80 e 85 da marca
Sigma, e a lecitina em p6 desengordurada EMULPUR IP (Degussa,
Alemanha).

Todos solventes utilizados foram de grau analitico.
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3.2 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS E DA ENZIMA

O 6leo de peixe foi caracterizado quanto aos indices de acidez,
saponificacdo e peroxido, densidade relativa, viscosidade, teor de dgua,
composicdo em dcidos graxos, regiodistribuicdo de 4cidos graxos nos
triacilglicerdis. O glicerol foi caracterizado quanto a viscosidade e ao
teor de dgua. O teor de dgua do material de partida (ferc-butanol e
surfactantes) também foi determinado. A enzima foi caracterizada
quanto a atividade de dgua e a atividade de esterificagdo. As andlises
realizadas estdo detalhadas a seguir.

3.2.1 Indice de acidez

A determinagdo do indice de acidez do dleo foi realizada, no
Brasil, segundo metodologia AOCS Ca 5a-40 (AOCS, 1989), com as
seguintes modificacdes: 7,05+0,05g do dleo, inteiramente liquido, foram
dissolvidos em uma solu¢do neutralizada de 75mL de etanol 95%,
quente. Adicionaram-se 2mL do indicador (solu¢do de fenolftaleina 1%
em etanol 95%) e titulou-se com solu¢do padronizada de NaOH 0,01 M.
As andlises foram feitas em duplicata e os resultados foram expressos
como indice de acidez em 4cido oléico, calculado pela Equacdo 1:

V-M-282-f
m Equacao 1

1.A.(%dcidooléico) =

onde:

V = volume de base gasto na titulacdo da amostra (mL);
M = molaridade da solu¢do de NaOH;

f. = fator de correcdo da solu¢do de NaOH;

m = massa da amostra (g).

O indice de acidez total da amostra (%) foi obtido multiplicando-
se o resultado encontrado na Equacédo 1 por 1,99.

Na Franga, o indice de acidez do 6leo foi determinado com base
no método NF T60-204/1985 (AFNOR, 1985). A diferenca bésica entre
as técnicas € a dissolucdo da amostra de 6leo em éter etilico/etanol 95%
(50:50, v/v) e titulagdo com uma solugdo etandlica de KOH 0,1M, na
presenca de fenolftaleina como indicador. Os resultados foram
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expressos como indice de acidez, em porcentagem de 4cido oléico,
determinado pela férmula indicada na Equagdo 2:

V-M-56]-f.
m Equacao 2

1.A.(%dcidooléico) =

onde:

V = volume de base gasto na titulacdo da amostra (mL);
M = molaridade da solucido de KOH;

f. = fator de correcdo da solucdo de KOH;

m = massa da amostra (g).

3.2.2 Indice de saponificacio

O indice de saponificacdo do 6leo foi determinado, no Brasil,
segundo metodologia AOCS Cd 3-25 (AOCS, 1990), conforme descrito
a seguir: em um Erlenmeyer com boca esmerilhada, cerca de 2g de dleo
foram dissolvidos em 20mL de solug¢do alcodlica de KOH a 4%. O
Erlenmeyer foi conectado a um condensador de refluxo e a amostra foi
aquecida brandamente, por um periodo de 30min. Ao final deste tempo,
a amostra foi resfriada e adicionaram-se 2 gotas de solugdo alcodlica de
fenolftaleina. A mistura foi titulada com solugdo padronizada de HCI
0,5M, até o desaparecimento da coloragdo résea. Em paralelo, foi
realizada a titulacdo do branco.

As andlises foram feitas em duplicata e os resultados foram
expressos como indice de saponificacio em mg KOH/mg de amostra,
calculado pela Equag@o 3:

1.S.(mgKOH | mgamostra) = w

m Equacao 3

onde:

B = volume de 4cido gasto na titulagdo do branco (mL);
V, = volume de 4cido gasto na titulagdo da amostra (mL);
f. = fator de correcdo da solucdo de HCI;

m = massa da amostra (g).
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3.2.3 Indice de peréxido

O indice de peréxido (I.P.) foi determinado, no Brasil, segundo o
método AOCS Cd 8-53 (AOCS, 1990): cerca de 5,00+0,05g do 6leo
foram dissolvidos em 50mL de solucdo 4cido acético-cloroférmio (3:2,
v/v) e 0,5mL de solugdo saturada de KI. Apés 1 minuto em repouso,
adicionaram-se 30mL de &4gua destilada. Titulou-se com solucdo
padronizada de Na,S,0; 0,01M, sob constante e vigorosa agitacdo, até
que a cor amarela do iodo tivesse quase desaparecido. Apds adicdo de
0,5mL de solu¢do indicadora de amido a 1%, continuou-se a titulacio
com Na,S,0; 0,01M até que a cor azul da solucio tivesse desaparecido.
Realizou-se paralelamente a titulagcdo de um branco. A andlise foi feita
em triplicata e a concentrac¢io de perdxidos (meq de O,/kg de 6leo) foi
calculada através da Equagao 4:

1.P.(meqO, 1 kg) = (S~ B)-M 1000

Equacao 4
onde:
S = volume gasto na titulacdo da amostra (mL);
B = volume gasto na titulacdo do branco (reagentes sem a amostra)
(mL);
M = molaridade da soluc¢io padronizada de tiossulfato de sédio;
m = massa de amostra (g).

Para a determinacdo do indice de peréxido na Franga, utilizou-se
o método NF T60-220/1968, descrito em AFNOR (1985), seguindo os
mesmos principios descritos na técnica acima.

3.2.4 Densidade relativa

A densidade relativa do 6leo OmegaPure foi determinada, no
Brasil, com base no método AOCS Cc 10a-25 (AOCS, 1990),
utilizando-se um picndémetro sem abertura lateral. Em um picnometro
previamente pesado, adicionou-se dgua destilada recentemente fervida e
imediatamente resfriada. O frasco foi totalmente imerso em um banho-
maria a 25°C+0,1°C, no qual foi mantido durante 30min. Ao final deste
tempo, o picndmetro foi cuidadosamente retirado do banho, limpo na
parte externa e pesado. O mesmo procedimento foi adotado para a
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amostra de O6leo. A densidade relativa do 6leo a 25°C (g/mL) foi
calculada com base na Equacgdo 5:

total mp

m

Pasoc(g/mL) =
M200500) Equacgio 5

onde:

My, = Massa do picndmetro e do dleo(g);

m,, = massa do picndmetro (g);

Mypo@sec) = massa da dgua a 25°C(g).

3.2.5 Determinacio da viscosidade dos substratos

As viscosidades do 6leo de peixe e do glicerol P.A. foram
determinadas, na URI, no viscosimetro Programmable DV-III +
Rheometer V5.0 Brookfield as temperaturas de 25, 40, 55 e 70°C.
Utilizaram-se os spindle SC4-18 para o d6leo de peixe e SC4-34 para o
glicerol. A velocidade de rotacdo variou de 20 a 240rpm para as
temperaturas de 40 a 70°C, e de 20 a 130rpm para a temperatura de
25°C. Os dados foram tratados com o auxilio do software Rheocalc
V.24,

3.2.6 Composicao em acidos graxos por cromatografia em fase
gasosa

A composi¢do em 4dcidos graxos do Oleo de peixe foi
determinada, no Brasil, no cromatégrafo gasoso capilar CGC AGILENT
6850 SERIES. Utilizou-se a coluna capilar DB-23 (Agilent), com 60m
de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25um de filme. As
condi¢des de operacdo do cromatdgrafo foram as seguintes: fluxo
coluna de 1,00mL/min; velocidade linear de 24cm/seg; temperatura do
detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; temperatura do forno:
110°C por 5 minutos, 110-215°C (5°C/min), 215°C por 24 minutos; gés
de arraste: hélio; volume injetado: 1,0uL. Esta andlise foi realizada no
Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de
Alimentos (FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP,
Campinas, SP).

Na Franca, a composi¢do em 4cidos graxos do 6leo de peixe foi
determinada por CG, apds a conversdo dos triacilgliceréis em seus
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respectivos ésteres metilicos, de acordo com o método NF T60-
233/1977 (AFNOR, 1985). Os ésteres foram entdo analisados no
cromatégrafo gasoso Agilent 6890 Series, equipado com injetor
automadtico e on-column, acoplado a um detector de ionizacdo de chama
(CG-DIC). Utilizou-se a coluna capilar Supelcowax (30m x 0,25mm x
0,25um, Supelco). As condigdes de andlise foram: temperatura do
detector 270°C; temperatura da coluna: 185°C por 2min; 185-225°C a
4°C/min; gés de arraste: hélio. O volume de injecdo foi de 1,0pL.

3.2.7 Analise posicional dos triacilglicerdis

Esta determinacgdo foi feita na Franca. Inicialmente, realizou-se a
purificagdo dos triacilglicerdis presentes no 6leo de peixe, conforme
descrito na Norma ISO 6800:1997. Para tanto, 5g de 6leo foram
dissolvidos em 25mL de n-hexano. Esta solucdo foi eluida em uma
coluna de alumina previamente ativada. O solvente dos triacilglicerdis
purificados foi eliminado em evaporador rotativo a vacuo.

A andlise da regiodistribuicdo dos triacilglicerdis purificados foi
determinada utilizando-se = a-monoacilgliceréis  preparados  por
deacilacdo com brometo de magnésio etilico, de acordo com Turon,
Bachain et al. (2002). Quarenta miligramas (40mg) dos triacilglicerdis
foram dissolvidos em 2mL de éter etilico (previamente tratado com
sulfato de sédio anidro) em um tubo com tampa, e entdo hidrolisados
utilizando-se 670uL de brometo de magnésio etilico 3M. A solugao foi
agitada manualmente em um banho com gelo durante 15 segundos. A
reacdo foi interrompida adicionando-se 300uL de 4cido acético. A
solucdo etérea obtida foi lavada duas vezes: primeiro com SmL de uma
solucdo aquosa de acido bérico 0,4M e depois com uma solugdo aquosa
de NaHCOj; 2%/4acido borico 0,4M (50:50, v/v).

Uma parte da solugdo etérea obtida apds as etapas de lavagem foi
imediatamente aplicada em cromatoplacas preparativas para a
recuperacdo dos o-monoacilgliceréis. A placa de CCD havia sido
previamente impregnada por imersdo total em um banho de solucgéo
metandlica de acido bérico (5%, m/v) durante 20 minutos, sendo
posteriormente ativada a 120°C durante 1h.

O sistema de solventes cloroférmio/acetona/dcido acético
(85:15:1, v/v/v) foi utilizado para a eluicio da amostra. Apds a
migrac¢do, lcm da placa de CCD foi cortada, imersa em uma solucio de
revelacao (solugdo de sulfato de cobre em dcido fosfdrico) e aquecida a
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180°C por 15min em uma estufa. Apés a revelacdo, a banda de o-
monoacilgliceréis (R=0,26) foi identificada e recuperada do restante da
placa de CCD.

A composi¢do em dcidos graxos dos triacilglicerdis purificados e
do o-monoacilglicerol recuperado foi determinada por CG apds a
conversdo destas fracdes em seus respectivos ésteres metilicos,
conforme metodologia descrita no item 3.2.5.

A composi¢do na posi¢do central () dos triacilglicerdis foi entdo
estimada a partir da composicdo dos 4cidos graxos presentes nos O-
monoacilgliceréis (AGgmac) € nos triacilglicerdis (AGrag) de acordo
com a formula 3 X AGrag - 2 X AGoMmag-

3.2.8 Teor de agua

O teor de dgua do material de partida (6leo de peixe, glicerol,
terc-butanol, surfactantes) foi determinado na URI, utilizando-se o
equipamento Karl Fischer Modelo DL 50 Graphix (Mettler Toledo). O
teor de dgua foi estimado tomando-se por base a quantidade de reagente
padronizado necessdria para titular a dgua presente na aliquota da
amostra em ensaio. O teor de dgua foi obtido por cdlculo, utilizando-se a
Equacdo 6:

Umidade= Vit
AAE

Equacao 6

onde:

v = volume de reagente de Karl Fischer gasto para titular a 4gua
presente na amostra (mL);

f. = fator de correc@o do equivalente em dgua capaz de ser neutralizado
pelo reagente de Karl Fischer;

AAE = amostra de aliquota ensaiada (mL).

3.2.9 Determinacao da atividade de agua (a,,) da enzima
A atividade de 4gua (a,) da lipase Novozym® 435 foi

determinada na Franga, em Aqualab (Decagon Devices Inc., Pullman,
WA, EUA).
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3.2.10 Determinacao da atividade enzimatica

O procedimento adotado no Brasil para a determinacdo da
atividade de esterificacdo da lipase foi o descrito na literatura (Oliveira,
Feihrmann et al., 2006). A atividade da enzima foi quantificada pelo
consumo de 4cido l4urico e n-propanol (razao molar 1:1), a 60°C, com a
enzima na propor¢do de 5% (m/m), mantida sob agitacdo magnética.
Aliquotas de 150uL foram retiradas do meio reacional no tempo zero e
apdés 40min de reacdo e foram diluidas em 20mL de acetona:etanol
(1:1). O tempo de reacdo havia sido previamente determinado pelos
autores acima para a Novozym® 435. A quantidade de 4cido ldurico
consumido foi determinada pela titulagio com hidréxido de sddio
0,01M até pH 11. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de 4cido ldurico, em pmols, consumido por minuto, nas
condi¢bes experimentais descritas.

A atividade de esterificagdo (U) da lipase imobilizada,
determinada antes e apds as reagdes, foi calculada utilizando-se a
Equagao 7:

o _y% a0} ~
Athld(lde(U) — (VNa()H VNu‘(;H) M -10 . ‘/' Equagao 7
I-

a

onde:

M = molaridade do NaOH padronizado (mmol/mL);

VONaOH = Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra no tempo zero
(mL);

V40Naoﬂ = Volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra ao final da
reacdo (mL);

V., = volume da amostra (mL);

V; = volume do meio reacional, levando-se em conta a densidade dos
substratos a temperatura de 60°C (mL);

t = tempo de rea¢do (minutos);

1U = pmols de acido/min.

A atividade de esterificacdo especifica (U/mg) da preparacio de
lipase foi obtida dividindo-se a Equacdo 7 pela massa de enzima
imobilizada utilizada na reagfo, através da Equacéo 8:

O o~V )M -10°
AtividadeU | mg) = (VNaOH “//NaOH) 0 .
t-V,-m,,

v

r

Equacao 8
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onde:
me,, = massa de lipase imobilizada utilizada na rea¢io (mg).

A atividade enzimatica determinada na Franca seguiu a
metodologia acima com as modificacdes descritas a seguir. Utilizou-se
acido oléico como agente acilante. A rea¢do foi conduzida durante
120min, com a retirada de aliquotas do meio reacional (cerca de 20mg)
no tempo zero e apds 10, 20, 30, 40, 60 e 120min de reacdo. As
amostras foram diluidas em n-hexano, obtendo-se solugdes com
concentracdo de 1 ou 5Smg/mL. Estas solu¢des foram aplicadas em
placas de vidro para cromatografia em camada delgada (CCD) e eluidas
com o sistema de solventes hexano/éter etilico/acido acético (65:35:1,
v/vIv). Apds a eluicdo das amostras, a quantidade de acido oléico
consumido foi determinada por densitometria (200nm), utilizando-se
solucdo de 4cido oléico para a construgao das curvas de calibragdo.

Apés a quantificagdo, construiu-se a curva da quantidade de acido
oléico (umol) versus o tempo de reagdo (min). O coeficiente angular da
parte linear da curva assim obtida fornecia o valor da velocidade inicial
da reac@o de consumo do dcido oléico, o qual corresponde a atividade da
enzima. Sendo assim, uma unidade de atividade (U) foi definida como a
quantidade de enzima imobilizada que conduz ao consumo de 1umol de
dcido oléico por minuto nas condi¢des experimentais descritas.

3.3 ACA0O DA NovozyM® 435 SOBRE OS SURFACTANTES DE GRAU
ALIMENTICIO

Esta etapa foi realizada no Laboratoire de Lipotechnie do CIRAD
em Montpelllier, Franga.

3.3.1 Protocolo exgerimental para as reacoes para verificar a acao
da Novozym™ 435 sobre os surfactantes

A ndo ser que estabelecido de outra forma, 3g de glicerol,
previamente tratado com sulfato de sédio anidro, foram misturados com
0,3g de cada um dos surfactantes listados no item 3.1. A lipase foi
adicionada na propor¢do de 10% (em massa, em relacdo a mistura de
reagentes). As reagdes foram conduzidas a 55°C em uma estufa, sob
agitagdo magnética.
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Apds estes ensaios preliminares, avaliou-se, com maior
profundidade, a agdo da lipase sobre o surfactante Tween 85, utilizando-
se diferentes meios reacionais. As reagdes conduzidas nesta etapa estio
detalhadas a seguir: (a) mistura de glicerol e de Tween 85 (10%, m/m
em relacdo ao glicerol); (b) d4gua e Tween 85 (10%, m/m em relagdo a
agua); (c) glicerol e dleo de peixe (2:1, mol/mol); (d) glicerol e dleo de
peixe (2:1, mol/mol) com 10% (m/m, em relacdo ao total de reagentes)
de Tween 85. Nestes sistemas, a lipase foi adicionada na proporcdo de
10% (m/m) em relacdo aos reagentes (glicerol+surfactante ou
glicerol+agua ou glicerol+6leo+surfactante ou glicerol+dleo). Algumas
reacOes foram conduzidas na auséncia da lipase (controle). Todas as
reagdes foram conduzidas a 55°C durante intervalos de tempo varidveis.

Algumas das reagdes descritas acima foram conduzidas na
auséncia e na presenga de nitrogénio, para verificar a ocorréncia de
oxidacdo do 6leo de peixe e/ou do surfactante Tween 85 durante a
reagao.

Ao final do tempo de reagdo, o meio foi dissolvido em SmL de n-
hexano e etanol (1:1, v/v) e filtrado com uma micro-seringa para a
remogdo do catalisador. Este procedimento foi repetido trés vezes, para
a lavagem da enzima. Os solventes foram evaporados em um banho-
maria sob temperatura de 35°C e corrente de nitrogénio.

3.3.2 Analise qualitativa

As reagdes foram acompanhadas qualitativamente por
cromatografia em camada delgada (CCD), mediante a separacdo das
fragdes lipidicas presentes nas amostras ao final do tempo de reacdo. As
amostras recuperadas conforme descrito na secdo 3.3.1 foram
dissolvidas em n-hexano (20mg/mL). Um volume de 10uL desta
solucdo foi aplicado, com o auxilio de um aplicador automdtico
(Linomat IV, CAMAG), em placas de vidro para CCD (10cm
comprimento x 20cm largura) contendo silica gel 60 (Merck,
Alemanha). Testaram-se dois sistemas de solventes para a elui¢do das
amostras: cloroférmio/metanol/dgua (95:20:2,5, v/v/v) e hexano/éter
etilico/acido acético (70:30:1, v/v/v). Este foi selecionado para os
experimentos desta etapa. Apds o desenvolvimento das amostras, uma
solucdo de sulfato de cobre em 4cido fosférico (solugao 50:50, v/v, de
sulfato de cobre saturado e acido fosférico 85%) foi borrifada sobre as
placas, as quais foram imediatamente ativadas em estufa (100°C, 10min)
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para a revelacdo das manchas. Para esta andlise, foram aplicadas nas
placas de CCD as solugdes listadas a seguir, utilizadas como padrdes:
acido oléico (AGL), 1-oleina (MAG), 1,3-dioleina (DAG), 6leo de peixe
OmegaPure (TAG), oleato de etila (EEAG C18:1) e glicerol P.A.
Solugdes dos surfactantes puros também foram aplicadas nas placas.

3.3.3 Identificacao de substincias formadas durante as reacoes

Para identificar substincias formadas nas reacdes com o Tween
85 descritas na se¢@o 3.3.1, e ndo identificadas com base nos padrdes
utilizados na andlise qualitativa por CCD, realizou-se uma placa de
CCD preparativa. Para isto, preparou-se uma solucido de 500mg de meio
reacional/mL de hexano. Aplicou-se um volume de 400uL desta solugio
em uma placa de vidro com silica gel 60G, em uma largura de 17cm.
Apés a eluicdo da amostra com hexano/éter etilico /dcido acético
(80:20:1, v/v/v), sistema de solventes previamente selecionado, as
manchas referentes as substincias ndo identificadas foram raspadas da
placa, extraidas com n-hexano e analisadas por cromatografia
liquida/espectrometria de massa (CL-EM).

3.4 REACOES DE GLICEROLISE ENZIMATICA EM DIFERENTES MEIOS
REACIONAIS

As reagdes em meio contendo ferc-butanol e em meio contendo
surfactante de grau alimenticio foram realizadas no Laboratério de
Termodindmica Aplicada da URI-Campus de Erechim, em Erechim, RS,
Brasil. As reagdes em meio livre de solvente e de surfactante foram
realizadas no Laboratoire de Lipotechnie do CIRAD em Montpelllier,
Franca.

3.4.1 Descricio do aparato experimental para as reacOes de
glicerdlise

A unidade experimental utilizada para a condug¢do das reacdes de
glicerdlise enzimadtica desenvolvidas no Brasil consistiu em um reator de
vidro encamisado com volume util de 40mL, fechado, coberto com
papel aluminio, dotado de um agitador mecanico e conectado a um
banho termostatico, para o controle da temperatura da reacdo. Na Figura
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12, é apresentado um esquema do aparato utilizado nos experimentos
realizados no Laboratério de Termodinamica Aplicada da URI-Campus
de Erechim, em Erechim (RS).

lf“—"\.

BT

Figura 12 — Diagrama esquematico do aparato experimental para as reacdes de
glicerdlise enzimatica com ferc-butanol e com surfactantes. BT — Banho
termostdtico de recirculagdo, AM — Agitador mecanico e R — Reator de vidro
encamisado com capacidade de 40mL.

A unidade experimental utilizada para a condugdo das reacdes de
glicerdlise enzimdtica na Franga consistiu em um frasco de vidro com
tampa, com volume util de 30mL, agitado em um banho termostatizado
do tipo Dubnoff.

3.4.2 Protocolo experimental para as reacoes de glicerodlise

O protocolo experimental geral adotado para as reacdes de
glicerdlise seguiu o fluxograma indicado na Figura 13.

Em relacdo aos ensaios desenvolvidos no Brasil, antes das
reacOes de glicerdlise enzimatica, a lipase imobilizada era condicionada
em estufa a 40°C por 1 hora, segundo indicagdo do fornecedor da
enzima. Para as reacdes, as quantidades pré-determinadas de dleo de
peixe, glicerol, surfactante e/ou solvente eram pesadas em balanga
analitica e adicionadas ao reator de vidro encamisado conectado ao
banho termostdtico, com temperatura previamente ajustada e constante.
Em seguida, adicionava-se a quantidade necessdria da enzima, ja
condicionada, e acoplava-se o agitador. Fechava-se o reator, ajustava-se
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a agitacdo, mantida em 600rpm em todos os experimentos, € iniciava-se
a reagao.

1 Estufa (40°C, |

-_

A 4
N, Réacﬁ? .de
° glicerdlise
Filtragao do
meio

Lavagem da

enzima

! Atividade .! Evaporagio dos
| enzimdtica | solventes
Quantifica¢do dos produtos e/ou| Composicio em écidos graxos dos
substratosde interesse mono- e diacilglicerdis

Figura 13 - Esquema do procedimento adotado para as reacdes de glicerdlise e para
o tratamento das amostras. Borda simples: etapas realizadas no Brasil e na Franca;
borda pontilhada: etapa realizada no Brasil; borda dupla: etapa realizada na Francga.

Ao final do tempo de reacdo, o agitador e o banho termostatico
eram desligados e a haste do agitador era retirada do reator. Retirava-se
uma aliquota (cerca de 500uL) do meio reacional para andlise por
cromatografia em fase gasosa (CG). Em seguida, o meio era filtrado a
vacuo para a separacdo da enzima imobilizada e dos produtos da reagdo.
A enzima recuperada era lavada com n-hexano (trés lavagens com 20mL
cada de n-hexano) e armazenada sob refrigeracdo, para a determinagio
posterior da atividade enzimadtica residual. Alternativamente, testou-se a
mistura n-hexano/etanol 96% (1:1, v/v) para a lavagem da enzima
recuperada no fim da reacglo, realizando-se trés lavagens com 20mL
cada desta mistura de solventes. Amostras sem a enzima eram
transferidas para frascos de amostragem e armazenadas a -20°C sob
atmosfera inerte. Testou-se a eliminagdo dos solventes utilizando-se trés
técnicas diferentes: estufa a vacuo (60°C; 0,5bar) até peso constante;
estufa a vdcuo por lh seguido de aquecimento sob corrente de
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nitrogénio até peso constante; evaporador rotativo a vicuo a 65°C e
60mmHg.

Para os experimentos desenvolvidos na Franca, inicialmente,
testou-se o condicionamento da enzima pela temperatura, mas, com base
nos resultados obtidos, os demais experimentos foram conduzidos sem a
realizacdo deste procedimento. Para as reacdes, as quantidades pré-
determinadas de 6leo de peixe e glicerol eram pesadas em balanca
analitica (Sartorius) e adicionadas ao frasco de vidro com tampa. Em
seguida, adicionava-se a quantidade necessdria da enzima, inertizava-se
o frasco com nitrogénio e colocava-se no banho-maria termostatizado,
com a temperatura previamente ajustada. Iniciava-se a agitag¢do, para dar
inicio a reag¢do. A reacdo foi acompanhada durante 48h, retirando-se
aliquotas (3 gotas, referentes a cerca de 20mg) em intervalos regulares,
com uma pipeta Pasteur. Apds cada retirada de amostra, injetava-se
nitrogénio dentro do frasco de rea¢do, que era imediatamente fechado e
recolocado no banho-maria. As amostras retiradas eram dissolvidas em
3mL de uma mistura de n-hexano/etanol (1:1, v/v) e filtradas em micro-
seringa, para a remog¢do do catalisador. Este procedimento de adicdo de
solventes era repetido 3 vezes, para a lavagem da enzima. Os solventes
eram evaporados em banho-maria a 35°C, sob corrente de nitrogénio.
As amostras eram inertizadas e armazenadas sob refrigeracdo para
andlise posterior.

3.4.3 Acompanhamento qualitativo das reacoes de glicerdlise

O perfil lipidico das amostras, para 0 monitoramento qualitativo
das reacdes, foi realizado, no Brasil, por CCD, utilizando-se
cromatofolhas de aluminio contendo silica gel e revelador de
fluorescéncia. Foram testadas diferentes fases eluentes: hexano/éter
etilico/acido férmico (80:20:2, v/v/v), n-hexano/acetato de etila (9,8:0,2,
v/v) e cloroférmio/acetona/metanol (95:4,5:0,5, v/v/v), sendo que o
primeiro sistema de elui¢do foi escolhido para a andlise. A visualizagio
das manchas foi feita com luz ultravioleta (254nm) e com vapor de iodo
(Christie, 1982). Para esta andlise, foram utilizados os seguintes
padrdes: acido oléico (AGL), monooleina (MAG), dioleina (DAG) e
dipalmitina (DAG). O 6leo de peixe OmegaPure foi utilizado como
padrao de triacilgliceréis (TAG).

Na Franca, as reagdes também foram acompanhadas
qualitativamente por CCD, de acordo com a metodologia descrita acima,
utilizando-se o sistema de solventes hexano/éter etilico/acido acético
(70:30:1, v/v/v) para a elui¢do das amostras.
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3.4.4 Determinacio dos produtos de interesse

No Brasil, a determinacdo do teor de di- e triacilglicerdis
presentes nas amostras foi realizada por cromatografia em fase gasosa
(CG).

Para esta quantificacdo, foram utilizados n-heptano, piridina,
derivatizante MSTFA (N-metil-N-trimetilsiltrifluoracetamida), padrdes
externos: di- e triacilglicerdis do dcido oléico, de grau cromatogréfico e
de procedéncia Sigma-Aldrich. Padrdes externos de di- e triacilglicerdis
dos 4cidos palmitico, linoléico e linolénico foram utilizados para a
verificagdo da regido de eluicdo destas fra¢des lipidicas.

As condi¢des de andlise e o preparo das solugdes de calibragdo e
das amostras foram realizados segundo Norma DIN EN n° 14105 do
Comité Europeu para Padronizacdes (2003), com as modificagdes
propostas na literatura (Valério, Kriiger et al., 2009).

Antes da injecdo, as amostras foram previamente fundidas em
banho-maria e homogeneizadas em vértex. Em um baldo volumétrico de
10mL, previamente tarado, adicionaram-se cerca de 3 gotas da amostra
(50-60mg). Anotou-se a massa e adicionou-se uma quantidade
correspondente do derivatizante MSTFA (previamente homogeneizado
no voértex), em volume. Apds agitacdo com o vortex, a mistura
permaneceu sob repouso durante 15min. Ao final deste tempo,
completou-se o baldio com n-heptano. As amostras silanizadas foram
analisadas em cromatégrafo gasoso Shimadzu 2010, com injetor
automdtico e on-column e detector de ionizacdo de chama (CG-DIC).
Utilizou-se a coluna capilar DB-5 (J&W Scientific, n® de série:
US7162944H), com dimensdes 30m x 0,25mm x 0,Ium. As condig¢des
de operacdo foram: Temperatura do detector: 380°C; Programacdo da
temperatura da coluna: 50°C por 1 minuto, 15°C/min até 180°C,
7°C/min até 230°C, 10°C/min até 380°C, permanecendo nesta
temperatura por 8 min. Gas de arraste: Hidrogénio (pressdo 80kPa);
Volume injetado: 1,0pL. Esta andlise foi realizada no Laboratério de
Termodindmica Aplicada da URI-Campus de Erechim. As amostras
foram injetadas em duplicata e os resultados foram expressos em teor
percentual mdssico, em relacio ao total de amostra.

Na Franga, determinou-se o teor de mono- e diacilglicerdis
produzidos ao longo das reagdes de glicerdlise, utilizando-se a técnica
de cromatografia de camada delgada de alto desempenho (CCD-AD)
aliada a densitometria, com base em método previamente descrito na
literatura (Yang, Rebsdorf et al., 2005a), com as modificacdes descritas
a seguir. Para isto, as amostras foram dissolvidas em n-hexano (1, 4 ou
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20mg/mL). A solugdo lipidica resultante foi aplicada em placas de vidro
para CCD e as fracdes lipidicas de interesse foram detectadas por
densitometria. O sistema de andlise (CAMAG) consistia de um
aplicador automatico de amostras (Linomat 5, CAMAG), um Scanner de
densitometria (TLC Scanner 3, CAMAG), e o Software Wincats. Placas
de vidro para CCD (20 x 10cm, silica gel 60, Merck, Darmstadt,
Alemanha) foram previamente desenvolvidas (lavadas) com
cloroférmio, em uma cidmara de desenvolvimento horizontal CCD-AD
(CAMAG), e secas a 115°C por 30min antes do uso. Cinco a dez
microlitros da amostra diluida em n-hexano foram aplicados em
cromatoplacas de vidro utilizando-se o equipamento Linomat 5. Em
cada placa, solugdes de padrdes (4cido oléico, mono-, di- e
triacilglicer6is em n-hexano) também foram aplicadas. Solugdes de
mono- e diacilgliceréis foram usadas para calibracdo. Diferentes
propor¢des de solventes foram testadas como sistema de eluicdo, de
forma a haver uma separagdo adequada dos dcidos graxos livres, mono-,
di- e triacilglicer6is, conforme segue: hexano/éter etilico/acido acético
(65:35:1; 60:40:1; 70:30:1; 80:20:1, v/v/v), hexano/éter etilico (50:50,
v/v), cloroférmio/acetona (90:10, v/v). Para a andlise, a camara de
desenvolvimento horizontal foi saturada durante 2min com o sistema de
eluicdo selecionado (hexano/éter etilico/acido acético, 65:35:1, v/v/v)
antes da migracdo. Apés o desenvolvimento das amostras, a placa foi
seca durante 3min. A placa foi entfo lida, linha por linha, a 200nm
(faixa da luz ultravioleta, UV) sem revelacdo prévia, utilizando-se o
densitometro TLC Scanner 3 (CAMAG). Este comprimento de onda foi
selecionado previamente, para a identificacdo das fracdes lipidicas de
interesse. E importante mencionar que a resposta da UV é fortemente
dependente do grau de insaturag¢do de cada 4cido graxo que constitui a
amostra. Os dados da leitura da placa foram processados pelo software
Wincats. O teor de mono- e diacilglicerdis foi expresso com base na
massa total de amostra. Os valores apresentados sdo a média de duas
andlises. Quando avaliada, a conversdo molar dos triacilgliceréis foi
calculada com base na estequiometria da reagéo de glicerdlise.

Para a quantificacio dos mono- e diacilglicerdis, testou-se
também a revelagdo das placas de CCD e posterior quantificacdo por
densitometria. As placas foram imersas em uma solucdo de sulfato de
cobre em 4cido fosférico e secas a 180°C por 15min em uma estufa para
a revelacdo das manchas. Apés resfriamento a temperatura ambiente, as
placas foram lidas no densitometro a 510nm (TLC Scanner 3, CAMAG)
e os dados foram tratados no software Wincats. Alternativamente, as
cromatoplacas reveladas foram digitalizadas e salvas no nivel de cinza.
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Os picos obtidos foram analisados utilizando-se o software Imagel]
(ImageJ 1.43u/Java 1.6.0_10, 32 bit). Neste caso, os picos foram
integrados vale a vale ou utilizando-se a 4drea total abaixo deles.
Observou-se que nenhum dos métodos de leitura das placas reveladas
foi eficaz, j& que as solucdes das amostras encontravam-se
demasiadamente concentradas, provocando a satura¢do dos picos para
estes tratamentos. Além disso, houve uma grande interferéncia da
coloragdo da placa (“ruido de fundo”) para a quantificagdo dos picos a
510nm. Por estes motivos, todos os resultados apresentados sdo
referentes as placas que ndo haviam sido submetidas a revelagdo e que
foram lidas a 200nm por densitometria.

3.4.4.1 Producdo de padroes de mono- e diacilglicerdis para andlise
por CCD-AD/Densitometria

Para a quantificacio de mono- e diacilgliceréis por CCD-
AD/Densitometria, etapa desenvolvida na Franca, definiu-se um
protocolo para a hidrdlise do 6leo de peixe, visando a produgido dos
padrdes de mono- e diacilglicerdis. As condi¢gdes da reacdo de hidrélise
foram as seguintes: 55°C, 250rpm (incubadora com agitacdo orbital), 3g
de dgua, 0,3g de dleo de peixe, 0,3g da Novozym® 435. A reago foi
acompanhada durante 24h.

Ap6s a produgdo dos mono- e diacilgliceréis no tempo adequado
(4h), estes acilglicer6is parciais foram diluidos em n-hexano
(200mg/mL) e purificados por CCD preparativa. Os sistemas de elui¢do
cloroférmio/metanol (90:10, v/v) e hexano/éter etilico/dcido acético
(65:35:1, v/v/v) foram empregados para o isolamento dos mono- e
diacilglicerdis, respectivamente.

3.4.5 Composicao em acidos graxos dos monoacilglicerdis e
diacilglicerdis

Para os experimentos desenvolvidos na Franga, determinou-se a
composicdo em dcidos graxos dos mono- e diacilglicer6is produzidos
nas reagdes de glicerdlise. Para tanto, amostras do meio reacional,
recuperadas como descrito na secdo 3.4.2, foram diluidas em n-hexano
(200mg/mL) e purificadas por CCD preparativa. O sistema de elui¢do
hexano/éter etilico/dcido acético (65:35:1, v/v/v) foi utilizado para o
isolamento dos mono- e diacilgliceréis produzidos durante as reacdes de
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glicerdlise. Ap6s migragcdo, 1cm da placa de CCD foi cortado, imerso
em uma solucdo de revelagdo (solu¢do de sulfato de cobre em &cido
fosférico) e aquecido a 180°C por 15min em uma estufa. Apds
revelacdo, as bandas de mono- e diacilgliceréis foram identificadas e
recuperadas do restante da placa.

A silica recuperada da placa de CCD, contendo as fra¢des de
mono- e diacilglicerdis, foi imediatamente submetida a esterificagio
para a obten¢do dos respectivos ésteres metilicos, os quais foram

analisados por CG, conforme descrito anteriormente no item 3.2.6.

3.4.6 Condicionamento da Novozym® 435 pela temperatura

Nesta etapa, realizada na Franca, avaliou-se a influéncia do
condicionamento prévio da enzima sobre o teor de mono- e
diacilgliceréis formados durante a reacdo de glicerdlise. Para tanto, a
lipase imobilizada foi previamente colocada em estufa a 40°C, durante
l1h, com o objetivo de reduzir sua atividade de dgua e,
conseqiientemente, a possibilidade de rea¢des de hidrélise do dleo
utilizado como substrato nas reacdes de glicerdlise. Para estas reacdes,
os substratos foram adicionados numa propor¢do molar de 2:1
(glicerol:6leo de peixe), totalizando uma massa de 3g de reagentes. A
lipase condicionada foi adicionada em uma propor¢do madssica de 10%
(em relagdo ao total de substratos). As reagdes de glicerdlise foram
conduzidas a 55°C por 24h em um incubador com agitagdo orbital
constante (250rpm). Amostras do meio reacional (3 gotas) foram
retiradas ao longo do tempo, dissolvidas em 2mL de uma soluc¢do de n-
hexano/etanol (1:1, v/v) e filtradas com uma micro-seringa para a
remogdo do catalisador, sendo diretamente transferidas para um tubo de
vidro com tampa. Esta operacdo de lavagem da enzima foi repetida 3
vezes. Os solventes foram eliminados em um banho-maria a 35°C, sob
corrente de nitrogénio. O meio reacional foi inertizado e armazenado
sob temperatura de refrigeracdo para posterior andlise qualitativa por
CCD. Para fins de comparacgdo, esta reacdo também foi realizada com a
lipase nao condicionada.

Posteriormente, esta etapa do trabalho foi realizada novamente,
em banho-maria do tipo Dubnoff, conforme descrito na secdo 3.4.2, para
utilizar o mesmo sistema reacional utilizado nos experimentos de
glicerélise em meio livre de solvente e de surfactante. Estas amostras
foram analisadas quantitativamente por CCD-AD/Densitometria.
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3.4.7 Ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares, no Brasil, para comparar
o teor de diacilgliceréis obtidos utilizando-se os diferentes meios
reacionais testados neste trabalho. Para tanto, as condigdes
experimentais da glicerdlise do 6leo de peixe foram mantidas fixas,
conforme especificado a seguir para cada meio reacional. Nesta etapa, o
Indice de Peréxido do meio e a atividade enzimdtica foram
determinados apés as reacdes.

As condicdes indicadas foram escolhidas com base em diferentes
estudos sobre reacgdes de glicerdlise catalisadas pela lipase Novozym®
435, em diferentes meios reacionais (Torres, Lin et al., 2002; Damstrup,
Jensen et al., 2005; Yang, Rebsdorf et al., 2005b; a; Pawongrat, Xu et
al., 2008; Valério, 2009; Valério, Kriiger et al., 2009). Também levou-
se em conta a faixa de temperatura de trabalho para esta lipase (40-
70°C), informada pelo fabricante (Novozymes). A relacdo molar
glicerol:6leo de peixe utilizada (2:1) foi definida considerando-se a
relacdo estequiométrica para a formagdo de monoacilglicerdis, na reagéo
de glicerdlise de triacilglicerdis (Bornscheuer, 1995). Para a escolha do
terc-butanol como solvente organico, levou-se em conta que a literatura
indica que, ao contrério de outras lipases, a enzima Novozym® 435 ndo
apresenta redu¢do na atividade quando utilizada em meio contendo este
alcool tercidrio (Yang, Rebsdorf et al., 2005a).

3.4.7.1 Meio reacional com surfactante

A reacdo foi realizada nas condicdes seguintes: cerca de 15g de
substratos (mistura de glicerol e 6leo), adicionados na propor¢do molar
glicerol/dleo de peixe 2:1. O surfactante e a lipase foram adicionados na
propor¢do de 10% cada (m/m, em relacdo a mistura de 6leo e glicerol).
A reacdo foi realizada a 55°C sob agitacdo mecanica constante, durante
2 horas. Nesta etapa, foram testados todos os surfactantes listados no
item 3.1.

3.4.7.2 Meio reacional com solvente orgdnico

O reator foi alimentado com o glicerol e o dleo de peixe (2:1,
mol/mol). Em seguida, adicionou-se terc-butanol (1:1, v/v, em relacio
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ao total de glicerol e 6leo), totalizando 35mL de meio reacional, e a
enzima (10%, m/m, em relagdo a mistura glicerol e 6leo). A reagdo foi
realizada a 55°C sob agitacdo mecanica constante, durante 2 horas.

3.4.7.3 Meio reacional livre de solvente orgdnico e de surfactante

O reator foi alimentado com o glicerol e o dleo de peixe (2:1,
mol/mol), sendo que o teor total destes substratos foi de
aproximadamente 15g. A enzima foi adicionada na propor¢do de 10%
em massa, em relagdo ao total de glicerol e de 6leo. A reagdo foi
realizada a 55°C sob agitagdo constante, durante 24 horas. Este tempo
foi definido com base nos estudos encontrados na literatura para reagdes
na auséncia de solvente organico, considerando-se a baixa transferéncia
de massa neste sistema.

3.4.8 Planejamento experimental

Apds as reagOes preliminares, definiu-se um planejamento
experimental para avaliar os efeitos e as interagcdes dos fatores mais
influentes sobre a obten¢do dos produtos de interesse nas reacdes de
glicerdlise enzimdtica de Oleo de peixe, para cada meio reacional
selecionado nos ensaios preliminares (item 3.4.7).

Em relacdo aos experimentos realizados no Brasil para o meio na
presenca de Tween 65 (selecionado na etapa anterior) e para o meio na
presenca de terc-butanol, definiu-se um planejamento fatorial fracionado
2*! com triplicata no ponto central (Tabela 4). As varidveis estudadas
foram propor¢do molar de substratos (glicerol e 6leo), concentragio de
enzima e temperatura da reacdo, concentracdo de Tween 65 e/ou terc-
butanol. Nestes ensaios, a agitacdo foi mantida em 600rpm e o tempo de
reacdo foi fixado em 2 horas, com base em pesquisa com sistema
semelhante (Kriiger, Valério et al., 2010). Os resultados (fracdo méssica
percentual de diacilglicer6is) foram analisados em um nivel de
confianca de 95% com o auxilio do software Statistica® 7.0 (Statsoft
Inc). Nesta etapa, também determinou-se o teor de triacilglicerdis
presentes ao final da reacao.
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Tabela 4. Nivel das varidveis investigadas no planejamento fatorial
. 4-1 ~ . s e .
fracionado 27 para a reacdo de glicerdlise enzimdtica em
meio com surfactante e em meio com terc-butanol.

Niveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 40 55 70
Glicerol:6leo de peixe, G:O (mol/mol) 1:1 2:1 3:1
Enzima imobilizada, [E] (%, m/m, em 5 10 15
relacdo ao 6leo de peixe e glicerol)

Solvente:substratos (v/v) 1:1 3:1 5:1
Surfactante (%, m/m, em relacdo ao 6leo 5 10 15

de peixe e glicerol)

Para o meio contendo somente glicerol e 6leo de peixe,
investigado na Franca, definiu-se um planejamento fatorial completo 2
com triplicata no ponto central. O delineamento experimental teve por
objetivo o cdlculo dos efeitos principais e a identificacdo, dentre as
varidveis estudadas, daquelas que influenciam significativamente a
obtengdo de mono- e diacilglicerdis durante as rea%(")es de glicerdlise de
Oleo de peixe catalisadas pela lipase Novozym~ 435. As varidveis
estudadas foram propor¢do molar de substratos (glicerol e O6leo),
concentracdo de enzima e temperatura de reacdo, avaliados nos niveis
indicados na Tabela 5. Nestes ensaios, as reacdes foram conduzidas
durante 48 horas, a ndo ser que especificado de outra forma. Realizou-se
um estudo cinético da formacdo de mono- e diacilglicerdis para cada
uma das reagdes do planejamento experimental. As amostras foram
analisadas quantitativamente por CCD-AD/Densitometria. Os resultados
foram expressos em termos da fracdo madssica (%) de mono- e
diacilglicerdis (em relacdo ao total de substratos) formados ao longo do
tempo. Os resultados obtidos nesta etapa também foram tratados
estatisticamente, em um nivel de confianga de 95%, pelo software
Statistica 7.0 no tempo de 24 horas, no qual o equilibrio havia sido
atingido para a maioria das reagdes.

Os niveis apresentados nas Tabelas 4 e 5 para os diferentes
fatores foram definidos com base em diferentes publicacdes (Torres, Lin
et al., 2002; Damstrup, Jensen et al., 2005; Yang, Rebsdorf et al.,
2005b; a; Pawongrat, Xu et al., 2008; Valério, Kriiger et al., 2009).
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Tabela 5. Nivel das varidveis investigadas no planejamento fatorial
completo 2} para a reacdo de glicerdlise enzimdtica em meio
livre de solvente e de surfactante.

Niveis -1 0 +1
Temperatura (°C) 40 55 70
Glicerol:6leo de peixe, G:O (mol/mol) 1:1 4:1 7:1
Enzima imobilizada, [E] (%, m/m, em 5 10 15

relacdo ao 6leo de peixe e glicerol)

3.4.9 Velocidade inicial de reacio, produtividade e conversao

Com base no estudo cinético das reagdes de glicerdlise no meio
livre de solvente e de surfactante, realizadas na Franca, construiu-se o
grifico do teor molar especifico de mono- e diacilgliceréis (mmol.g" de
meio reacional) em fun¢do do tempo de reacdo (h). O coeficiente
angular da parte linear da curva assim obtida, calculado utilizando-se o
software OriginPro 7.5, corresponde a velocidade inicial especifica da
reacdo, expressa em mmol de mono- ou diacilgliceréis.g'1 de meio
reacional.h™.

Para estes experimentos, a produtividade em mono- e
diacilglicerdis foi determinada para avaliar o desempenho do processo
enzimatico sob diferentes condi¢des, tendo sido calculada conforme a
Equagado 9:

Equacio 9

onde:
P, = produtividade em mono- ou diacilglicerdis (mmol.g'1 meio
reacional.h™) no equilibrio da reagdo;
C = teor de mono- ou diacilgliceréis (mmol.g”’ meio reacional) no
tempo ¢ (equilibrio da reagao);
Cp = concentracio de mono- ou diacilgliceréis (mmol.g’1 meio
reacional) no tempo zero;
t = tempo no equilibrio da reagao (h).

Quando avaliada, a conversdo molar de triacilglicerdis foi
calculada com base na Equacdo 10:
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TAG
Conversdoy,; % = L*#100
TAG, Equacao 10
onde:
Conversaorag, ,% = conversdo molar de triacilglicerdis, no tempo ¢ de
reagdo;

TAG= quantidade de triacilglicer6is, em mmol, presentes no tempo
t,obtida por cdlculo, com base na estequiometria da reacdo;

TAG;= quantidade de triacilgliceréis, em mmol, presentes no tempo zero
de reacdo, calculada com base na quantidade adicionada de dleo de
peixe, em massa, e na massa molar do 6leo.

Para o célculo da quantidade de triacilglicerdis (mmol), presentes
no tempo t (TAG;,), utilizou-se a Equacdo 11. Para este cdlculo,
considerou-se a auséncia de dcidos graxos livres no meio reacional.

3*TAG, +2* DAG, — 2% DAG, — MAG,
3 Equacio 11

TAG, =

onde:

TAG= quantidade de triacilgliceréis, em mmol, presentes no tempo t;

TAG;= quantidade de triacilglicer6is, em mmol, presentes no tempo zero
de reacfo, calculada com base na quantidade adicionada de
6leo de peixe, em massa, € na massa molar do dleo;

DAG;= quantidade de diacilglicer6éis, em mmol, presentes no tempo
zero de reacdo, obtida com base na quantificacdo por CCD-
AD/Densitometria;

DAG= quantidade de diacilglicerdis, em mmol, presentes no tempo ¢ de
reacdo, obtida com base na quantificacio por CCD-
AD/Densitometria;

MAG = quantidade de monoacilgliceréis, em mmol, presentes no tempo
t de reacdo, obtida com base na quantificacio por CCD-
AD/Densitometria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos
relacionados a caracterizag@o do 6leo de peixe e dos demais substratos, a
acdo da lipase Novozym® 435 sobre os surfactantes de grau alimenticio,
bem como as reacdes de glicerdlise enzimatica, objetivando a produgéo
de mono- e diacilglicerdis, em diferentes meios reacionais. Estes
resultados serdo apresentados separadamente, de acordo com as etapas
realizadas no Brasil (secdes 4.1, 4.3.1 e 4.3.2) e na Franca (secoes 4.1.1,
4.2e4.3.3).

4.1 CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS
Na Tabela 6, é apresentada a caracterizagdo do 6leo de peixe

OmegaPure, utilizado como substrato para as reagdes de glicerdlise.

Tabela 6. Caracterizacdo do d6leo de peixe comercial refinado

OmegaPure.

Analise Valor Metodologia
Indice de acidez (% em &cido oléico)* 0,137 AOCS Ca 5a-40 (1989)
Indice de acidez total (%)* 0,272 AOCS Ca 5a-40 (1989)
Indice de peréxido (meq Ox/kg 6leo)** 0,449 AOCS Cd 8-53 (1990)
Indice de saponificagio (mg KOH/g 6leo)** 202,37 AOCS Cd 3-25 (1990)
Densidade relativa (g/mL) 0,930 AOCS Cc 10a-25 (1990)
Viscosidade a 25°C (cP) 40,03 Viscosimetro Brookfield
Viscosidade a 40°C (cP) 24,51 Viscosimetro Brookfield
Viscosidade a 55°C (cP) 15,96 Viscosimetro Brookfield
Viscosidade a 70°C (cP) 11,11 Viscosimetro Brookfield

* Média de duas determinacdes. ** Média de trés determinacdes.

Os resultados encontrados para indices de acidez, perdxido e
saponificacdo, e para a densidade relativa do dleo de peixe OmegaPure
condizem com as especificacdes do fornecedor (OmegaProtein). O
indice de perdxido encontrado, no valor de 0,449 miliequivalentes de
oxigénio/kg 6leo, atende os padrdes das regulamentacdes nacionais e
internacionais referentes a 6leos para consumo humano (FAO-WHO,
1981, revisdo 1999; FDA, 1995, revision 2003; Brasil, 2005).
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Na Tabela 7, esta apresentada a composi¢do em acidos graxos do
6leo de peixe OmegaPure, determinado conforme procedimento descrito
na se¢do 3.2.6. Este Oleo apresenta seis dcidos graxos majoritarios:
acidos miristico (8,65%), palmitico (18,48%), palmitoléico (11,47%),
oléico (10,15%), EPA (13,34%) e DHA (13,34%). Este substrato &,
portanto, rico nos 4cidos graxos Omega-3 EPA e DHA, os quais
totalizam 26,68%, o que é uma caracteristica comum para Sleos de
origem marinha (Pigott e Tucker, 1990; Stansby, 1990; Gunstone,
Harwood et al., 1994; Pessatti, 2001). Constitui-se, portanto, em um
substrato com potencialidades para a elaboracdo de emulsificantes
(mono- e diacilglicerdis) funcionais.

Tabela 7. Composi¢do em 4cidos graxos do dleo de peixe comercial
refinado OmegaPure.

Acido graxo % (m/m)
C14:0 Miristico 8,65
C16:0 Palmitico 18,48
Cl6:1 Palmitoléico 11,47
C18:0 Estedrico 3,60
C18:1 Oléico 10,15
Cl18:2 Linoléico 2,10
C18:3 Linolénico 1,71
Cl18:4 Estearidonico 3,14
C20:4 Araquidonico 1,21
C20:5 EPA 13,34
C22:5 Docosapentaendico (DPA) 2,47
C22:6 DHA 13,34

Andlise por CG realizada na UNICAMP, conforme descrito em 3.2.6.

Na Figura 14, esta apresentada a variacdo da viscosidade do
glicerol e do 6leo de peixe em fungdo da temperatura, sendo que os
valores para a viscosidade do 6leo ja haviam sido indicados na Tabela 6.
Observa-se que o aumento da temperatura provoca uma redugdo
considerdvel na viscosidade destas substincias. A utilizagdo de ambos
substratos torna-se interessante as temperaturas aplicadas nas reacdes de
glicerdlise, especialmente no caso do glicerol, cuja viscosidade a
temperatura ambiente (25°C) é extremamente alta. A literatura indica
viscosidades de 29,8+0,7 a 39,2+0,4cP para 6leos de canola e dleos
vegetais de fritura (Dmytryshyn, Dalai et al., 2004). A reducdo
observada na viscosidade do glicerol e do d6leo de peixe com as
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temperaturas aplicadas nas reagdes deve contribuir para o aumento da
transferéncia de massa durante a glicerdlise enzimaética.

1000 T
900 T
800 T
700 T
600 T
500 +
400 T
300 T
200 T
100 T

Viscosidade do glicerol (cP)

25 40 55 70

Temperatura (°C)

(a)

Viscosidade do 6leo (cP)
1

25 40 55 70

Temperatura (°C)

(b)
Figura 14 — Variacdo da viscosidade (a) do glicerol e (b) do dleo de peixe
OmegaPure em fungdo da temperatura.

Dados da viscosidade do dleo de peixe jd apresentados na Tabela 6. Os eixos das ordenadas
nao t&ém a mesma escala para os dois graficos.

Na Tabela 8 estd apresentado o teor de dgua dos substratos,
solvente e surfactantes utilizados nas rea¢des de glicerdlise enzimatica, a
saber: 6leo de peixe, glicerol, terc-butanol, Tween 65, 80 e 85, e lecitina
de soja, conforme resultados da andlise das amostras por Karl Fischer,
descrita no item 3.2.8.

Para direcionar a reacdo enzimdtica para a hidrélise ou para a
sintese de moléculas, é fundamental controlar a atividade de dgua, o teor
de dgua e/ou a dgua contida na preparacdo de lipase, na mistura de
substratos e aquela porventura formada durante a reacdo (Halling,
2002). A atividade de sintese apresentada pelas lipases geralmente é
potencializada em um meio com teor de dgua residual de 0,5 a 1%
(podendo chegar a 11%, m/v) (Villeneuve, 2007).
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Tabela 8. Teor de 4dgua dos substratos, solvente e surfactantes
utilizados nas reagdes de glicerdlise enzimdtica de 6leo de

peixe.
Amostra Teor de agua*
Oleo de peixe OmegaPure 0,54%
Glicerol P.A. 0,60%
Terc-butanol 0,73%
Tween 65 n.d.
Tween 80 2,88%
Tween 85 5,49%
Lecitina de soja n.d.

* Média de trés determinagdes. n.d.: ndo determinado. Andlise por Karl Fischer, descrita no
item 3.2.8.

Sendo assim, os substratos (6leo de peixe e glicerol P.A.)
utilizados neste trabalho apresentam um teor de dgua suficiente para que
a Novozym® 435 atue de forma satisfatéria como catalisador da reacio
de interesse. Entre os resultados apresentados na tabela acima,
entretanto, supde-se que a aplicagdo dos surfactantes Tween 80 e,
principalmente, Tween 85, possa influenciar significativamente no teor
de 4dgua do meio reacional, em especial quando adicionados na
proporcdo de 15% (m/m) em relacdo ao total dos substratos. O teor de
dgua do Tween 85 pode explicar a reatividade deste surfactante nas
reacdes enzimaticas investigadas na secfo 4.2.

4.1.1 Regiodistribuicao dos acidos graxos nos triacilglicerois do 6leo
de peixe

Na Franga, realizou-se novamente a determinac¢io da composig¢do
em 4cidos graxos, e dos indices de acidez e peréxido do 6leo de peixe
OmegaPure, para o monitoramento da qualidade deste substrato.
Paralelamente, realizou-se a andlise da regiodistribuicdo dos dacidos
graxos nos triacilglicerdis deste lipidio, descrita na se¢do 3.2.7. Os
resultados das andlises por CG, para a determinacdo da composi¢do do
6leo, estdo apresentados na Tabela 9. Os indices de acidez e perdxido
apresentados por este substrato foram de 0,056% (em dacido oléico) e
0,7536meq O,/kg Oleo, respectivamente, segundo metodologia da
AFNOR (1985).
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Tabela 9. Composicio em dcidos graxos' (%) do 6leo de peixe
OmegaPure e andlise da regiodistribuicdo dos seus
triacilglicerdis purificados.

Acido graxo Oleo de peixe TAG purificado o-MAG B-MAG

(%) (%) (%) (%)
Miristico 7,89 8,77 9,22 7,88
Palmitico 16,77 19,71 23,43 12,27
Palmitoléico 10,46 11,95 12,11 11,64
Estedrico 3,24 3,93 7,33 0
Oléico (n-9) 6,24 7,88 12,76 0
Oléico (n-7) 3,05 3,43 4,88 0,52
Linoléico 1,49 1,74 3,40 0
Linolénico 1,55 1,71 1,91 1,31
Estearidonico 2,83 2,79 2,16 4,07
Araquiddnico 1,11 1,82 1,88 1,69
EPA 11,84 12,66 8,92 20,14
DPA 2,22 2,77 1,65 4,99
DHA 11,64 13,89 4,80 32,08

MAG: monoacilgliceréis; TAG: triacilgliceréis.

! Os valores apresentados sdo a média de duas determinagdes. Composigdo em 4cidos graxos
determinada por CG, conforme método NF T60-233/1977 (AFNOR, 1985), descrito em 3.2.6.
Andlise de regiodistribui¢@o descrita no item 3.2.7 (Turon, Bachain et al., 2002).

Pode-se observar que os dcidos DHA (32,08%) e EPA (20,14%)
sdo os principais dcidos graxos presentes na posi¢do central (B) dos
triacilglicerdis do 6leo de peixe OmegaPure. Por outro lado, o 4cido
palmitico (23,43%) € o principal dcido graxo presente nas posi¢des
externas dos triacilglicerdis, seguido pelos &cidos oléico (17,64%) e
palmitoléico (12,11%). Neste 6leo de peixe, as posi¢des externas (o) do
esqueleto do glicerol estdo esterificadas principalmente a 4cidos graxos
saturados (40%) e monoinsaturados (29,8%), enquanto a posi¢ao central
das moléculas € ocupada preferencialmente por d4cidos graxos
insaturados (62,7%).

Esta distribuicdo dos dcidos graxos na molécula, em que a
posi¢do central é ocupada principalmente por dcidos graxos insaturados,
especialmente EPA e DHA, € particular de 6leo de peixe (Brockerhoff,
Hoyle et al., 1966; Turon, Rwabwogo et al., 2005). Além disso, nestes
6leos, a posicdo 1 do esqueleto do glicerol é ocupada tanto por dcidos
graxos saturados quanto por monoinsaturados, enquanto a posicdo 3
desta molécula € ocupada principalmente por dcidos graxos
monoinsaturados (Gunstone, Harwood et al., 1994).
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4.2 ACAO DA LIPASE NOVOZYM® 435 SOBRE SURFACTANTES DE GRAU
ALIMENTICIO

Os surfactantes de grau alimenticio utilizados no presente
trabalho (Tween, lecitina de soja) tém sido aplicados como aditivos em
reacdes de glicerdlise enzimdtica (Hossain, Takeyama et al., 1999;
Valério, Kriiger et al., 2009; Kriiger, Valério et al., 2010). Sua adi¢do ao
meio reacional tem por objetivo melhorar a homogeneidade do sistema,
o qual é composto por substratos imisciveis (glicerol e 6leo). Os
surfactantes citados apresentam func¢des quimicas que podem ser
modificadas por lipases, conforme ji verificado por Bendikieng,
Surinénaité et al. (2005).

Com o objetivo de verificar a reat1v1dade destes surfactantes na
presenca da lipase comercial Novozym 435, foram realizadas reacdes
nas quais se adicionaram como substratos somente o glicerol e cada um
dos surfactantes testados, conforme descrito na sec¢do 3.3.1. Estas
reacdes, em que ndo se adicionou 6leo de peixe, tiveram o intuito de
simular o meio das reagcdes de glicerdlise, utilizando-se os surfactantes
como fase lipidica. Os resultados obtidos por CCD estdo apresentados
na Figura 15, conforme metodologia descrita no item 3.3.2.

" - - e
- <— AGL

<— R#062

- ‘

1 2 3 4 5 6 i 8 9 ORI 25

Figura 15 - Placa de CCD das amostras do meio reacional com glicerol e diferentes
surfactantes de grau alimenticio. Meio reacional com lecitina de soja depois de (1)
2h e (2) 6h; (3) Tween 65 depois de 2h; (4) Tween 80 depois de 2h; (5) Tween 85
depois de 2h; (6) Lecitina de soja pura; (7) Tween 65 puro; (8) Tween 80 puro; (9)

Tween 85 puro; (10) Acido oléico; (11) Acido estedrico; (12) Acido palmitico.

AGL: 4cidos graxos livres. Ry fator de retencdo. Concentracdo das amostras aplicadas:

50mg/mL (amostras 1 a 5, 11 e 12); 20mg/mL (amostras 6 a 10). Volume aplicado: 30uL

(Amostras 1-5); 15uL (Amostras 6-12). Revelacdo: sulfato de cobre e dcido fosférico. Sistema

de eluicdo: CHCl;/MeOH/H,0 (95:20:2,5, v/v/v).
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Pode-se observar a presenca de diferentes fragdes lipidicas em
todos os surfactantes testados (amostras 6, 8 e 9), especialmente na
lecitina de soja (amostra 6). Também pode-se perceber a presenca de
uma mancha de fragdo lipidica préxima a frente de solvente para todos
os meios testados. No sistema de solventes utilizado para a migracdo das
amostras na placa acima, esta mancha apresentou um fator de retengdo
proximo ao dos 4cidos graxos livres (R=0,94). Quando se compara a
solucdo de lecitina de soja pura (amostra 6) e o meio reacional contendo
glicerol e este fosfolipidio (amostra 1), pode-se observar sua
modificagdo pela Novozym® 435 ja ap6s 2h de reagdo. A comparagdo
dos meios contendo Tween 80 (amostra 4) e Tween 85 (amostra 5)
indica a auséncia de bandas (Rg=0,62) que estavam presentes nas
solucdes puras destas substancias (amostras 8 e 9, respectivamente).

Testou-se outro sistema de eluicdo (hexano/éter etilico/dcido
acético, 70:30:1, vol), para se obter uma separa¢do mais adequada das
fragdes lipidicas apolares presentes nas amostras dos Tween, conforme
metodologia descrita no item 3.3.2. Os resultados estdo mostrados na
Figura 16.
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Figura 16 - Placa de CCD do meio reacional com glicerol e diferentes surfactantes
de grau alimenticio. Meio reacional com lecitina de soja depois de (1) 2 e (2) 6h; (3)
Tween 65 depois de 2h; (4) Tween 80 depois de 2h; (5) Tween 85 depois de 2h; (6)

Lecitina de soja pura; (7) Tween 65 puro; (8) Tween 80 puro; (9) Tween 85 puro;

(10) Acido oléico; (11) Acido estedrico; (12) 1-oleina; (13) 1,3-dioleina; (14)
Triacilglicerdis do 6leo de peixe OmegaPure; (15) Oleato de etila.

MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilglicerdis; TAG: triacilglicerdis; AGL: 4cidos graxos
livres; Ry: fator de reten¢@o. Concentragdo: S0mg/mL (amostras 1 a 5, 11, 12 e 15); 20mg/mL
(amostras 6 a 10). Volume da amostra aplicada: 30puL (amostras 1-5; 11-15); 10uL (amostras
6-10). Revelacdo: sulfato de cobre e dcido fosférico. Sistema de eluicdo: hexano/éter
etilico/acido acético (70:30:1, v/v/v).
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Com este sistema de solventes, obteve-se uma melhor separagio
das fracdes lipidicas de interesse para as amostras em estudo, referentes
aos meios reacionais contendo Tween. Nesta placa de CCD, observa-se
a presenca de manchas referentes a 4cidos graxos livres nos Tween
puros (amostras 8 e 9). Com base nesta andlise, pode-se perceber que os
Tween (amostras 3 a 5) foram parcialmente convertidos a mono-
(R=0,03) e diacilglicer6is (R=0,17 e 0,24, referente aos isdmeros), bem
como a uma substincia ndo identificada com base nos padrdes
disponiveis, cujo fator de retencdo (R¢) foi de 0,83. Verificou-se que este
fator de retengdo era proximo, mas ndo idéntico, ao do oleato de etila
utilizado como padrdo (amostra 15 da placa acima).

Como a modificacdo dos surfactantes de grau alimenticio foi
pronunciada quando se utilizou o Tween 85 (amostra 5), esta substincia
foi escolhida para uma investigacdo mais aprofundada. Realizaram-se
reacOes sob diferentes condicdes, para verificar a ocorréncia de
modificacdo ou hidrdlise deste surfactante pela lipase, ou de oxidagéo
durante a reacdo. Os resultados estdo apresentados na Figura 17,
conforme andlise detalhada no item 3.3.2.
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1 52 3 4 5 6 i T";?” C181 MAG DAG TAG EE?? Glicerol

Figura 17 - Placa de CCD das amostras do meio reacional com (1) glicerol e éleo de
peixe apds 48h, (2) glicerol e Tween 85 apds 2h, (3) controle (reag@o sem a enzima)
com glicerol e Tween 85 apds 62h, (4) 4gua e Tween 85 apds 2h, (5) glicerol, 6leo
de peixe e Tween 85 apds 2h, (6) glicerol e 6leo de peixe apds 62h sob atmosfera
inerte, (7) controle (reacdo sem a enzima) com glicerol e 6leo de peixe apds 62h sob
atmosfera inerte.

MAG: monoacilgliceréis. DAG: diacilgliceréis. TAG: triacilgliceréis. AGL: dcidos graxos
livres. C18:1: acido oléico. EEAG (C18:1): oleato de etila. Revelac@o: sulfato de cobre e dcido

fosforico. Sistema de elui¢do: hexano/éter etilico/dcido acético (70:30:1, v/v/v).

Na Figura 17, pode-se observar que o Tween 85 foi modificado
pela Novozym® 435 em todas as condicdes testadas (amostras 2, 4 e 5).
Na placa de CCD, observa-se a presenc¢a de duas manchas cujos fatores
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de retencdo foram de 0,80 e 0,87, respectivamente. Ambas sio
referentes a mancha com fator de retencdo 0,83, verificada na Figura 16.
Estas manchas, referentes a substincias desconhecidas com base nos
padrdes utilizados para esta andlise, foram observadas no meio reacional
com Tween 85 na presenca de oxigénio (amostra 2) e na presenca de
dgua (amostra 4). Isto sugere que tais substincias, que néo se tratavam
de ésteres alquilicos, devem ser referentes a produtos da oxidagfo,
modificacdo ou da hidrélise enzimética deste surfactante. Estas manchas
nao foram observadas quando ndo havia lipase no meio reacional
(amostra 3), e estavam presentes na reaco tanto entre o dleo de peixe e
o glicerol (amostra 1), quanto na presenga destes substratos e de Tween
85, mesmo depois de apenas 2h de reacdo (amostra 5). A produgdo
destas substincias foi minimizada no meio que havia sido inertizado
com nitrogénio (amostra 6). Este g4s inerte se mostrou eficaz para a
protecdo dos dcidos graxos poliinsaturados, presentes no 6leo de peixe,
contra a oxidacdo, inclusive apds um longo tempo de reagcdo (62h,
amostra 7).

Na Figura 17, pode-se observar que foi possivel produzir mono- e
diacilglicerdis em 2 horas de reacdo de glicerdlise do éleo de peixe, na
presenca de Tween 85 (amostra 5).

Para a identificagdo das manchas desconhecidas (R=0,80 e 0,87),
presentes na Figura 17, aplicou-se uma solu¢do do meio contendo
Tween 85, apds 2 horas de reacdo, em uma placa de CCD preparativa.
As manchas de interesse foram recuperadas da silica, extraidas e
analisadas por CL-EM. A identificacdo das amostras por esta técnica
analitica ndo foi conclusiva, mas verificou-se que nao se tratavam de
acido oléico, monooleina, dioleina, trioleina, oleato de etila ou Tween
85, os quais também foram analisados por esta técnica. Uma andlise
destas substancias por RMN H*' poderia ser 4til para elucidar sua
estrutura.

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho confirmam
observacdes feitas por Bendikiené, Surinenaité et al. (2005), para a
investigacdo da hidrélise de Tween por lipase de Pseudomonas
mendocina 3121-1. Estes autores mostraram que diferentes Tween (20,
40, 60, 80 e 85) podem ser usados tanto como surfactantes quanto como
substratos na presenca desta enzima. A lipase testada no trabalho citado
foi capaz de hidrolisar todos os Tween testados, mostrando atividade
maior frente ao Tween 85, cuja estrutura é préxima a da trioleina. Esta
substincia, entretanto, agiu como surfactante ao invés de substrato
quando seu teor mdssico estava na faixa de 0,4 a 0,8%, em relagdo ao
total do meio reacional.
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A presenga de surfactante no meio reacional pode afetar a
atividade da lipase. Hossain, Takeyama et al. (1999) mostraram que a
atividade hidrolitica da lipase de Chromobacterium viscosum apresentou
um incremento em um sistema de micela reversa AOT/Tween 85,
quando comparada com um sistema simples de micela reversa contendo
AOT.

Por outro lado, Gao, Cao et al. (2000) verificaram que uma nova
lipase isolada de uma cepa de Pseudomonas foi inativada por diferentes
surfactantes, em especial por Tween e sulfonatos, em reagc@o de hidrélise
de azeite de oliva.

Apesar da modificacdo enzimdtica dos surfactantes testados no
presente trabalho, estas reacdes ndo devem apresentar um impacto
considerdvel na formacdo de mono- e diacilgliceréis durante as reacdes
de glicerdlise de dleo de peixe, ja que estes aditivos sdo adicionados ao
meio reacional em uma propor¢do pequena, comparada a quantidade de
6leo de peixe e de glicerol presentes no sistema. E importante
mencionar, entretanto, que a degradacio ou modificacdo dos
surfactantes adicionados ao meio, sob acdo da lipase, pode alterar as
propriedades da emulsdo formada, com a conseqiiente perda da eficacia
deste aditivo no sistema. Adicionalmente, a acdo da Novozym® 435
sobre os surfactantes testados poderd implicar na necessidade de
purificagdo do meio ao final das reacdes de glicerdlise nas quais estes
aditivos tenham sido utilizados.

4.3 REACOES DE GLICEROLISE EM DIFERENTES MEIOS REACIONAIS
4.3.1 Ensaios preliminares

Inicialmente, foi feita uma comparacdo de trés meios para a
consecugdo das reacdes de glicerdlise enzimdtica: meio contendo terc-
butanol, meio livre de solvente organico contendo surfactante de grau
alimenticio, e meio livre de solvente e de surfactante. Estas reacdes
estdo descritas na secdo 3.4.7. No meio contendo surfactante, foram
testados quatro surfactantes de grau alimenticio: Tween 65 (BHL 10,5),
Tween 80 (BHL 15,0), Tween 85 (BHL 13,5) e lecitina de soja (BHL
8,0). O emprego destes emulsificantes como aditivos em alimentos é
permitido nos Estados Unidos (FDA, 2008b) e pela legislacdo brasileira
(Brasil, 1999c; b; a).

A titulo ilustrativo, dois cromatogramas caracteristicos obtidos
nas andlises das amostras por cromatografia em fase gasosa (CG),
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segundo as condi¢des descritas na Norma DIN EN n° 14105, com as
modificagdes propostas na literatura (Valério, Kriiger et al., 2009), sdo
apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Perfis cromatogréficos caracteristicos, obtidos por cromatografia em
fase gasosa, de amostras do meio reacional (a) antes e (b) apds 2 horas de reacio na
presenca de terc-butanol.

MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilglicerdis; TAG: triacilgliceréis; AGL: dcidos graxos
livres. Condigdes reacionais: 600rpm, 55°C, razdo molar glicerol:6leo de peixe 2:1, 10% de
enzima imobilizada (m/m, em relacéo ao total de substratos), propor¢ao ferc-butanol:substratos
1:1 (v/v). Concentracdo da solucdo injetada: (a) 3.950ppm; (b) 6.840ppm. Volume injetado:

1,0uL.

Através da avaliagdo destes cromatogramas, percebe-se a
conversdo de triacilglicerdis (retencio na regido de 27 a 35 minutos) a
outras fracdes lipidicas (4cidos graxos livres, mono- e diacilglicerois).

A andlise dos cromatogramas, entretanto, revelou a sobreposi¢ao
dos picos referentes aos acidos graxos livres e aos monoacilglicerdis, o
que dificultou a quantificacdo de cada uma destas fracdes lipidicas
presentes nas amostras. E oportuno mencionar que os padrdes de EPA e
de DHA e de seus respectivos acilglicerdis parciais sdo caros ou
inexistentes, e ndo estavam disponiveis no laboratério onde foi realizada
a andlise cromatografica, embora pudessem ter sido obtidos por
hidrélise do 6leo de peixe. Nas condi¢gdes da andlise, os cromatogramas
permitem quantificar somente as fracdes de diacilglicerdis (tempo de
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retencdo entre 20 e 27 minutos) e de triacilglicerdis presentes nas
amostras.

Cabe ressaltar que as condicdes que foram utilizadas neste
trabalho na andlise por CG sdo correntemente aplicadas para a andlise
dos acilgliceréis formados na glicerdlise de azeite de oliva. Para este
substrato, a regido de cada acilglicerol € bem definida, sendo que os
picos entre 10,5 a 12,5 minutos correspondem a regido de acidos graxos
livres, de 15 a 19 minutos correspondem a regido de monoacilglicerdis,
de 23 a 28 minutos correspondem a regido de diacilglicerdis, e de 30 a
35 minutos correspondem a regifo de triacilglicerdis. O azeite de oliva é
composto majoritariamente por 4cido oléico (Kriiger, 2010), ao
contrdrio do dleo de peixe, que apresenta uma composi¢do bastante
diversificada de 4cidos graxos.

Frente as consideracdes expostas, optou-se por apresentar
somente o teor de di- e triacilglicerdis presentes nas amostras, conforme
resultados indicados na Tabela 10 para os diferentes meios reacionais
testados.

Tabela 10. Teor massico (%) de di- e triacilglicerdis usando diferentes
meios reacionais.

Meio reacional DAG (%) TAG remanescente

(%)
Antes da reacdo 2,90 80,00
Sem solvente, sem surfactante™ 34,90 15,19
terc-butanol** 20,27 4,29
Tween 65%* 19,41 43,47
Tween 80%** 15,51 42,72
Tween 85%* 17,04 46,31
Lecitina de soja** 15,19 37,95

Meédia de duas determinagdes. Anélise das amostras por cromatografia em fase gasosa.

Condi¢do reacional: 600rpm, 55°C, razdo molar glicerol:6leo de peixe 2:1, 10% (m/m) de
enzima imobilizada (em relag@o ao total de glicerol e 6leo). Meio contendo surfactante: 10%
(m/m) surfactante (em relacdo aos substratos). Meio contendo terc-butanol: propor¢do
solvente:substratos 1:1 (v/v).

* 24 horas de reacdo. ** 2 horas de reaco.

Através dos resultados apresentados, verifica-se que o meio livre
de solvente e de surfactante proporcionou a maior formacdo de
diacilglicerédis (34,90%) em 24 horas de reacdo. Neste caso, salienta-se
que o tempo de reacdo foi superior ao tempo de 2 horas, aplicado para
os demais meios reacionais testados no presente estudo, devido a baixa
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transferéncia de massa existente no meio em que hd somente glicerol e
dleo.

Na glicerdlise de 6leo de peixe catalisada por lipase comercial
imobilizada de C. antarctica B, Torres, Lin et al. (2002) obtiveram 20%
de monoacilglicerdis e 42% de diacilgliceréis apés 24 horas de reacdo a
temperatura de 60°C, com agitacdo de 300rpm, em meio livre de
solvente organico, ou seja, contendo somente o 6leo e o glicerol. A
enzima foi adicionada na proporcdo de 7% (m/m) em relacdo aos
substratos, os quais foram empregados na propor¢cdo molar de 0,89
(triacilglicerol:glicerol). Em reagdo de glicerdlise de o6leo de peixe
mediada por lipase comercial imobilizada de R. miehei, utilizada na
proporcdo de 8,5%, os mesmos autores obtiveram um total de 40% de
mono- e diacilgliceréis apds 24 horas de reacdo conduzida a 45°C,
utilizando uma propor¢do molar de 5,5 (triacilglicerdis:glicerol) e
agitacdo de 300rpm.

Yang, Fruekilde et al. (2003) relatam a obtencdo de 5% de
monoacilgliceréis, 50% de diacilglicerdis e 35% de triacilglicerdis, com
a formacdo de 8% de 4cidos graxos livres, na glicerdlise de 6leo de
girassol. Neste estudo, estes pesquisadores utilizaram a enzima
comercial Lipozyme TL IM, de T. lanuginosus, na proporcdo de 20%
em relacdo ao total de substratos. A reacdo foi conduzida em meio sem
solvente, a temperatura de 40°C e 300rpm durante 17 horas, com a
reducio da temperatura e da agitacio para 5°C e 200rpm,
respectivamente, até completar um total de 24 horas de reagdo. Esta
estratégia de reducdo da temperatura e da agitacdo foi adotada para
proceder ao fracionamento dos mono- e diacilglicerdis formados durante
a glicerdlise, sendo uma alternativa para aumentar o rendimento da
reacdo em sistema livre de solvente. A quantidade de enzima empregada
nesta reagfo, entretanto, poderia ser otimizada, para reduzir os custos do
processo.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, observa-se
que, no meio contendo ferc-butanol, obteve-se um teor madssico de
20,27% de diacilgliceréis e de apenas 4,29% de triacilglicer6is em 2
horas de reagdo. A maior conversdo de triacilgliceréis em um curto
tempo de reagdo, em comparagdo aos demais meios testados, pode ser
atribuida a presenca do solvente utilizado no meio, ja que este melhora a
homogeneidade do sistema.

O terc-butanol tem se mostrado um solvente bastante ttil para
reacdes de glicerdlise, conforme observado por Yang, Rebsdorf et al
(2005a). Estes autores relatam que a eficdcia da reacdo de glicerdlise de
6leo de girassol catalisada pela Novozym® 435 pode ser aumentada em



Capitulo 4 — Resultados e discussdo

85

mais de 20 vezes quando se utiliza meio contendo ferc-butanol, quando
em comparagdo com meio livre de solvente. Deve-se considerar,
entretanto, que o ferc-butanol € sélido a temperatura ambiente (ponto de
fusdo 25-26°C), o que torna o processo trabalhoso. Para aplicacdes
industriais, portanto, deve-se levar em conta a relagdo custo-beneficio
para a aplicacdo deste solvente, conforme ja discutido por Pawongrat,
Xu et al. (2008).

Estudo de Kriiger, Valério et al. (2009) indicou a obtencdo de
teores mdssicos superiores a 60% (total de mono- e diacilglicerdis) na
glicerélise de azeite de oliva catalisada pela Novozym® 435 (10%, em
massa, em relacdo aos substratos) em apenas 4 horas de reacdo na
presenca de terc-butanol.

Na otimizacdo da glicerdlise de dleo de girassol catalisada pela
Novozym® 435 em meio contendo ferc-pentanol, observou-se que o
maior teor de monoacilgliceréis (76%) foi obtido em apenas 115min a
50°C, utilizando-se a enzima na propor¢do de 18% (m/m, em relacdo ao
6leo), com os substratos na propor¢do molar de 7:1 (glicerol:6leo) e com
uma quantidade de solvente de 500% (v/m de 6leo) (Damstrup, Jensen
et al., 2006).

A condugdo das reagdes em meio livre de terc-butanol e contendo
surfactante de grau alimenticio mostrou-se bastante promissora para o
sistema avaliado, confirmando a possibilidade de uso destas substincias
para aumentar o contato entre a enzima e os substratos, conforme
sugerido no item 4.2. Com base nos resultados apresentados na Tabela
10, observa-se que o tipo de surfactante influenciou o teor de
diacilglicer6is formados. Entre os surfactantes avaliados, o sistema
reacional contendo Tween 65 proporcionou o maior teor de
diacilgliceréis (19,41%, m/m) apds duas horas de reacdo.

No caso da lecitina de soja, observou-se uma dificuldade de
dissolucdo deste fosfolipidio no meio reacional. Isto implicou na
formacdo de agregados no meio, dificultando a transferéncia de massa
neste sistema.

A variacdo no teor de diacilgliceréis formados quando se utilizam
diferentes surfactantes pode ser atribuida a diferenca existente na
conformacdo molecular e nas caracteristicas quimicas de cada
surfactante testado, entre as quais o valor de BHL (Desai e Banat, 1997).
No sistema em estudo, a fase oleosa tende a ser a fase continua da
emulsdo, sendo que, entre os Tween testados, o Tween 65 é o mais
solivel nesta fase, de acordo com seu BHL (Leon-Calderon, Schmitt et
al., 2007).
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A influéncia do tipo de surfactante sobre a formagdo de mono- e
diacilglicerdis j4 foi observada em estudo sobre glicerdlise de azeite de
oliva, utilizando-se a Novozym® 435 como catalisador (Valério, Rovani
et al., 2010). No estudo mencionado, o surfactante Tween 65 conduziu
ao maior teor de mono- e diacilglicerdis (36,21%) apds duas horas de
reacdo, seguido pelo surfactante Tween 85 (31,09%). Estas
concentracdes de acilglicerdis parciais foram obtidas a 70°C, com
agitacdo mecanica de 600rpm, razao molar glicerol:azeite de oliva 2:1,
7,5% (m/m) de enzima imobilizada e 16% de surfactante.

Nesta etapa do trabalho, decidiu-se analisar qualitativamente as
amostras por cromatografia em camada delgada (CCD), como um
método alternativo para verificar a presenca de dcidos graxos livres,
mono-, di- e triacilgliceréis apds as reacdes. A CCD € uma técnica
analitica simples, sendo util para uma andlise rdpida do meio reacional.
Esta técnica jd foi aplicada na literatura, por exemplo, para a avaliagdo
do progresso da reacdo de etandlise de dleo de peixe, visando a
formacdo de 2-monoacilgliceréis (Pfeffer, Freund ef al., 2007).

As amostras que apresentaram o maior teor de diacilglicerdis —
conforme resultado obtido por CG — foram aplicadas em placas de CCD.
Os resultados estdo obtidos nesta etapa estdo apresentados na Figura
19A. Esta andlise foi realizada segundo metodologia descrita no item
3.4.3. A revelacdo das placas com vapor de iodo mostrou-se mais eficaz
do que a luz ultravioleta para a visualizacdo de todas as fra¢des lipidicas
presentes nas amostras. Levando-se em conta que o objetivo desta
andlise, neste momento, foi qualitativo e ndo preparativo, decidiu-se
apresentar os resultados utilizando-se somente vapor de iodo como
revelador.
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Figura 19 — (A) Andlise por CCD dos padrdes de (a) dcido oléico, (b) monooleina,
(c) dioleina, (d) dipalmitina, do meio (e) antes e (f) apds a reacéio com ferc-butanol;

(B) Anélise por CCD do meio (a) antes e apds a reacdo
(b) na auséncia de solvente e de surfactante, (c) na presenca de terc-butanol e
(d) na presenca do surfactante Tween 65.

MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilglicerdis; TAG: triacilgliceréis; AGL: dcidos graxos

livres. Sistema de eluicdo: hexano/éter etilico/dcido férmico (80:20:2, vol). Condic¢des

reacionais: vide Tabela 10. Concentragdo das solugdes aplicadas: 500mg/mL.
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Conforme se observa na figura Figura 19A, a andlise por CCD
indicou a conversdo parcial dos triacilgliceréis (R=0,67) a mono-
(R=0,03) e diacilglicerdis (R=0,15 e 0,18, referente aos isdmeros) no
meio contendo ferc-butanol, em 2 horas de reacdo. Neste sistema, esta
andlise qualitativa sugere a presenca de 4cidos graxos livres (R=0,58)
apds a reacdo na presenca de solvente organico. A presenca de dcidos
graxos livres no produto final estd associada a problemas de sabor e de
aroma nos produtos alimenticios aos quais os mono- e diacilglicerdis
sdo incorporados (Grompone, 2011). Além disso, a formacdo de 4cidos
graxos livres implica na reducdo do rendimento do processo e no
aumento dos custos de purificagdo do produto final (Pawongrat, Xu et
al., 2008).

Através da andlise por CCD (Figura 19B) também foi possivel
verificar que a Novozym® 435 foi capaz de converter os triacilgliceréis
(R=0,68) a acilglicerdis parciais (MAG, R=0,05, e DAG, R=0,23) e
acidos graxos livres (R=0,43) em todos os meios reacionais testados,
nas condicdes aplicadas nos ensaios preliminares, corroborando os
resultados obtidos por CG. A conversdo, entretanto, ndo foi total no
tempo de reacdo avaliado, o que pdde ser verificado mediante a presenca
de manchas de triacilglicerdis em todas as amostras, resultado que
também condiz com aqueles obtidos por CG.

4.3.1.1 Avaliacdo da atividade enzimdtica

O monitoramento da atividade enzimdtica ao final da rea¢éo é um
dado importante para a avaliac@o de possiveis modifica¢des na atividade
do catalisador, como decorréncia das caracteristicas de determinado
meio reacional ou das condi¢des reacionais. A Tabela 11 apresenta os
resultados obtidos para a atividade de esterificacdo da lipase imobilizada
Novozym® 435 no inicio e no final de 2 horas de reagfo, para os meios
contendo solvente ou surfactante, e apds 24 horas de reacdo em meio
livre de solvente e de surfactante. Nesta andlise, utilizaram-se acido
laurico e n-propanol como substratos, conforme descrito na secdo
3.2.10.

Os resultados apontam que, nas condi¢des aplicadas nos ensaios
preliminares, a maioria dos meios utilizados neste trabalho provocou
variagdes menores que 10%, para mais ou para menos, na atividade de
esterificacdo da enzima Novozym® 435. Uma perda mais acentuada da
atividade de sintese desta lipase foi verificada no meio contendo lecitina
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de soja. Para este experimento, a lipase apresentou retencido de apenas
83,94% de sua atividade de esterificag¢do original.

Tabela 11. Efeito do meio reacional sobre a atividade de esterificacio
especifica (A.E..sp) da Novozym® 435, expressa em U/mg de
lipase imobilizada*.

Meio reacional A.E..,, inicial A.E., final Atividade
(U/mg) (U/mg) residual (% )**

Sem solvente,

sem surfactante 1,331° 1,278 96,05%
Terc-butanol 1,331 1,314 98,71%
Tween 65 1,690 1,546 91,46%
Tween 80 1,331 1,417 106,42%
Tween 85 1,690 1,512 89,47%
Lecitina de soja 1,690 1,418 83,94%

(a), (b): Atividade enzimatica referente a Novozym® 435 proveniente de lotes diferentes.

* U: unidade de atividade de esterificacdo, definida como a quantidade de 4cido ldurico, em
umols, consumido por minuto, nas condi¢des descritas na se¢io 3.2.10.

** Atividade residual, % = (atividade final)/(atividade inicial)*100.

Condigdes das reagdes: vide Tabela 10.

Em trabalho sobre glicerdlise de azeite de oliva, também foi
observada variacdo inferior a 10%, para mais ou para menos, na
atividade de esterificacio da Novozym® 435, quando se utilizaram os
mesmos surfactantes de grau alimenticio que foram empregados no
presente estudo. Os resultados do trabalho citado indicaram, entretanto,
que ndo houve perda significativa da atividade da lipase em meio
contendo lecitina de soja (Valério, 2009).

O efeito de diferentes surfactantes sobre a atividade enzimdtica
foi avaliado em trabalho sobre produgdo e caracterizacdo de lipase
obtida a partir de uma cepa de Pseudomonas sp. isolada do solo (Gao,
Cao et al., 2000). No estudo mencionado, observou-se a perda da
atividade de hidrolise da enzima, em diferentes graus, frente a todos os
surfactantes testados, sendo que a inativacdo foi total nos meios
contendo Tween e sulfonatos. Isto ndo foi verificado no presente
trabalho, em que se utilizou a lipase Novozym® 435 na presenca de
diferentes Tween.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram que,
nos sistemas e nas condigdes avaliados, a Novozym® 435 nio
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apresentou perda significativa da atividade de sintese. Isto sugere a
possibilidade de recuperacdo e reutilizagdo deste biocatalisador em
ciclos subseqiientes com a manuten¢do do rendimento das reacdes, o
que ¢ extremamente interessante para a redug@o dos custos operacionais
nos processos em que esta lipase € aplicada.

4.3.1.2 Avaliagdo da recuperacdo da enzima apos as reagoes

Ao final do tempo de reacdo de glicer6lise enzimatica, verificou-
se, na etapa de lavagem do biocatalisador, que o uso de n-hexano ndo
estava sendo adequado para a remogao total dos residuos, em especial de
glicerol, aderidos a enzima. Mesmo apds trés lavagens do meio
reacional com aproximadamente 20mL de n-hexano em cada lavagem,
tanto o papel filtro quanto a enzima apresentavam residuos do meio
reacional, em especial nos meios em que nao havia sido utilizado terc-
butanol durante a reagdo de glicerdlise. Supds-se, entdo, que tanto a
quantificacdio dos produtos presentes no meio reacional quanto a
atividade da enzima recuperada poderiam estar sendo afetados pela
lavagem insuficiente da enzima, utilizando-se somente n-hexano como
solvente.

Sendo assim, decidiu-se realizar uma reagdo de glicerélise do
6leo de peixe na presenca de Tween 85, nas condi¢des dos ensaios
preliminares. Em seguida, recuperou-se a enzima, a qual foi lavada
utilizando-se diferentes solventes: em um teste, realizaram-se trés
lavagens seguidas, utilizando-se 20mL de n-hexano a cada lavagem; em
outro teste, realizaram-se trés lavagens seguidas, utilizando-se 20mL de
uma mistura contendo n-hexano e etanol 96% (1:1, v/v) em cada
lavagem, conforme descrito em 3.4.2. Na Figura 20, sdo apresentadas as
fotos da enzima apds estas lavagens.

A analise visual indicou a ineficiéncia do n-hexano,
isoladamente, para a remo¢do do meio aderido a lipase, ao final do
tempo de reacdo de glicerdlise, jd que a enzima lavada mostrou-se em
forma de grumos e sua consisténcia estava pegajosa. Por outro lado, o
emprego de uma mistura de n-hexano e de etanol 96% mostrou-se eficaz
para a lavagem da Novozym® 435. A enzima recuperada com tais
solventes ndo apresentava residuos aderidos. Supde-se que a polaridade
mais alta deste sistema de solventes, quando em comparagcdo com a
utilizacdo de n-hexano isoladamente, deve ter facilitado a recuperacio
do glicerol aderido a Novozym® 435 ao final da reagdo de glicerdlise.
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Figura 20 — Lipase Novozym® 435 submetida a trés lavagens sucessivas com 20mL
de n-hexano cada (foto a esquerda) e com uma mistura de n-hexano e etanol 96%,
1:1, v/v (foto a direita), apds recuperagdo do meio de reagdo de glicerdlise de éleo de
peixe na presenca de Tween 85.

Nesta etapa de experimentos, amostras da enzima recuperada ao
final da reacdo e lavada utilizando-se n-hexano, isoladamente ou em
conjunto com etanol 96%, foram submetidas a andlise de atividade de
esterificagdo. O resultado foi comparado com o valor da atividade de
esterificacdo da enzima original.

Observou-se que ndo houve diferenca na atividade de
esterificagdo apresentada pela Novozym® 435 lavada com os diferentes
solventes. Esta lipase, que apresentava inicialmente uma atividade
especifica de esterificacdo de 1,754U/mg, teve uma perda de 18,7% de
atividade quando lavada com n-hexano apds a reacdo de glicer6lise na
presenca do Tween 85. Ja quando a enzima foi lavada com uma mistura
de n-hexano e etanol ao final da reacdo de glicerdlise, a atividade foi
reduzida em 16,4%.

Ap6s as reagdes de glicerdlise enzimdtica do 6leo de peixe na
presenca de Tween 85, amostras do meio foram analisadas por CG
(Figura 21), para verificar se os solventes utilizados para a lavagem da
lipase poderiam influenciar no perfil lipidico quantificado por esta
técnica analitica.

A andlise do meio proveniente das reagcdes de glicerdlise do 6leo
de peixe na presenca do Tween 85, por CG, indica que as amostras “b” e
“c”, lavadas com solventes diferentes (Figura 21), apresentaram o
mesmo perfil lipidico (dcidos graxos livres, mono-, di- e
triacilglicerdis). Com base nos cromatogramas, pode-se inferir que os
solventes utilizados para a lavagem da enzima ndo afetaram o perfil de
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acilglicerdis presentes no meio reacional. Percebe-se também a presenca
de um pico eluido no tempo entre 3 e 4 minutos, referente ao glicerol,
conforme identificacdo feita por CG-EM.
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Figura 21 — Cromatogramas, obtidos por cromatografia em fase gasosa, do meio
reacional de glicerdlise de 6leo de peixe com Tween 85, catalisada pela lipase
Novozym® 4335, (a) no tempo zero e apés 2h de reacio apés a recuperacio da

enzima com (b) n-hexano e (c) n-hexano e etanol.

Estudo sobre a lavagem de diferentes enzimas ao final do
processo ja foi desenvolvido na literatura para reagdes visando a
obten¢do de biodiesel utilizando dlferentes Oleos vegetais como
substrato. Concluiu-se que a enzima Novozym 435 reteve 90% de sua
atividade de transesterificacdo apds sete ciclos de uso, quando havia
sido lavada com n-hexano ao final de cada reacdo. A lavagem desta
lipase com outros solventes, inclusive etanol, provocou a perda de sua
atividade ao longo de ciclos repetidos de uso. Deve-se considerar,
entretanto, que, no sistema mencionado, a camada de substratos e
produtos sobre o suporte da enzima era formada principalmente por éleo
e biodiesel, de cardter apolar (Rodrigues, Volpato et al, 2008), ao
contrdrio do que ocorre na presente pesquisa, em que se observou, ao
final da reagdo, a presenca de quantidade significativa de glicerol no
meio, de cardter polar.

4.3.1.3 Avaliagdo do indice de peroxido

O monitoramento do indice de peréxido do meio ao final da
reacdo € uma determinagdo fundamental para a verificacdo da
ocorréncia de oxidacdo do dleo de peixe, como decorréncia das
condi¢gdes aplicadas durante a glicerélise deste substrato. A Tabela 12
apresenta os valores de indice de perdxido das amostras obtidas nos
ensaios preliminares, segundo andlises realizadas com base no Método
AOCS Cd 8-53 (1990), descrito na se¢do 3.2.3. E importante ressaltar
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que as amostras foram submetidas a evaporacdo dos solventes em estufa
a vacuo (60°C) e armazenadas sob atmosfera inerte durante um més, sob
temperatura de congelamento, antes da determinagdo do indice de
peroxido.

Tabela 12. Indice de peréxido do dleo de peixe original e do meio
reacional apds armazenagem sob temperatura de
congelamento e atmosfera inerte durante um més.

Meio reacional Indice de Peréxido*

(meq Oykg amostra)
Oleo de peixe OmegaPure 0,45
Sem solvente, sem surfactante 7,80
Terc-butanol 11,04
Tween 65 29,05
Tween 80 7,63
Tween 85 12,95
Lecitina de soja 2,28

* Média de duas determinacdes. Condi¢des reacionais: vide Tabela 10. Metodologia analitica:
AOCS Cd 8-53 (1990).

Os valores encontrados para indice de peréxido das amostras dos
meios reacionais foram superiores ao valor obtido para o dleo de peixe
original (0,45meq O,/kg 6leo), indicando que houve oxidagdo lipidica
durante as reacdes de glicerdlise. Os resultados obtidos podem ser
considerados altos, embora a maioria esteja préxima ao limite superior
de 10meq O,/kg 6leo estipulado pelo Codex Alimentarius para dleo
extraido de arenque (FDA, 1995, revision 2003). Um aumento
considerdvel no indice de perdxido foi observado para os meios
contendo Tween 65, Tween 85 e ferc-butanol. O dleo de peixe
OmegaPure, utilizado neste trabalho, é rico nos 4cidos graxos
poliinsaturados EPA e DHA, os quais sdo extremamente suscetiveis a
oxidagdo, o que leva a sua destrui¢do, conforme ja verificado na
literatura para sistemas semelhantes (Borg, Girardin et al., 2000).

Estudo sobre a estabilidade oxidativa de lipidios estruturados
ricos em dcidos graxos poliinsaturados e de leite acrescido destes
lipidios demonstrou que o processo de oxidagdo lipidica estd
estritamente relacionado a composicao em dcidos graxos das amostras
(Timm-Heinrich, Nielsen et al., 2004). Além disso, a pesquisa indicou
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que as condi¢des de armazenagem sdo determinantes para a manutengdo
da qualidade do produto.

Uma importante contribuicdo sobre diferentes sistemas para
minimizar a oxidagdo lipidica de dleo de peixe, durante reagdes de
glicerdlise, foi dada por Borg, Girardin et al. (2000). Estes autores
verificaram que a aplicacdo de nitrogénio durante as reacdes de
glicerdlise € eficaz para inibir a oxidagdo lipidica, enquanto a aplicacio
de védcuo no sistema sé apresentou efeito protetor quando associada a
aplicagdo de nitrogénio.

Cabe mencionar que, na literatura, grande parte dos trabalhos
sobre glicerdlise enzimdtica sdo realizados em reatores com agitagao
magnética ou orbital, sem a aplicacdo de atmosfera inerte ou de vicuo.
No presente estudo, optou-se por trabalhar com agitacdo mecanica, para
garantir um contato adequado entre os substratos. No sistema escolhido
no presente estudo, o reator de vidro foi coberto com papel aluminio, de
maneira que a oxidacdo lipidica ndo fosse acelerada, embora este
método aparentemente ndo tenha sido efetivo para a inibicdo deste
processo, ja que as reagdes foram conduzidas em atmosfera contendo
oxigénio. Além disso, o tratamento dispensado as amostras apds a
reacdo seguiu protocolo atualmente aplicado no laboratério para
amostras obtidas a partir da glicerdlise de azeite de oliva, a saber,
evaporacio dos solventes em estufa a vdcuo até peso constante. E
importante considerar que o azeite de oliva contém majoritariamente
dcido oléico, o que confere a esta matéria-prima uma estabilidade
oxidativa maior do que a observada para o 6leo de peixe.

A partir dos resultados obtidos, também pode-se inferir que o tipo
de emulsificante exerce grande influéncia sobre a oxidag@o lipidica do
meio reacional. O fato de que os emulsificantes exercem um papel na
estabilidade oxidativa das gotas lipidicas ja foi comprovado na literatura
(Fomuso, Corredig et al., 2002). Em emulsdes de dleo/dgua formadas
por lipidios estruturados obtidos a partir de 6leo de canola e 4cido
caprilico, por exemplo, verificou-se que a proteina isolada de soja
oferece uma inibi¢do maior da oxidagdo lipidica do que sacarose
esterificada com 4cidos graxos (Osborn e Akoh, 2004).

No presente estudo, o menor valor de indice de peréxido
(2,28meq Oy/kg amostra) foi observado para o meio contendo lecitina de
soja. Este resultado pode ser atribuido & acdo antioxidante apresentada
por este fosfolipidio e potencializada por um sinergismo entre a lecitina
e os tocoferdis adicionados ao 6leo de peixe, efeito ja observado para
6leos vegetais (Judde, Villeneuve et al., 2003). O emprego da lecitina de
soja como aditivo alimenticio, desempenhando a funcdo tanto de
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antioxidante quanto de emulsificante, é permitido pela legislacdo
brasileira na Resolu¢do n°® 386 de 1999 (Brasil, 1999c). Na selecdo de
diferentes antioxidantes para estabilizar uma mistura de mono- e
diacilglicerdis obtidos a partir da glicerdlise de 6leo de babacu, sugeriu-
se que este fosfolipidio apresenta um efeito protetor (Freitas, Castro et
al., 2009). Entretanto, de acordo com o que ja foi comentado na se¢éo
4.3.1, a dissolugdo da lecitina de soja ndo foi satisfatéria no sistema
estudado, razdo pela qual o estudo da glicerdlise neste sistema nao foi
aprofundado.

Com base nas observacdes apresentadas, percebeu-se a
necessidade de identificar, neste trabalho, em qual etapa das reacdes de
glicerdlise e/ou do tratamento dispensado as amostras a oxidacdo
lipidica foi mais pronunciada. Assim, optou-se por realizar novos
ensaios, nos meios contendo Tween 65, Tween 85 e ferc-butanol, com a
retirada de aliquotas em diferentes etapas do processo para a
determinacdo de indice de peréxido. No meio contendo Tween 85, foi
realizada uma investiga¢do mais aprofundada (Tabela 13). E importante
ressaltar que, nestes experimentos, o indice de peréxido foi determinado
imediatamente apds as reagoes.

Tabela 13. indice de peréxido do meio reacional em diferentes etapas
do processo e analisado imediatamente apds a evaporacio
dos solventes.

Indice de Peréxido*
(meq O /kg amostra)

Etapa
Tween Tween Terc-
65 85 butanol

Imediatamente apds a reagdo 2,88 2,40 1,99
Ap6s evaporacao do(s) solvente(s) em
estufa a vacuo (60°C) n.d. 8,03 n.d.
Apos evaporagao do(s) ,solvente(i) em 3.62 3,77 1,99
evaporador rotativo a vacuo a 75°C
Ap6s evaporacao do(s) solvente(s) em
estufa a vacuo por 1 hora a 60°C, nd. 6.42 nd.

seguido de aquecimento a 30°C sob
corrente de nitrogénio

Condigdes reacionais: vide Tabela 10.

* Média de duas determinacdes. n.d.: ndo determinado. Metodologia analitica: AOCS Cd 8-53
(1990).
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Através dos resultados apresentados na Tabela 13, percebe-se
que, nas condi¢des aplicadas, houve certo nivel de oxidagcdo do dleo de
peixe durante a reacdo, quando comparado com o valor de I.P. do dleo
de peixe original (0,45meq O,/kg Odleo). Isto pode ser atribuido as
temperaturas aplicadas durante o processo e ao fato de a atmosfera do
reator conter oxigé€nio. Observou-se também que a evaporacdo dos
solventes em estufa a vacuo acentuou a oxidacdo do 6leo, mesmo em
tempos curtos (lh). Este procedimento, portanto, ndo se mostrou
adequado para o tratamento destas amostras. Com base nos valores de
indice de perdxido, percebe-se que a eliminacdo dos solventes em
evaporador rotativo a vicuo mostrou-se mais adequada para a
conservacdo da qualidade do 6leo apds as reacdes, e decidiu-se adotar
este tratamento para as amostras obtidas no planejamento experimental
apresentado na secdo 4.3.2.

Apesar dos beneficios nutricionais dos dcidos graxos
poliinsaturados presentes no 6leo de peixe, principalmente EPA e DHA,
¢ importante ressaltar que ambos s3o prontamente oxiddveis a
temperatura ambiente (Pigott e Tucker, 1990; Kulas, Olsen et al., 2003).
O processo de oxidacdo é um pardmetro critico para a vida-de-prateleira
de 6leo de peixe e de produtos alimenticios aos quais este tipo de dleo é
incorporado (Pigott e Tucker, 1990). Por esta razdo, é preciso tomar o
maximo cuidado no processamento do peixe e na obtencdo do dleo de
peixe, de maneira a garantir uma manipula¢do rdpida, minimizando o
contato com o oxigénio do ar e evitando a exposicdo a temperaturas
elevadas (Kulas, Olsen et al., 2003). E importante mencionar que oS
antioxidantes naturalmente presentes no peixe sdo perdidos durante o
manuseio do peixe e durante as etapas de extracdo e processamento do
6leo (Pigott e Tucker, 1990; Wanasundara e Shahidi, 1997a; Kulas,
Olsen et al., 2003). Conseqiientemente, o 6leo obtido necessita de
protecdo adequada por meio da adi¢do de antioxidantes, injecdo de gases
inertes e embalagem em recipientes hermeticamente fechados,
garantindo sua qualidade para o consumo humano (Lands, 2005). Apéds
as reacOes de glicerdlise e processos de purificagdo dos produtos de
interesse, recomenda-se a adicdo de uma quantidade extra de
antioxidantes, de maneira a garantir a estabilidade oxidativa dos
emulsificantes obtidos durante seu armazenamento e consumo.
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4.3.2 Reacoes em meio contendo ferc-butanol e em meio contendo
Tween 65

Levando-se em conta ndo somente o consumo de triacilglicerdis e
a formacdo de diacilglicerdis, mas também a atividade enzimdtica e o
indice de peréxido obtidos para cada meio reacional testado, definiu-se a
continuidade do estudo de producdo de mono- e diacilglicerdis
utilizando-se os seguintes meios reacionais: meio contendo terc-butanol;
meio livre de solvente organico contendo o surfactante Tween 65; e
meio livre de solvente e de surfactante. Adicionalmente, o Tween 65 foi
selecionado por ter sofrido poucas modifica¢des na presenca da lipase
Novozym® 435. Nesta secdo, serdo apresentados os resultados para os
planejamentos experimentais realizados para o meio contendo ferc-
butanol e para o meio contendo Tween 65, descritos no item 3.4.8.

Com o objetivo de identificar as varidveis importantes para a
producdo de diacilgliceréis e definir uma regido Otima para sua
obtencdo, foram realizados os ensaios do planejamento fatorial
fracionado 2*' com triplicata no ponto central em meio reacional livre
de solvente utilizando o surfactante Tween 65 e em meio contendo terc-
butanol. Os resultados, expressos em fungdo do teor massico de di- e
triacilglicerdis presentes no meio, estdo apresentados nas Tabelas 14 e
15 para os meios contendo ferc-butanol e Tween 65, respectivamente.

Os resultados obtidos no planejamento de experimentos para os
dois meios foram tratados estatisticamente, em um nivel de 95% de
confianca. A Tabela 16 retdne os dados da andlise dos efeitos, estimativa
de erro padrao e o teste ¢ de Student.
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Tabela 14. Matriz do planejamento experimental fracionado (valores
reais e codificados) em termos de teor massico (%) de di- e

triacilglicerdis, em meio contendo terc-butanol.

e . Proporcao TAG
Ensaio T (°C) (mGoi/Or:ol) [EJ;IE;%’ solvente:meio I?%()} remanescente

(v/v) (%)

a 401 11D 5 1D 2840 14,61
b 70(+1) L:1(1) 5(-1) 5:1 (+1) 37,92 23,49
¢ 40(-1) 3:1(+1) 5(-1) 5:1 (+1) 6,80 14,00
d 70 (+1) 3:1(+1) 5(1) 1:1(-1) 29,71 3,54
e 40(-1) 1:1(-1) 15 (+1) 5:1 (+1) 18,65 742
f 70D 1:1(-1) 15 (+1) 1:1 (1) 43,30 11,80
¢ 40(-1) 31+ 15(+D) 1:1 (-1) 17,14 1,73
h 70 (+1) 3:1(+1) 15 (+1) 5:1(+1) 7,22 0,96
i 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 3:1(0) 18,57 1,82
] 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 3:1(0) 19,13 2,53
k 55 (0) 2:1 (0) 10 (0) 3:1 (0) 17,53 2,25

* G:0: propor¢do molar de glicerol e 6leo; [E]: concentracdo de enzima (%, m/m, em relagdo
ao total de substratos). Condi¢do experimental: 600rpm e 2 horas de reagdo. Metodologia
analitica: cromatografia em fase gasosa.

Tabela 15. Matriz do planejamento experimental fracionado (valores

reais e codificados) em termos de teor massico (%) de di- e
em meio contendo Tween 65 como
surfactante de grau alimenticio.

triacilglicerdis,

. Concentracio TAG
Ensaio T (°C) (mf)}l}r(r)lol) [E] (%, m/m) de surfactante Iz%()} remanescente

(%, m/m) (%)

a 40 (-1)  L:1 (D 5(-1) 5(-1) 7,30 66,88
b 70 (+1)  1:1(-1) 5(-1) 15 (+1) 19,88 35,70
c 40 (-1)  3:1(+D) 5(-1) 15 (+1) 3,98 54,52
d 70 (+1)  3:1(+1) 5(-1) 5(-1) 30,69 35,17
e 40 (-1)  L:1 (D 15 (+1) 15 (+1) 11,69 52,14
f 70 (+1) 11 (-1 15 (+1) 5(-1) 43,10 27,36
g 40 (-1)  3:1(+D) 15 (+1) 5(-1) 18,12 53,81
h 70 (+1)  3:1(+1) 15 (+1) 15 (+1) 30,73 19,56
i 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 10 (0) 16,39 46,30
j 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 10 (0) 18,60 35,32
k 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 10 (0) 18,90 40,44

Abreviaturas: vide Tabela 14 - Condicdo experimental: 600rpm e 2 horas de reacdo.
Metodologia analitica: cromatografia em fase gasosa.
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Tabela 16. Estimativas dos efeitos, erros padrdo e teste ¢ de Student
para a producdo de diacilglicerdis em reacdo de glicerdlise
com (a) terc-butanol e (b) Tween 65. 0=0,05.

a)

Variaveis Efeitos Erro-padrao Valores det P
Média 22,22 0,24 90,75 0,000
Temperatura (°C), X, 11,79 0,57 20,54 0,002
G:0O (mol/mol), X, -16,85 0,57 -29,35 0,001
[E] (%, m/m), x3 -4,13 0,57 -7,19 0,019
i’roporgao de solvente (v/v), 1199 0,57 20,88 0002

4
Interagdo x;x, -5,30 0,57 -9,22 0,011
Interagdo x;X3 -4,43 0,57 -7,71 0,016
Interagfo x x4 -1,95 0,57 -3,39 0,077
b)

Variaveis Efeitos Erro-padriao Valores de ¢ P
Média 19,94 0,41 48,25 0,000
Temperatura (°C) 20,83 0,97 21,49 0,002
G:0O (mol/mol) 0,39 0,97 0,40 0,728
[E] (%, m/m) 10,45 0,97 10,78 0,008
Proporc¢ao de surfactante (%) -8,23 0,97 -8,49 0,014

Abreviaturas: vide Tabela 14.

Os efeitos encontrados para as varidveis nos dois meios
reacionais podem ser observados nos Graficos de Pareto apresentados na
Figura 22 (a e b). Os graficos da distribuicdo normal e dos valores
preditos e observados sdo apresentados no Apéndice A (Figuras Al e
A2).

A comparagdo da composi¢do em di- e triacilglicerdis obtidos nos
dois sistemas testados permite concluir que, de maneira geral, o meio
contendo ferc-butanol (Tabela 14) conduziu a um consumo mais
acentuado de triacilglicer6is em 2 horas de reacdo do que o meio
contendo Tween 65 (Tabela 15), nas condi¢des avaliadas.

Em trabalho sobre glicerdlise de 6leo de girassol catalisada pela
Novozym® 435, também se observou o consumo dos triacilglicer6is, em
sua quase totalidade, ap6s 2 horas de reagdo (Yang, Rebsdorf et al.,
2005a).

Os resultados confirmam outros estudos da literatura, que
demonstram que o ferc-butanol é um solvente util para reacdes de
glicerdlise, ja que suas caracteristicas hidrofébicas e predominantemente
hidrofilicas permitem a dissolucdo tanto do glicerol quanto do dleo
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(Damstrup, Jensen et al., 2005). Isto implica em um maior contato entre
os substratos, aumentando sua difusdo no meio e facilitando a conversiao
dos triacilglicer6is a outras fra¢des lipidicas (Yang, Rebsdorf et al.,
2005b).
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Figura 22 — Gréfico de Pareto para a andlise do efeito das varidveis sobre a
producdo de diacilgliceréis em reacdo de glicerdlise enzimdtica de 6leo de peixe na
presenca de (a) terc-butanol e (b) Tween 65.

Abreviaturas: vide Tabela 14.

Em algumas reagdes do presente estudo, o sistema contendo
Tween 65 proporcionou a formacdo de quantidades de diacilglicerdis
compardveis as obtidas nas reacdes com terc-butanol. Os resultados
encontrados em meio contendo surfactante do tipo Tween foram, de
maneira geral, superiores aos obtidos na glicerdlise de azeite de oliva
catalisada pela Novozym® 435 (Valério, Rovani et al., 2010). No estudo
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mencionado, foi possivel obter um total de 41,4% e 37,4% de mono- e
diacilgliceréis para os surfactantes Tween 65 e Triton X-100,
respectivamente, a 70°C, 600rpm, razdo molar glicerol:6leo 6:1, 16%
(m/m) de surfactante e 9% (m/m) de enzima imobilizada em 2 horas de
reacdo. Esta pesquisa relatou a formagcdo de um teor mdssico de
diacilglicerdis inferior a 20 e 13% nos meios contendo Tween 65 e
Triton X-100, respectivamente.

Cabe salientar que, na literatura disponivel até o momento, os
unicos estudos encontrados, referentes a glicerdlise enzimdtica na
presenca de surfactantes de grau alimenticio, estdo citados no presente
trabalho, e referem-se a modificacdo de azeite de oliva, visando a
producdo de mono- e diacilgliceréis (Valério, Rovani et al., 2010).

Nos dois meios testados, observou-se que o produto da reagdo
apresentou o teor miximo de diacilglicerdis, em torno de 43%, no
ensaio f, no qual se utilizou a temperatura de 70°C, a enzima na
concentra¢do de 15% e uma propor¢do molar de 1:1 (glicerol:6leo).
Nestes experimentos, o solvente foi utilizado na proporgdo de 1:1 (v/v,
com base nos substratos) e o surfactante foi adicionado na propor¢do de
15% (m/m, com base nos substratos).

Também foi observado que os experimentos do ponto central do
planejamento experimental forneceram um produto com teor semelhante
de diacilgliceréis (em torno de 18%, em massa) para os dois meios
testados, em paralelo a um consumo de triacilglicerdis superior no meio
contendo solvente organico.

Resultados semelhantes foram encontrados na glicerdlise de
azeite de oliva catalisada pela Novozym® 435 (10%, m/m) em cerca de
2 horas de reacdo a 55°C, relacdo terc-butanol:substratos de 1:1 (v/v),
relacdo glicerol:6leo de 0,5:1,5 e 600rpm (Valério, Kriiger et al., 2009).
Um teor de cerca de 40% de diacilglicer6is pode ser obtido na
glicerdlise de 6leo de peixe utilizando lipase comercial imobilizada de
C. antarctica fracdo B em sistema livre de solvente em cerca de 12
horas de reacdo a 45°C (Torres, Lin et al., 2002). No presente estudo,
foi possivel obter um teor similar em apenas 2 horas de reagdo.

Pela andlise da Tabela 16a, pode-se observar que, para o sistema
contendo terc-butanol, em um nivel de significincia de 5%, a
temperatura apresentou um efeito significativo positivo sobre o teor de
diacilglicerdis, enquanto as demais varidveis (propor¢do molar
glicerol:6leo, concentracio de enzima e proporcdo de solventes)
apresentaram um efeito significativo negativo sobre a obtencdo deste
produto. Percebe-se que as interagdes entre a temperatura e a proporcao
de glicerol e 6leo, bem como entre a temperatura e a concentragio de
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enzima, também foram significativas nas condi¢des avaliadas. Estes
resultados sdo confirmados com a andlise dos resultados apresentados na
Figura 22a.

Para o sistema contendo Tween 65 (Tabela 16b), observa-se que
todos os fatores, exceto a proporcdo molar glicerol:6leo, foram
significativos para a obtencdo de diacilgliceréis (0:=0,05). A temperatura
e a concentra¢do de enzima apresentaram efeito significativo positivo
sobre a obtengdo destes acilglicerdis parciais, enquanto um incremento
na propor¢do de surfactante causou uma reducdo na obtencdo destes
produtos. Estes resultados também sdo verificados na Figura 22b. As
observacdes feitas para os dois meios indicam que o sistema reacional
pode influenciar fortemente o desempenho do processo.

As superficies de resposta para a produgdo enzimdtica de
diacilgliceréis estio mostradas na Figura 23 (na presenca de terc-
butanol) e na Figura 24 (na presenca de Tween 65), lembrando que as
condi¢des do processo ainda ndo estdo otimizadas, razao pela qual, neste
momento, os dados ndo foram ajustados a modelos matematicos.

No meio contendo ferc-butanol, percebe-se que houve um
aumento pronunciado do teor de diacilglicer6is nas temperaturas de
reacdo mais elevadas, em especial quando em conjunto com baixas
propor¢des molares dos substratos (Figura 23a). A temperatura de
reacdo apresentou forte influéncia sobre a producdo de diacilglicerdis
para toda a faixa avaliada de concentragdo de enzima (Figura 23b). Nas
temperaturas mais altas investigadas nestes experimentos, a
concentra¢do de enzima de 5% mostrou-se mais vantajosa do que as
demais quantidades avaliadas.

Na presenca de Tween 65, houve uma maior producido de
diacilglicerdis nas temperaturas mais elevadas avaliadas neste trabalho,
para todas as concentra¢des de enzima avaliadas (Figura 24a). Para este
sistema, o uso de uma temperatura de reacdo intermedidria (55°C)
também ¢é vidvel para a obtencdo do produto de interesse, mediante o
uso de teores intermediarios a altos de enzima (10 a 15%).

Pela andlise da Figura 24b, percebe-se que a regido de trabalho
que combina as menores concentra¢des de surfactante (5 a 10%) e as
concentra¢des de enzima mais elevadas (10 a 15%) é mais interessante
para direcionar a rea¢do para a producdo de diacilglicerdis. Deve-se
ressaltar, entretanto, que a escolha dos niveis avaliados deve priorizar a
melhor relagdo custo-beneficio.
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Figura 23 — Superficies de resposta para a producdo de diacilglicerdis (teor méssico,
%) em terc-butanol, em funcdo (a) da propor¢ao molar de glicerol e 6leo (G:O) e da
temperatura (5% de lipase e propor¢do de solvente de 1:1) e (b) da concentracdo de
enzima e da temperatura (propor¢do molar de glicerol e 6leo de 1:1 e propor¢ado de

solvente de 1:1).

Abreviaturas: vide Tabela 14.
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Figura 24 - Superficies de resposta para a producdo de diacilglicerdis (teor massico,
%) em Tween 65, em funcdo (a) da concentrag¢@o de enzima e da temperatura
(propor¢ao molar de substratos de 1:1 e 5% de surfactante) e (b) da concentragdo de
surfactante e de enzima (55°C, propor¢ao molar de glicerol e éleo de 1:1).

Abreviaturas: vide Tabela 14.
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Com base na andlise dos gréificos apresentados na Figura 23
(terc-butanol) e Figura 24 (Tween 65), na andlise estatistica
desenvolvida, na discuss@o dos resultados e nas informagdes disponiveis
na literatura sobre o processo, pode-se sugerir uma regido de trabalho a
ser avaliada em um novo projeto experimental, para a maximizag¢ao da
producio de diacilglicerdis.

No caso do meio contendo ferc-butanol, pode-se trabalhar na
faixa de 55 a 70°C, utilizando-se a enzima na faixa de 5 a no maximo
10%, fixando-se a propor¢do molar de substratos em 1:1 (glicerol:6leo)
e o solvente na propor¢do de 1:1 (solvente:substratos, Vv/v).
Opcionalmente, pode-se também investigar um excesso molar de
triacilglicerdis no meio, podendo-se trabalhar, por exemplo, numa faixa
de 1:1 (glicerol:6leo, mol/mol) a 1:5 (glicerol:6leo, mol/mol).

Relatos da literatura indicam que a formagao de diacilglicerdis é
favorecida em meios em que ha um excesso de triacilglicerdis, levando-
se em conta que a propor¢do molar estequiométrica para a formagao de
monoacilgliceréis € de 2:1 (glicerol:6leo), o que justifica a faixa de
trabalho sugerida (Yang, Rebsdorf er al., 2005a; Kriiger, Valério et al.,
2010).

Para a reagdo na presenga de Tween 65, sugere-se um novo
projeto experimental que compreenda as temperaturas de 55 a 70°C, a
enzima, por razdes econdmicas, na concentracdo de 7 a 12%, o
surfactante na faixa de 1 a 5%, fixando-se a propor¢do molar de glicerol
e 6leo em 1:1.

Apesar de a temperatura de 70°C ter oferecido o maior
rendimento em diacilglicerdis nos ensaios realizados nesta etaga, sdo
necessdrios estudos adicionais para avaliar o reuso da Novozym™ 435 a
esta temperatura. Desta forma, pode-se verificar se o teor de
diacilgliceréis formados mantém-se constante em ciclos subseqiientes de
utilizacdo desta enzima ou se a temperatura de 70°C afeta a atividade
deste biocatalisador.

A partir dos resultados obtidos, percebe-se que o uso de Tween
65 como surfactante no sistema reacional pode ser uma solucdo simples
para contornar o problema da imiscibilidade dos substratos em reac¢des
de glicerdlise, especialmente quando se objetiva o uso dos produtos
obtidos na industria alimenticia. Deve-se, entretanto, avaliar a
necessidade e a facilidade de purificacio dos produtos em sistema
contendo surfactantes.
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4.3.3 Reacoes de glicerdlise enzimatica em meio sem solvente e sem
surfactante

4.3.3.1 Andlise de mono-, di-, triacilglicerdis e dcidos graxos livres por
cromatografia em camada delgada

Na tentativa de isolar os mono-, di-, triacilglicerdis e dcidos
graxos livres por CCD, para a posterior quantificacdo dos mono- e
diacilglicerdis por densitometria, diferentes sistemas de eluicdo foram
testados (item 3.4.4), conforme indicado nas Figuras 25 e 26.

a) | 'b)

e T YT T

,...-..__. Sesese,
EER * -
L. _E N _E_N_J
e =2 mwm=m=® - D i B il il g
oh 2h 3h 4h 8h 20h: 4h  MAG DAG C18:1 Oh  2h  3h  4h  Bh 20n30 24h MAG DAG C18:1

_

Figura 25 - Placas de CCD com amostras de reacdio de hidrdlise de dleo de peixe,
eluidas com os sistemas de solventes (a) hexano/éter etilico/acido acético (70:30:1,
v/vIv) e (b) cloroférmio/acetona (90:10, v/v).

MAG: monoacilglicer6is; DAG: diacilgliceréis; C18:1: 4cido oléico. Concentracdo das

solucdes: 10mg/mL. Volume aplicado: 10uL.
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Figura 26 - Placas de CCD com amostras do meio de reagdo de glicer6lise eluidas
com diferentes propor¢des volumétricas de hexano/éter etilico/dcido acético
(indicadas na figura). Ordem de eluic@o (a partir da linha base): MAG, DAG, AGL,
TAG, ésteres alquilicos.

Concentragdo das solugdes: 10mg/mL. Volume aplicado: 10pL.
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O uso do sistema hexano/éter etilico/acido acético (65:35:1,
v/v/v) mostrou-se eficaz para a separacdo adequada de todas as fracdes
lipidicas de interesse, cujos fatores de retencdo estdo indicados na
Tabela 17.

Tabela 17. Fator de retencdo (R¢) de mono- di-, triacilglicerdis e dcidos
graxos livres com o sistema hexano/éter etilico/dcido
férmico (65:35:1, v/v/v).

Classe lipidica R¢

Monoacilglicerdis 0,04
Diacilglicerdis 0,31
Acido oléico 0,37
Triacilglicerdis 0,77

Testou-se o uso de duas placas de CCD diferentes, na tentativa de
isolar e quantificar os monoacilgliceréis em uma placa, e isolar os di-,
triacilglicerdis e dcidos graxos livres em outra placa, mas os resultados
para a quantificagdo dos mono- e diacilglicerdis ndo foram vélidos.

Fez-se uma tentativa de realizar a quantificacdo dos mono- e
diacilglicerdis utilizando-se padrdes puros de monooleina e dioleina,
mas sua quantificacdo foi sempre abaixo dos valores esperados. Por esta
razdo, os padroes destes acilgliceris parciais foram produzidos
mediante a hidrdlise enzimdtica do O6leo de peixe OmegaPure.
Inicialmente, a formacdo dos mono- e diacilglicer6is foi acompanhada
durante 24h, conforme indicado na Figura 27 e descrito na se¢do 3.4.4.1.
A reacgdo foi entdo realizada durante 4h para a produgdo dos padrdes de
mono- e diacilgliceréis, os quais foram isolados e recuperados por
placas de CCD preparativas.

Durante a implementacdo da andlise para a quantificacdo dos
produtos por CCD-AD/Densitometria, verificou-se que volumes abaixo
de 2 microlitros ndo eram adequados para aplicacdo nas placas de CCD,
pois a quantificacdo das fracdes lipidicas de interesse apresentava
grande interferéncia do ruido de fundo. Isto implicava em grandes
diferencas na quantificacdo das substincias na mesma placa ou em
placas diferentes.

Testou-se a construcdo de curvas de calibracdo em diferentes
placas, para o uso da média dos resultados. Verificou-se, entretanto, que
os resultados ndo eram vdlidos, devido principalmente a variagcdes na
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migracdo das amostras, provocadas por condi¢des ambientais (umidade
do ar, temperatura do ambiente). Decidiu-se entdo preparar uma mistura
dos padrdes de mono- e diacilgliceréis e aplicd-los nas placas de CCD,
construindo-se as curvas de calibracdo a cada andlise. Os volumes
aplicados e a respectiva massa dos padrdes estio apresentados na Tabela
B1 do Apéndice B. A identificacdo dos picos e alguns exemplos de
curvas de calibragio obtidos em uma placa de CCD também estdo
indicados nas Figuras Bl a B3 do Apéndice B. Também estio
apresentadas as figuras (B4 a B6 do Apéndice B) referentes a
visualizacdo das manchas a 510nm. Este comprimento de onda,
entretanto, ndo foi utilizado para a quantificacdo dos mono- e
diacilglicer6is. =~ As  solugdes das amostras encontravam-se
demasiadamente concentradas, provocando a saturagdo dos picos para
estes tratamentos. Além disso, houve uma grande interferéncia da
coloragdo da placa (“ruido de fundo”) para a quantificagdo dos picos a
510nm, conforme ja comentado no item 3.4.4.
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Figura 27 - Placa de CCD do meio reacional da hidrdlise do 6leo de peixe pela
lipase Novozym® 435.
Abreviaturas: vide Figura 25. Concentra¢do: 10mg/mL hexano. Volume aplicado: 10uL.
Revelacdo: sulfato de cobre e dcido fosfdrico. Sistema de elui¢do: hexano/éter etilico/dcido
acético (70:30:1, v/v/v).
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Durante o desenvolvimento da técnica para a quantificacdo dos
mono- e diacilgliceréis por CCD-AD/Densitometria, verificou-se que os
ester6is (R=0,32) apresentavam fator de reten¢do similar ao dos
diacilgliceréis (R=0,29 e 0,32, referentes aos isdmeros), com o sistema
de eluicdo hexano/éter etilico/dcido acético (65:35:1, v/v/v), como pode
ser observado na Figura 28 e na Figura 29.

KEOD32 REO32

Figura 28 - Placa de CCD referente as amostras (a) do meio reacional, e da mistura
de padrdes de (b) mono-, di-, triacilglicerdis e 4cidos graxos livres, (c) mono- e
diacilglicerdis, (d) diacilglicerdis, (e) dcido oléico e (f) colesterol.

Sistema de eluigdo: hexano/éter etilico/dcido acético (65:35:1, v/v/v). Revelacdo: sulfato de

cobre. Fatores de retengdo determinados com o software Wincats.
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Figura 29 — Picos referentes aos padrdes de (a) diacilglicerdis (picos 3 e 4) e (b)
colesterol (pico 2), visualizados a 200nm por densitometria, apds a migragdo das
amostras por CCD.

Nos graficos, as abscissas correspondem ao fator de retencdo (Ry) e as ordenadas, a unidade de
absorbancia. Sistema de elui¢do: hexano/éter etilico/4cido acético (65:35:1, v/v/v).
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Para verificar a presenga de esterdis nas amostras, o sistema de
solventes cloroférmio/acetona/acido acético (85:15:1, v/v/v) foi
utilizado para o desenvolvimento das placas. As bandas foram
analisadas a 200nm utilizando-se o software Wincats. Os resultados
estdo apresentados na Figura 30. Verificou-se que os esterdis (R=0,84)
ndo estavam presentes na mistura de padrdes, nem no meio de reacio de
glicerdlise. Com este sistema de elui¢fo, os diacilglicerdis apresentavam
um fator de retengdo de 0,94. O pico niimero 4, visualizado na Figura
30b, é referente a acidos graxos livres (R=0,81). Posteriormente, as
amostras presentes nesta placa foram reveladas com cloreto férrico.
Com este agente revelador, observou-se que a mancha de colesterol, de
coloragdo violeta, ndo estava presente no meio reacional, nem na
mistura de padrdes.

(a) - (b)

—

(© @

Figura 30 — Picos referentes a amostras (a) do meio reacional, (b) da mistura de
padrdes, (c) do padrao de diacilglicerdis e (d) de colesterol, visualizados a 200nm
por densitometria, apds a migragdo das amostras por CCD.

Nos graficos, as abscissas correspondem ao fator de retencdo (Ry) e as ordenadas, a unidade de
absorbancia. Sistema de elui¢do: cloroférmio/acetona/dcido acético (85:15:1, v/v/v).
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4.3.3.2 Condicionamento da Novozym® 435 pela temperatura

Alguns experimentos foram realizados em incubadora com
agitaco orbital (shaker) para verificar se o condicionamento prévio da
Novozym® 435, a 40°C durante 1h, poderia melhorar seu desempenho
na producdo de mono- e diacilglicer6is, em reacdo de glicerdlise de dleo
de peixe, conforme descrito na se¢do 3.4.6.

A atividade de dgua (ay) da lipase foi determinada em triplicata
antes (0,41) e ap6s o condicionamento (0,27) (metodologia descrita em
3.2.9). Apesar da diferenca entre a atividade de dgua da lipase antes e
apds o condicionamento a 40°C, a andlise qualitativa das amostras por
CCD indicou que ndo houve diferenga acentuada na formagdo de mono-
e diacilglicer6is durante a reacdo de glicerdlise (Figura 31).
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Figura 31 - Placas de CCD de amostras da reag@o de glicerdlise do 6leo de peixe (a)
com e (b) sem condicionamento prévio da lipase Novozym® 435 a 40°C durante 1h.
C18:1: 4cido oléico; MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilgliceréis; TAG: triacilglicerdis;
EEAG (C18:1): oleato de etila. Condicdes da reagdo: 55°C, 250rpm (shaker), propor¢ao
glicerol:6leo 2:1 (mol/mol), 10% de lipase (m/m, em relacdo ao total de substratos), 48h.
Revelacdo da placa: sulfato de cobre. Sistema de elui¢do: hexano/éter etilico/dcido acético
(70:30:1, v/vIv).
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O perfil das fragdes lipidicas formadas durante a reacdo de
glicerdlise foi similar para as amostras de lipase com e sem
condicionamento prévio pela temperatura. Verificou-se que houve
formagdo de mono- e diacilglicerdis ja apés 1h de reacdo, embora sua
producio tenha sido mais pronunciada apds 4h, para ambas as condi¢des
testadas. O teor de triacilglicer6is foi aproximadamente constante apds
10h de reacao.

Com base nas placas da figura acima e na ordem de elui¢do
indicada por Christie (1982) para o sistema de solventes utilizado, pode-
se observar que, em relacdo aos regioisdmeros, houve formacgdo
preferencial de 1(3)-monoacilgliceréis ao invés de 2-monoacilgliceréis
ao longo da reacdo. Foi possivel obter quantidades considerdveis tanto
de 1,2(2,3)-diacilglicer6is quanto de 1,3-diacilglicerdis. Nas condi¢des
avaliadas, houve a formacdo de um baixo teor de dcidos graxos livres,
quando em comparacdo com as demais fra¢des lipidicas formadas nestas
reacdes de glicerdlise.

Experimentos adicionais foram realizados em um banho de dgua
do tipo Dubnoff, equipamento que posteriormente foi utilizado nos
experimentos do planejamento experimental.

Durante as reagdes de glicerdlise, amostras do meio reacional
foram analisadas ao longo do tempo por CCD-AD/Densitometria, para
quantificar os mono- e diacilglicerdis. Os resultados estdo apresentados
na Figura 32.
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Figura 32 — Teor massico de mono- e diacilglicerdis (%) formados durante a reacéo
de glicerdlise de 6leo de peixe (a) sem e (b) com condicionamento prévio da lipase
Novozym® 435 a 40°C durante 1h.

MAG: monoacilgliceréis; DAG: diacilglicerdis. Condi¢cdes da reagdo: 55°C, proporgdo
glicerol:6leo 2:1 (mol/mol), 10% de lipase (m/m, em relagdo ao total de substratos), 48h.
Metodologia analitica: CCD-AD/Densitometria.

O perfil de formacdo dos produtos foi bastante similar com e sem
o condicionamento prévio da lipase pela temperatura. A aplicagdo do
catalisador n@o condicionado proporcionou um teor de
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monoacilgliceréis um pouco superior do que aquele obtido com o uso do
catalisador condicionado. Apdés 10h de reacdo, um teor um pouco
superior de monoacilgliceréis (25%, m/m) foi obtido quando o
catalisador ndo havia sido condicionado, quando comparado com o teor
(21%, m/m) apds o condicionamento da enzima. Um teor similar de
diacilgliceréis (35-37%, m/m) foi alcancado para os dois sistemas apds
10h de incubag@o.

Para o experimento em que a lipase ndo havia sido previamente
condicionada pela temperatura, foi possivel obter, em 10h de reacio,
uma conversdo molar de triacilgliceréis de 66% e uma produgdo de
0,713mmol e 0,569mmol de mono- e diacilglicerdis por grama de meio
reacional, respectivamente.

Na reacdo de glicerdlise de azeite de oliva na auséncia de
solvente, Kriiger, Valério et al. (2010) descreveram a producio de uma
quantidade de diacilgliceréis (cerca de 40%, em massa) um pouco
superior e de monoacilglicerdis (15%, m/m) um pouco inferior a obtida
na presente pesquisa. No trabalho mencionado, a reacdo ocorreu durante
12h, na presenca de 10% da lipase Novozym® 435 (em massa, em
relacdio ao total de substratos), com uma propor¢cdo molar de glicerol e
6leo de 3:1 sob agitacdo mecanica (600rpm).

Com base nestas consideragdes, e levando-se em conta a
economia de energia no processo, as reacdes de glicerdlise enzimdtica
do ¢6leo de peixe, visando a producdo de mono- e diacilgliceréis, foram
realizadas sem o condicionamento prévio da Novozym® 435 a 40°C
durante 1 hora.

4.3.3.3 Planejamento experimental

A atividade enzimética da Novozym® 435 utilizada nas reacdes
de glicerdlise foi de 398,13umol/min (U), na reagdo de esterificagdo do
n-propanol com o 4cido oléico, de acordo com metodologia descrita na
secdo 3.2.10. Sua atividade de esterificagdo especifica foi de 1,948U/mg
de lipase imobilizada. Os dados e o grafico que serviram de base para a
determinagéo da atividade da enzima estdo apresentados no Apéndice C.

Com o intuito de identificar as principais varidveis para a
producdo enzimdtica de mono- e diacilglicerdis, mediante a glicerdlise
de 6leo de peixe em meio livre de solvente e de surfactante, bem como
avaliar seus efeitos sobre a obtencdo de tais produtos, realizou-se uma
série de ensaios, nas condi¢cdes definidas no planejamento experimental,
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indicado na secdo 3.4.8. As reacdes foram acompanhadas ao longo do
tempo. Os resultados estdo apresentados na Figura 33.

A partir das cinéticas de formacdo de mono- e diacilglicerdis
apresentadas na Figura 33, calculou-se a velocidade inicial especifica da
reacdo para cada um destes produtos (Tabela 18). Adicionalmente,
determinou-se a produtividade em mono- e diacilglicerdis no equilibrio
da reacgdo (Tabela 19).
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Figura 33 — Perfil da producao de mono- e diacilglicerdis (teor mdssico, %) na
glicerélise de 6leo de peixe catalisada pela Novozym® 435.

MAG: monoacilglicerdis; DAG: diacilgliceréis; G:O: propor¢ao molar de glicerol e 6leo; [E]:
concentragao de enzima (%, m/m, em relagdo ao total de substratos). O eixo do tempo nao tem
a mesma escala para todos os graficos. Metodologia analitica: CCD-AD/Densitometria.
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Tabela 18. Velocidade inicial especifica (viep) de formacdo de
monoacilgliceréis e diacilgliceréis (mmol de MAG ou
DAG.gmeiO'l.h'l) nas reagcdes de glicerdlise enzimdtica de

6leo de peixe.

.02 b Vi, es MAG Vi, es DAG
Ensaio T (°C) (mfl'/?ml) []i]lhg‘” (rfnmol R? (nl;mol R?
MAG.g,.6.-h") DAG.g,.ich")
a 401 L1(¢D 51 0,021 0,96 0,049 0,99
b 40(-1) T:1(+1) 51 0,017 0,97 0,037 0,99
c 70+ LI 5(¢D 0,179 0,99 0,236 0,96
d  70H1) 71+ 5D 0,197 0,99 0,280 0,97
e 40(1) L1(-1) 15D 0,086 0,99 0,130 0,99
f 401 71+ 15(+1) 0,040 0,99 0,080 0,98
g 70D 111 15D 0,360 0,98 0,370 0,96
h 701 7:1(+1) 151D 0,357 0,99 0,327 0,98
i 550) 410 10(0) 0,121 0,98 0,157 0,99

*G:0 = proporcio molar de glicerol e 6leo; "[E] = concentragio de enzima (%, m/m, em relagio
ao total de substratos).

Tabela 19. Produtividade (P) em monoacilglicerdis e diacilglicerdis
(mmol de MAG ou DAG. gmeio'l.h'l) alcancgada no equilibrio

das reacdes de glicerdlise enzimadtica de 6leo de peixe.

. o G:0* [EI’ (%, Pyag(mmol  Pp, (mmol c
Ensaio TCO ([ omol) m/m) MAG.g,.'h?) DAG.g.'h") '®
a  40(-1) L:I(-1) 51 0,018 0,021 28,0
b 40(-1) 7:1(+1)  5(1) 0,013 0,014 28,0
c 70+ LI 5(-1) 0,069 0,064 10,3
d 701 7:1(+1)  5(1) 0,054 0,054 8,1
e 40(-1) L:1(1) 15(+1) 0,021 0,019 32,0
£ 40(-1) 7:1(+1)  15(+1) 0,017 0,015 24,0
g 701D L:1(-1)  15(+1) 0,073 0,062 10,0
H 70&1) 7:1(+1)  15(+1) 0,042 0,032 9,9
I 5500 41(0) 10(0) 0,049 0,045 92

*G:0 = propor¢io molar de glicerol e 6leo; °[E] = concentracio de enzima (%, m/m, em relagio
ao total de substratos); ‘t = tempo no equilibrio da reagdo.

Como pode se observar na Figura 33, as condi¢des dos ensaios

tiveram grande influéncia sobre a cinética de produgcdo de mono- e
diacilgliceréis. Com a propor¢do de 5% de lipase a 40°C, a formagdo de
monoacilgliceréis foi observada somente apds 3 e 2h de reagdo quando
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se utilizou a propor¢do molar glicerol:6leo de 1:1 (Figura 33a) e 7:1
(Figura 33b), respectivamente. Para a maioria das reagdes conduzidas a
40°C (Figura 33a, b, “e” e f), o equilibrio foi atingido no minimo apds
24h.

Para os ensaios mencionados acima, a velocidade inicial de
reacdo foi em geral muito baixa (inferior a 0,10mmol de mono- ou
diacilgliceréis.g'l.h'l), conforme se observa na Tabela 18 (Ensaios a, b e
f). Estes resultados provavelmente estdo relacionados a baixa
temperatura utilizada nestes experimentos, implicando em uma interagdo
inadequada entre o biocatalisador e os substratos imisciveis, juntamente
com uma quantidade insuficiente de catalisador.

Na reacdo apresentada na Figura 33e, entretanto, a velocidade
inicial especifica de formacdo de diacilgliceréis de 0,13mmol de
diacilgliceréis.g'l.h'1 (Ensaio e, Tabela 18) foi um pouco superior as
velocidades obtidas nas demais reagdes a 40°C. Isto provavelmente
deveu-se a aplicacdo de uma alta quantidade de lipase (15%), aliada a
uma baixa proporcdo molar de glicerol e 6leo (1:1). As reacdes
conduzidas a 40°C apresentaram baixa produtividade em mono- e
diacilgliceréis (Tabela 19).

Para as reacdes conduzidas a 70°C, o equilibrio foi atingido apds
cerca de 10h para a maioria das reacdes (Figura 33c, g e h). Um longo
tempo, entretanto, foi necessdrio para atingir o equilibrio na reagado
mostrada na Figura 33d, onde se utilizou a propor¢do molar 7:1 e 5% de
lipase.

A velocidade inicial especifica de producdo de mono- e
diacilglicerdis a temperatura de 70°C foi superior quando comparada a
velocidade obtida nas demais temperaturas testadas (Tabela 18). Para as
reagdes apresentadas na Figura 33g e h, em que se utilizou 15% de
lipase, a velocidade inicial especifica foi a mesma para a formacio de
monoacilglicerdis (0,36mmol de monoacilgliceréis.g”.h™") e similar para
a obtencdo de diacilglicerdis (0,37 e 0,32mmol de diacilglicer(’)is.g’l.h’1
para as propor¢cdes molares de glicerol e dleo de 1:1 e 7:1,
respectivamente). A reacdo conduzida com a propor¢do molar de
glicerol e 6leo de 1:1, entretanto, mostrou uma produtividade mais alta
(0,073 e 0,062mmol. g’l.h’1 de mono- e diacilglicerdis, respectivamente)
apods 10h de incubagdo, conforme se observa na Tabela 19.

Para a reacdo apresentada na Figura 33c (70°C, propor¢do molar
de glicerol e 6leo de 1:1, 5% de lipase), os teores mdssicos de mono- e
diésteres obtidos foram 25 e 41%, respectivamente. Nestas condi¢des, as
produtividades em mono- e diacilgliceréis foram 0,069 e
0,064mm01.g’1.h’1, respectivamente, apos 10h de incubagio (Tabela 19).
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Para esta reacdo, apesar das menores velocidades iniciais especificas de
formacdo de  mono-  (0,179mmol. g’1 hh e diacilgliceréis
(O,236mmol.g'1.h'l), em relacdo as reagdes com 15% de lipase (Tabela
18), a menor concentracdo de enzima € atrativa para o processo
enzimdtico, que ainda apresenta alto custo. Velocidades iniciais
superiores para a obtencdo de mono- (0,197mmol.g'l.h'1) e
diacilglicer6is (0,280mmol.g”.h™") foram obtidas quando se utilizou a
propor¢do molar de glicerol e 6leo de 7:1 e 5% de enzima, mas um
tempo maior de reacdo foi necessdrio para atingir o equilibrio (no
minimo 24h) (Figura 33d).

Para a condic@o experimental apresentada na Figura 331, atingiu-
se o equilibrio para a formag@o de mono- e diacilgliceréis apds 10 horas
de reagdo, apesar da menor temperatura (55°C) aplicada neste ensaio.
Nas condigdes da reacdo mencionada, o produto final continha 15% de
monoacilglicerdis e 25% de diacilgliceréis (em massa), sendo que a
velocidade inicial especifica de formacdo destes produtos foi 0,121 e
0,157mmol. g'l.h'l, respectivamente.

Na maioria dos ensaios, observou-se que a producido de
diacilglicerdis apresentou uma velocidade inicial de reagdo maior do que
a velocidade de produgcdo de monoacilglicerdis (Tabela 18). Os
diacilglicerdis sdo produtos intermedidrios da reacdo de glicerdlise,
formados principalmente no inicio da reagdo, como conseqiiéncia da
troca de radicais acila entre o glicerol e os triacilgliceréis do 6leo. A
medida que a reag¢do avanca, os diacilglicer6is inicialmente formados
reagem com o glicerol, resultando na producdo de monoacilglicerdis
(Valério, Kriiger et al., 2009; Kriiger, Valério et al., 2010).

De acordo com a literatura, a glicerdlise de 6leo de peixe em
meio livre de solvente, catalisada pela lipase Chirazym L2 de C.
antarctica fracio B a 60°C, resultou em maiores conversdes dos
triacilglicerdis originais a mono- e diacilgliceréis, bem como em
maiores velocidades de reagdo, quando comparada com as reacdes a 4°C
e 45°C. A 60°C, o equilibrio foi alcancado apés 12h de incubacdo. A
temperatura de 4°C, entretanto, foram necessarios pelo menos oito dias
para se atingir o equilibrio na composi¢do do meio (Myrnes, Barstad et
al., 1995).

Yang, Rebsdorf et al. (2005b) aplicaram a lipase Novozym® 435
para catalisar a glicerdlise de 6leo de girassol em um sistema livre de
solvente, a 40°C. Os autores obtiveram cerca de 30,0% de 1,3-DAG,
11,7% de 1,2-DAG, 11,7% de MAG, em massa, € um teor
negligencidvel de dcidos graxos livres apds 24h de reagdo utilizando
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10% de enzima (com relag@o ao total de substratos), propor¢cdo molar de
glicerol e 6leo de 4,5:1, respectivamente, sob agitagdo (500rpm).

Fregolente, Fregolente et al. (2008) estudaram a produgdo de
mono- e diacilglicerdis através da glicerdlise de 6leo de soja em um
sistema livre de solvente. Os autores mostraram que a lipase comercial
imobilizada de C. antarctica B, CA-IM, produziu 24,02% de MAG e
48,76% de DAG, em massa, no equilibrio da reacio (24h) a 50°C, com
uma baixa formagao de dcidos graxos livres. Estes teores foram obtidos
utilizando-se uma propor¢do molar de glicerol e 6leo de 8 e 2% de
lipase (em relacdo a massa de 6leo). Teores similares de mono- e
diacilglicerdis (24,64% e 48,28%, respectivamente) foram alcancados
em 24h de reacdo com 10% de lipase, e, neste caso, o equilibrio da
reacdo foi rapidamente alcancado (dentro de 8h de incubacio).

Pawongrat, Xu et al. (2008) investigaram a producdo de
monoacilglicerdis enriquecidos com EPA e DHA através da glicerdlise
6leo de atum catalisada pela lipase Novozym® 435 em ferc-butanol. A
maior producdo de monoacilgliceréis (90,8% em massa, em relacdo ao
total de lipidios) foi alcancada apés 3h a 40°C com uma propor¢io
molar de glicerol e 6leo de 4:1, uma propor¢do mdssica de solvente e
6leo de 2:1, adicionando-se 15% de lipase (em massa, em relacdo ao
total de substratos). Apesar destas vantagens, o uso de solvente no
sistema reacional implica em altos custos de processo e etapas de
recuperacao.

Com base na cinética de formacdo dos produtos de interesse,
apresentada anteriormente na Figura 33, definiu-se o tempo de reacdo de
24h para a andlise dos resultados do planejamento experimental (Tabela
20). A andlise estatistica dos dados de teor mdssico de mono- e
diacilglicerdis, em 24h de reagdo, estd apresentada na Tabela 21a e b,
respectivamente. Os efeitos encontrados para as varidveis podem ser
observados nos graficos de Pareto apresentados na Figura 34 (a e b). Os
grificos da distribuicdo normal e dos valores preditos e observados
estdo apresentados no Apéndice A (Figuras A3 e A4).
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Tabela 20. Matriz do planejamento fatorial completo 2° (niveis reais e
codificados) e resultados para o teor mdssico' (%) de
monoacilglicerdis e diacilglicerdis obtidos ap6s 24 horas de
glicer6lise enzimadtica de 6leo de peixe.

Ensaio T (°C) G:0" (mol/mol) [E]’ (%, m/m) MAG (%) DAG (%)

a  40(-1) L1 (D) 5(¢-D 15,58 34,66
b 40(-1) 7:1 (+1) 5(-1) 10,90 22,90
c 70+ 1:1(-1) 5(-1) 25,93 38,24
d 70 (1) 7:1 (+1) 5(-1) 19,85 29,98
e 40(1) 1:1(-1) 15 (+1) 19,42 33,57
f 40 (-1) 7:1 (+1) 15 (+1) 14,33 22,51
g 70(+1) 1:1(-1) 15 (+1) 25,85 37,74
h 70 (+1) 7:1 (+1) 15 (+1) 15,23 20,92
i 55 (0) 4:1 (0) 10 (0) 15,06 23,70
j 55 (0) 4:1 (0) 10 (0) 17,19 27,65
k 55 (0) 4:1 (0) 10 (0) 12,57 20,53

'0s resultados apresentados referem-se & média de duas determinaces.

*G:0 = proporcio molar de glicerol e 6leo; "[E] = concentracio de enzima (%, m/m, em relagio
ao total de substratos).

Tabela 21. Estimativas dos efeitos, erros padrido e teste ¢ de Student
para a producdo de (a) monoacilglicerdis e (b) diacilglicerdis
em reacdo de glicerdlise enzimdtica de 6leo de peixe.

a=0,05.

a)

Variaveis Efeitos Erro-padriao Valores de ¢ p
Média 17,45 0,70 25,02 0,0016
Temperatura (°C) 6,66 1,64 4,07 0,0554
G:0 (mol/mol) -6,62 1,64 -4,05 0,0560
[E] (%, m/m) 0,64 1,64 0,39 0,7322

b)

Variaveis Efeitos Erro-padrao Valores de ¢ p
Média 28,40 1,08 26,41 0,0014
Temperatura (°C) 3,31 2,52 1,31 0,3198
G:0O (mol/mol) -11,98 2,52 -4,75 0,0416

[E] (%, m/m) -2,76 2,52 -1,09 0,3881
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Figura 34 — Grafico de Pareto para a andlise do efeito das varidveis sobre a
produgdo de (a) monoacilglicerdis e (b) diacilglicerdis em reagdo de glicerdlise
enzimdtica de 6leo de peixe em meio livre de solvente e de surfactante.

G:O: propor¢do molar de glicerol e éleo; [E]: concentracio de enzima (%, m/m, em relacdo ao
total de substratos).

Na Tabela 20, verificou-se uma produgao total maxima de mono-
e diacilgliceréis nas condi¢cdes experimentais dos ensaios ¢ e g,
conduzidos a temperatura de 70°C.

Nas condicdes investigadas, em um nivel de confianca de 95%,
percebe-se que nenhuma das varidveis estudadas foi significativa para a
producdo de monoacilglicerdis (Tabela 21a). Entretanto, uma anélise
minuciosa dos resultados indica que tanto a temperatura (p=0,0554)
quanto a propor¢do molar de glicerol e 6leo (p=0,0560) sdo importantes
para o processo em estudo, o que justifica que os efeitos destas varidveis
sobre a produgdo de monoacilglicerdis sejam considerados. Observa-se
que um incremento na temperatura de reacdo implicou no aumento da
producdo de monoacilglicerdis, enquanto um aumento na propor¢éo de
glicerol e 6leo reduziu sua obtencdo. Na faixa avaliada, em um nivel de
confianca de 95%, observa-se que a proporcdo molar dos substratos
apresentou um efeito significativo negativo sobre a producdo de
diacilglicerdis. Além disso, nos experimentos realizados, as demais
varidveis estudadas ndo apresentaram efeito estatistico significativo
sobre a obtencdo destes acilglicerdis (Tabela 21b). Os efeitos das
varidveis sobre a formagdo dos produtos de interesse também podem ser
visualizados nos gréficos de Pareto (Figura 34).

Encontra-se bem estabelecido na literatura que um aumento na
temperatura implica em um aumento na freqiincia das colisdes
moleculares, provocando um aumento na velocidade de reagdo,
conforme discutido por Zhong, Li et al. (2010) e Wang, Zhao et al.
(2010b). Um aumento na temperatura de reacdo causa uma reducdo
significativa na viscosidade dos substratos, em especial do glicerol,
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conforme ja verificado na secdo 4.1. Isto implica em uma redugdo na
limitagdo da transferéncia de massa durante as reacdes de glicerdlise,
melhorando o contato entre os substratos e, portanto, aumentando a
velocidade inicial de reacdo, de acordo com conclusdo ja estabelecida
por Wang, Zhao et al. (2010b). Além disso, é oportuno lembrar que a
Novozym® 435 apresenta atividade em uma faixa de temperatura de 40
a 70°C.

Nas condi¢des testadas no presente trabalho, foi possivel obter
teores considerdveis de mono- e diacilglicerdis utilizando-se uma baixa
concentracdo de enzima (5% em relacdo ao total de substratos). Estes
resultados condizem com estudo prévio que descreve que a formagdo de
mono- e diacilglicer6is ndo aumenta a partir de certo limite de
concentra¢do de enzima (Valério, Kriiger et al., 2009). Estes autores
comentaram que este fendmeno pode ser devido a formacdo de
complexos enzima-substrato, tornando o sitio ativo da enzima
indisponivel para os substratos.

A literatura indica que a adi¢do de glicerol em excesso no meio
reacional pode aumentar a produ¢do de monoacilglicerdis em reagdes de
glicerdlise (Bornscheuer, 1995). Esta estratégia foi avaliada no presente
estudo, mediante o uso de diferentes propor¢cdes molares de substratos
no planejamento experimental.

Os resultados, entretanto, mostraram que, nas condi¢des avaliadas
no presente trabalho, ndo foi possivel aumentar a producido de
monoacilgliceréis em meio contendo excesso de glicerol. Na literatura
(Freitas, Da Ros et al., 2009), sugere-se que uma grande quantidade de
glicerol no meio pode causar a inibicdo da lipase, fato que pode ter
ocorrido neste estudo.

Outra explicagdo para os resultados obtidos pode estar
relacionada ao baixo nivel de agitacdo do meio reacional, promovida
pelo banho Dubnoff, resultando em limitagcdes de transferéncia de
massa. Isto poderia levar a um contato inadequado entre os substratos
durante as reagdes de glicerdlise, especialmente nas condigdes em que
havia excesso de glicerol no meio, quando nio se obteve um incremento
na produ¢cdo de monoacilglicerdis, ao contrario do que era esperado.
Esta observagdo ja foi feita em pesquisa sobre a producdo de
monoacilgliceréis a partir da glicerélise de 6leo de girassol (Yang,
Rebsdorf et al., 2005a). No estudo mencionado, o aumento na
quantidade de glicerol no meio reacional nao implicou no aumento da
formacgdo de monoacilgliceréis. Os autores postularam que a propor¢éo
molar de substratos pode agir de duas maneiras. O aumento na
quantidade de glicerol pode tanto deslocar o equilibrio da reacdo no
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sentido de formacdo de monoacilglicerdis, quanto influenciar na
estabilidade e na homogeneidade do sistema. Na presente investigacao,
presume-se que o segundo efeito tenha predominado sobre o primeiro
durante as reagdes.

Zhong, Li et al. (2010) também descreveram este problema em
reacdes de glicerdlise enzimdtica. No estudo destes autores, discutiu-se
que a camada pesada do glicerol, juntamente com o catalisador quimico
utilizado, decantou no reator, causando um contato inadequado entre os
substratos, resultando na ineficdcia da reacao.

A reacdo conduzida a 70°C, com 5% de lipase (em massa, em
relacdo ao total de substratos) e com a propor¢do molar de glicerol e
6leo de 1:1 (ensaio c, apresentado na Tabela 20) proporcionou o maior
teor de mono- e diacilglicerdis entre todas as condi¢des testadas, apesar
de a velocidade de reacdo ndo ter sido a mais alta, conforme ja discutido
com base na cinética das reagdes. Nesta reacdo, foi possivel produzir
0,733mmol monoacilgliceréis.g”’ meio reacional e 0,621mmol
diacilglicer6is.g”' meio reacional ap6s 24h de reacdo. Na Figura 35, estd
apresentada a conversd@o molar de triacilgliceréis durante a reacdo de
glicerélise nestas condi¢des. Apo6s 24h, 59% (mol/mol) dos
triacilglicerdis presentes no meio reacional foram convertidos a outras
espécies lipidicas. Neste tempo de reac@o, os produtos de interesse
foram obtidos em uma fragdo molar relativa de 54% e 46% de mono- e
diacilglicerdis, respectivamente.
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Figura 35 — Conversao molar de triacilglicerdis na reacdo de glicerdlise a 70°C,
propor¢ao 1:1 (glicerol:6leo, mol/mol) e 5% de lipase.
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Apesar de a maioria das varidveis investigadas ndo ter sido
estatisticamente significativa para as respostas de interesse, as
superficies de resposta para a producdo enzimdtica de mono- e
diacilglicerdis estdo mostradas na Figura 36. Salienta-se que as
condi¢des do processo ainda ndo estdo otimizadas para a maximizacio
da formagdo de mono- e diacilglicer6is, razdo pela qual os dados nio
foram ajustados a modelos matematicos.

Com base na andlise dos grificos apresentados na Figura 36, na
andlise estatistica ja apresentada, na discussdo dos resultados e no
conhecimento prévio do processo, pode-se sugerir uma faixa de trabalho
a ser investigada em um delineamento experimental futuro, visando a
maximizagdo da obtencdo de mono- e/ou diacilglicerdis.

No que diz respeito a temperatura do processo, novos
experimentos poderiam ser realizados entre 55 e 70°C para a
maximiza¢do da obtencdo de mono- e diacilgliceréis. A producio de
diacilglicerdis pode ser maximizada trabalhando-se com uma propor¢ao
molar de glicerol e 6leo de 1:1, sendo que pode-se avaliar uma faixa de
trabalho que compreenda um excesso molar de triacilgliceréis no meio
reacional. A propor¢do molar de substratos ndo apresentou influéncia
significativa sobre a producdo de monoacilglicerdis, no sistema
avaliado. Deve-se reforcar, entretanto, que a baixa agitacio do meio
reacional pode ter prejudicado a obtencdo destes produtos. Neste
sentido, € interessante a realizacdo de estudos adicionais sobre o efeito
desta varidvel no processo, utilizando-se um sistema com agitacio
mecdnica, que permita um contato adequado entre os substratos, a
exemplo do aparato experimental que foi utilizado nos experimentos da
secdo 4.3.2. Neste caso, poderia ser avaliada uma faixa de 1:1 a 4:1
(proporcdo molar de glicerol e 6leo), com base no gréfico da Figura 36a,
utilizando-se as temperaturas mencionadas acima. Por razdes
econdmicas, para a producio de mono e de diacilgliceréis, pode-se fixar
a enzima no nivel mais baixo estudado no presente trabalho (5%, em
massa, em relacdo aos substratos), sendo que esta quantidade pode ser
otimizada posteriormente mediante o estudo cinético da reacdo de
glicerolise.
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Figura 36 — Superficie de resposta para a producao de (a) monoacilgliceréis e (b)
diacilglicerdis em reagdo de glicerdlise de 6leo de peixe em meio livre de solvente e
de surfactante, em fungdo da propor¢do molar de glicerol e 6leo (G:O) e da
temperatura de reacéo, na presenca de 5% (m/m) da lipase Novozym® 435.

G:0 = proporcao molar de glicerol e dleo; [E] = concentracdo de enzima (%, m/m, em relagido
ao total de substratos).
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E oportuno mencionar que estudos sobre o reuso da enzima
seriam determinantes para verificar se a producdo de mono- e
diacilglicer6éis mantém-se constante ao longo de ciclos subseqiientes de
utilizacdo do biocatalisador. Sabe-se que o rendimento do processo é
reduzido com o uso repetido da enzima (Foglia e Villeneuve, 1997,
Yang, Vali et al, 2003a), especialmente quando se aplicam
temperaturas de reacdo elevadas, o que pode ndo ser vantajoso para o
processo. Adicionalmente, pode-se avaliar a configuragdo do reator,
fator importante para o rendimento do processo (Borg, Girardin et al.,
2000).

Os reatores utilizados nos experimentos da presente se¢do foram
inertizados antes da reacdo e ap0s a retirada de cada aliquota. Deve-se
ressaltar, entretanto, que é fundamental o monitoramento do indice de
peréxido do meio durante a reagdo, para garantir a qualidade dos
produtos obtidos, j4 que os substratos sdo ricos em dcidos graxos
Omega-3.

4.3.3.4 Composicdo em dcidos graxos dos monoacilglicerois e
diacilglicerois

Com o intuito de avaliar se a temperatura de reacdo afetou a
qualidade do produto obtido, determinou-se a composi¢do dos &acidos
graxos majoritdrios presentes nos mono- e diacilglicerdis produzidos nas
temperaturas de 55 e 70°C, no meio sem solvente e sem surfactante.
Estas temperaturas proporcionaram a obten¢do do maior teor destes
acilglicerdis parciais nos experimentos realizados na segdo 4.3.3.3. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Composi¢do em &dcidos graxos (%) dos monoacilglicerdis e
diacilglicerdis obtidos apds 24 horas de reagdo de glicerdlise
enzimadtica de dleo de peixe.

T G:0* [E]’ Fracio Composicao em acidos graxos
(°C) (mol/mol) (%, m/m) lipidica (%)
14:0 16:0 16:1 18:1 EPA DHA
70 1:1 5 MAG 792 1966 11,77 9,55 1246 11,16
DAG 10,04 1845 11,92 8,64 14,57 13,70
55 4:1 10 MAG 891 2238 11,49 1032 7,74 20,68

DAG 8,40 17,59 12,04 9,76 13,08 17,12

*G:0 = proporgio molar de glicerol e 6leo; "[E] = concentragio de enzima (%, m/m, em relagio
ao total de substratos).
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Como se pode observar na tabela acima, é possivel produzir
mono- e diacilglicerdis ricos nos 4cidos graxos dmega-3 EPA e DHA
em temperaturas de 55 e 70°C. Observa-se que o teor de DHA nos
mono- e diacilgliceréis foi bem superior quando se aplicou a
temperatura de 55°C nas reagdes. Para a reacdo conduzida a temperatura
de 55°C, os monoacilglicerdis apresentaram um teor de dcido palmitico
maior e um teor de EPA menor do que na reagdo conduzida a 70°C.

Em estudo sobre a glicerdlise enzimdtica de diferentes dleos de
origem marinha a 5°C, em sistema livre de solventes, obteve-se, no
equilibrio, monoacilgliceréis com até 8,0% de EPA e 9,8% de DHA,
7.5% de EPA e 10,1% de DHA, e 6,4% de EPA e 7,5% de DHA
utilizando-se, respectivamente, 6leos de figado de bacalhau, de foca e de
baleia como substratos (Myrnes, Barstad et al., 1995).

Pawongrat, Xu et al. (2007) descreveram a glicerdlise de 6leo de
atum em ferc-butil metil éter catalisada pela lipase IM-AK de
Pseudomonas fluorescens. Na reacdo, foram produzidos 24,5% (em
massa) de monoacilglicerdis, 18,9% de 1,2-diacilglicerdis, 9,2% de 1,3-
diacilglicer6is, 41,6% de 4cidos graxos livres e 5,8% de triacilglicerdis
apés 24h de incubacdo a 45°C. Monoacilglicerdis ricos em DHA
(48,2%, em massa) foram os predominantes. Obtiveram-se 1,2-
diacilgliceréis ricos nos acidos palmitico (26,5%) e docosahexaendico
(25,3%). Os 1,3-diacilgliceréis obtidos eram ricos no 4cido palmitoléico
(41,6%).

O mesmo grupo de pesquisa descreveu a producdo de
monoacilglicerdis ricos nos dcidos graxos a seguir: 3,5, 29,7, 8,6, 17,1,
3,6, 6,3 ¢ 30,5 (% em massa) dos dcidos miristico, palmitico, oléico,
linoléico, EPA e DHA, respectivamente, na glicer6lise de 6leo de atum
em ferc-butanol com a lipase Novozym® 435 (Pawongrat, Xu et al.,
2008).
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos a partir do desenvolvimento deste trabalho
permitem concluir que:

- As propriedades fisicas e quimicas do 6leo de peixe indicaram
que esta matéria-prima encontrava-se dentro dos padrdes
nacionais e internacionais para consumo humano;

- Verificou-se que todos os surfactantes de grau alimenticio
testados (Tween 65, Tween 80, Tween 85 e lecitina de soja)
foram modificados pela lipase Novozym® 435, em sistemas de
glicer6lise e de hidrdlise. Apesar disto, verificou-se que houve
formacdo de diacilglicerdis nas reacdes de glicerdlise de dleo
de peixe quando tais aditivos estavam presentes no meio.
Presume-se, portanto, que todos agiram como surfactantes dos
substratos imisciveis (6leo e glicerol), ao invés de atuarem
como substratos neste sistema;

- Houve conversdo de triacilglicerdis em diacilglicerdis em todos
meios reacionais testados nos ensaios preliminares, sendo que
houve maior conversdo no meio livre de solvente orgédnico e de
surfactante em 24 horas de reagdo, seguido do meio contendo
terc-butanol, em 2 horas de rea¢do. Os resultados nos meios
contendo diferentes surfactantes de grau alimenticio
mostraram-se promissores;

- O uso dos solventes n-hexano e etanol 96% (1:1, v/v) mostrou-
se eficaz para a lavagem da lipase Novozym® 435, pois
promoveu uma remocao satisfatéria dos residuos aderidos a
enzima, resultantes da reagdo de glicerdlise, sem afetar a
atividade do biocatalisador;

- Identificou-se que o método para a evaporagdo dos solventes é
uma etapa critica para a oxidagdo das amostras. Observou-se
que a eliminagdo do(s) solvente(s) presente(s) nas amostras em
evaporador rotativo a vicuo proporcionou o menor indice de
peroxido do meio, apds as reacdes de glicerdlise, entre os
diferentes sistemas de evaporagdo avaliados;

- Observou-se que a adicdo de antioxidantes ao dleo de peixe é

fundamental, e recomenda-se sua reposi¢do apds as reacdes, ja
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que foi identificada a ocorréncia de oxidacdo durante a
glicer6lise do dleo de peixe;

Selecionou-se o Tween 65 como surfactante para as reacdes do
planejamento experimental, pois este aditivo proporcionou a
maior producdo de diacilgliceréis nas reacdes preliminares
(19,41%, em massa, apdés 2h de reagdo), sem perda
consideravel da atividade da enzima;

Nas reacdes de glicerdlise de 6leo de peixe catalisadas pela
Novozym® 435, nos ensaios do planejamento fracionado 2*',
observou-se a formacdo de um alto teor de diacilgliceréis no
meio livre de solvente contendo Tween 65 e no meio contendo
terc-butanol, em 2 horas de reagdo. Os resultados mostraram
um consumo superior de triacilgliceréis no meio contendo terc-
butanol, provavelmente motivado pela maior homogeneidade
do sistema em fung¢do do uso deste solvente organico. Foi
possivel a identificagdo das varidveis mais importantes e dos
seus efeitos sobre a producdo de diacilglicerdis;

Nos sistemas contendo terc-butanol (1:1, v/v) e Tween 65 (5%,
m/m), obteve-se cerca de 43% de diacilgliceréis em 2h de
reacdo a 70°C, propor¢ao molar de glicerol e 6leo de 1:1 e 15%
de enzima. J4 no meio livre de solvente e de surfactante,
obteve-se um teor compardvel de diacilgliceréis (cerca de 40%)
somente apds 10 horas de reacdo a 70°C, propor¢do molar de
glicerol e 6leo de 1:1 e 5% de enzima. O maior contato entre os
substratos, proporcionado nos meios contendo solvente e
surfactante, aliada a uma intensa agitacdo do meio reacional,
provavelmente favoreceram a obtencdo de diacilglicerdis nestes
sistemas, ao contrdrio do que ocorreu no meio contendo
somente glicerol e 6leo;

Obteve-se um alto teor de monoacilglicerdis (cerca de 25%)
nos ensaios a 70°C, proporcdo de glicerol e 6leo de 1:1 e 5% de
enzima no meio livre de solvente e de surfactante ap6s 10 horas
de reacdo de glicerdlise;

Foi possivel obter um alto teor de mono- e diacilglicerdis ricos
em EPA e DHA nas reacdes sem solvente nem surfactante
conduzidas a 70°C. Neste meio, as reacdes conduzidas a
temperatura de 55°C também proporcionaram uma quantidade
satisfatéria de mono- e diacilgliceréis apresentando um alto
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teor destes dcidos graxos Omega-3, apesar de a velocidade
inicial de reagdo ter sido menor nesta temperatura, quando em
comparacio com a reacdo conduzida a 70°C;

- Para todos os meios reacionais avaliados, foi possivel definir as
faixas de trabalho das varidveis importantes para o processo,
para futuras investigacdes nos sistemas estudados, visando a
maximizagdo dos produtos de interesse;

- Observou-se, ainda, que a agitacdo mecanica do meio reacional
€ mais eficaz do que a agitacdo proporcionada pelo banho-
maria do tipo Dubnoff para garantir um maior contato entre os
substratos imisciveis (6leo e glicerol).

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para uma melhor
compreensdo da reagdo de glicerdlise enzimatica de dleo de peixe,
visando a producdo de mono- e diacilglicerdis ricos em dcidos graxos
Omega-3.  Estudos mais aprofundados poderdo  viabilizar
economicamente este processo, de forma a reduzir o custo dos produtos
finais, para atender as necessidades das industrias e da populagao.
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6 SUGESTOES

A partir da consecugcdo desta pesquisa e das conclusdes
delineadas anteriormente, pode-se sugerir, para a continuidade deste
trabalho:

- Ajustar as condi¢Oes analiticas das amostras por cromatografia
gasosa utilizando detector de ionizacdo de chama (CG-DIC),
para uma melhor separacido dos picos referentes as diferentes
fragdes lipidicas produzidas nas reagdes de glicerdlise de dleo
de peixe, considerando-se as particularidades deste substrato.
Desta forma, pretende-se dosar ndo s6 os diacilgliceréis, como
também os monoacilglicerdis formados durante as reagdes;

Ajustar as condi¢Oes analiticas das amostras por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), determinando-se, em uma
coluna apropriada, o teor de glicerol e, em outra coluna, os
teores de dcidos graxos livres, mono-, di- e triacilglicerdis;

Produzir os padrdes de mono-, di-, triacilglicerdis e &cidos
graxos livres de 6leo de peixe mediante a hidrélise enzimédtica
deste substrato, com posterior purificacio de cada fragdo
lipidica em coluna de separagdo, utilizando-se solventes
adequados;

Para o meio sem solvente nem surfactante, a homogeneidade
dos substratos (glicerol e 6leo) poderia ser melhorada mediante
a aplicacdo de agitacdo mecinica durante as reacgles de
glicerdlise. Isto poderia implicar em velocidades iniciais de
reacdo mais altas para a formacao de mono- e diacilglicerdis;

Aplicar etapas seqilenciais na estratégia da otimizacdo das
condi¢des reacionais. Neste sentido, propde-se desenvolver
outro projeto experimental (delineamento composto central
rotacional) para maximizar a producido de diacilgliceréis no
meio contendo Tween 65, com base nos resultados obtidos no
planejamento ja realizado;

Estudar a cinética da reacfo de glicerdlise enzimatica do dleo de
peixe no meio reacional contendo Tween 65, nas condicdes
maximizadas no planejamento de experimentos;
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- Analisar a composi¢do em d4cidos graxos dos mono- e
diacilglicerdis produzidos nas condi¢des maximizadas no
planejamento experimental para o meio contendo Tween 65;

- Estudar o reuso da enzima, nas condi¢bes otimizadas nas
reacOes de glicerdlise, para os diferentes meios testados;

Aplicar a técnica de CCD-AD/Densitometria revelando-se as
placas com sulfato de cobre e 4cido fosférico, realizando-se a
leitura das manchas no densitdbmetro a 510nm, e utilizando-se
concentracdes adequadas das solucdes de amostras. Realizar a
quantificacio de 4cidos graxos livres, mono-, di- e
triacilglicerdis;

Quantificar ~ os  isdOmeros  posicionais por  CCD-
AD/Densitometria, utilizando-se um sistema de solventes
adequado, como, por exemplo, cloroférmio/acetona/dcido
acético (96:4:1, v/v/v);

Realizar a andlise posicional dos isdmeros formados, a saber,

1(3)-monoacilglicerdis, 2-monoacilglicerdis, 1,2(2,3)-
diacilgliceréis, 1,3-diacilglicerdis, para os diferentes meios
testados;

Avaliar a extrag@o liquido-liquido ou a centrifugacdo do meio
ao final das reagdes, visando a remogdo do glicerol presente no
meio reacional, de forma a dosar o teor de mono- e
diacilglicerdis em relacdo ao total de mono-, di-, triacilglicerdis
e dcidos graxos livres presentes;

Avaliar a reacdo de glicerdlise de 6leo de peixe utilizando-se
outras lipases (comerciais ou ndo comerciais) como
catalisadores;

Avaliar a reag@o de glicerdlise enzimdtica de 6leo de peixe em
ultrassom, utilizando-se 0s meios reacionais testados neste
trabalho.
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APENDICE A - GRAFICOS DE PROBABILIDADE NORMAL E DE VALORES
PREDITOS E OBSERVADOS

Os gréficos de probabilidade normal (Figura Al) e de valores
preditos e observados (Figura A2) para a producgio de diacilglicer6is em
reacdo de glicerdlise enzimdtica de dleo de peixe, em meio contendo
terc-butanol e em meio contendo Tween 65, sdo apresentados a seguir.
Pela andlise dos gréficos, verifica-se que os erros de ajuste estdo
normalmente distribuidos em torno da reta e que as observagdes sdo
independentes.

Valor normal esperada

(@) (b)
Figura A1 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para
a producdo de diacilglicer6is em reacdo de glicerdlise enzimatica de 6leo de peixe na
presenca de (a) terc-butanol e (b) Tween 65.

(a) Velores cseriados (b) Tttt sl T
Figura A2 — Valores experimentais versus valores preditos pelo modelo para a
producdo de diacilgliceréis em reacdo de glicerdlise enzimdtica de 6leo de peixe na

presenca de (a) terc-butanol e (b) Tween 65.

A seguir sdo apresentados os grificos de probabilidade normal
(Figura A3) e dos valores preditos e observados (Figura A4) para a
producdo de monoacilglicerdis e diacilglicerdis em reacdo de glicerdlise
enzimdtica de 6leo de peixe, em meio livre de solvente e de surfactante.
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Pela andlise dos gréficos, verifica-se que os erros de ajuste estdo
normalmente distribuidos em torno da reta e que as observagdes, em sua
maioria, sdo independentes.

Valores normak esperadas
o

@ (b)
Figura A3 - Distribuicdo dos residuos em torno da reta que indica normalidade para
a producdo de (a) monoacilglicerdis e (b) diacilglicerdis na glicerélise enzimadtica de
6leo de peixe em meio livre de solvente e de surfactante.

Valores praditos
o
LS

e e B PP R D DD OB ®bDE O @
(a) i (b) s

Figura A4 — Valores experimentais versus valores preditos pelo modelo para a
producdo de (a) monoacilglicerdis e (b) diacilglicerdis na glicer6lise enzimadtica de
6leo de peixe em meio livre de solvente e de surfactante.




Apéndices
167

APENDICE B — QUANTIDADES DE PADROES APLICADAS NAS PLACAS
DE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A seguir sdo apresentadas as quantidades de padrdes aplicadas
nas placas de cromatografia em camada delgada, com eluicdo
utilizando-se o sistema de solventes hexano/éter etilico/dcido acético
(65:35:1, v/v/v) e posterior quantificacdo dos mono- e diacilglicerdis por
densitometria tanto a 200nm quanto a 510nm.

Tabela B1.Volume e massa das solucdes padrido utilizadas para a
construcdo das curvas de calibracio.

Volume aplicado Massa a!)lic.ada’('ie Ma§sa'apl‘icad’:i1 de
(L) mopoacﬂgllcerms dlac~llgllcer01s

(solucdo 0,50475mg/ml) (soluc¢do 0,5mg/ml)

2,0 1,0095ug 1,00pg

3,5 1,766625ug 1,75ug

6,0 3,0285ug 3,00ug

10,0 5,0475ug 5,00pg

15,0 7,57125pug 7,50ug

At 200 e

Figura B1 - Picos referentes as solucdes padrdo e as amostras do meio reacional,
visualizadas a 200nm utilizando-se o TLC Scanner 3.

No gréfico, as abscissas correspondem ao fator de retencdo (Ry) e as ordenadas, a unidade de
absorbancia.
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Figura B2 - Picos referentes as solucdes padrdo de monoacilglicerdis,
diacilglicerdis, dcido oléico e triacilglicerdis, visualizados a 200nm utilizando-se o
TLC Scanner 3.

No gréfico, as abscissas correspondem ao fator de retencdo (Ry) e as ordenadas, a unidade de

absorbancia.

(@)

(b)

Figura B3 — Curvas de calibracio de (a) monoacilglicerdis e (b) diacilgliceréis
visualizados a 200nm utilizando-se o TLC Scanner 3, com tratamento dos dados
utilizando-se o Software Wincats.

No gréfico, as abscissas correspondem a concentragdo da solu¢do de padrdo e as ordenadas, a

unidade de absorbancia.
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Figura B4 - Picos referentes as solugdes padrdo e as amostras do meio reacional,
visualizadas a 510nm utilizando-se o TLC Scanner 3.

No gréfico, as abscissas correspondem ao fator de retencdo (Ry) e as ordenadas, a unidade de
absorbancia.
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Figura BS - Picos referentes as solugdes padrdo de monoacilglicerdis,
diacilglicerdis, dcidos graxos livres e triacilgliceréis visualizados a 510nm
utilizando-se o TLC Scanner 3.

No gréfico, as abscissas correspondem ao fator de retengdo (Ry¢) e as ordenadas, a unidade de

absorbancia.
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Figura B6 - Curvas de calibragdo de (a) monoacilgliceréis e (b) diacilglicerdis
visualizados a 510nm utilizando-se o TLC Scanner 3, com tratamento dos dados
utilizando-se o Software Wincats.

No gréfico, as abscissas correspondem a concentragdo da solucdo de padrdo e as ordenadas, a
unidade de absorbancia.
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APENDICE C - RESULTADOS DA ANALISE PARA A DETERMINACAO DA
ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO DA NOVOZYM® 435

A seguir sdo apresentados os resultados da andlise para a
determinacdo da atividade de esterificacio da Novozym™ 435
utilizando-se 4cido oléico como agente acilante.

Tabela C1.Quantidade de 4cido oléico, determinada ao longo da reagao
de esterificacdo do n-propanol. Resultados da andlise das
amostras por CCD-AD/Densitometria com visualizagdo a

200nm.
Tempo (min) | Teor de acido oléico (g)1 Teor de acido oléico (umol)
0 2,8406 10.056,24
10 1,1784 4.171,78
20 0,5914 2.093,56
30 0,4966 1.758,11
40 0,4923 1.742,77
60 0,4623 1.636,60
120 0,4605 1.630,09

! Média de duas determinacdes.

Condigdes da reacdo: Propor¢do molar 1:1 (dcido/dlcool), 60°C, 5% de lipase imobilizada
(m/m, em relacdo ao total de substratos), agitacdo magnética.

12.000

10.000

8.u00
&—398,13}( +9121,9

6.000 \H‘:u.emu

4.000 - 3

2000 u

Conteudo de acido oléico (pmol)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo de raa¢do [min)

Figura C1 - Consumo de 4cido oléico ao longo da reagdo de esterificagdo do n-
propanol catalisada pela Novozym® 435.
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APENDICE D — ARTIGO: ASSESSMENT OF PROCESS PARAMETERS ON
THE PRODUCTION OF DIGLYCERIDES RICH IN OMEGA-3 FATTY ACIDS
THROUGH THE ENZYMATIC GLYCEROLYSIS OF FISH OIL

A seguir, é apresentado o artigo publicado no ano de 2010,
referente aos resultados dos experimentos discutidos nas secdes 4.1,
43.1e4.3.2.

Assessment of process parameters on the production of
diglycerides rich in omega-3 fatty acids through the enzymatic
glycerolysis of fish oil
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Abstract

The main objective of this work is to present new experimental
information concerning the effect of relevant process parameters related
to the production of diglycerides by enzymatic glycerolysis of fish oil.
Reaction products can be applied as ingredients in food industry, joining
the emulsifying properties of partial glycerides along with the nutritional
benefits attributed to the omega-3 fatty acids. From preliminary
reactions, conversion was higher for a solvent- and surfactant-free
system but the long time to reach appreciable amounts of diglycerides
may be a drawback for practical purposes. To overcome this problem,
the addition of fert-butanol revealed to be relevant, leading to high
diglycerides contents in short times. The system containing Tween 65
led to the highest amount of diglycerides. This study described the
feasibility of enzymatic synthesis of diglycerides rich in EPA and DHA
in short reaction times as well by using a more environmental friendly
process.

Keywords: glycerolysis, fish oil, lipases, diglycerides

Introduction

Chemical catalysis has been extensively applied to the large-scale
synthesis of mono- and diglycerides, especially due to the low cost of
catalysts and its efficiency even at low concentrations. The chemical
reaction, however, has some disadvantages as it accelerates unwanted
acyl migrations and because of high temperatures usually applied in this
process [1]. Besides, it leads to the oil oxidation, which is critical when
using fish oil as substrate [2,3].

A good alternative for overcoming these problems is the
enzymatic glycerolysis as this process can occur at mild reaction
conditions, generally requires less energy and can be conducted in
equipment of lower capital cost than many other chemical processes.
Also, under these milder conditions, the products are purer and less
degraded compared to alternative high-temperature reactions, so they
are more easily purified and waste disposal is less of a problem [4,5].

Enzymatic glycerolysis has already been studied in a solvent-free
system [6]. However, due to the mild temperatures generally used in
biocatalysis, mixing of the water soluble glycerol with triglycerides can
be very difficult. Therefore, one of the challenges is to improve the
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contact between the reactants. Adding solvents to the glycerolysis
reaction has proven very promising for an efficient glycerides
production system from unsaturated oils. Furthermore, the solvent helps
form more homogenous and less viscous reactant mixtures and generally
avoids acyl migration [3,7].

On the other hand, the use of organic solvents may produce
various undesirable physicochemical effects on enzyme molecules, with
effects differing depending upon the kind of organic solvent [8].
Unwanted side reactions with substrates or products, as well as the cost,
energy required for removal from the product mixture and toxicity, are
other important aspects to be considered when dealing with solvent
systems [1].

Biocatalytic process in the presence of surfactants has also
received attention in order to increase the solubility of organic
substrates. Surfactants are molecules with anphipatic characteristics, and
they are able to form micellar systems [4]. In addition, lipases
demonstrate high interfacial activity in micellar system, because the
formation of the active site during the reaction occurs at the interface
between the substrate and the enzyme [8]. In spite of synthetic
surfactants are widely applied in the reaction media [9], the use of a
food grade surfactant is of primary importance for the use of mono- and
diglycerides in the food industry [10].

Based on these considerations, the main goal of this work is to
report new experimental information concerning some relevant process
parameters on the production of diglycerides rich in omega-3 fatty acids
through the enzymatic glycerolysis of fish oil. Diglycerides are
important ingredients in the food industry. Additionally, besides the
emulsifying properties of these glycerides one can cite the nutritional
benefits attributed to the omega-3 fatty acids eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA).

Material and Methods

Material

For the glycerolysis reactions, glycerol (99.5%, molar mass
92.09g/gmol) was obtained from Nuclear. The commercial ultra-refined

menhaden fish oil OmegaPure (molar mass 877.65g/gmol) was supplied
by OmegaProtein, USA. This fish oil is rich in EPA and DHA, and it
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was stabilized with 500ppm mixed tocopherols and 200ppm of tert-
butylhydroquinone (TBHQ).

For the solvent system, fert-butanol was obtained from Vetec.
The food grade surfactants polyoxyethylene sorbitan tristearate (Tween
65, Fluka), polyoxyethylene sorbitan monooleate (Tween 80, Synth),
polyoxyethylene sorbitol trioleate (Tween 85, Fluka) and soybean
lecithin (Inlab) were tested in the reaction system. These additives are
permitted for direct addition to food for human consumption [11].

Lipase Novozym 435 from Candida antarctica B, immobilized in
a macroporous acrylic resin, with no positional specificity, was supplied
by Novozymes (Brazil).

The organic solvent n-heptane and the derivatizing reagent
MSTFA (N-methyl-N-trimethylsiltrifluoracetamide) were used for the
determination of the di- and triglycerides by gas chromatography (GC).
External standards (glycerol, free fatty acids, mono-, di- and
triglycerides from palmitic acid, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid),
all of chromatographic grade, were purchased from Sigma-Aldrich. All
solvents were of analytical grade.

Physicochemical characterization of the substrates

The acid (Official Method Ca 5a-40), saponification (Official
Method Cd 3-25) and peroxide values (Official Method Cd 8-53) and
the specific gravity (Official Method Cc 10c-95) of the fish oil were
determined according to the Official Methodology of the American Oil
Chemists’ Society [12]. The fatty acid composition of the fish oil was
determined by GC according to the AOCS Official Method Ce 1b-89,
after the conversion of fatty acids into their fatty acid methyl esters. The
average molar mass of the fish oil was calculated from its fatty acid
profile. The viscosity of the oil and the glycerol was determined at 25,
40 and 55°C by using a Brookfield viscosimeter (model LVDV IIl+
connected to a TC-502P water bath). The water content of the fish oil,
glycerol, fert-butanol and surfactants was determined by the Karl Fisher
titration method (DL 50 Graphix, Mettler Toledo).

Apparatus

The enzymatic glycerolysis reactions were carried out in a
mechanically stirred (IKA-RW 20 digital stirrer) jacketed flask (40mL)
covered with aluminum, connected to a thermostatic water bath.
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Experimental procedure

The enzyme was previously activated in an oven at 40°C for 1h
before use. Pre-established amounts of the substrates (fish oil and
glycerol), enzyme and surfactant or solvent, were weighed on a
precision scale balance (Ohaus Analytical Standard with 0.0001g
accuracy) and loaded into the reaction vessel. The stirring rate was kept
constant for all experimental conditions at 600rpm. Experiments were
performed at pre-established conditions. At the end of the reaction, the
immobilized lipase was removed and recuperated for determination of
its residual esterification activity. Three different systems were
evaluated for the elimination of the solvents from the reaction media: a)
vacuum oven (60°C; 0.Sbar) until constant weight; b) vacuum oven
(60°C; 0.5bar) for 1h followed by nitrogen flow until constant weight;
and c) vacuum rotary evaporator (65°C; 60mmHg). The recovered
products were stored at -20°C under nitrogen for further analysis.

Analytical procedure

Qualitative analysis

After reactions, samples were applied on 20cm silica gel 60G
plates containing a fluorescent reactant (Macherey-Nagel, Germany) for
the thin-layer chromatography (TLC) analysis. The solvents
hexane/ethyl ether/formic acid (80:20:2, v/v/v) were used as elution
system. Bands were visualized under ultraviolet light (254nm) and with
iodine vapor (/3). For this analysis, oleic acid, monoolein, diolein and
dipalmitin were applied as standards on the TLC plates. The OmegaPure
fish oil was used as the triglyceride standard.

Quantitative analysis

Di- and triglycerides contents

Di- and triglycerides measurements of products were carried out
by GC according to the European standard test method EN 14105,
modified according to the literature [7]. All GC measurements were
performed in duplicate. The content of reaction product and substrate
are expressed here in terms of the whole amount of di- and triglycerides,
as weight percent of the total sample.

The gas chromatograph was a Shimadzu 2010, equipped with an
automatic injector and on-column, and with a flame-ionization detector
(GC-FID). The following instrumentation and conditions were applied:
capillary column DB-5 (30m x 0.25mm x 0.1um, series number
US7162944H, J&W Scientific); detector temperature 380°C. The
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column temperature was held at 50°C for 1min, programmed to 180°C
at 15°C/min, then programmed to 230°C at 7°C/min, 10°C/min until
380°C, and held at this temperature for 8min. The carrier gas was
hydrogen (pressure of 80kPa). The injection volume was 1.0uL.

Enzymatic activity measurement

The esterification activity of the immobilized lipase before and
after reactions was evaluated according to the literature [14]. The
enzyme activity was determined in the esterification reaction between
lauric acid and n-propanol at a molar ratio of 1:1, temperature of 60°C
and enzyme concentration of 5% (by weight of reactants). One unit of
activity (U) was defined as the amount of enzyme necessary to consume
Iumol of lauric acid per minute at these experimental conditions.

After each experimental run, the biocatalyst was separated from
the reactional medium by filtration. Then, the catalyst was washed twice
using 10mL of n-hexane (99%, Vetec) and the sample was vacuum
filtered. Therefore the enzyme was dried in oven at 40°C for 1 hour. The
recuperated enzyme from each experimental run was kept in desiccator
for 24 hours and after this period of time the residual esterification
activity, defined as the ratio of (Final activity/Initial activity) x 100, was
determined.

Preliminary assays

Preliminary assays were performed for the screening of the
reaction media for the enzymatic production of diglycerides. For this
purpose, experimental conditions were kept fixed for all set of
experiments, unless otherwise mentioned. The peroxide value of the
media was determined after the reactions.

The choice of reaction conditions was based on previous studies
concerning glycerolysis reactions catalyzed by the lipase Novozym 435,
in different reaction systems [1,6,10,15,16]. The reaction temperature
was chosen following the optimal range for this lipase (40-70°C),
according to its supplier (Novozymes). The glycerol:fish oil ratio 2:1
was established based on the stoichiometric relation for diglycerides
production, in the reaction of glycerolysis of triglycerides [4].

Reaction system with a food grade surfactant

Substrates (15g) were added at a molar ratio of 2:1 (glycerol/fish
oil). Both surfactant and immobilized lipase were added at a mass ratio
of 10wt% of substrates. All surfactants described previously were tested
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in this step. Glycerolysis reactions were performed at 55°C for 2h with
mechanical stirring (600rpm).

Reaction system with organic solvent

Substrates were added at a molar ratio of 2:1 (glycerol/fish oil).
The tert-butanol was added at a ratio of 1:1 (v/v) of the total substrates
(glycerol and oil), comprising 35mL of reaction media. The
immobilized lipase was added at a mass ratio of 10wt% of substrates.
Glycerolysis reactions were performed at 55°C for 2h with mechanical
stirring (600rpm).

Surfactant- and free-solvent system

Substrates were added at a molar ratio of 2:1 (glycerol/fish oil),
comprising 15g of oil and glycerol. The immobilized lipase was added
at a mass ratio of 10wt% of substrates. Glycerolysis reactions were
performed at 55°C for 24h with mechanical stirring (600rpm). This
reaction time was established for this system based on previous studies
concerning solvent-free glycerolysis reactions.

Effect of process variables on enzymatic glycerolysis of fish oil

After the screening of the reaction media, an experimental design
was established to enable the evaluation of different parameters for the
production of diglycerides. Results were expressed in terms of the mass
percent of diglycerides.

For the reaction system with a food §rade surfactant and for the
reaction system with an organic solvent, a 2" fractional factorial design
with a center point run in triplicate was carried out to study the effect of
the molar ratio of substrates (glycerol and fish oil), enzyme loading,
reaction temperature, and surfactant loading or solvent to substrates ratio
on the production of diglycerides. In this set of experiments, reactions
were performed for 2h with a constant mechanical stirring rate
(600rpm). The levels for the investigated factors were chosen based on
different publications concerning biocatalyzed glycerolysis reactions
[1,6,15,16]. For the system with a food grade surfactant, only the
surfactant chosen at the preliminary experiments was applied in the
reaction media.

Statistical analysis
The statistical analysis related to the estimated effects of each
variable was performed using the global error and the relative standard
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deviation between the experimental and predicted data. All analysis was
performed using the software Statistica version 6.0 (Statsoft Inc, USA)
using a confidence level of 95%.

Results and Discussion

Characterization of fish oil

The results obtained for the physicochemical characterization of
the OmegaPure fish oil were: acid value (% of oleic acid) 0.1368, acid
value (%) 0.2722, peroxide value (meq O,/kg oil) 0.4490, saponification
value (mg KOH/g oil) 202.37, molar mass (g/gmol) 877.65, specific
gravity (g/mL) 0.9304, viscosity (cP) 40.03 at 25°C, 24.51 at 40°C and
15.96 at 55°C. The acid, peroxide and saponification values of the fish
oil and also its specific gravity agree with supplier specifications and
match international regulations for fish oils for human consumption
[11].

The fatty acid composition (%) of OmegaPure fish oil was
determined as: myristic 8.65, palmitic 18.48, palmitoleic 11.47, stearic
3.60, oleic 10.15, linoleic 2.10, linolenic 1.71, stearidonic 3.14,
arachidonic 1.21, EPA 13.34, DPA 2.47 and DHA 13.34. This oil is rich
in omega-3 fatty acids EPA and DHA, with a whole content of 26.68%.
Such composition is a characteristic feature of oils from marine origin
[17]. It is therefore a suitable substrate for the production of functional
emulsifiers, rich in these omega-3 fatty acids.

The plot of the viscosity (data not shown) of glycerin and fish oil
against temperature showed that the viscosity of the samples
significantly decreases as temperature increases, which is important for
their usage as reaction media. It is conceivable that the decrease of the
viscosity of the fish oil and the glycerin could reduce mass transfer
resistance during glycerolysis reactions, thus allowing a better
interaction between both substrates.

The water content of substrates, as determined by Karl Fischer
titration, showed as results (wt%): fish oil 0.5402, glycerin 0.5986, tert-
butanol 0.7331, Tween 65 n.a., Tween 80 2.8821, Tween 85 5.4888,
soybean lecithin n.a (not analyzed).

In the reaction media, water is partionated between the enzyme,
its support — when using immobilized enzymes — and substrates. It is
well known that the water content of the enzyme has a great influence
on its catalytic activity. This content may be changed by the solubility of
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the water in the reaction media and also by the attraction of water by the
support of the enzyme [18].

Optimal control of moisture content is a key element of lipase
biocatalysis, because it affects reaction rate, product yield, product
selectivity, and operational stability. A remaining water content usually
lower than 1wt% is necessary to assure the catalytic activity of most
lipases [19,20]. As presented before, the water content of substrates
ensures the catalytic activity of Novozym 435.

Preliminary assays

Results obtained in the preliminary enzymatic glycerolysis tests
are presented in Table 1 in terms of di- and triglycerides contents.
Results show that the solvent-free and surfactant-free system has led to
the highest production of diglycerides (34.90%) in 24 hours of reaction
among all investigated reaction systems. The reaction time applied for
this system was higher than that for the other systems due to the lowest
mass transfer usually verified in reaction systems with no solvents or
surfactants.

In the glycerolysis of a fish oil catalyzed by a commercial lipase
obtained from Candida antarctica fraction B, Torres et al. [6] have
produced 20% of monoglycerides and 42% of diglycerides after 24
hours of reaction at 60°C with constant stirring rate (300rpm), in a
solvent-free system. The enzyme load was 7% (by weight of reactants),
and substrates were added at a molar ratio of 0.89
(triglyceride:glycerol). In the glycerolysis of a fish oil catalyzed by a
commercial lipase from Rhizomucor miehei (8.5%, by weight of
reactants), the same authors have obtained 40% of mono- and
diglycerides after 24h incubation at 45°C, by using a molar ratio of 5.5
(triglycerides:glycerol) with constant stirring (300rpm).

Yang et al. [21] reported the contents of 5% of monoglycerides,
50% of diglycerides, 35% of triglycerides and 8% of free fatty acids, in
the glycerolysis of sunflower oil. In a later study, the commercial
enzyme Lipozyme TL IM, from Thermomyces lanuginosus, was added
at a ratio of 20% (by weight of substrates). The reaction was performed
in a solvent-free system, at 40°C and 300rpm during 17h, and the
reaction temperature and the stirring rate have been reduced to 5°C and
200rpm, respectively, and then the reaction has been allowed to proceed
for additional 7h. This strategy led to the fractionation of the mono- and
diglycerides obtained during glycerolysis reaction, as an alternative to
increase the reaction yield in a solvent-free system.
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Results in Table 1 show that the reaction system with tert-butanol
led to a content of 20.27wt% of diglycerides and 4.29% of triglycerides,
after 2h of incubation. The highest conversion of triglycerides to
diglycerides in a shorter reaction time, when compared to other reaction
systems, can be attributed to the presence of the tertiary alcohol in the
medium, as a solvent medium is actually an important solution for
improving the homogeneity of the system.

Tert-butanol is a suitable solvent for glycerolysis reactions
catalyzed by Novozym 435, as already observed by Yang et al. [22] for
the glycerolysis of fish oil. The addition of tert-butanol may increase the
miscibility of the substrates (glycerol and oil) with no loss of the
esterification activity of Novozym 435. It is worth mentioning that this
alcohol is solid at room temperature (melting point 25-26°C), making
the process operation difficult. In practical uses, decisions can be
dependent on the ease of carrying out the process and the cost of
solvents, as well as other subjective considerations. A lot of information
has been accumulated in large-scale operations concerning fert-butanol
evaporation procedures and it is a solvent approved from the safety
authorities, as already discussed by Pawongrat et al. [16]. For these
reasons, this tertiary alcohol was selected for the present investigation.

Kriiger et al. [7] reported that a high content of mono- and
diglycerides (about 60wt%) could be achieved at mild temperatures,
with relatively low enzyme concentrations (10% by weight of
substrates) in short reaction times (240 minutes). These conditions have
been applied in the glycerolysis of olive oil in the presence of tert-
butanol. These authors also observed that the production of mono- and
diglycerides could be maximized depending on the glycerol to oil molar
ratio. In the glycerolysis of sunflower oil catalyzed by Novozym 435
(18% by weight of oil) with fert-pentanol (500%, v/w of oil), the higher
monoglycerides content (76%) was achieved within 115min at 50°C,
with the substrates at the molar ratio 7:1 (glycerol:oil) [2].

For the reaction system without solvent and containing a food
grade surfactant, Tween 65 was the surfactant that afforded the higher
diglycerides content (19.41wt%, by weight of substrates) after 2h of
reaction. The type of surfactant affected the diglycerides content
produced during glycerolysis reactions, which can be explained by the
chemical characteristics and the molecular conformation of each studied
surfactant [23].

Glycerolysis reaction in a solvent-free system with a food grade
surfactant seems to be a promising route for the production of
diglycerides. Enzymes (particularly lipases) can act in the micellar
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interface, interacting with the hydrophilic and/or hydrophobic parts of
the substrates, corroborating the importance of the surfactant presence in
the reaction medium.

The effect of the surfactant on the production of mono- and
diglycerides was previously verified for the glycerolysis of olive oil
catalyzed by Novozym 435 [10]. In this study, the surfactant Tween 65
led to the higher mono- and diglycerides content (36.21%) after two
hours of reaction, followed by the surfactant Tween 85 (31.09%). These
conversions were obtained at 70°C, with mechanical stirring (600rpm),
molar ratio glycerol to olive oil 2:1, 7.5% of immobilized enzyme (by
weight of reactants) and 16% of surfactant (by weight of reactants).

For rapid analysis during the process, results were also analyzed
by thin layer chromatography, as an alternative method to check the
presence of free fatty acids, mono-, di- and triglycerides after
glycerolysis reactions. Samples with higher content in diglycerides — as
already verified by GC — were applied on TLC plates. Results are shown
in Figure 1.

TLC analysis indicates that triglycerides (Retention factor, Ry =
0.67) were partially converted to mono- (Ry= 0.03) and diglycerides (R,
= 0.15 and 0.18) after 2h of reaction with fert-butanol at the
experimental conditions studied. For this system, bands of free fatty
acids (Ry = 0.58) were also visualized on TLC plates. If this result is
further confirmed by GC, it is necessary to study an alternative to
minimize the production of this lipid fraction during glycerolysis
reactions. The presence of free fatty acids in the final product is
associated to flavour problems in the food product where it is used as
ingredient [24]. Besides this problem, the production of free fatty acids
results in a low process yield with the need of further expensive
purification steps [16].

Results obtained by TLC (Figure 1b) show that Novozym 435
was able to produce partial glycerides from triglycerides in all
experiments, confirming the results obtained by GC. Bands of
triglycerides were observed for all samples, thus indicating incomplete
conversion for the reaction time evaluated.

Enzyme activity monitoring

The enzyme behavior in a reaction medium is of primary
importance as the loss of enzyme activity may lead to low yields of the
desired products. Enzyme stability and activity may depend on the
enzyme species, characteristics of the reaction medium, water content of
the enzyme/support/reaction media and process variables, as previously
outlined in the literature [14]. Results of the residual esterification
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activity of the immobilized lipase Novozym 435 are shown in Table 2.
The original esterification activity of this enzyme was 53.5U/g of the
immobilized lipase.

Results revealed average changes in the esterification activity of
the enzyme Novozym 435 lower than 15% for all tested systems, at the
experimental conditions herein investigated. Similar results have been
verified for the glycerolysis of olive oil catalyzed by Novozym 435,
when using the same food grade surfactants tested in the present study
[10].

The effect of different surfactants on the hydrolytic activity of a
lipase obtained from a newly Pseudomonas sp. strain isolated from soil
was verified by Gaoa et al. [25]. In that work, results indicated that this
enzyme was inactivated by all surfactants tested, and the effect was
pronounced with prolonged incubation time. Incubation of the lipase
with Tween and sulfonates completely inactivated the enzyme within
90min [25].

Results obtained here suggest the possibility of reuse of the
enzyme Novozym 435 in subsequent batches without a significant loss
of its esterification activity, thus lowering the operating costs of the
enzymatic process.

Peroxide value monitoring

Measurement of the peroxide value of the samples before and
after reactions is an important step to evaluate lipid oxidation during
glycerolysis reactions. Lipid oxidation is a major cause of quality
deterioration in many foods. It can alter the flavour and nutritional
quality of foods and produce toxic compounds [26]. The peroxide value
of the OmegaPure fish oil and of the reaction media were (meq Oykg
oil): fish oil OmegaPure 0.45, solvent-free, surfactant-free 7.80, tert-
butanol 11.04, Tween 65 29.05, Tween 80 7.63, Tween 85 12.95 and
soybean lecithin 2.28. It is worth mentioning that these results are
related to samples whose solvent has been eliminated by using a vacuum
oven.

The peroxide value of the samples was higher than that of the
original fish oil (0.4490meq Oykg oil), thus indicating that lipid
oxidation took place during glycerolysis reactions or during the storage
of the samples. Even though the values herein obtained may be
considered high, the majority remained close to 10meq O,/kg of oil, as
specified by Codex Alimentarius for the oil extracted from herring [11].
In present work, a great increase in the peroxide value of samples was
observed for the reaction media containing Tween 65, Tween 85 and
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tert-butanol. OmegaPure fish oil is rich in polyunsaturated fatty acids
EPA and DHA, which are extremely sensitive to oxidation, leading to
their destruction, as already verified in the literature for similar
systems[27].

A study concerning the oxidative stability of structured lipids and
of milk containing structured lipids rich in polyunsaturated fatty acids
has indicated that the lipid oxidation process is strictly related to the
fatty acid composition of the samples. Moreover, this research indicated
that storage conditions are important for product quality [28].

An important study for minimizing lipid oxidation of fish oil
during glycerolysis reactions was carried out by Borg et al. [27]. These
authors verified that a constant stirred tank reactor with N, bubbling
through is more efficient than a constant stirred tank reactor under
vacuum for limiting oxidation problems.

Results herein obtained show that the type of surfactant also has a
great influence on the oxidation of the substrate. It is already known that
emulsifiers play a role in the oxidative stability of oil droplets. The
effect of emulsifier type, droplet size, and oil concentration on lipid
oxidation was determined for caprylic acid/canola oil structured lipid-
based emulsions [20]. In the later study, whey protein isolate had a
significant antioxidant effect on the oxidation rates compared to sucrose
fatty acid esters. Authors reported that particles size had no effect on
lipid oxidation in structured lipid-based oil-in-water emulsions.

In the present study, the lower peroxide value (2.28meq O,/kg
oil) was obtained for the reaction medium with soybean lecithin. This
result can be explained by the antioxidant activity shown by this
phospholipid along with a synergistic effect with tocopherols added to
the fish oil, as already observed for vegetable oils [28].

Based on the results obtained, another set of experiments was
carried out for the reaction media with Tween 65, Tween 85 and tert-
butanol, in attempt to check the moment where lipid oxidation was more
pronounced during the process. Samples were withdrawn at different
steps of the glycerolysis reactions and their peroxide value was
immediately determined. For the reaction medium containing Tween 85,
different procedures for solvent elimination were performed. Results are
shown in Table 3.

It can be observed that there was a little degree of oxidation of
the fish oil during glycerolysis reactions. This oxidation can be
explained by the temperatures applied during glycerolysis reactions and
also by the presence of oxygen in the reactor. A higher degree of
oxidation was observed when using the vacuum oven for solvent
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elimination, even by short times (1h). For this reason, this procedure
was not suitable for the treatment of the samples after reactions. Based
on the peroxide value of the samples, the vacuum rotary evaporator was
the best process for solvent elimination after glycerolysis reactions. Di-
and triglycerides contents shown in Tables 1, 4 and 5 are referred to
reactions where solvent was eliminated by using a vacuum rotary
evaporator.

Effect of process variables on enzymatic glycerolysis of fish oil

In order to maximize the production of diglycerides by the
glycerolysis of fish oil, taking into account the preliminary results
presented above, an experimental design for the system with the
surfactant Tween 65 and for the system with fert-butanol was carried
out. Results obtained here are shown in Tables 4 and 5 for each
evaluated system. These tables also present the statistical analysis
showing the effect of process variables on the diglycerides content.

The statistical analysis of the experimental data permits us to
observe that for the system containing the organic solvent, temperature
presented a positive significant effect on diglycerides production, while
glycerol to oil molar ratio and solvent ratio had a negative effect on
product content. For the system containing surfactant, temperature and
enzyme load presented a significant positive effect on the reaction
conversion, while surfactant load affected negatively the diglycerides
content. These observations show that the reaction system may strongly
influence the process performance.

Similar results to those obtained here were described for the
glycerolysis reaction of olive oil with Novozym 435 (10%, by weight of
substrates) as catalyst within 2h of incubation at 55°C, a volume ratio of
tert-butanol to substrates 1:1, a molar ratio of glycerol to oil 0.5:1.5 and
mechanical stirring of 600rpm [7]. In the glycerolysis of fish oil using a
Candida antarctica fraction B lipase (Chirazyme L-2) as biocatalyst,
diglycerides comprised about 45% in a solvent-free system after 10h at
60°C and a mole ratio of triglycerides (based on fatty acid equivalents)
to glycerol of 1.5 to 1 [6]. In the present study, a similar content was
reached within 2h of incubation.

Some authors outlined that it is possible to favor the production
of diglycerides through restriction of glycerol amount in the reaction
medium, as the stoichiometric mole ratio of glycerol to oil that favors
the production of monoglycerides is 2:1. These researches also describe
that an excess of glycerol could shift the reaction to the production of
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monoglycerides [7,15]. A possible explanation for this fact can be
related to the absence of an agent able to promote the efficient contact
between the oil and glycerol, reproducing to a certain extent a situation
of “glycerol restriction”, as suggested by Kriiger et al. [7].

In the present investigation, similar diglycerides content (18wt%
by weight of products) was achieved for both tested systems at the
center point experimental condition, along with a higher triglycerides
decrease for the system containing fert-butanol.

These results are in accordance of other studies that indicate fert-
butanol is a useful solvent for glycerolysis reactions. In another study
concerning the glycerolysis of sunflower oil catalyzed by Novozym 435,
it has been described that more than 20-fold of the reaction efficiency
from the system containing ferz-butanol was obtained compared to the
solvent-free system. In the batch reaction system with this alcohol,
temperature higher than 40°C was favored. The glycerol/oil ratio was
best in the study with 4.5 while the solvent weight ratio from 1 to 3 had
little effect. In general, 60-70% yield of mono- and diglycerides could
be obtained at 2h in the stirred tank reactor [15].

The biocatalyzed glycerolysis system consists of oil, glycerol and
an enzyme. The glycerol often binds to the enzyme; hence, the access of
oil molecules to the enzyme is difficult and thus the reaction efficiency
is usually low in such systems. Obviously, the use of a suitable solvent,
like tert-butanol, could produce the best practical solution for improving
the homogeneity of the system. The organic medium can help improving
the system homogeneity and stability as well as reduce the viscosity and
mass transfer limitations [15].

In this study, the system containing Tween 65 as surfactant led to
a great amount of diglycerides within 2h of incubation with Novozym
435. In general, the diglycerides content herein obtained was higher than
that obtained in the glycerolysis of olive oil catalyzed by this lipase [10].
These authors reported the production of 41.4% and 37.4% of mono-
and diglycerides for the system containing Tween 65 and Triton X-100
as surfactants, respectively, for the reaction performed at 70°C, 600rpm,
molar ratio glycerol:oil 6:1, 16% of surfactant (by weight of reactants)
and 9% of immobilized enzyme (by weight of reactants) within 2h of
reaction. In the latter research, the mass diglycerides content was lower
than 20 and 13% for the systems containing Tween 65 and Triton X-
100, respectively.

The use of surfactants in the reaction system could be a simple
and cheap solution to overcoming the problem of substrates
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immiscibility in glycerolysis reactions, especially for products for use in
the food industry [10].

Conclusions

Although the conversion of triglycerides has been higher in the
solvent-free and surfactant-free system, the long time (24h) necessary to
achieve appreciable amounts of diglycerides may be a drawback for
practical purposes. For overcoming this problem, the use of an organic
solvent, as fert-butanol, may comprise a viable solution, thus leading to
great amounts of diglycerides in short reaction times (2h). The system
containing Tween 65 led to the highest amount of diglycerides among
all tested surfactants, while the system with soybean lecithin led to the
lowest content of diglycerides. Great amounts of diglycerides were
achieved for the system with fert-butanol as well for the system with
Tween 65 at the experimental design was carried out for both systems.
This study described the feasibility of the enzymatic synthesis of
diglycerides rich in EPA and DHA in very short reaction times, by using
a system containing an organic solvent as well as a more
environmentally friendly process, with a food grade surfactant. The
diglycerides obtained have potential application in food products as a
substrate rich in omega-3 essential fatty acids.
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Figure captions

Figure 1. Analysis of samples by thin layer chromatography.
Samples: standards of oleic acid (a), monoolein (b), diolein (c),
dipalmitin (d), media before (e) and after (f) the reaction with tert-
butanol (A) and analysis of the reaction media before (a) and after the
surfactant-free and solvent-free system (b), with tert-butanol (c) and
with the surfactant Tween 65 (d) (B). Elution system: hexane/ethyl
ether/formic acid (80:20:2, vol). Experimental conditions: see Table 1.
MAG: monoglycerides. DAG: diglycerides. TAG: triglycerides. FFA:
free fatty acids.

Table 1. Content of diglicerydes and triglycerides (wt%) obtained in
the enzymatic glycerolysis of OmegaPure fish oil by using
different reaction systems.

Reaction system DAG (wt%) TAG (Wt%)
Before reaction 2.90+0.49 80.00 + 2.05
fr‘ifnt'ﬁee’ surfactant- 34 991333 15.19 + 1.84
Tert-butanol** 20.27 +0.43 4.29+0.45
Tween 65%* 19.41 + 0.68 43.47+0.16
Tween 80%** 15.51 +0.44 42.72 +0.88
Tween 85%* 17.04 + 0.07 46.31 + 1.13
Soybean lecithin®** 15.19+0.19 37.95+0.39

Mean of two determinations * standard deviation.

Experimental condition: 600rpm, 55°C, molar ratio glycerol/fish oil 2:1, 10wt% of
immobilized enzyme (by weight of substrates). Reaction system with surfactant: 10wt% of

surfactant (by weight of substrates). Reaction system with ferz-butanol: solvent:substrates ratio

1:1 (v/v).
* 24h, ** 2h,
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Table 2. Effect of reaction media on the residual esterification
activity of the lipase Novozym 435.

Reaction system Residual activity (%)*
Solvent-free, surfactant-free 95.81
Tert-butanol 99.35

Tween 65 91.25

Tween 80 106.77

Tween 85 92.70
Soybean lecithin 85.83

*Residual activity, % = [final activity/initial activity]*100. Initial activity: 53.5U/g of
immobilized lipase.

Experimental condition: see Table 1.

Table 3.  Peroxide value of the reaction media in different steps of the
treatment of the samples.

Peroxide value* (meq O,/kg oil)

Procedure for solvent elimination Tween 65 Tween 85 Tert-
butanol

After reaction 2.88 2.40 1.99

After solvent evaporation in a

vacuum oven until constant weight n.a. 8.03 n.a.

(60°C; 0.5bar)
After solvent evaporation in a

vacuum rotary evaporator (65°C; 3.62 3.77 1.99
60mmHg)

Vacuum oven (60°C; 0.5bar) for 1h

followed by nitrogen flow until n.a. 6.42 n.a.

constant weight

Experimental condition: see Table 1.
* Mean of two determinations. n.a.: not analyzed.
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Table 4. Content of diglycerides and triglycerides (wt%) obtained in
the fractional experimental design (real and coded levels)
carried out for the glycerolysis of fish oil with fert-butanol
as solvent. Experimental condition: 600rpm and 2h of
incubation (A) and effects of process variables on the
diglycerides content (B).

Run T (°C) n(l}(;l(: v Enzyme S(?lvent DAG TAG
ratio load (Wt%) ratio (v/v) (Wt%) (wt%)
1 40 (-1) 1:1 (-1) 5(-1) 1:1 (-1) 28.40 14.61
2 70 (+1) 1:1 (-1) 5(-1) 5:1 (+1) 37.92  23.49
3 40 (-1)  3:1(+D 5(¢D 5:1 (+1) 6.80 14.00
4 70 (+1)  3:1 (+D) 5(¢D 1:1(-1) 29.71 3.54
5 40 (-1) 1:1 (-1) 15 (+1) 5:1 (+1) 18.65 7.42
6 70 (+1) 1:1(-1) 15 (+1) 1:1(-1) 4330 11.80
7 40 (-1)  3:1(+D 15 (+1) 1:1(-1) 17.14 1.73
8 70 (+1)  3:1 (+D) 15 (+1) 5:1 (+1) 7.22 0.96
9 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 3:1(0) 18.57 1.82
10 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 3:1(0) 19.13 2.53
11 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 3:1(0) 17.53 2.25
(A)
Effect  Standard error  t-value (6) p-value
Average 22.22 1.58 14.10 <0.001
T (°C) 11.79 3.70 3.19 0.02
G:0 molar ratio -16.85 3.70 -4.56 <0.001
Enzyme load (wt%) -4.13 3.70 -1.12 0.31
Solvent ratio (v/v) -11.99 3.70 -3.24 0.02

(B)
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Table 5. Content of diglycerides and triglycerides (wt%) obtained in
the fractional experimental design (real and coded levels)
carried out for the glycerolysis of fish oil with Tween 65 as
surfactant. Experimental condition: 600rpm and 2h of
incubation (A) and effects of process variables on the
diglycerides content (B).

G:0 Enzyme  Surfactant
Run T (°C) molar load load (]v)v?‘;; ) (':‘Vzt&‘;} )
ratio (Wt%) (Wt%) ’ ’
1 40 (-1) 1:1(-1) 5(-1) 5(-1) 7.30 66.88
2 70 (+1) 1:1 (-1) 5(1) 15 (+1) 19.88  35.70
3 40 (-1)  3:1 (+1) 5(1) 15 (+1) 3.98 54.52
4 70 (+1)  3:1 (+1) 5(1) 5(¢D 30.69  35.17
5 40 (-1) 1:1 (-1) 15 (+1) 15 (+1) 11.69  52.14
6 70 (+1) 1:1 (-1) 15 (+1) 5(¢D 43.10  27.36
7 40 (-1)  3:1 (+1) 15 (+1) 5(¢D 18.12  53.81
8 70 (+1)  3:1(+1) 15 (+1) 15 (+1) 30.73 19.56
9 55 (0) 2:1 (0) 10 (0) 10 (0) 16.39  46.30
10 55 (0) 2:1(0) 10 (0) 10 (0) 18.60  35.32
11 55 (0) 2:1 (0) 10 (0) 10 (0) 1890 40.44
(A)
Effect  Standard error  t-value (6)  p-value
Average 19.94 0.85 23.39 0.00
T (°C) 20.83 2.00 10.41 0.00
G:O molar ratio 0.39 2.00 0.19 0.85
Enzyme load (wt%) 10.45 2.00 5.22 0.00
Surfactant load (wt%) -8.23 2.00 -4.12 0.01

(B)
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