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Resumo

A glicerolise de 6leos vegetais € um método amplamente utilizado para a producéo de
monoglicerideos e diglicerideos através do consumo de triglicerideos (uma molécula
altamente presente em gorduras e 6leos) e glicerol (um coproduto gerado a partir da
producdo de biodiesel). Industrialmente, a glicer6lise catalisada por rota alcalina é a mais
empregada para esta reacdo, porém apresenta desvantagens como a necessidade de altas
temperaturas (200 — 260 °C) de reacdo e rendimentos relativamente baixos (em torno de
40%), o que estimula a busca de rotas cataliticas alternativas como a enzimatica. Neste
trabalho estudamos a cinética da reacdo de glicerdlise do 6leo de milho por rota enzimética
assistida por ultrassom. Os efeitos da temperatura de reacao e da aplicacdo de ultrassom no
meio de reacdo sobre o rendimento total de monoglicerideo foram investigados. A reacao
foi realizada em um reator do tipo batelada nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C,
empregando uma razdo molar de 6:1 de glicerol e 6leo de milho usando t-butanol como
solvente. O ultrassom foi aplicado na frequéncia de 38 kHz em ciclos de 30 minutos
durante a reacdo. A quantificacdo dos produtos de interesse, mono-, di-, triglicerideos e
agua, foi realizada por cromatografia liquida e analise de Karl Fischer. Um modelo
implementado no software Matlab 2012 foi utilizado para estimar os parametros cinéticos
da reacdo, com e sem aplicacdo de ultrassom. Resultados experimentais mostraram que,
assim como relatado para outros 6leos, o uso de ultrassom aumentou o rendimento da

reacdo sem comprometer a estrutura do catalisador enzimatico.

Palavras-chave: glicerdlise, modelagem cinética, dleo de milho, catdlise enzimadtica,
monoacilglicerol, ultrassom
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Abstract

Glycerolysis of vegetable oils is a widely used method for producing monoglycerides
and diglycerides through the consumption of triglycerides (a highly present molecule in
fats and oils) and glycerol (an extensive generated coproduct from the biodiesel
production). Industrially, the alkaline catalytic glycerolysis is the most employed route for
this reaction, however it presents disadvantages such as the necessity of high reaction
temperatures (200 — 260 °C) and relatively low yields (around 40%), stimulating the search
of alternative catalytic routes such as enzymatic. In this work we study the kinetics of the
glycerolysis reaction of corn oil by ultrasound assisted enzymatic route. The effects of
reaction temperature and ultrasound application on the reaction media over the total
monoglyceride yield was investigated. The reaction was carried out in a batch reactor at
temperatures of 40, 50 and 60 °C, employing a 6:1 molar ratio of glycerol and corn oil
using t-butanol as solvent. Ultrasound was applied at a frequency of 38 kHz in 30 min
cycles during the reaction. Quantification of the products of interest, mono-, di-,
triglycerides and water, was performed by liquid chromatography and Karl Fischer
analysis. A model implemented in Matlab 2012 software was used to estimate the Kkinetic
parameters of the reaction, with and without ultrasound application. Experimental results
showed that, as reported for other oils, the use of ultrasound increased the reaction yield

without compromising the enzymatic catalyst structure.

Keywords: glycerolysis, kinetic modeling, corn oil, enzymatic catalyst, monoacylglycerol,
ultrasound
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1 Introducao

A crescente preocupacéo global com relagcdo ao esgotamento dos recursos naturais, em
especial os combustiveis fosseis, vem incentivando diversas linhas de pesquisas a procurar
técnicas capazes de contornar o cenario atual. Uma destas linhas de pesquisa é a obtencéo
de combustiveis provenientes de fontes alternativas e renovaveis capazes de suprir as altas
demandas energéticas globais. Dentre as diversas opcOes levantadas, o biodiesel
apresentou vantagens que o tornaram um potencial substituto para combustiveis fdsseis
como o petroleo, por exemplo. Tais vantagens incluem ser proveniente de fontes naturais
renovaveis, ser biodegradavel, ser livre de enxofre, possuir alta lubricidade e possuir
elevada capacidade calorifica (RAJKUMAR et al. 2019).

O biodiesel € produzido através da reacdo de transesterificacdo de Oleos e gorduras
provenientes de origem animal ou vegetal. Esta reacdo produz uma grande quantidade de
glicerol como subproduto (SARMA et al., 2019). Considerando a necessidade de produgéo
extensiva deste combustivel, a quantidade de subproduto gerada para suprir a alta demanda
global é preocupante. Apenas no Brasil foram produzidos cerca 4,3 milhdes de m3 de
biodiesel no ano de 2017, resultando em cerca de 374,5 mil m® de glicerol como
subproduto (ANP, 2018). Este cenario levou diversos cientistas a procurar formas
alternativas de aproveitamento deste subproduto, seja como matéria-prima para outros
Processos ou como precursor de um outro produto com maior valor agregado (VALERIO
et al. 2009).

Dentre as diferentes formas de aproveitamento do glicerol, a producdo de
monoglicerideos e diglicerideos a partir da mistura de glicerol com 6leos e gorduras € uma
forma comercialmente atrativa devido ao valor agregado destes compostos.
Monoglicerideos (MAGS) e diglicerideos (DAGS) sdo emulsificantes que possuem elevada
aplicacdo na industria de cosméticos, alimenticia e farmacéutica. Além disso, estudos
mostraram que estas moléculas também possuem propriedades medicinais, como a
prevencéo da obesidade e da lipemia (GARZON-ABURBEH et al., 1983, 1986).

A producdo de MAGs e DAGs é realizada a nivel industrial através da reagdo de
glicerolise de triglicerideos (proveniente de Oleos e gorduras) utilizando catalisadores
alcalinos. Apesar desta reacdo ser consolidada devido ao seu baixo tempo de reacdo, este

processo possui diversas desvantagens como a baixa taxa de conversdo de triglicerideos,
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enegrecimento e sabor adusto do produto final, alto consumo energético e necessidade de
aplicar destilacdo molecular apos a reacdo (VOLL et al., 2011). Catalisadores enzimaticos,
por sua vez, utilizam menores temperaturas reacionais, apresentam elevada especificidade,
resultando em produtos mais puros, ndo enegrecidos com sabor palatavel e apresentando
maiores taxas de rendimento reacional (VOLL et al., 2011). A maior desvantagem desta
tecnologia consiste no custo elevado das enzimas. Por isso diversas pesquisas relacionadas
a reacdo de glicerolise por rota enzimatica séo estudadas, visando viabilizar esta técnica no
ponto de vista comercial.

Os esforcos encontrados na literatura para melhorar o rendimento desta reagéo
incluem a otimizacdo de pardmetros experimentais como a temperatura, razdo molar de
glicerol/6leo e escolha de solvente organico (KRUGER et al. 2009; NAIK et al. 2014;
VOLL et al. 2011); testes com diferentes lipases (CORZO-MARTINEZ et al., 2016);
irradiacdo de micro-ondas sobre o meio reacional (GOLE et al. 2014); assisténcia de
ultrassom (DELGADO et al. 2015). Linhas de pesquisas paralelas também buscam
otimizar as reacoes de glicerolise livres de solventes organicos. Reagdes desta natureza sdo
atrativas do ponto de vista ambiental, pois removem do processo as etapas de purificagcdo
do produto apds a reagdo e o descarte de solventes em centros de reciclagem, recuperacao
ou incineracdo. A principal desvantagem desta técnica é a diminuicdo de éarea de
transferéncia de massa entre glicerol e 6leo provocada pela baixa miscibilidade entre estes
substratos a temperatura ambiente, resultando em uma natural diminuicdo de rendimento
reacional (KAEWTHONG et al., 2005). Com respeito a esta limitacdo em termos de
transferéncia de massa, 0 uso de tensoativos (VALERIO et al. 2009) e pré-tratamento dos
substratos com ultrassom (TIAN et al., 2004) ja foi sugerido como alternativa para reducéo
do problema.

Devido a sua simplicidade de aplicacdo e potencial aumento no rendimento e taxa de
formagdo de produto quando aplicado em reagGes com e sem 0 uso de solventes, o
ultrassom mostra-se como uma técnica atrativa para aumentar a viabilidade econdémica da
reacdo de glicerolise catalisada por enzimas. A aplicacdo desta técnica em diferentes etapas
da glicerolise ja foi estudada para alguns tipos de sistemas, como o Oleo de oliva
(FIAMETTI et al. 2012), banha de porco (LIU et al. 2018) e 0Oleos de soja e canola
(REMONATTO et al. 2015). Todos estes trabalhos utilizaram a enzima Lipozyme 435

como catalisador e realizaram a reagdo de glicerolise em meios livres de solvente.
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Apesar de que os trabalhos citados comprovaram um efeito positivo do ultrassom no
rendimento final da reacdo, ainda ha caréncia de informacdo detalhada sobre a influéncia
do uso desta técnica na cinética da glicerolise enzimatica ou sobre a dependéncia deste
efeito com as caracteristicas do sistema especifico em estudo. Dentre os trabalhos citados,
somente FIAMETTI et al. (2012) avaliaram os parametros cinéticos das reacdes de
glicerdlise sob influéncia do ultrassom. Além disso, a interpretacdo direta de dados
cinéticos obtidos em reagdes enzimaticas realizadas sem o uso de solvente € dificultada
pela interferéncia da resisténcia a transferéncia de massa.

No presente trabalho se faz o estudo especifico da influéncia do uso de ultrassom na
cinética da reacédo de glicerdlise de 6leo de milho, cuja producédo é extensiva no continente
americano e que contém em sua composicdo diferentes moléculas com reconhecidos
beneficios para a salde humana. Serd considerado o sistema com uso de solventes
organicos, a fim de diminuir a resisténcia a transferéncia de massa e, assim, obter maiores

taxas de reacdo e uma interpretacdo mais direta dos dados cinéticos.
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2 Objetivos do Trabalho

2.1 Objetivo geral
Com foco na glicerolise enzimatica de 6leo de milho, o principal objetivo deste

trabalho € o estabelecimento de um modelo cinético para a reacdo assistida por ultrassom

no meio reacional.

2.2 Objetivos especificos

Para atingir o objetivo principal proposto, foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

¢ Implementar um modelo cinético descritivo para a reacdo de glicerdlise de
triglicerideos em plataforma computacional,

e Obter dados experimentais, tanto de literatura como de autoria propria, referentes a
evolucdo temporal das concentracdes das espécies de interesse em funcéo das
condicdes reacionais;

e Testar a consisténcia da implementacdo do modelo escolhido para as reagdes
enzimaticas padrao e assistida por ultrassom;

e Estimar os parametros cinéticos regentes do modelo implementado para a reacdo de
glicerdlise padrdo e submetida a influéncia de ultrassom;

e Avaliar a viabilidade do ultrassom como uma alternativa para aumentar o

rendimento de reacéo e/ou a taxa de formacdo de MAGs.
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3 Conceitos Fundamentais e Revisdao Bibliografica

Nesta secdo sdo abordados primeiramente temas considerados relevantes para o
melhor entendimento deste trabalho, incluindo: glicerol, composicdo de dleos vegetais,
mono e diglicerideos. Posteriormente, se apresenta a revisdo bibliografica referente a
reacOes de glicerdlise de 6leos vegetais e a modelagem da cinética destas reacdes, com a
descricdo dos dois principais modelos descritos na literatura para este tipo de sistema.
Finalmente, se apresenta a revisdo sobre o efeito do uso de ultrassom em reagOes de

glicerdlise de 6leos vegetais.

3.1 Biodiesel e glicerol

O biodiesel ¢ um biocombustivel composto por ésteres de acidos graxos proveniente
da reacdo de transesterificacdo de triglicerideos (TAGs) encontrados em gorduras e 6leos
de origem animal e/ou vegetal com alcoois de cadeias curtas (KNOTHE et al. 2005). Esta
reacao é definida pela reacdo entre um éster e um alcool, formando um novo éster e um
novo alcool, sendo o metanol (CH3OH) o élcool de cadeia curta mais utilizado para a
producdo de biodiesel. A Figura 3.1 representa um esquema da reacdo de transesterificacao

de triglicerideos para a formacéo de biodiesel.

Figura 3.1 — Reacdo esquematica de transesterificacao de triglicerideos para a producéo de

biodiesel.
Il (u)
CH:—0O—C—R: R'—0—C-R: CH:—OH
0 0
CH-0—C-R: + 3R—OH mmpp R'-0-C-R: + CH-OH
9 9 |
CH:—0—C-Rs R'—0—C—-Rs CH:—OH
Triglicerideo Alcool Biodiesel Glicerol

(Ester)

O interesse pelo biodiesel como fonte energética alternativa teve seu primeiro
crescimento acentuado entre 1970 e meados da década de 1980, decorrente da crise

energética global que ocorreu neste periodo (KNOTHE et al. 2005). Desde entdo, o



DEQUI / UFRGS - Douglas Takeshi Kuamoto 6

biodiesel vem adquirindo espaco dentro do mercado mundial como um possivel substituto
de combustiveis fosseis, 0s quais tem seu uso cada vez mais questionado devido a sua
natureza ndo renovavel e nociva ao meio ambiente. As vantagens do biodiesel com relacéo
ao petrodiesel incluem sua procedéncia (produzido através de fontes naturais e renovaveis),
auséncia de enxofre, poder altamente lubrificante, e elevada capacidade calorifica
(RAJKUMAR et al. 2019). Devido a estas vantagens e visando a diminuicdo da taxa de
importacdo de petrodiesel, diversos paises vém incentivando o uso de biodiesel como um
combustivel alternativo para veiculos (BHUIYA et al. 2015; GUMUS et al. 2010). A
completa miscibilidade deste combustivel com o petrodiesel e o fato de que motores a base
de petrodiesel ndo precisam ser alterados para comportar 0 uso de biodiesel puro ou de
misturas (independentes de suas concentracGes) levam a vendas de blendas deste
biocombustivel com petrodiesel (QI et al., 2009; SHAHABUDDIN et al., 2013; TAKASE
et al., 2015). A mistura destes dois combustiveis ndo pode ser considerada como biodiesel
puro para venda e ¢ comumente referida por acronimos como B10 (10% biodiesel com
petrodiesel), por exemplo (KNOTHE et al. 2005).

Mesmo com as inumeras vantagens no ponto de vista ambiental do uso de biodiesel
em relacdo ao petrodiesel, é necessario ressaltar que a transesterificacdo de triglicerideos
resulta na formacdo de grande quantidade de glicerol como subproduto de reacdo. O
glicerol é ainda um produto de baixo valor agregado e representa uma meédia de 10% do
volume total de produto da reacdo descrita na Figura 3.1 (ANP, 2018). Conhecido por sua
alta estabilidade a temperatura ambiente e por ndo causar irritagdo em contato com a pele
ou quando ingerido, o glicerol é usado como aditivo para cosméticos, artigos de higiene
pessoal, na composicdo de farmacos e alimentos (PAGLIARO et al. 2008). Este
subproduto vinha sendo produzido primariamente a partir das inddstrias de acidos graxos e
sabdo até meados de 1999, porém, devido ao crescimento da demanda global de biodiesel,
grandes quantidades de glicerol ndo refinado passaram a ser continuamente injetados no
mercado, resultando em um aumento de 200% de sua producdo em 2011, quando
comparado com a década passada (ANITHA et al. 2016). Considerado hoje como o
subproduto mais abundante no mundo (LAPUERTA et al., 2019), o mercado de glicerol se
encontra saturado, o que acarreta na diminuicdo de seu valor de revenda e impacta
negativamente na viabilidade econdmica e ambiental da producédo de biodiesel.

Uma das alternativas para solucionar este problema é o desenvolvimento de processos

capazes de consumir o glicerol como matéria-prima para a geracdo de novos produtos de
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maior valor agregado, buscando reduzir a quantidade excedente deste subproduto no
mercado. Pode-se citar como exemplos de alternativas propostas para a utilizagdo do
glicerol como matéria-prima para a obtencao de produtos de maior valor agregado:
=>» Combustivel para células de combustivel de alcool direto (Direct alcohol
fuel cells - DAFC) visando a producéo de energia elétrica (ZHANG et al.
2012).
=>» Producdo de commodities quimicas como o DHA (&cido docosahexaendico)
para a industria de cosméticos; acido formico como aditivo antibacteriano
para racao na pecuaria; poliésteres utilizados na indudstria téxtil e plastica;
acroleina, entre outros (ANITHA et al. 2016).
=>» Producdo de emulsificantes utilizados nas industrias téxteis e farmacéuticas

como monoglicerideos e diglicerideos (CHEIRSILP et al. 2007).

Dentre os diferentes processos citados, a glicerolise de 6leos vegetais € uma das rotas
mais estudadas para a obtencdo de produtos de alto valor agregado a base do glicerol,

apresentando elevado potencial econdmico na sua rota alcalina.

3.2 Oleos Vegetais

Lipideos no estado liquido a temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C) séao
denominados o6leos. Oleos vegetais, assim como gorduras animais, Si0 compostos
predominantemente por triglicerideos (98%), com o restante de sua composicao
consistindo de uma mistura de acidos graxos, fosfolipideos, monoacilglicerdis e
diacilglicerdis (NEUZA JORGE, 2009). Os triglicerideos sdo triésteres com cadeias de
4cidos graxos unidas a uma molécula de glicerol (REZANKA et al. 2017). A Figura 3.1
apresenta a estrutura basica dos triglicerideos, onde R1, Rz e Rz sdo radicais alquila
derivados de acidos graxos que possuem geralmente comprimentos de cadeias de 16, 18,
20 ou 22 carbonos (REZANKA et al. 2017).

Os acidos graxos correspondentes aos radicais que constituem a estrutura dos

triglicerideos sdo caracterizados pelo seu comprimento de cadeia carbdnica, assim como
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pelo seu nivel de saturagdo. A representacdo simbdlica utilizada para estes &cidos graxos

consiste em:

CN1:N2 (D)

onde N1 e N2 representam, respectivamente, o nimero de carbonos e o numero de
insaturacdes presentes na cadeia. A Tabela 3.1 mostra alguns dos principais acidos graxos

presentes nas cadeias dos triglicerideos.

Tabela 3.1 — Lista de principais acidos graxos naturais encontrados em 6leos vegetais e
suas simbologias

Representacdo simbolica Nome
C4:0 Acido butirico
C6:0 Acido caproico
C8:0 Acido caprilico

C12:0 Acido laurico
C14:0 Acido miristico
C16:0 Acido palmitico
C18:0 Acido estedrico
c18:1 Acido oleico
C18:2 Acido linoleico
C18:3 Acido linolénico
C20:0 Acido araquidico
C24:0 Acido lignocérico

Os triglicerideos sdo amplamente utilizados como aromatizantes, umectantes e agentes
carregadores de aromas e producdo de emulsificantes (NEUZA JORGE, 2009). No caso
dos emulsificantes, estes podem ser produzidos atraves de diversas rotas reacionais, como
hidrolise, epoxidacdo e glicerdlise de triglicerideos (MIAO et al., 2014). Outras rotas para
a sua producdo incluem a esterificacdo direta do glicerol com acidos graxos e
transesterificacdo de glicerol com metil-ésteres (NAIK et al. 2014). Os triglicerideos
também sdo utilizados como matérias primas em outras reacdes visando a formacdo de
produtos de elevado valor agregado. Dentre estes, destaca-se a reagédo de transesterificagao
com alcoois de cadeias curtas como o metanol ou etanol para a formacdo do biodiesel
(DUNN, 2009).
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3.3 Monoglicerideos e diglicerideos

Monoglicerideos (MAG) e diglicerideos (DAG) sdo moléculas anfifilicas (ou seja,
apresentam uma parte de sua estrutura polar (hidrofilica) e outra parte apolar
(hidrofdbicas)) biodegradaveis, amplamente utilizadas nas industrias de cosmeéticos,
alimenticia e farmacéutica na forma de emulsificantes (GHAMGUI et al., 2006). A Figura
3.2 apresenta uma estrutura representativa das moléculas de monoglicerideos e
diglicerideos, sendo R: e R> radicais alquilas derivados de &cidos graxos como os descritos
na Tabela 3.1.

Figura 3.2— Estrutura representativa de monoglicerideos (1-MAG) e de diglicerideos (1,2-

DAG).

i 0

Il
CH:—0—C-R: CH:—0O—C—-R:

i
CH —OH (‘EH —0—C-R:
CH:—OH CH:—OH
Monoglicerideo Diglicerideo

Os monoglicerideos sdo amplamente usados na industria farmacéutica, alimenticia e
de cosméticos na forma de emulsificantes. Alguns exemplos de seu uso para a inddstria
farmacéutica sdo: emulsbes para a mucosa bucal como um antibactericida, antiviral ou
antimicrobiano (monocaprina); prevencdo de efeitos danosos provocados por desordem
vascular (monoglicerideos de acidos EPA e DHA); uso em medicamentos com efeitos
antivirais, bactericidas e antimicrobianos, ou como um agente penetrante em membranas
mucosas, reduzindo o tempo necessario para o0 inicio da atuacdo de medicamentos e a
quantidade de medicamento que permeia a membrana (monolaurina); sistema de liberagédo
de drogas, emulsificante e carregador farmacéutico (monooleina) (FREITAS et al., 2008).
Para a industria alimenticia, MAGs sdo usados como emulsificantes para margarinas e
produtos lacteos, além de estabilizante de emulsfes na maionese e outros molhos (citrato
de monoglicerina); agente modificador de massas e emulsificantes na producgdo de bolos

industriais (succinato de monoglicerina) (FREITAS et al., 2008). Cosméticos empregam
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MAGs como agentes texturizantes visando melhorar a consisténcia de cremes e logdes
(KAEWTHONG et al., 2005). Outras aplicacfes que podem ser citadas sdo a de tratamento
de cabelo (monopentanoglicerol) e, devido a sua excelente propriedade lubrificante,
aplicacdo em processos téxteis, producdo de plasticos e éleos para maquinarios (VOLL et
al., 2011).

Os diglicerideos mostraram nos ultimos anos vantagens para a salde humana,
principalmente na reducdo de gordura visceral abdominal. Em sua forma sn-1-3-
diacilglicerol, pode ter efeitos benéficos para a prevencdo de doengas como a obesidade e
a lipemia (KASAMATSU et al., 2005).

Devido a alta aplicabilidade que estas moléculas possuem em diferentes ramos
industriais, sua obtencdo é altamente desejavel. MAGs e DAGs podem ser encontrados em
baixas concentragdes dentro da mistura que compdem os 6leos e gorduras. No entanto, sua
producdo a nivel industrial é realizada através da conversdo de triglicerideos nestas duas
moléculas. Reacdes de hidrolise de triglicerideos ou de glicerolise de triglicerideos sdo as

principais rotas utilizadas para a producdo de MAGs e DAGs a partir de TAGs.

3.4 Oleo de milho

Milho (Zea mays) € um cereal da familia Poaceae, popularmente conhecidas como
gramineas. Devido a sua alta adaptabilidade a diversos ecossistemas e a criacdo de espécies
geneticamente modificadas que possuem elevado rendimento, a producdo extensiva de
milho foi favorecida ao longo dos anos. Hoje ele é considerado como o cereal mais
produzido mundialmente (seguido pelo arroz e o trigo), tendo atingido em 2019 uma marca
de 1,099 bilhdo de toneladas colhidos (LARA et al. 2019). Os principais produtores de
milho sdo os EUA, representando 31,6% de toda a producdo mundial, seguido da China
(23 %) e o Brasil (9,2 %) (CONAB, 2019).

O milho é utilizado primariamente na forma de alimento para pecuaria e para a
producdo de bioetanol, tendo 85% de toda a sua producdo voltada para estes dois
destinatarios em 2016 (LARA et al. 2019). Seu 6leo é rico em fitoester6is como o B-
sitoesterol e tocoferdis como o y-tocoferol. Estas substancias sdo consideradas benignas
para a saude humana, havendo estudos que demonstram seus efeitos contra a pressao alta,

agregacao de plaquetas e diabetes por exemplo (GHAZANI et al. 2015). A composicao de
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acidos graxos presentes no 6leo de milho € apresentada na Tabela 3.2. Pode-se observar
um alto percentual de cadeias insaturadas presentes na composicéo deste 6leo.

Tabela 3.2 — Composicédo de acidos graxos presentes no 6leo de milho refinado de acordo
com Carrillo et al. (2017)

Acido Graxo Composicdo molar
C16:0 12 %
C18:0 2%
C18:1 29 %
C18:2 52 %
C18:3 1%
C20:0 0,3%

Devido a sua elevada disponibilidade recorrente de sua extensiva producdo e aos
potenciais beneficios que este 6leo pode trazer a saude humana, optou-se pelo seu uso para

a producao de agentes emulsificantes como os DAGs e MAGs.

3.5 Glicerdlise de dleos vegetais

A glicerdlise de oOleos vegetais consiste na conversdo de triglicerideos (TAGS) em
monoglicerideos (MAGs) e diglicerideos (DAGs) através da reacdo com glicerol. A
glicerdlise de triglicerideos pode ser realizada por duas rotas cataliticas: a catalise alcalina
e a catalise enzimética.

A glicerdlise por rota alcalina utiliza catalisadores alcalinos inorganicos como o
NaOH, CaOH e KOH. E a reacdo mais utilizada para a producdo de MAGs e DAGs a nivel
industrial, tendo se consolidado devido ao seu baixo tempo de reacdo. Entretanto este
processo possui diversas desvantagens como a baixa taxa de conversdo de triglicerideos
(aproximadamente 40%), escurecimento e sabor adusto no produto final (indesejaveis para
a industria cosmética e alimenticia), alto consumo energético devido a altas temperaturas
reacionais empregadas (200 — 260 °C) e necessidade de aplicar técnicas de purificacdo,
como a destilagdo molecular, apés a reacdo (NOUREDDINI et al. 2004; VOLL et al.
2011).

A glicerodlise por rota enzimatica surgiu como uma alternativa para a obtengdo de
produtos mais limpos. O uso de catalisadores enzimaticos leva a maiores rendimentos
reacionais que a alcalina (atingindo até 98% de conversdo), menores temperaturas

reacionais empregadas (30 — 70 °C), apresentam elevada especificidade e formam produtos
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ndo enegrecidos com sabor palatavel. A maior desvantagem desta tecnologia consiste no
custo elevado do catalisador, o qual tem motivado diversas pesquisas que tentam viabilizar
0 uso desta técnica (ZHONG et al., 2010).

Diversos tipos de 6leos vegetais foram utilizados como substrato para a producdo de
MAGs e DAGs através de reacOes de glicerolise de triglicerideos tanto por rota alcalina
como enzimatica. Estudos da segunda rota sdo mais recentes, contando com um menor
numero de trabalhos apresentados na literatura. Alguns dos exemplos de trabalhos
encontrados na literatura para reagdes de glicerdlise catalisadas por enzimas s&o:
glicerolise de 6leo de sardinha por Solaesa et al. (2016) usando Lipozyme 435, glicerolise
de azeite de dendé por Cheirsilp et al. (2007) usando Lipase PS (Pseudomonas sp.),
glicerdlise de oleo de girassol por Naik et al. (2014) usando Fermase 10000 e glicerolise do
6leo de mamona por Sun et al. (2018) usando Lipozyme 435, Lipozyme RM IM e
Lipozyme TL IM.

Uma vez que a separacdo de MAGs e DAGs dos TAGs ainda presentes apds a reacao
ndo pode ser realizada de maneira trivial, é altamente desejavel obter elevadas conversdes
de triglicerideos e elevada pureza do produto final com relacdo a espécie de interesse (DE
CLERCAQ et al. 2008). A seletividade da reacdo de glicerdlise de triglicerideos pode ser
controlada atraves do uso de catalisadores regioseletivos ou pelas condicBes reacionais
aplicadas, como a razdo molar de glicerol/6leo e utilizacdo de solventes organicos.

No que se refere a razdo molar utilizada de glicerol/éleo, reagdes mais concentradas
em glicerol com relacdo ao 6leo tendem a favorecer a formacdo de monoglicerideos
enquanto menores razes de glicerol/6leo levam a formacédo prioritaria de diglicerideos
(NAIK et al. 2014). A razdo molar glicerol/6leo 6tima reportada por Yang et al. (2005) e
Naik et al. (2014) para reacGes de glicerdlise de dleo de girassol foi de aproximadamente
6:1, sendo que em ambos os trabalhos foi observado que razbes de glicerol/dleo superiores
levam a uma diminuicdo da concentracdo final de MAGs. Atribui-se este efeito a possivel
desativacdo da enzima ou de aglomeracdo da mesma (NAIK et al. 2014; YANG et al.
2005).

O uso de solventes organicos aumenta as taxas de producdo de MAGs e DAGs devido
a diminuicdo da viscosidade da mistura glicerol/6leo, aumentando a taxa de transferéncia
de massa do sistema. Naik et al. (2014) realizou testes com diferentes solventes organicos

para a reacdo de glicerolise de dleo de girassol e constatou que o t-butanol foi o solvente
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que apresentou maior producdo de MAGs ao longo da reacdo sem interferir nas espécies

formadas nos produtos de reacéo.

3.6 Enzimas

O estudo das enzimas comecou por volta do século XIX quando pesquisadores
investigavam as reacOes de digestdo e fermentacédo de acUcares para a formacao de etanol e
gas carbonico (VOET et al. 2013). Louis Pasteur foi o primeiro a propor que as reacoes de
fermentagdo/digestdo eram catalisadas por agentes bioldgicos, diferente de outros
pesquisadores que atribuiam a elementos inorgénicos a acéo catalitica dessas reagées. Em
1897, o termo enzima foi utilizado pela primeira vez por Friedrich Wilhelm Kiihne ao
descrever a acdo enzimatica presentes nas leveduras que catalisavam as reacdes de
fermentacdo (VOET et al. 2013).

As enzimas sdo uma classe de proteinas que atuam como catalisadores bioldgicos para
inimeras reacdes essenciais para o funcionamento de nosso metabolismo. Por serem
proteinas, sdo, na sua maioria, macromoléculas constituidas por longas cadeias de
aminoacidos. Excecdes a esta regra existem em casos especificos, onde enzimas
constituidas por RNAs (&cidos ribonucleicos) apresentam também atividade catalitica
(CAMPBELL et al. 2008). Estes catalisadores biolégicos diminuem a energia de ativacao
de reacbes que fornecem produtos indispensaveis para o funcionamento do metabolismo
qgue, sem sua presenca, ocorreriam em taxas muito inferiores as taxas de consumo
energético ou até ndo ocorreriam (VOET et al. 2013).

Quando comparados com a maioria dos catalisadores inorganicos, catalisadores
enzimaticos possuem como diferencial as seguintes caracteristicas:

a) Elevadas taxas de reacdo: Catalisadores enzimaticos tendem a possuir uma

atividade maior quando comparados a um catalisador ndo-enzimatico, sendo que a
diferenca das ordens de grandeza nas taxas de reacdo pode ser bastante elevada
(VOET et al. 2013, CAMPBELL et al. 2008).

b) Condicfes brandas de reacdo: ReacGes catalisadas por enzimas utilizam

temperaturas mais brandas (abaixo de 100 °C), pH neutro e baixas pressdes, sendo
que a maioria dos catalisadores ndo-enzimaticos possuem como condicdes

otimizadas de reagéo: elevada temperatura e elevada pressdo (VOET et al. 2013).
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c) Alta especificidade: Enzimas possuem elevada especificidade com relagédo aos

substratos com as quais irdo interagir. Esta caracteristica € atrativa
comercialmente, pois produz produtos mais puros, apresentando raramente
subprodutos ap6s o término da reacdo (VOET et al. 2013). Dependendo da enzima
a especificidade é tdo elevada que esta é capaz de diferenciar estereoisdmeros de
um determinado composto (CAMPBELL et al. 2008).

A elevada especificidade junto com altas taxas de reacdo sdo as principais
caracteristicas que tornam os catalisadores enzimaticos muito atrativos industrialmente.
Por outro lado, catalisadores enziméticos sdo relativamente mais caros que os alcalinos,
além de ser mais sensiveis a temperatura. A sensibilidade com relacdo a temperatura da
reacao catalisada por enzimas pode resultar em menores taxas de reacdo que a alcalina a
baixas temperaturas (proxima a ambiente) ou na desnaturacdo da lipase para temperaturas
mais elevadas (acima de 100 °C) (NAIK et al. 2014). Alem disso, as condi¢fes brandas de
operacdo podem ser vistas como desvantagens para o uso destes catalisadores em certos
processos industriais, pois processos a elevadas temperaturas possuem vantagens como 0
aumento da solubilidade entre substratos e produtos, reducdo do tempo de hidrolise e
reducdo de contaminagdo por microrganismos (ATALAH et al., 2019). Neste sentido,
enzimas provenientes de organismos termofilicos (que suportam faixas de temperaturas
mais elevadas como 50 °C a 80 °C) como Geobacillus e Anoxybacillus, por exemplo,
possibilitam contornar a baixa estabilidade das enzimas em temperaturas mais elevadas
(ZHANG et al., 2016). Outra técnica utilizada para conferir maior estabilidade térmica as
enzimas € o uso de enzimas suportadas. Neste caso ainda pode-se citar como vantagem a

possibilidade de reuso devido a sua maior facilidade de separacdo da mistura reacional.

3.7 Cinética de Catalisadores Enzimaticos

O estudo da cinética de reacbes envolvendo catalisadores enziméaticos permitiu o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nestas reagOes, resultando em um
elevado impacto na historia desta ciéncia (ANDERSEN et al., 2018).

Um dos primeiros modelos propostos para o calculo das taxas de reacdes catalisadas
por enzimas consiste na famosa equagdo de Michaelis-Menten. Esta equagdo, embora

simples, é amplamente utilizada até os dias atuais. Primeiramente, Adrian Brown propés
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em 1902 uma reacdo esquematica para a reacdo de hidrdlise de sacarose catalisada por

fermento (enzima). Esta reacdo pode ser representada esquematicamente pela Equacao 2:

kq k2
E+S S ESS>P+E )

k_1

onde E, S e P representam as espécies envolvidas na reacdo: enzimas, substratos e
produtos, respectivamente. Na Equacdo 2 se considera a etapa de formacgdo do complexo
ES muito mais rapida que a sua etapa de conversdo em produto, a qual é assumida como
como etapa limitante de reacdo. Além disto, em concentracdes muito elevadas de S, a
variacdo da concentragdo do complexo ES é aproximadamente igual a zero ao longo do

tempo (ap6s um pequeno intervalo de tempo de transicdo). Desta forma, considera-se que a
taxa de formacdo de ES é aproximadamente igual a de sua conversdo (%zO),

caracterizando um estado pseudo-estacionario.
Realizando a manipulacdo das taxas de reagdo da Equacdo 2 e considerando-se um
sistema em estado pseudo-estacionario, obtém-se a equacdo de taxas de reagdes

enzimaticas proposta por Michaelis-Menten.

—_ Vmax [S] (3)

0™ Ky+[S]

onde v, é a taxa de formacéo de produto P, K, é denominada como a constante de

Michaelis-Menten, e V},,,, a taxa maxima de reacdo, que pode ser definida como:

Vinax = k2[Elr (4)

onde [E]r é a concentragdo total de enzima adicionada no sistema.

A equacdo de Michaelis-Menten é amplamente empregada em situacdes que possam
ser descritas pela presenca de monossubstrato, devido a sua simplicidade e boa adequacéo
na representacdo das taxas de reacdo. Entretanto, uma grande quantidade de reagOes
envolvendo enzimas é realizada na presenca de dois ou mais substratos (VOET et al.

2013). Reac0es do tipo bissubstratos podem ser classificadas em:
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Reac0es do tipo sequenciais Bi Bi: As reagdes sequenciais séo reagdes onde todos

0s substratos participantes da reagdo devem se ligar a enzima para que a reagdo
ocorra. Este tipo de reagdo pode ainda ser separado em reagdes ordenadas ou
randomicas. Nas reacOes ordenadas, existe uma ordem especifica de ligacao a ser
seguida para a formacdo de um complexo substrato/enzima especifico. Neste caso
um substrato A deve se ligar ao sitio ativo da enzima primeiramente para permitir a
ligagdo de um segundo substrato B. Nas reagdes randomicas, ambos 0s substratos
podem se ligar diretamente na enzima, ndo precisando seguir uma sequéncia
especifica para a formacdo do complexo. A Figura 3.3 mostra um esquema
simplificado de reagdes sequenciais do tipo Bi Bi, onde A e B sdo os dois
substratos participantes da reacdo e P e Q sdo o0s produtos de reacéo.

Figura 3.3 — Reacdo bissubstrato sequencial do tipo Bi Bi para catalisadores enzimaticos

adaptado do esquema apresentado por VVoet et Voet (2013).

Ll

EAB <— EPQ E

Reacdes do tipo Ping Pong Bi Bi: As reacgdes do tipo Ping Pong séo caracterizadas

pela formacdo de complexos substrato/enzima e liberacdo de produtos antes que
todos os substratos participantes na reacdo se liguem com a enzima. A Figura 3.4
representa um esquema de reacgdes do tipo Ping Pong Bi Bi, onde o substrato A
forma um complexo EA e logo em seguida se converte em um novo complexo FP.
Apenas apo6s a liberacdo do produto P ocorre a inser¢do de um segundo substrato na

enzima, seguido da liberacdo do ultimo produto Q.

Figura 3.4 — Reacdo bissubstrato Ping Pong Bi Bi para catalisadores enziméticos adaptado

do esquema apresentado por Voet et Voet (2013).

RLE

E EA-FP FB-EQ E
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3.8 Modelagem cinética da glicerdlise de TAGs

A modelagem da cinética de reacdes enzimaticas para a glicerolise de triglicerideos
voltadas para a producdo de emulsificantes como monoglicerideos e diglicerideos ainda €
pouco estudada na literatura (VOLL et al., 2011).

Um dos primeiros modelos para a producdo de MAGs e DAGs através de TAGs foi o
proposto por Cheirsilp et al. (2007) para a hidrélise do azeite de dendé. Usando adi¢éo de
agua ao meio reacional, de forma a garantir predominancia das reacoes de hidrdlise sobre
as de glicerdlise de TAGs, e desconsiderando a resisténcia a transferéncia de massa, 0s
autores obtiveram um sistema de equacdes diferenciais a partir das reacdes intermediarias
governantes para a reacdo. A hipotese com relacdo a auséncia de resisténcia associada a
transferéncia de massa foi baseada em dados reportados anteriormente na literatura para
catalisadores enziméticos heterogéneos com suporte poroso (CHEN et al. 1998; ROMERO
et al. 2007).

Baseados no modelo de hidrélise de triglicerideos proposto por Cheirsilp et al. (2007),
Valério et al. (2009) implementaram um sistema de equacdes diferenciais para a glicerolise
dos Oleos vegetais baseado no modelo de Ping Pong Bi Bi para reagfes enzimaticas.
Mesmo trabalhando sem a adicdo de agua no meio reacional, 0s autores ndo removeram as
etapas de hidrolise de seu equacionamento, pois consideraram que, mesmo sem a adicao
direta de agua no sistema, € possivel encontrar umidade nos substratos utilizados,
especialmente do glicerol (2009).

Voll et al. (2011) utilizaram no seu equacionamento as mesmas reagdes consideradas
no modelo de Valério et al. (2009), porém levando em consideracdo os complexos
formados entre os substratos/enzimas e produtos/enzimas.

Os modelos de Valério et al. (2009) e de Voll et al. (2011) serdo descritos mais

detalhadamente a seguir.

3.8.1 Modelo Cinético de Valério et al.

A glicerolise de TAGs com glicerol pode ser representada pela seguinte reacao

global:
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TAG + 2G o 3MAG (5)

No entanto, esta reacdo envolve vérias etapas intermediarias, como a conversdo dos
triglicerideos em diglicerideos. A Tabela 3.3 mostra a sequéncia de rea¢Ges intermediarias
que compdem a reacdo global de glicerdlise de triglicerideos proposta por Valério et al.
(2009). As reacdes intermediarias (6) e (7) representam, respectivamente, a glicerdlise de
TAGs provenientes de Oleos vegetais e de DAGs provenientes da primeira reacdo. A
reacdo (8) representa a reacdo de interesterificacdo de triglicerideos com monoglicerideos.
As reacgdes (9), (10) e (11) descritas na Tabela 3.3 sdo as reagdes de hidrolise dos lipideos
descritas por Cheirsilp et al. (2007).

Tabela 3.3 — Reac¢des esquematizadas da glicerolise de triglicerideos proposta por Valério

et al. (2009)
Reacdes Reacdes Esquematicas
kq
Glicerdlise de triglicerideos TAG+ G k\__\z MAG + DAG (6)

k
DAG + G = 2MAG

Glicerolise de diglicerideos ky @)

ks
Interesterificacdo de triglicerideos TAG + MAG = 2DAG ®)

com monoglicerideos 6

ky
Hidrélise de triglicerideos TAG+ W = DAG +FA (9)
kg

Hidrdlise de diglicerideos DAG+ W = MAG+FA (10)

10

k1g
Hidrdlise de monoglicerideos MAG + W I G+FA (11)

Assim, as equacdes das taxas de reacdo que constituem o modelo de Valério et al.

(2009), obtidas a partir das Equagdes 6 - 11, s&o escritas como:
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Tmac = ki[TAGI[G] — ky[DAG][MAG] + 2k;[DAG][G]
— 2k [MAG)? — ks[TAG][MAG] + k¢[DAG)?
+ ko[DAG][W] — kyo[MAG][FA] — ky1[MAG][W] (12)
+ ki [G][FA]

roac = kiTAGI[G] — k,[DAGIIMAG] — ks[DAGI[G] + k,[MAG]?
+ 2k<[TAG][MAG] — 2k¢[DAG)* + k,[TAG][W]

— kg[DAG][FA] — ko[DAG][W] + kio[MAG][FA] )
rrag = — ki [TAG][G] + k,[DAG][MAG] — ks[TAG][MAG]
+ k¢[DAG)? — k,[TAG|[W] + kg[DAG][FA] (14)
r¢ = — ki[TAG][G] + k,[DAG][MAG] — ks[DAG][G] + k,[MAG]?
+ k11 [MAG][W] — ky12[G][FA] (15)
rra = k,[TAG][W] — kg[DAG][FA] + ko[DAG][W] — k1o[MAG][FA]
+ k11 [MAG][W] — ky2[G][FA] (16)
rw = — k,[TAG][W] + kg[DAG][FA] — ko[DAG][W] 1)
+ kio[MAG][FA] — k11 [MAG][W] + ki2[G][FA]
onde:
n= (18)

sendo i as espécies envolvidas na reacdo de glicerdlise de triglicerideos (MAG, DAG,
TAG, G, FAe W).

3.8.2 Modelo Cinético de Voll et al.
Voll et al. (2011) usaram no seu equacionamento as mesmas reagdes consideradas no
modelo de Valério et al. (2009), porém levando em consideracao os estados intermediarios

de reacdo e as respectivas taxas de formacdo dos complexos substrato/enzima e
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produto/enzima. A Tabela 3.4 mostra a sequéncia de rea¢des intermediarias que compdem
a reacdo global de glicerdlise de triglicerideos proposta por Voll et al. (2011).

Tabela 3.4 — Reac¢des esquematizadas da glicerolise de triglicerideos proposta por Voll et
al. (2011)

Reacdes Reacbes Esquematicas
kq k3 ks
Glicerolise de TAG +G +E 3= TAGXGXE > MAGXDAGXE ¥ MAG +DAG +E (19)
. . , 2 6
triglicerideos
k k k
Glicerdlise de DAG + G +E = DAGXGxE = MAGxMAGXE = 2MAG+E  (20)
- , kg k1o ks
diglicerideos
e kyz kys k
Interesterificacdo  r4g 4+ MAG + E = TAGXMAGXE < DAGXDAGXE = 2DAG+E (21)
de triglicerideos k14 k16 kig
e k19 ka1 ka3
Hidroélise de TAG+W +E k;‘ TAGXWXE k‘——* DAGxFAXE k‘:\ DAG + FA+E (22)
triglicerideos 20 2 24
idroli kas ky ka9
Hidrolise de DAG+W +E & DAGXWxE = MAGXFAXE = MAG +FA+E  (23)
diglicerideos k26 kg k30
k3q k33 k3s
Hidrélise de MAG +W +E = MAGXWxE = GxFAXE = G +FA+E (24)
monoglicerideos 32 3 36

Portanto, as equacdes das taxas de reacdo que constituem a base do modelo de Voll et
al. (2011), obtidas a partir das Equacfes 19 - 24, sdo dadas por:

Twmac = ks[IMAGXDAGXE] — ks[MAG][DAG][E] + 2k,,[MAGXMAGXE]
— 2kq1[MAGT?[E] — kq3[TAG][MAG][E]

+ ky4[TAGXMAGXE] + kyo[MAGXFAXE] — k3o[MAG] % [FA] (25)
% [E] = k31 [MAG][W][E] + ks, [MAGXWxXE]
Tpac = ks[IMAGxDAGXE] — ks[MAG][DAG][E] — k,[DAG][G][E]
+ kg[DAGXGXE] + 2 k1,[DAGXDAGXE] — 2 ky4[DAG]?[E] (26)

+ k,3[DAGXxFAXE] — k,,[DAG][FA][E] — k,5[DAG][W][E]
+ k,s[DAGXW XE]
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rrac = —ki[TAG][G][E] + k,[TAGxGxE] — k{3[TAG][MAG][E]
+ ki [TAGXMAGXE] — k1o [TAGI[WIIE] + kyo[TAGXWXE]  (27)

r¢ = —k{[TAG][G][E] + k,[TAGXxGXE] — k,[DAG][G][E]+kg[DAGXxGXE]
+ k35[GXFAXE] — k36[G][FA][E] (28)

Tpa = kys[DAGXFAXE] — k,,[DAG][FA][E]
+ ko [MAGXFAXE]—kso[MAG][FA][E] + k3s[GxFAXE]

(29)
— ks [G][FA][E]
rw = —kio[TAG][W][E] + kzo[TAGXWXE]
— kos[DAGI[WI[E]+k,6[DAGXWXE] — k3, [MAG][W][E] 30)

+ k3,[MAGXWXE]

Uma vez que as concentracGes dos complexos substrato/enzima e produto/enzima néo
podem ser mensuradas diretamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés High Performance Liquid Chromatography), € necessario remover estas
concentragcfes do equacionamento das equacdes cinéticas governantes. Para isto, Voll et al.
(2011) usaram a hipdtese de que as taxas de variagdo das concentracdes dos complexos
substrato/enzima e produto/enzima podem ser consideradas nulas. Esta aproximacdo pode
ser realizada uma vez que a reacao de formacdo produtos a partir do complexo substrato-
enzima ocorre muito mais rapido que a formacdo destes complexos. Desta forma, pode-se
considerar as seguintes equacdes para as concentrages dos complexos substrato/enzima e

produto/enzima:

w = ks [TAG][G][E] — ky[TAGXGXE] — k3[TAGXGXE] (31)
+k,[MAGxDAGxXE] =0
w — k,[DAG][G][E] - ke[DAGXGXE] — ko[DAGXGXE] (32)
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d[MAGxDAGXE
[ Zt *E] = k3[TAGxGXE]| — k,[MAGxDAGXE]
— ks[MAGXxDAGxXE] + ks[MAG][DAG][E] =0 (33)
d[MAGxMAGxE
[ ’;t X DAGXGXE] — kio [MAGXMAGXE] (34)
—ky, [MAGXMAGXE] + k1, [MAG]?[E] = 0
d[TAGxMAGXE
[ ’;t ] . [TAGIMAG)[E] ks [TAGXMAGXE] (35)
d[DAGxDAGxE
[ ’;t ) . [TAGXMAGXE] — koo [DAGXDAGKE] (36)
d[TAGxWxE]
d[DAGxW xE]
— = k,s[DAG][W][E] — ko [DAGXWXE] (38)
—k,,[DAGXWXE] + k,g[MAGXFAXE] = 0
d[MAGxW xE]
—k33[MAGXWXE] + k3, [GXFAXE] =0
d[DAGxFAXE
[ ;t *El _ ko1 [TAGXWXE] — k,,[DAGxFAXE]
—k,3[DAGXFAXE] + k4, [DAG][FA][E] = 0 (40)
d[MAGxFAxE
[ dt *El _ ko7, [DAGXWXE] — k,g[MAGXFAXE]
—k,o[MAGXFAXE]+k30[MAG][FA][E] = 0 (41)
d[GxFAXE
% = k33 [MAGXWXE]| — k34[GxFAxXE] (42)

— ks [GXFAXE]+ks[G][FA][E] = O

Adicionalmente, a concentracdo total de enzima usada no meio reacional pode ser
representada pela soma de todas as concentragdes de complexos envolvendo enzima com a

concentracéo de enzima livre no meio reacional:
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[Et] = [E] + [TAGXxGXE] + [MAGxDAGXE] + [DAGxGxE] + [MAGXxMAGXE]
+[TAGxMAGXE] + [DAGxDAGXE] + [TAGxWxE] + [DAGxW xE]
+[MAGXxWxE] + [DAGxFAXE] + [MAGxFAXE] + [GxFAxE]

(43)

Assim, obtendo-se as expressbes para as concentracbes dos complexos
substrato/enzima e produto/enzima, a partir das Equacdes 31 - 42, e substituindo-as nas
Equacdes 25 - 30 e na Equacéo 43, obtém-se:

V,[TAG][G] — V,[MAG][DAG] + 2V5[DAG][G] 1

Tyac = ( gg) x| — 2V,[MAG)? — Vs[MAG][TAG] + V,[DAG]? + Vg[DAG][W]‘ (44)

— Vio[MAGI[FA] — Vi [MAGI[W] + Vi [Gl[FA] |

V.[TAG)[G] — V,[MAG][DAG] — V5[DAG][G] 1
roaG = <%> « |+ V,[MAG]? + 2V, [MAG][TAG] — 2V,[DAG]? + V,[TAGI[W]| (45)
_ V,[DAG][FA] — Vo[DAG][W] + Vi, [MAG][FA] |
[ V,[TAG][G] + V,[MAG][DAG] — Vs[MAG][TAG]
Tra = <@> * (46)
DEN + V[DAG]? — V,[TAG][W] + Vs[DAG][FA]
_V,[TAG][G] + V,[MAG][DAG] — V;5[DAG][G]
o= (L21)- -
DEN FV,[MAG)? + Vi, [MAG][W] — Vi, [G][FA]
V,[TAG][W] = Vo[DAG][FA] + Vo[DAG][W]
Tra = <@> * (48)
DEN] | =10 [MAGI[FA] + vy, [MAGIIW] — Vi, [G1[FA]
_V,[TAG][W] + V4 [DAG][FA] — Vo[DAG][W]
o= (121). o
DENJ | vy, [MAGI[F A] - V1, [MAGIIW] + Vi, [G][FA]

onde [E] é a concentracdo total de enzima e o denominador DEN ¢é dado por:
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DEN =1+ K,[TAG][G] + K,[MAG][DAG] + K3[DAG][G] + K4,[MAG]?
+K<[MAG][TAG] + K¢[DAG)? + K,[TAG][W] + Kg[DAG][FA] (50)
+ Ko[DAG][W] + Kio[MAG][FA] + K;1[MAG][W]+ Ky,[G][FA]

As Equacdes 44 - 50 constituem a forma final do modelo de Voll et al. (2011).
Observa-se gque este modelo apresenta maior complexidade que o proposto por Valério et
al. (2009), incluindo um nimero maior de constantes cinéticas a serem estimadas. Maiores
manipulacdes podem ser realizadas através do uso da equagdo de Michaelis-Menten,

entretanto estas manipulacdes ndo foram estudadas neste trabalho.

3.9 Aplicacio de ultrassom em reacées catalisadas por enzimas

A utilizacdo de ultrassom ganhou espaco dentro do campo da biogquimica e
biotecnologia em meados de 1950 - 1960 (SUSLICK et al., 1999). Posteriormente, o
interesse nos gradientes locais de temperatura e pressao provocados no meio reacional pela
cavitacdo gerada pelo ultrassom levou a extensdo de seu uso em reacdes catalisadas por
enzimas. Alguns exemplos de reacfes enzimaticas para as quais 0 uso de ultrassom
mostrou impacto positivo no rendimento de reacdo incluem: esterificacdo de alcoois de
cadeias curtas com acido butirico (FALLAVENA et al., 2014); esterificacdo de acetato de
butila (ALVES et al., 2014); esterificacdo de &cidos graxos (SANTIN et al., 2014);
hidrélise de azeite de dendé (GONALVES et al., 2012); metandlise de graxa branca para
producdo de FAMEs (fatty acid methyl ester) (ADEWALE et al. 2015); transesterificagcdo
para a producdo de carbonato de glicerol ( WAGHMARE et al. 2015).

Com base neste fato, diversos autores tém estudado o efeito do uso de ultrassom em
reacOes catalisadas por enzimas ao longo dos ultimos anos, podendo-se citar como
exemplos mais relevantes: hidrolise de gorduras para a producgéo de acidos graxos (LERIN
et al., 2014); producdo de lipideos estruturados, como o 1,3-dioleoleato-2-palmitato de
glicerila (OPO), por meio da aciddlise de triglicerideos (ZHOU et al. 2001);
transesterificacdo de alcool isoamilico e acido butirico gerando butirato de isoamila
(BANSODE et al. 2014); glicerolise de triglicerideos gerando MAGs e DAGs (BANSODE

et al. 2017). Dentre as reacOes listadas, observou-se que de maneira geral o ultrassom
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aumenta o rendimento de reacdo (DELGADO et al. 2015). Entretanto, o uso do ultrassom
estd atrelado com diversos pardmetros operacionais que apresentam um impacto
significativo tanto no rendimento da reacdo como na taxa de desativacdo da enzima. Estes
parametros incluem o tipo de aparelho de ultrassom, poténcia aplicada, frequéncia e
intensidade de ultrassom (DELGADO et al. 2015). Este aspecto dificulta a comparacéo
direta entre resultados obtidos por diferentes autores, devido as diferencas nas condicdes
de ultrassom utilizadas, podendo-se até encontrar aparentes inconsisténcias ao comparar
resultados de diferentes trabalhos (DELGADO et al. 2015). A degradacdo dos
catalisadores pelo efeito do ultrassom é um exemplo deste problema.

No caso das reacdes de glicerolise assistidas por ultrassom, estas sdo comumente
realizadas usando um dos seguintes procedimentos: (i) pre-tratamento do substrato com
ultrassom antes da reacdo; (ii) aplicacdo de ultrassom no meio reacional durante a
glicerdlise. No primeiro caso, a cavitacdo gerada pelo ultrassom provoca uma reducao no
tamanho de particulas, resultando no aumento da area superficial de interacdo entre
glicerol/6leo (TIAN et al., 2004). Esta técnica é utilizada em sistemas sem o uso de
solventes devido aos problemas de miscibilidade entre os substratos. No segundo caso, é
comum observar um aumento da taxa de reacdo com 0 aumento da intensidade do
ultrassom (DELGADO et al. 2015). O motivo para este aumento da taxa de reacdo pode
ser atribuido a diferentes causas, como o aumento da temperatura provocado pela
cavitacdo, a existéncia de um gradiente de temperatura no meio reacional provocado pela
cavitacdo e até a inducéo do deslocamento da conformagdo enzimética, causando variagdes
na energia de ativacdo do sistema (TIAN et al. 2004). No entanto este segundo
procedimento deve ser realizado com cautela, pois pode causar a desnaturacdo da enzima
durante a reacdo (DELGADO et al. 2015).

O uso de ultrassom em reacGes de glicerdlise de triglicerideos para a producdo de
MAGs e DAGs foi pouco estudado na literatura. Até o momento foram encontradas apenas
as seguintes publicacdes relacionadas a este tema:

(i) Fiametti et al. (2012) estudaram a reacdo de glicerolise de 6leo de oliva catalisada
por Lipozyme 435 a uma frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W, sem uso de solventes
organicos. Ultrassom foi aplicado através de um banho de ultrassom durante todo o
periodo da reacdo de glicerdlise. Os autores obtiveram um conjunto de pardmetros
cinéticos para os modelos de Valério et al. (2009) e Voll et al. (2011) capazes de ajustar de

forma satisfatoria 0 comportamento experimental do sistema para as temperaturas de 50,
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60 e 70 °C. Constatou-se que para estes sistemas livres de solventes o uso de ultrassom é
altamente desejavel uma vez que a sua auséncia leva a rendimentos na faixa de 5% de
produto devido a dificuldades de transferéncia de massa proporcionadas pela
imiscibilidade entre os substratos. Além disso, Fiametti et al. (2012) estudaram o efeito da
concentracdo de enzima no meio reacional. Observou-se que concentragdes superiores a
7,5% (wt) tendem a formacdo de aglomerados de lipase, resultando em uma maior
dificuldade dos lipideos de acessarem os sitios ativos do catalisador, diminuindo o
rendimento de reacdo. Analises feitas apos as reagdes indicaram que as enzimas utilizadas
ndo apresentaram mudancas na conformacdo ou de atividade durante o processo.
Rendimentos de 50% de DAGs foram obtidos nas condi¢des otimizadas de temperatura de
70 °C, concentracao de enzima de 7,5% (wt) e razdo molar de glicerol:6leo de 2:1.

(if) Remonatto et al. (2015) efetuaram a glicerdlise do 6leo de soja e canola catalisadas
por Lipozyme 435 a uma frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W; As reagdes foram
realizadas sem o uso de solventes organicos e auxiliadas por um banho de ultrassom
durante todo o periodo da glicerdlise. Neste trabalho o efeito da agitacdo mecanica e
intensidade do ultrassom foi estatisticamente avaliado sobre o rendimento da reacdo para
cada um dos Oleos testados. Em ambos os 6leos se constatou que 0 aumento da agitacdo
apresentou um efeito positivo no rendimento de MAGs e DAGS, enquanto 0 aumento da
intensidade de ultrassom demonstrou um efeito negativo neste parametro. O rendimento de
reacao mais elevado (62.12%) foi obtido nas seguintes condi¢fes reacionais: 70 °C; razdo
molar de glicerol e 6leo de 0.8:1; concentracdo de enzima de 10% (wt); agitacdo de 900
rpm; intensidade de ultrassom de 132 W*cm™ durante 2 h de reagdo para o 6leo de canola;
e intensidade de ultrassom de 52,8 W*cm™ durante 3 h de reagdo para o 6leo de soja.

(iii) Liu et al. (2018) estudaram a glicerdlise de banha de porco catalisada por
Lypozyme RMIM assistida por uma sonda de ultrassom a uma frequéncia de 25 kHz e
poténcia de 250 W. O pré-tratamento dos substratos com ultrassom aumentou o
rendimento de DAGs da reacdo de glicerdlise, além de diminuir o tempo de reacao
necessario para atingir determinadas concentracdes de DAGs no produto. Nas condi¢Ges
utilizadas neste trabalho averiguou-se que a composi¢cdo do meio reacional em 4 h de
reacdo com o uso de um pre-tratamento de ultrassom foi similar a composicdo em 11 h de
reacdo sem o uso de ultrassom. O efeito de outros pardmetros como a poténcia de
ultrassom utilizado no pré-tratamento e a temperatura de pré-tratamento também foi

analisado. Concluiram que determinadas poténcias de ultrassom (100 a 250 W) séo
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capazes de afetar positivamente o rendimento da reacdo, mas valores muito elevados de
poténcia podem desnaturar a enzima. No caso da temperatura observou-se que a melhor
temperatura de reacdo com o uso de ultrassom foi a de 45 °C. Temperaturas inferiores a 45
°C reacdo sofre com a alta viscosidade dos substratos, e acima de 45 °C observou-se uma
diminuicdo na atividade enzimética.

Destes trabalhos, somente Fiametti et al. (2012) realizaram a modelagem da cinética
de reacdo, usando os modelos de Valério et al. (2009) e Voll et al. (2011) para um sistema
sem o uso de solvente organico. Desta forma, a estimativa dos pardmetros cinéticos para
reacOes de glicerdlise assistidas por ultrassom em um meio homogéneo constitui um tema
de interesse pratico, devido a falta de dados cinéticos para este tipo de reacdo na literatura
e a potencial importancia do uso de ultrassom como alternativa para aumentar a eficiéncia

de reacGes de glicerdlise de 6leos vegetais.
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4 Metodologia

4.1 Experimental

4.1.1 Materiais

Oleo de milho comercial (Bunge Alimentos; Brasil) foi adquirido em uma rede de
supermercados local. Glicerol e &lcool terc-butilico foram obtidos da companhia Neon
Comercial (Suzano; Brasil). O catalisador enzimatico utilizado neste trabalho, Lipozyme
435 (Candida antartica imobilizada), foi gentilmente fornecido pela empresa LNF Latino
America (Bento Gongalves; RS; Brasil). Padrdes especificos de 1-monooleina, 1,3-dioleina
e trioleina para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis; EUA). Os seguintes solventes também foram utilizados: alcool
metilico grau HPLC (Quemis; Jundiai; Brasil), alcool isopropilico grau HPLC (Scientific
Exodus; Hortolandia; Brasil), éter etilico (Scientific Exodus; Hortolandia; Brasil) e alcool
n-propilico (Scientific Exodus; Hortolandia; Brasil).

4.1.2 Glicerdlise em reator batelada

As reacOes de glicerolise de 6leo de milho foram realizadas em um bal&o de vidro sob
agitacdo mecanica constante de 1000 rpm. A enzima Lipozyme 435 (Candida Antarctica
suportada) foi utilizada na proporc¢édo de 3% wt com relagdo a massa de substrato total. Esta
concentracdo de enzima foi otimizada em relacdo ao rendimento de MAGSs e minimizagéo
de consumo de lipase em trabalhos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa (DA
SILVA et al. 2018). Glicerol e 6leo de milho foram adicionados dentro do baldo em uma
proporcao molar glicerol:6leo de 6:1. Esta proporcéo foi utilizada visando o deslocamento
da reacdo no sentido da formacdo majoritaria de monoglicerideos em relacdo aos
diglicerideos (NAIK et al. 2014). A reacdo foi realizada utilizando alcool terc-butilico
como solvente, a uma proporcdo de 150% de volume por massa de substrato (vol/wt). O
volume total da mistura reacional composta por glicerol, 6leo de milho e alcool terc-
butilico foi de aproximadamente 40,5 mL. Controlou-se a temperatura do meio reacional
através de um banho de dleo de silicone. Foram efetuadas reacfes em trés temperaturas:
40, 50 e 60 °C. A duracdo dos experimentos foi de 8 h, com retirada de amostras de
aproximadamente 1 pL do meio reacional nos tempos de 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 240, 360 e 480 min através de uma pipeta volumétrica. As amostras foram
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pesadas em uma balanca analitica (Ohaus Adventurer™) e colocadas no refrigerador de
imediato até o0 momento em que eram preparadas para futuras analises de HPLC. A Figura
4.1 mostra uma imagem do aparato experimental utilizado para realizar as reacGes de

glicerdlise.

Figura 4.1 — Aparato experimental (reator, agitador mecéanico e chapa de aquecimento)
utilizado para realizar os testes de glicerdlise do 6leo de milho padréo.

As reacOes que utilizaram ultrassom tiveram sua temperatura controlada por um banho
de ultrassom da marca Sanders, modelo SW200FI. Ultrassom foi aplicado em periodos de
30 min ligado e 30 min desligado, sob a poténcia de 132 W e frequéncia de 38 kHz. Este
ciclo foi aplicado durante as 8 h de reacdo. Optou-se pelo uso de ciclos de exposicdo do
meio reacional ao ultrassom para evitar a exposicdo prolongada da lipase & cavitacéo
provocada pelo ultrassom, sendo que as condigdes de poténcia e frequéncia utilizadas
foram escolhidas em funcédo das especificacGes fornecidas pelo equipamento. A Tabela 4.1

apresenta simplificadamente as diferentes condi¢des de reacdo testadas neste estudo.
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Tabela 4.1 — Condicdes reacionais utilizadas no estudo cinético da glicerolise do dleo de
milho com e sem a aplicacao de ultrassom.

Parametro Sem aplicacdo de Com aplicacao de

Ultrassom Ultrassom

Temperatura (°C) 40, 50, 60 40, 50, 60
rG:0 6:1 6:1
Enzima (gcat/Qsubt) 3% 3%

Parametros da aplicacédo 132 W, 38 KHz e sequéncia
de ultrassom on/off de 30 min/ 30 min

Tempo de reacdo (min) 480 480

Ap6s o término da reacdo a mistura reacional foi filtrada através de uma peneira
Tyler Mesh 400 e lavada com &lcool terc-butilico. O catalisador foi recuperado, secado a
temperatura ambiente e guardado no congelador para futuros testes de atividade, enquanto

0 produto da reacdo foi rotaevaporado posteriormente.

4.1.3 Quantificacdo dos produtos

A quantificacdo dos triglicerideos (TAGs), diglicerideos (DAGs) e monoglicerideos
(MAGs) da mistura reacional foi realizada através do uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), em um cromatografo Agilent© 1260 Infinity da Agilent Technologies,
EUA, com um detector de arranjo de diodos (DAD) em uma faixa de 205 nm. Foi utilizada
uma coluna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (250 x 4.6 mm, 5 pum de tamanho de
particula). A fase movel consistiu em uma mistura de metanol/agua (9:1 v/v) e isopropa-
nol, na qual a concentracdo de isopropanol foi variada no periodo inicial de corrida (30
min), seguindo uma rampa linear de 0 a 80% de volume de isopropanol, e mantida, entéo,
em 80% por 5 min. A quantificagdo dos MAGs, DAGs e TAGs foi feita com base nos
cromatogramas obtidos, usando como referéncia as curvas de calibracdo obtidas com
padrdes de: 1-monooleina (MAG), 1,3-dioleina (DAG) e trioleato de glicerina (TAG).

A concentracdo de agua dos substratos (tanto 6leo de milho como o glicerol) foi
mensurada através do uso de um Karl Fischer Coulométrico 831 da Metrohm.

4.1.4 Atividade enzimatica

As atividades da lipase antes da glicerdlise e da lipase recuperada ap0s a reacéo foram

mensuradas através do grau de esterificagcdo do acido laurico por alcool n-propilico. Para
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esta reacdo foram primeiramente adicionados acido laurico e &lcool n-propilico em um
baldo de vidro, deixando-se a mistura a 50 °C até ocorrer a total solubilizacdo do acido. Em
seguida, adicionou-se a lipase e a reacédo foi realizada na mesma temperatura, sob agitacdo
magnética constante durante 1 h. Amostras foram coletadas no inicio e no final da reagéo e
tituladas por NaOH (0,52 mol/L), para determinar a concentracdo de acido laurico na
reacdo. A atividade da lipase (em PLU) foi calculada através da diferenca entre as

concentragdes de acido laurico no inicio e no final da reacéo de esterificacéo.

4.2 Modelagem cinética

4.2.1 Implementaciao dos modelos

Os modelos cinéticos de Valério et al. (2009) (Equacbes 06 — 11) e Voll et al. (2011),
(Equacbes 19 — 24) foram implementados no software Matlab 2012.

A dependéncia com a temperatura das constantes cinéticas ki até ki que compdem o
modelo de Valério et al. (2009) foi expressa através da equacao de Arrhenius:

ki, = kogexp (o) (51)

RT]'
onde k;r; e a constante cinética i (i = 1 a 12) na temperatura Tj, k,; € 0 pardmetro pré-

exponencial da equacdo de Arrhenius e Eaki € a energia de ativacdo da reacdo para a
constante k;.

O mesmo procedimento foi realizado para os pardmetros cinéticos do modelo de
Voll et al. (2011), que possui 24 parametros: Vi1 até Viz, que representam as constantes
aparentes das taxas de reacdo, e K até Ki» que representam as constantes de equilibrio de
reacdo. Seguindo a proposta de Voll et al. (2011), as constantes de equilibrio K; - Ki2
foram consideradas constantes no intervalo de temperaturas considerado, devido a estreita
faixa de temperaturas testadas (40-60 °C). Também para os parametros Vi - Vi, a

dependéncia com a temperatura foi modelada por Arrhenius:

Vir; = Vo, exp (_Eavi) (52)

Tj
Para a resolucéo dos sistemas de equacOes diferenciais que definem os dois modelos

utilizados, utilizou-se a funcéo ode23s do Matlab.
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Cabe ressaltar que, apesar de terem sido implementados os dois modelos, somente 0s
resultados com o modelo de Valério et al. (2009) séo discutidos no Capitulo 5, visto que a
quantidade e tipo de dados experimentais disponiveis ndo sdo suficientes para estimar

valores confiaveis dos parametros do modelo de Voll et al. (2011).

4.2.2 Estimacido de parametros

A estimacdo dos parametros cinéticos foi realizada pela técnica de minimos

quadrados, com a seguinte funcao objetivo:

2
Serror = Zm=1:N Zl=1:Nexp(Xexp,l,m - Xmod,l,m) (53)

onde S.,-. € a funcdo objetivo a ser minimizada no problema de otimizacdo, N é o
nimero de espécies quantificadas experimentalmente, Nexp é o nimero de pontos de
medida experimental, X,,,;» € 0 valor experimental da fragdo molar das espécies m
(MAG, DAG, TAG, Gly) em relacdo a soma das concentracdes totais de MAGs, DAGs e
TAGs (lipideos) e X;;04.:m € 0 valor predito pelo modelo para estas fragdes molares em
base de lipideos. O uso da fracdo molar com base na soma total de lipideos foi realizado
visando facilitar a comparacao entre os resultados obtidos pelo trabalho de Solaesa et al.
(2016) com os resultados obtidos na glicerdlise do 6leo de milho neste trabalho. No
trabalho de Solaesa et al. (2016) as concentracdes de glicerol ao longo do tempo foram
quantificadas, enquanto que para o sistema envolvendo o 6leo de milho apenas o seu valor
inicial foi calculado. Desta forma o célculo da fracdo molar global do sistema se torna
inviavel, fazendo-se necessario utilizar uma nova base de calculos para realizar a
adimensionalizacdo dos valores de concentracBes das espécies envolvidas em reacdo. A
Equacdo 54 apresenta a formula utilizada para o calculo das fracbes molares adimensionais
das espécies envolvidas nas reacdes de glicerdlise do 6leo de sardinha como para o 6leo de

milho.

_ G
Xl - /(CMAG + CDAG + CTAG) (54)

onde C sdo as concentracOes das respectivas espécies e i sdo 0s MAGs, DAGs, TAGs, Gly,
W e FFA envolvidos nas reagdes de glicerolise.

Para a busca do minimo da funcdo objetivo foi utilizada a funcdo de otimizagédo
fmincon, disponivel no Matlab.
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4.2.3 Teste das funcdes implementadas em Matlab com o modelo e o procedimento
de estimacio de parametros cinéticos

As fungbes implementadas em Matlab com o modelo de Valério et al. (2009) e o
procedimento de estimacdo de pardmetros foram testadas por meio da compara¢do com
resultados reportados para a reacdo de glicerdlise de oOleo de sardinha com catélise
enzimatica (Lipozyme 435) usando t-butanol como solvente organico realizado por Solaesa
et al. (2016).

Os resultados reportados pelos autores foram os valores das concentragdes das
espécies do meio reacional ao longo do tempo, apresentada na forma de gréficos, e os
valores dos parametros cinéticos estimados a partir dos dados originais. Os valores das
fracdes molares experimentais do trabalho de Solaesa et al. (2016) foram obtidos atraves
dos gréficos apresentados em seu trabalho com o auxilio do software “Pega Ponto”.

O teste das funcBes implementadas foi feito em duas etapas: (i) analise dos valores de
concentracdo dos reagentes ao longo do tempo preditos pelo modelo implementado usando
0s parametros cinéticos estimados por Solaesa et al. (2016); (ii) estimacdo dos parametros
cinéticos a partir dos dados de concentracdo de Solaesa et al. (2016) como ponto de partida
da estimacéo.

4.2.4 Analise dos parametros cinéticos estimados para o 6leo de milho

Os parametros cinéticos estimados para a glicerdlise do 6leo de milho foram
comparados com os reportados no trabalho de Solaesa et al. (2016) para 6leo de sardinha.
As diferencas verificadas foram analisadas do ponto de vista de consisténcia tedrica,
levando em consideragdo as diferencas de composicéo entre os dois 6leos e as diferencas
dos sistemas reacionais utilizados no presente trabalho e no de Solaesa et al. (2016).

Um dos fatores considerados nesta analise foram os valores de coeficiente de atividade
das espécies reativas de interesse no meio reacional, obtidos pelo software JCOSMO. A
avaliagcdo dos coeficientes de atividades no JCOSMO foi feita de acordo com 0s seguintes
passos:

(i) definiram-se primeiramente moléculas representativas da composi¢cdo media dos
6leos considerados;

(i) as moléculas propostas em (i) tiveram suas estruturas espaciais otimizadas atraves

do software Avogadro, utilizando a funcdo de otimizacdo UFF e tomando como
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inicializagdo para o processo de otimizacdo da estrutura a estrutura espacial obtida pela
substituicdo das cadeias de acidos graxos presentes em uma estrutura previamente
otimizada de trioleina (disponivel na biblioteca de moléculas previamente otimizadas do
programa JCOSMO) pelos &cidos graxos presentes nas moléculas de TAGs, DAGs e
MAGs propostas em (i);

(iii) apos as estruturas serem otimizadas, os perfis de distribuicdo eletrénica de cada
molécula-modelo foram calculados através do programa JCOSMO, utilizando os modelos
termodinamicos do tipo COSMO — SAC (Conductor-like Screening Model — Segment
Activity Coefficient) para averiguar a interacdo de cada molécula com o meio reacional.

(iv) através destes perfis obteve-se na sequéncia os valores de coeficientes de atividade
e perfis o das moléculas.

Para a definicdo das moléculas modelo, utilizou-se como base a informagdo sobre a
composicao de acidos graxos presentes no 6leo de sardinha e no 6leo de milho, mostrada
na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Composicdo de acidos graxos presentes no 6leo de sardinha e 6leo de milho.

Oleo de Sardinha Oleo de Milho
Acido Graxo (SOLAESA et al. (NOUREDDINI et al.
2016) % 1992) %
C14:0 8 ---
C16:0 16 12
Cl6:1 9 ---
C18:0 4 2
C18:1 11 29
C18:2 1 52
C18:3,4 3 1
C20:.0 --- 0,3
C20:1 3 ---
C20:3,4,5 19 ---
C22:1 4 ---
C22:3,4,5,6 15 ---

A partir das composicGes de &cidos graxos apresentadas na Tabela 4.2, moléculas
de triglicerideos foram propostas para representar aproximadamente a composicao global
teorica dos TAGs dos 6leos estudados no ponto inicial de reagdo (moléculas-modelo). Uma
vez que aproximadamente 98% da composicdo dos Oleos é composta por triglicerideos

(NEUZA JORGE, 2009), estas moléculas-modelo foram consideradas como Unicas fontes
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de acidos graxos do 6Oleo. A Tabela 4.3 apresenta as moléculas modelo dos triglicerideos

presentes no Oleo de sardinha e o 6leo de milho.

Tabela 4.3 — Moléculas modelo para os triglicerideos dos 6leos de sardinha e milho obtidos
através da composicao de &cidos graxos presentes em ambos os 6leos.

Oleos Presentes

Nomenclatura

Molécula Modelo

Proporcao molar no
meio reacional (%)

Oleo de sardinha

1-Palmitoil-2-Oleil-3-
Araquidonoil-Glicerol
(TAG)

f
—O0—C—Cl16:0

100,00 %

Oleo de milho

1-Palmitoil-2-Oleil-3-
Linoleil-Glicerol
(TAG)

31,00 %

Oleo de milho

1-Oleil-2-3-Dilinoleil-
Glicerol (TAG)

57,00 %

Oleo de milho

1-Palmitoil-2-3-
Dilinoleil-Glicerol
(TAG)

12,00 %

De acordo com as moléculas de triglicerideos apresentadas na Tabela 4.3 pode-se

obter as moléculas de monoglicerideos e diglicerideos mais provaveis de se observar ap6s

a reacdo de glicerolise das moléculas modelo de triglicerideos. Assim, as Tabelas 4.4 e 4.5
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mostram as moléculas-modelo de diglicerideos dos Oleos de sardinha e milho e

monoglicerideos dos 6leos de sardinha e milho, respectivamente.

Tabela 4.4 — Moléculas modelo para os diglicerideos dos 6leos de sardinha e milho obtidos
através da composicéo de acidos graxos presentes em ambos 0s 0leos.

Oleos Presentes Nomenclatura Molécula Modelo
(0]
I
0—C—C16:0
Oleo de sardinha 1-Palmitoil-2-Oleil- |OI
Oleo de milho Glicerol (DAG) 0—C—C18:1
OH
0]
]l
0—C—C18:1
, ) 1-Oleil-2-Linoleil- o
Oleo de milho . 1
Glicerol (DAG) 0—C—C18:2
OH
o
I
—C—C18:1
Oleo de sardinha 1-Oleil-2-Araquidonoil- 0
Oleo de milho Glicerol (DAG) _I(!_C20:4
OH
0
I
0—C—C18:2
, ) 1-2-Dilinoleil-Glicerol (0]
Oleo de milho I
(DAG) 0—C—Cl18:2
OH
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Tabela 4.5 — Moléculas modelo para os monoglicerideos dos éleos de sardinha e milho
obtidos atraves da composicdo de &cidos graxos presentes em ambos 0s 6leos.

Oleos Presentes

Nomenclatura

Molécula Modelo

Oleo de sardinha

Oleo de milho

2-Palmitoil-Glicerol
(MAG)

OH

I
|
—C—C16:0

OH

Oleo de sardinha
Oleo de milho

2-Oleil-Glicerol (MAG)

I
0—C—C18:1

|
R

OH

Oleo de milho

2-Linoleil-Glicerol
(MAG)

OH
(0]
I
—(C—Cl18:2
OH

Oleo de sardinha

2-Araquidonoil-Glicerol

(MAG)

OH

I
0—C—C20:4
OH
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5 Resultados

5.1 Avaliacido das implementacoes em Matlab do modelo cinético e do
procedimento de estimaciao de parametros

A Figura 5.1 mostra a comparacdo entre os dados experimentais reportados por
Solaesa et al. (2016) e as respectivas curvas obtidas na simulacdo com o modelo
implementado em Matlab, usando o conjunto de pardmetros cinéticos fornecidos pelos

autores.

Figura 5.1 — Glicerdlise de 6leo de sardinha catalisada por Lipozyme 435 a 303 K, 313 K,
323 K e 333 K: comparacéo entre os resultados experimentais de Solaesa et al. (2016) e os
das simula¢des com o codigo implementado usando os valores de parametros cinéticos
reportados no referido trabalho.
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A Tabela 5.1 apresenta a comparacao das estimativas dos parametros cinéticos obtidas
com o codigo implementado no presente trabalho e aqueles apresentados por Solaesa et al.
(2016), juntamente com os respectivos valores de R? na comparacio dos valores
experimental e do modelo para as concentragfes das espéecies. Observou-se que para 0s
parametros ko1, Kog, Kos € Eas a diferenga dos pardmetros estimados com relagédo aos
fornecidos pelos autores foi maior que 10%, chegando a um maximo de 31,90% para Ko,1.
As constantes ke e k7, resultantes da aplicacdo da Equacgdo de Arrhenius com os parametros
kos, Ko7, Eas, Ea7 e Eas, foram consideradas zero no trabalho de Solaesa et al. (2016).
Como consequéncia, os valores para estes pardmetros cinéticos ndo puderam ser obtidos
para realizar uma comparagdo com os valores estimados pelo modelo implementado neste
trabalho. Considerando que os valores finais das constantes ke € k7 calculados com os
parametros cinéticos estimados foram baixos (préximos de zero), os pardmetros obtidos
neste trabalho foram considerados como estando em concordéancia com os resultados de
Solaesa et al. (2016). Desta forma, apenas os parametros ko1, Ko3s, Ko4 € Eas apresentam
uma diferenca considerdvel no seu valor de estimacdo entre ambos 0s grupos de
parametros cinéticos.

Adicionalmente, o valor de R? obtido paras curvas preditas ao se aplicar os valores dos
parametros cinéticos fornecidos pelos autores no modelo implementado neste trabalho foi
de 0,9861, sendo 0,9832 o valor reportado por Solaesa et al. (2016). Esta pequena
diferenca nos valores de R? pode ser atribuida & imprecisio no processo de aquisicdo dos
valores das concentracfes das espécies com o software “Pega Ponto”. Sendo assim,
concluiu-se que a implementagcéo do modelo em Matlab havia sido feita de maneira correta
e que o codigo implementado para a estimacdo dos parametros cinéticos mostrou-se
adequado para ser utilizado na etapa posterior do estudo da cinética da glicerolise do 6leo

de milho.
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Tabela 5.1 — Parametros cinéticos estimados para a glicerdlise de éleo de sardinha através
de dados obtidos por Solaesa et al. (2016).

Parametros  Solaesa et al. (2016) Este trabalho + A (%)
ko1 (L.mmol=.s?) 193,160 131,534 31,90
ko2 (L.mmol.s?) 1421,499 1417,375 0,29
ko3 (L.mmol=.s?) 1,568*1072 1,182*10% 24,66
ko, (L.mmol=.s?) 2,421*10°3 2.113*10°3 12,72
kos (L.mmol=.s?) 4,302*10* 4,210*10 2,14
Kos (L.mmol=.s?) 8,909*10
Koz (L.mmol.s?) 1,000%10°
kos (L.mmol=.s?) 3,462*10* 3,462*10* 0,00
Koo (L.mmol.s1) 3,021*102 3,021*102 0,00
Ko,10 (L.mmol=.s?) 1,759*10°3 1,759*10°° 0,00
Ko11 (L.mmol*.s?) 1,425*%10? 1,425*107? 0,00
Ko12 (L.mmol=t.s?) 2,954*102 2,954*1072 0,00

Ea; (KJ.mol?) 35,180 34,038 3,25

Ea, (KJ.mol) 40,120 39,928 0,48

Eaz (KJ.mol?) 2,000*%101 2,040*101 2,00

Eas (KJ.mol?) 3,520 3,728 5,91

Eas (KJ.mol?) 20,640 26,595 28,90

Eas (KJ.mol?) 8,674*1072

Eas (KJ.mol) 1,000%10

Eas (KJ.mol) 4,100 4,100 0,00

Eay (KJ.mol?) 1,000*10°3 1,000*10°3 0,00

Eaio (KJ.mol?) 4,200 4,200 0,00

Ean (KJ.mol?) 9,000*103 9,000*10°® 0,00

Eaiz (KJ.mol?) 8,000*102 8,000*102 0,00
R? 0,9832 0,9861 ---

5.2 Curvas de calibracio para a HPLC

As curvas de calibracdo utilizadas para a quantificacdo das espécies envolvidas na
glicerdlise do 6leo de milho foram obtidas a partir de HPLC. Os resultados séo
apresentados na Figura 5.2. Os valores de R? para estas curvas foram de 0,9935 para

1-monooleina, 0,9999 para 1,3-dioleina e 0,9936 para trioleina.
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Figura 5.2— Curvas de calibragdo para 1-monooleina (a), 1,3-dioleina (b) e trioleina (c).
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5.3 Quantificacdo das espécies e sua evolucdo temporal nas reacoes de
glicerdlise do 6leo de milho com e sem uso de ultrassom

A Figura 5.3 apresenta os cromatogramas de HPLC de amostras do meio reacional nos
tempos 0 min e 480 min (com e sem o uso de ultrassom) de reacgdo, na glicerdlise do 6leo
de milho a 60 °C. No tempo zero de reagdo, 0 cromatograma apresenta unicamente 0s
picos referentes aos triglicerideos. No entanto, com base na formulacdo utilizada, sabe-se
que o meio reacional contém também glicerol, o qual ndo foi detectado na analise de
HPLC devido as caracteristicas do detector utilizado. Apds 8 h (480 min) de reacdo,
observa-se o consumo completo dos triglicerideos e a predominancia de monoglicerideos
em relacdo a diglicerideos no produto de reacdo, com e som o uso de ultrassom. Este
resultado confirma que a proporcao glicerol/éleo utilizada favorece a formacdo de MAGs
sob DAGs.

Figura 5.3— Sobreposicédo de cromatogramas obtidos através da analise de HPLC do meio
reacional para a reagdo de glicerolise de 6leo de milho em 60 °C com e sem 0 uso de
ultrassom nos tempos 0 e 480 min
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No cromatograma do produto da reacdo com ultrassom apds 480 min observa-se um
deslocamento dos picos de MAGs e DAGs para maiores tempos de retencdo em relacao a
glicerdlise sem ultrassom. No entanto, nota-se que estes picos apresentam 0 mesmo
comportamento com relagéo ao posicionamento/altura relativa entre si em ambos os casos.
Isto sugere que o deslocamento observado ndo esti associado ao surgimento de novos
produtos, podendo ser simplesmente o resultado de variacBes de tempos de retencdo
recorrentes das analises de HPLC serem realizadas em dias distintos.

A conversdo de triglicerideos para reacdes sem o auxilio de ultrassom e com o uso de
ultrassom foi aproximadamente igual a 100% para a maior temperatura estudada (60 °C),
ndo demonstrando uma diferenca de rendimentos apds as 8 horas de reacdo Reacles que
utilizam a rota alcalina apresentam conversdes consideravelmente mais baixas de
triglicerideos (em torno de 30 — 40%) (NAIK et al. 2014), além de utilizar temperaturas
reacionais mais elevadas. Desta forma, o potencial da rota enzimatica como um substituto
para a rota alcalina para a producdo de MAGs (independente do uso ou ndo de ultrassom) a
partir da glicerdlise de 6leos e gorduras se confirma também para o caso do éleo de milho.

Os dados experimentais das reag0es descritas na Tabela 4.1 foram comparados para
avaliar o efeito do ultrassom na concentracdo do produto de glicerolise. A Figura 5.4
apresenta a evolucdo da concentracdo de MAG no meio reacional com o tempo de reacéo
para as reacdes assistidas e nao-assistidas por ultrassom, em cada temperatura avaliada
neste estudo. O efeito positivo do uso de ultrassom sobre a concentracdo final de produtos
fica evidente, sendo ele mais intenso nas reagdes na temperatura mais baixa utilizada
(Figura 5.4a). Este efeito diminuiu com o aumento da temperatura (Figura 5.4b e 5.4c),
tornando-se praticamente igual ao rendimento da reacdo padrdo para 333 K ao final da
reacdo. Mesmo assim, a aceleracdo da taxa de reacdo € notada no inicio da reacdo de
glicerdlise, implicando na possivel reducdo do tempo experimental para se atingir uma
concentracdo desejada de produto. Estudos que utilizaram o ultrassom em sistemas livres
de solvente apresentaram resultados melhores em relacdo ao aumento de rendimento de
reacdo quando o ultrassom era aplicado no substrato (SOLAESA et al., 2016; WANG et
al., 2011). O principal motivo desta diferenca é a elevada imiscibilidade destes substratos
nas condicdes experimentais estudadas quando o solvente ndo era utilizado, o que leva a
crer que em elevadas temperaturas o efeito do ultrassom é quase nulo para sistemas

homogéneos. Por outro lado, reacfes a temperaturas mais brandas (40 °C) apresentaram
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um aumento consideravel de rendimento, tornando reacGes com o uso de enzimas a

condi¢cdes com menores chances de causar sua desnaturacdo atraentes.

Fragdo molar em base lip.

Figura 5.4 — Dados experimentais para a concentragdo de MAG no meio reacional para
reacdes sem o0 uso de ultrassom (MAG_std) e com o uso de ultrassom (MAG _ult) nas
temperaturas de: 313 K (a), 323 K (b) e 333 K (¢).
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5.4 Cinética da reacgio de glicerdlise do 6leo de milho

5.4.1 Resultados da estimacio dos parametros para o modelo cinético de Valério et

al.

Os resultados da estimacdo de pardmetros para 0 modelo cinético de Valério et al.

(2009) aplicado as reacdes de glicerdlise do 6leo de milho sdo apresentados na Tabela 5.2,
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enquanto na Figura 5.5 os resultados de estimacdo utilizando este mesmo modelo séo

comparados com os dados experimentais .

Tabela 5.2 — Pardmetros cinéticos estimados para glicerdlise de 6leo de milho utilizando o
modelo de Valério et al. (2009) para reacdes padrdo e com o uso de ultrassom.

Glicerdlise padrao do 6leo de milho Glicerolise do 6leo de milho assistida por ultrassom
ko [L.mmol*t.s?] Ea [KJ/mol] ko [L.mmolt.s] Ea [KJ/mol]
Ko 336,053 Ea; 31,572 Ko 296,968 Ea; 42,769
ko,2 1271,558 Ea, 38,111 Ko,2 1456,423 Ea; 31,015
ko3 3,552*1073 Eas 2,542*101 ko3 4,549*10°3 Eas 2,232*101
Ko 3,304*10°3 Eay 2,559 ko4 5,709*10°3 Eas 0,000
Kos 4,316%10 Eas 19,778 Ko, 4,315*10! Eas 19,181
Ko, 9,966*10~7 Eas 9,141*102 Ko, 9,420*%107 Eas 1,145*10%
ko7 6,221*10* Eas 2,097*10°® ko7 2,538*107? Eas 2,046*10°
kos 3,481*10* Eas 4,138 kos 3,461*10* Eas 4,084
Koo 2,827*10? Eag 9,553*10* Koo 1,876*107 Eag 1,066*10°2
Ko.10 2,094*10°3 Eaio 4,059 Ko,10 2,086*10° Eaio 3,996
Ko.11 3,064*10? Ean 9,008*10°® Ko.11 2,682*107? Ean 8,985*10°°
Ko2 8,689*10* Eai, 8,281*102 Koz 4,265%102 Eai, 7,952*107?
R? 0,965 R? 0,950

Observou-se que os valores estimados das fragdes molares dos lipideos na Figura 5.5
apresentam uma boa adequacdo aos dados obtidos experimentalmente tanto para reacgoes
de glicerolise padrédo (sem o uso de ultrassom) como para rea¢cdes com o uso de ultrassom,
apresentando valores de R? de 0,965 e 0,950 respectivamente. Durante a estimacio dos
parametros cinéticos para os modelos testados observou-se uma alta dependéncia do
modelo com os valores iniciais de estimacdo fornecidos ao programa, dificultando o
processo de estimacdo devido a alta variacdo dos parametros estimados de acordo com 0s
valores iniciais de estimacdo fornecidos ao codigo computacional. Uma metodologia
iterativa foi aplicada para alcancar os valores das melhores constantes cinéticas
apresentadas na Tabela 5.2. Primeiramente, valores na ordem de grandeza similares aos

encontrados na literatura para outros 6leos foram aplicados na rotina de estimacéo.
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Figura 5.5 — Resultados da estimag&o das concentracdes de MAGs, DAGs e TAGs para a
glicerdlise de 6leo de milho padréo a 313 K (A), 323 K (B) e 333 K (C) e glicerolise de
6leo de milho com uso de ultrassom a 313 K (D), 323 K (E) e 333 K (F) usando o0 modelo

proposto por Valério et al. (2009)
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De acordo com os resultados obtidos, aplicou-se variagdes de até 10° vezes a ordem de
grandeza regente nestas constantes até que o conjunto de parametros cinéticos alcangasse
uma convergéncia. De acordo com o0s parametros cinéticos referentes ao modelo de
Valério et al. (2009) (Tabela 5.2), observou-se que na maioria das reacdes diretas (Eas,
Eas, Eas e Eai1) as energias de ativacdo diminuiram com o uso e ultrassom. As excecles a
esta tendéncia foram ocorreram para as reacdes de glicerolise de triglicerideos (Eai) e
hidrolise de diglicerideos (Ea9). Uma reducdo das energias de ativacdo favorece as taxas
de reacOes diretas do sistema, explicando o aumento de geracdo de MAGs observado na
Figura 5.4. A comparacdo entre os parametros cinéticos do 6leo de milho presentes na
Tabela 5.2 mostraram um aumento mais proeminente nas constantes pré-exponenciais com
a aplicacdo do ultrassom em comparacdo com as energias de ativacdo. Uma vez que as
constantes pré-exponenciais sdo fun¢des do nimero de colisGes entre as moléculas no
sistema, este comportamento demonstra que 0 uso do ultrassom aumenta estas colisdes
mais do que causaria deslocamentos da conformacéo enzimatica, provocando uma variagao
da energia de ativacdo (TIAN et al. 2004). Desta forma pode-se concluir que a cavitacdo
provocada pelo ultrassom possui um impacto maior na reducdo de conglomerados de
moléculas, acarretando uma maior miscibilidade do sistema e, por consequéncia, em um
maior numero de choques intermoleculares do que na mudanca da conformacéo enzimatica
que causaria varia¢fes nas energias de ativacao.

Comparando valores dos parametros cinéticos da glicerolise do 6leo de sardinha
(Tabela 5.1) com os pardmetros estimados para a glicerélise do 6leo de milho (Tabela 5.2)
nota-se que a maioria das constantes pré-exponenciais da glicerélise do 6leo de sardinha
apresentam valores menores que as do 6leo de milho, com excecdo das constantes Ko 3, Ko7,
Ko, € Ko,g. De acordo com as moléculas modelo dos triglicerideos listados na Tabela 4.3, o
6leo de sardinha é composto basicamente pelo 1-palmitoil-2-oleil-3-araquidonoil-glicerol,
sendo que esta molécula possui uma cadeia de &cido graxo de 20 carbonos com 4
insaturacGes. Em contrapartida, moléculas de triglicerideos presentes no 6leo de milho
apresentam cadeias menores com um menor nimero de insaturagdes, resultando em uma
possivel vantagem estérica destes TAGs para interagir com as moléculas de glicerol e agua
em comparagdo com 0s presentes no Oleo de sardinha. No caso da avaliagdo das energias
de ativacdo (Ea), constatou-se que a comparacao direta dos sistemas de 0leo de sardinha e
6leo de milho sem o uso de ultrassom apresentaram valores similares para a maioria dos

casos. Desconsiderando as energias de ativacdo Eas, Eas, Eas, Eas e Eaz, as variagdes
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percentuais das energias de ativacdo foram menores que 8%, podendo-se considerar a esta
diferenca como desprezivel uma vez que o método utilizado para a aquisicdo dos pontos
experimentais do trabalho de Solaesa et al. (2016) possui um erro intrinseco do operador
do software utilizado. No caso das energias de ativacdo que apresentaram uma variagao
entre 0s sistemas, ndo se observou uma variagdo maior que 53% em nenhuma delas. Esta
similaridade de valores de energias de ativacdo para o 0leo de milho com o 6leo de
sardinha pode ser explicada pela composicdo de ambos 0s sistemas ser proxima de ser a
mesma quando consideramos as espécies quimicas envolvidas, mesmo que diferentes

triglicerideos facam parte da composi¢cdo de ambos os 6leos.

5.4.2 Comparacao das constantes cinéticas obtidas pela Eq. (51) para os diferentes
sistemas considerados

A Tabela 5.4 apresenta os valores das constantes cinéticas calculadas pela Eq. (51)
com os parametros estimados por Solaesa et al. (2016) para o 6leo de sardinha e as obtidas
neste trabalho para o éleo de milho, com e sem o uso de ultrassom.

No trabalho de Solaesa et al. (2016) a constante ki apresentou valores menores que ks
na glicer6lise doo 6leo de sardinha. Isto sugere que a reacdo de glicerolise dos TAGs seria
a etapa limitante da reacdo, devido ao impedimento estérico maior que as moléculas de
TAGs possuem em relacdo aos DAGSs de reagir com o glicerol. Como observado na Tabela
5.4, este comportamento se repete para as mesmas constantes na glicerdlise do 6leo de
milho, sem e com uso de ultrassom. Solaesa et al. (2016) também mencionou que a relagao
entre as constantes de reacdes inversas das reacdes de hidrélise dos lipideos seguia a ordem
k12 > k1o > kg devido ao impedimento estérico dos lipideos ao reagir com os acidos graxos
livres do sistema. Este comportamento é observado também nas constantes estimadas neste
trabalho (k12 > k1o > kg). Por fim, espera-se que as constantes ki e ks sejam maiores que Ks
devido ao impedimento estérico das reacdes que elas representam. Este comportamento foi
observado na Tabela 5.4, reforcando a consisténcia dos valores de parametros cinéticos
estimados para a glicerdlise padrdo do 0leo de milho. No caso da glicerolise assistida por
ultrassom este comportamento ndo foi observado, podendo indicar que o efeito o uso de
ultrassom diminui a barreira energética para a reacdo inversa da transesterificacdo de

triglicerideos com monoglicerideos, favorecendo sua taxa de reacdo direta.
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Tabela 5.4 — Constantes cinéticas da glicer6lise do 6leo de sardinha estimadas pelo trabalho de Solaesa et al. (2016),da glicerolise padréo do 6leo de
milho e da glicerolise do 6leo de milho assistida por ultrassom estimadas pelo modelo de Valério et al. (2009).

Constante Glicerdlise do 6leo de sardinha Glicerdlise padrao do 6leo de milho Cllzeiise 0 eleo €l milfo s SHED (20T
cinética ultrassom

(L/mmol.s) 313K 323K 333K 313K 323K 333K 313K 323K 333K
k1 2.74*10* 4.11*10* 6.02*10* 1.81*10°° 2.63*10°° 3.75*10°3 2.16*10° 3.60*10°° 7.81*10°
ka 3.07*10* 4.94*104 7.73*10* 5.55%10* | 8.73*10* 1.33*10°% 9.71*10°3 1.40*107 1.99*107
ks 1.09*1072 1.09%107 1.10*107 3.22*10°3 3.23*10°3 3.24*10°3 4.17*103 4.18*10°° 4.19*10°°
K4 5.04*10* 5.27*10* 5.50*10* 1.24*10° 1.27*10°% 1.31*10° 5.71*10°3 5.71*10°3 5.71*10°3
ks 1.53*10° 2.10*10° 2.83*10° 2.16*10* | 2.73*10* 3.41*10* 2.72*10* 3.41*10* 4.23*10*
ke 8.62*107 | 8.62*107 8.63*107 9.62*107 | 9.63*107 9.64*107 9.01*107 9.03*107 9.04*107
k7 9.99*107? 9.99%102 1.00*101 6.22*10* | 6.22*10* 6.22*10* 2.54*107? 2.54*107 2.54*107
ks 7.16*10° 7.52*10° 7.87%10° 7.10%10° 7.46%10° 7.81*%10° 7.20%10° 7.56*%10°° 7.92*10°
Ko 3.02*10? 3.02*102 3.02*102 2.82*10? 2.83*102 2.83*107? 1.87*107? 1.87*107 1.87*107
ko 3.50*10* 3.68*10* 3.86*10* 4.40%10* | 4.62*10* 4.83*10* 4.49*10* 4.71*10* 4.93*10*
ki1 1.42%107 1.42%107 1.42*107 3.05*107? 3.05*107? 3.05*107? 2.67*107? 2.67*%107 2.67*%107
k12 2.86*107? 2.87*10? 2.87*102 8.42*10* | 8.42*10* 8.42*10* 4.14*10? 4.14*10? 4.14*102




DEQUI / UFRGS - Douglas Takeshi Kuamoto >0

Adicionalmente, a Tabela 5.5 apresenta uma comparagdo da grandeza relativa, pela
sua apresentacdo em ordem crescente, das constantes cinéticas das reacOes diretas de
ambos os sistemas. Observa-se que o ordenamento € o mesmo quando se compara as
reagdes de hidrdlise de DAGs e transesterificacdo de MAGs e TAGs no Gleo de sardinha e
nas reagdes para o 6leo de milho sem uso de ultrassom. Entretanto, as reagdes restantes
apresentaram variacfes de posicionamento relativo de suas constantes de um 6leo para o
outro. Alguns dos motivos que podem ser levantados como causadores destas mudancas
sdo: variacOes de favorecimentos de reacGes especificas devido a diferencas de volume ou
distribuicdo de cargas das estruturas de TAGs, DAGs e MAGs presentes em cada 6leo; ou
variacdes de transferéncia de massa provocadas pelas diferencas de miscibilidade de certas

moléculas no meio reacional.

Tabela 5.5 — Ordenamento das constantes cinéticas referentes as reacdes diretas da
glicerdlise de 6leo de sardinha (Solaesa et al. (2016)) e da glicerdlise do 6leo de milho
padrdo do maior (1°) para 0 menor (6°)

Reacdes diretas
Ordem
Glicerdlise do bleo de sardinha Glicerdlise do éleo de milho padrao
1° Hidrélise TAGs (k7) Hidrélise MAGS (K1)
20 Hidrélise DAGS (ko) Hidrdlise DAGS (ko)
3° Hidrdlise MAGS (K1) Glicertlise DAGs (ks)
40 Glicerdlise DAGs (ks) Glicerdlise TAGs (k1)
52 Glicerdlise TAGs (ki) Hidrdlise TAGs (k7)
6° Transesterificagéo (ks) Transesterificacdo (ks)

5.5 Avaliacio da influéncia da estrutura das moléculas de MAGs, DAGs e
TAGs presentes nos 0leos nos resultados cinéticos obtidos

5.5.1 Otimizacao das estruturas e perfis o

Na busca de suporte estrutural para os resultados discutidos na se¢do anterior com
relagcdo a grandeza relativa das constantes das reagdes diretas, avaliou-se as estruturas dos
lipideos (MAGs, DAGs ou TAGS) para verificar a contribuicdo de contribuicdes estéricas
das diferentes espécies envolvidas. Nesta avaliacdo, moléculas-modelo de TAGs, DAGs e

MAGs apresentadas no Capitulo 4 (Tabelas 4.3, 4.4 e 4.5, respectivamente) tiveram suas
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estruturas otimizadas através do software Avogadro. As Figuras 5.7, 5.8 e 5.9 apresentam,
respectivamente, as estruturas otimizadas para TAGs, DAGs e MAGs.

As moléculas dos TAGs da Figura 5.7 mostraram uma conformacdo similar
independente das cadeias de &cidos graxos que as compdem. O impedimento estérico que
estas moléculas apresentam com as moléculas de glicerol e de &gua sdo similares, com
valores de volumes moleculares em torno de 1200 A3, ndo podendo justificar a nivel
qualitativo maior facilidade para reacdes de glicerdlise ou hidrolise de algum TAG
especifico com relagdo aos demais. As Figuras 5.8 e 5.9 apresentaram maiores variagdes
estruturais entre os lipideos de mesma espécie de acordo com o nimero de insaturacdes
presentes nas cadeias de acidos graxos que compdem a molécula. Cadeias saturadas como
0 C16:0 (palmitoil) apresentam uma conformacao linear enquanto cadeias poli-insaturadas
como o C18:1 (oleil), C18:2 (linoleil) e C20:4 (araquidonoil) apresentam conformacodes
mais curvas quanto maior o numero de ligagfes duplas presentes na cadeia. Entretanto
variacdes notaveis nao foram observadas tanto nas estruturas quanto nas areas superficiais
e volume das moléculas otimizadas, ndo podendo novamente inferir uma priorizacdo das
reacOes de glicerdlise ou hidrolise de certas moléculas especificas de MAGs e DAGs com

as demais de mesma espécie.

Figura 5.7 — Estruturas de esferas de Van der Waals das moléculas-modelo de TAGs
propostas para o 6leo de milho e sardinha otimizadas pelo software Avogadro utilizando a
funcgéo de otimizagdo UFF

1-Palmitoil-2-Oleil-3-Araquidonoil-Glicerol 1-Oleil-2-3-Dilinoleil-Glicerol
(1267,29 A3; 1153,31 A?) (1271,24 A3; 1153,31 A?)
1-Palmitoil-2-3-Dilinoleil-Glicerol 1-Palmitoil-2-Oleil-3-Linoleil-Glicerol
(1222,42 A3; 1110,50 A?) (1239,00 A3; 1124,85 A?)

AT
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Figura 5.8 — Estruturas de esferas de Van der Waals das moléculas-modelo de DAGs
propostas para o 6leo de milho e sardinha otimizadas pelo software Avogadro utilizando a
funcgéo de otimizagdo UFF

1-Palmitoil-2-Oleil-Glicerol 1-Oleil-2-Linoleil-Glicerol
(859,16 A3; 780,72 A?) (884,18 A3; 807,86 A?)
1-2-Dilinoleil-Glicerol 1-Oleil-2-Araquidonoil-Glicerol
(870,97 A3; 801,36 A?) (915,13 A3; 832,66 A?)

L 2

Figura 5.9 — Estruturas de esferas de Van der Waals das moléculas-modelo de MAGs
propostas para o 6leo de milho e sardinha otimizadas pelo software Avogadro utilizando a
funcéo de otimizacdo UFF

2-Palmitoil-Glicerol 2-Oleil-Glicerol
(466,34 A3; 439,00 A?) (504,73 A3; 471,95 A?)

2-Linoleil-Glicerol 2-Araquidonoil-Glicerol
(492,56 A3, 464,99 A?) (525,15 A3; 495,26 A?)

St aeg

Entdo, para permitir uma avaliacdo quantitativa destes potenciais diferencgas, a partir
das moléculas otimizadas por Avogadro utilizou-se modelos termodindmicos do tipo
COSMO-SAC para calcular a distribuicdo de carga eletrbnica nas superficies das

moléculas otimizadas. O programa JCOSMO foi utilizado para gerar os perfis o das
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moléculas-modelo de TAGs, DAGs e MAGs. Estes perfis sdo apresentados nas Figuras

5.10, 5.11 e 5.12 respectivamente.

Figura 5.10 — Perfil o das moléculas-modelo de TAGs propostas para o 6leo de milho e
sardinha obtidas através do JCOSMO
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Figura 5.11 — Perfil o das moléculas-modelo de DAGs propostas para o 6leo de milho e
sardinha obtidas através do JCOSMO
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Figura 5.12 — Perfil o das moléculas-modelo de MAGs propostas para o 6leo de milho e
sardinha obtidas através do JCOSMO
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Os perfis 6 da Figura 5.10 apresentaram maior parte de sua densidade eletronica
distribuida nas proximidades de zero, representando um comportamento amplamente
apolar para as moléculas de TAGs. Esta caracteristica € reforcada pela baixa miscibilidade
gue estas moléculas possuem com a agua (polar). Moléculas de DAGs (Figura 5.11) e
MAGs (Figura 5.12) apresentaram um comportamento mais polar que as moléculas de
TAGs, apresentando um maior percentual de sua densidade eletrénica distribuida em

regides positivas do perfil 6 quando comparadas com os perfis da Figura 5.10. Novamente
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estes perfis sdo reforcados pela maior miscibilidade que estas moléculas possuem com o
glicerol (polar).

Moléculas de DAGs como o 1-2-Dilinoleil-Glicerol e o 1-Oleil-2-Araquidonoil-
Glicerol apresentaram &reas de densidade eletrénica positivas maiores que 0s demais
DAGs. Assim como moléculas de MAGs como o 2-Linoleil-Glicerol e 2-Araquidonoil-

Glicerol também.

5.5.2 Coeficientes de atividade

Para quantificar estas diferengas foram avaliados, a partir dos respectivos perfis o
obtidos por JCOSMO, os coeficientes de atividade (y) para cada lipideo presente nas
Tabelas 4.3, 4.4 e 4.5. Utilizou-se as composi¢cdes molares do meio reacional (glicerol,
agua e t-butanol) no tempo zero de reacdo para o calculo dos y, considerando cada lipideo
isolado dos demais para cada célculo de coeficiente de atividade. A miscibilidade destas
moléculas no meio reacional foi mensurada através destes coeficientes visando determinar
espécies que apresentem menores resisténcias de transferéncia de massa que as demais.

Na avaliacdo do efeito estrutural na cinética, partiu-se da ideia de que a constante
cinética (kyeqcs0) Observada (ou aparente), Equagdo 55, incorpora a influéncia das
resisténcias por transferéncia de massa que foram discutidas previamente. O coeficiente de

atividade (y;) € definido como a raz&o entre o valor da fugacidade de uma substancia em

uma mistura real (f;) pela fugacidade de uma substancia em uma soluco ideal (fi4°%). A
Equacdo 56 apresenta esta definicdo, enquanto a Equacdo 57 substitui o valor da
fugacidade ideal pela fragdo molar do componente i (x;) e pela fugacidade da substancia
pura (f;°). A razdo da fugacidade de uma substancia no estado atual pela fugacidade da
substancia no seu estado padrdo é definida como atividade. Aplicando este conceito na
Equacdo 57, obtemos a Equacdo 58 onde a atividade (a;) € definida como o produto da
fragdo molar do componente i com o coeficiente de atividade (KORETSKY, 2012). Foley
et al. (2020) incorporaram a atividade no célculo das constantes cinéticas aparentes
envolvidas em reacOes com estado de transicdo e definiu a taxa dessas reagdes como o
produto da constante cinética com a atividade. Desta forma, a partir da Equagdo 55,
obtivemos a Equacéo 59, adequando o efeito dos coeficientes de atividade sobre a taxa de

reacao.
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Treacio = kreagﬁo * H[Reagentes] (55)

Yi = fi/f.ideal (56)

vi="T/ o (57)

a4 = Yi* X (58)

Treacio = k:eagéo «[1 (]/Reagentes * [Reagentes]) (59)

onde kr.qs, Seria a constante cinética verdadeira, livre dos efeitos de transferéncia de

massa sobre a cinética de reacdo. Ressaltamos que geralmente a ndo idealidade do liquido
ndo é considerada, considerando valores de y; iguais a 1. Optou-se por sua consideracao
pois este sistema naturalmente é imiscivel e, mesmo com o uso de solvente, é possivel
observar uma pequena separacao de fases com o andamento da reacéo.

Atraveés das Equacdes 55 e 59 é possivel inferir que uma correlagdo entre as constantes
cinéticas estimadas e os coeficientes de atividade pode ser esperada quando
correlacionadas. Comparou-se as constantes ki (glicerolise de TAGS) e k7 (hidrolise de
TAGs) com os coeficientes de atividade de TAGS (y74), ks (glicerélise de DAGS) e ko
(hidrélise de DAGs) com os coeficientes de atividade de DAGS (ypag) € ki1 (hidrélise de
MAGSs) com os coeficientes de atividade de MAGS (¥pac). As Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8
apresentam os valores dos coeficientes de atividade e as constantes cinéticas respectivas

para cada reacdo envolvendo MAGs, DAGs e TAGs respectivamente.

Tabela 5.6 — Coeficientes de atividade para moléculas de monoglicerideos (MAGS) nas
condic@es iniciais de mistura reacional nas glicerélise dos 6leos de sardinha e milho e
constantes cinéticas de hidrélise de monoglcerideos (k11) para as temperaturas estudadas
neste trabalho (313, 323 e 333 K)

Monoglicerideos (MAG) Coeficientes de atividade (y) Constante cinética (k11)
313K | 323K | 333K 313K | 323K | 333K
Glicerolise do 6leo de sardinha
2-Araquidonoil-Glicerol 0,438 0,433 0,428
2-Oleil-Glicerol 0,456 0,454 0,452 1,42*102 1,42*10%? 1,42*10%?
2-Palmitoil-Glicerol 0,476 0,476 0,475
Glicerdlise padrdo do 6leo de milho
2-Linoleil-Glicerol 0,636 0,628 0,620
2-Oleil-Glicerol 0,656 0,648 0,639 3,05*102 3,05*102 3,05*102
2-Palmitoil-Glicerol 0,668 0,663 0,657
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Tabela 5.7 — Coeficientes de atividade para moléculas de diglicerideos (DAGSs) nas condic@es iniciais de mistura reacional nas glicer6lise dos éleos de
sardinha e milho e constantes cinéticas de glicerolise (ks) e hidrdlise de diglcerideos (ko) para as temperaturas estudadas neste trabalho (313, 323 e 333

K)
Diglicerideos (DAG) Coeficientes de atividade (y) Constante cinética (ks) Constante cinética (ko)
313K | 323K | 333K 313K | 323K | 333K 313K | 323K | 333K
Glicerolise do 6leo de sardinha
1-Oleil-2-Araquidonoil-Glicerol 1,683 1,547 1,423 12 12 12 12 12 12
1-Palmitoil-2-Oleil-Glicerol 1,694 1572 1460 | 1097107 | 1097107 | 1,09¥107 ) 3027107 ) 3027107 | 302710
Glicerdlise padrédo do 6leo de milho
1-2-Dilinoleil-Glicerol 4,877 4,401 3,974
1-Oleil-2-Linoleil-Glicerol 3,955 3,581 3,244 3,22*10° | 3,23*10° | 3,24*10° 2,82*107 2,83*107 2,83*107
1-Palmitoil-2-Oleil-Glicerol 4,264 3,878 3,527

Tabela 5.8 — Coeficientes de atividade para moléculas de triglicerideos (TAGs) nas condic@es iniciais de mistura reacional nas glicerolise dos 6leos de
sardinha e milho e constantes cinéticas de glicer6lise (k1) e hidrdlise de triglcerideos (k7) para as temperaturas estudadas neste trabalho (313, 323 e 333

K)
o Coeficientes de atividade (y) Constante cinética (ki) Constante cinética (k7)
Triglicerideos (TAG)

313K | 323K | 333K 313K | 328K | 33K 313K | 323K | 33K

Glicerolise do 6leo de sardinha
1'Pa'm't°'"Z'g:féé'ffraq“'d°”°"' 10,952 9,073 7548 | 2,74%10% | 4,11*10* | 6,02*10% | 9,99*102 | 9,99%102 | 1,00%10%

Glicerdlise padrédo do 6leo de milho

1-Oleil-2-3-Dilinoleil-Glicerol 50,960 40,649 32,559

1-Palmitoil-2-3-Dilinoleil-Glicerol 48,068 38,722 31,309 | 1,81*10° | 2,63*10° | 3,75%10° | 6,.22*10% | 6.22%10* | 6,22%10

1-Palmitoil-2-Oleil-3-Linoleil-Glicerol 65,663 52,433 42,028
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De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 5.6, 5.7 e 5.8 observou-se que
um aumento das temperaturas de reacdo impacta na diminuicdo dos coeficientes de
atividades (y) para os lipideos, assim como no aumento das constantes cinéticas de reacéo.
Este comportamento é esperado devido a dependéncia destes pardmetros com a
temperatura, entretanto os resultados acima tambeém permitem identificar o efeito da
resisténcia a transferéncia de massa sobre as constantes cinéticas aparentes de reacéo.

Moléculas que apresentam coeficientes de atividade (y) com valores menores ou iguais
a 1.0 normalmente se encontram idealmente misturadas no meio reacional. Estas misturas
possuem baixa resisténcia a transferéncia de massa, resultando em valores de constantes
cinéticas estimadas mais precisas. Ja moléculas que apresentam y acima de 1.0 tendem a
ser menos misciveis com 0 meio reacional, resultando numa maior resisténcia a
transferéncia de massa no sistema. Este segundo comportamento pode acarretar
subestimacdo do valor das constantes cinéticas.

Com base na discussdo anterior, espera-se observar um maior incremento das
constantes cinéticas com o aumento de temperatura para aquelas que envolvem lipideos
com elevados valores de y em sua reagdo, pois nestes casos o aument0 da temperatura
melhorard a miscibilidade do meio reacional, favorecendo mais as reagdes menos misciveis
em comparacdo com as que ja possuem boa miscibilidade. As moléculas da Tabela 5.6
apresentam este comportamento, com valores de y em torno de 0.5 ¢ um aumento de
apenas 2.5% dos valores das constantes cinéticas com o aumento da temperatura. Ja as
moléculas das Tabelas 5.7 e 5.8 apresentam variacOes de até 83.6% e 117.7% nos valores
das constantes cinéticas respectivamente, além de possuir valores elevados de y. A
diferenca entre os aumentos dos valores das constantes cinéticas observado entre as
Tabelas 5.7 e 5.8 pode ser explicada pelos maiores valores de y das moléculas de TAGs
(Tabela 5.8) que as de DAGs (Tabela 5.7).

Os v presentes nas Tabelas 5.6 a 5.8 mostraram uma variacdo consideravel de valores
entre lipideos de mesma natureza de um Gleo para o outro, em especial para as moléculas
de DAGs e TAGs. Esta diferenca associada com as barreiras de transferéncia de massa
pode explicar as variacfes das ordens de grandeza das reacdes levantadas na Tabela 5.5.
Para reforcar esta proposta, maiores correlacbes entre as constantes cinéticas e 0S
coeficientes de atividade foram estudados.

A relagdo entre as reacOes de glicerolise e hidrolise dos lipideos foi analisada através

da aplicacédo da Equacéo 55 para as moléculas de DAGs e TAGs. Manipulac6es algébricas



DEQUI / UFRGS — Douglas Takeshi Kuamoto 60

foram realizadas para estas moléculas e sdo apresentadas abaixo nas Equacfes 60 a 63

utilizando as moléculas de DAGs como exemplo.

Telicpac = ks * [DAG] * [G] (60)
Thigrolpac = ko * [DAG] * [W] (61)

Dividindo a Equacdo 60 pela Equacéo 61:

TGlic.DAG ks [DAG][G]
THidrolDAG Ko [DAG][W] (62)

Simplificando:

rGlicpAG  _ ks [G] (63)

THidrolDAG ko [W]

A Equacgdo 63 mostra que a relacdo das taxas de reacGes de glicerolise e hidrdlise de
um mesmo lipideo dependem das raz6es de suas constantes cinéticas especificas e da razdo
das concentracbes de glicerol e agua referentes ao mesmo tempo onde as taxas sdo
calculadas (no caso das moléculas de TAGs 0 mesmo procedimento pode ser adotado ao
substituir ks por ki e ko por k7). No caso da avaliacdo do efeito da temperatura sobre as
taxas de reacdo pode-se desconsiderar a razdo entre concentracfes de glicerol e dgua pois
esta ndo possui uma dependéncia direta com a temperatura. Plotou-se, portanto, um grafico
com o comportamento das razdes de constantes cinéticas ks e ko para as moléculas de
DAGs e ki e k7 para as de TAGs com o aumento da temperatura. No mesmo gréfico
também foram adicionadas as razbes de y; e yy com a temperatura, uma vez que, de
acordo com a Equacdo 56, espera-se que as constantes referentes as reacdes de glicerolise e
hidrolise possuam uma dependéncia com estes coeficientes de atividade. A Figura 5.13
apresenta o comportamento destas razdes com a temperatura para os lipideos presentes no
oleo de sardinha e a Figura 5.14 e 5.15 apresenta estes comportamentos para os TAGS e

DAGs presentes no 6leo de milho, respectivamente.
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Figura 5.13 — Relacdo de raz6es de coeficientes de atividade entre glicerol e 4gua e

constantes cinéticas referentes aos lipideos envolvidos em reagéo para a glicerolise do 6leo
de sardinha (TAGs e DAGS)
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Figura 5.14 — Relacdo de razGes de coeficientes de atividade de glicerol e agua e constantes
cinéticas referentes aos TAGs envolvidos em reacdo para a glicer6lise do 6leo de milho
padréo
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Figura 5.15 — Relacdo de razGes de coeficientes de atividade de glicerol e agua e constantes
cinéticas referentes aos DAGs envolvidos em reacéo para a glicerolise do 6leo de milho
padréo
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Observou-se nas Figuras 5.13, 5.14 e 5.15 que a razdo yc/yw possui uma tendéncia
decrescente com o aumento de temperatura em todos os casos. Uma vez que ambos 0s y
tendem a diminuir com o aumento de temperatura, 0 comportamento decrescente das
razGes de y mostra que 0s yc Sdo mais afetados com o aumento de temperatura que 0S yw.
Além disso notou-se um comportamento ascendente da razao entre as constantes cinéticas
de glicerdlise sobre as de hidrolise. Desta forma pode-se inferir que as taxas de reacdo de
glicerdlise sdo mais favorecidas que as de hidrolise com a manipulacdo da temperatura.
Este comportamento pode ser explicado principalmente pela maior diminuicdo da
resisténcia a transferéncia de massa que ocorre com 0 aumento da temperatura para as
moléculas de glicerol (y elevados) em comparagdo com as moléculas de &gua (y proximos
a1.0).

Por fim comparou-se diretamente os valores das constantes cinéticas de hidrolise e
glicerdlise de lipideos com os coeficientes de atividade dos lipideos presentes nestas
reacOes para ambos os 6leos. As Tabelas 5.9, 5.10 e 5.11 apresentam os valores obtidos
nesta comparacao.

De acordo com as Tabelas 5.10 e 5.11 as moléculas de MAGs e DAGs do 6leo de
sardinha apresentaram menores valores de coeficientes de atividade que as moléculas do
6leo de milho. Além disso, as constantes de glicerdlise e hidrélise para os diglicerideos foi
maior que as respectivas constantes no 6leo de milho. Este comportamento pode ser
explicado pela maior miscibilidade destas moléculas, conforme indicado pelos seus
menores valores de y, favorecendo suas taxas de reacdo e impactando em um maior valor
absoluto de seus parametros cinéticos. Ja a Tabela 5.9 apresentou um comportamento
inverso das Tabelas 5.10 e 5.11. Neste caso os menores valores de ytac para as moléculas
do 6leo de sardinha apresentaram menores valores de constantes cinéticas de glicerdlise e
hidrolise de TAGs que o 6leo de milho. Supbs-se que devido a menor viscosidade do 6leo
de milho com relacdo ao Oleo de sardinha nas condicGes experimentais analisadas
(NOUREDDINI et al. 1992; SOLAESA et al. 2016), as constantes cinéticas de glicerdlise
e hidrolise de TAGs estimadas para o 0leo de sardinha podem estar sendo subestimadas.
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Tabela 5.9— Constantes cinéticas de glicerolise (k1) e hidrdlise (k7) de TAGs e coeficientes de atividade para o 1-palmitoil-2-oleil-3-araquidonoil-glicerol
(vTaci), 1-oleil-2-3-dilinoleil-glicerol (ytacz), 1-palmitoil-2-3-dilinoleil-glicerol (ytacs) e 1-palmitoil-2-oleil-3-linoleil-glicerol (yracs) presentes nos
6leos de sardinha e milho.

Constantes cinéticas Oleo de sardinha Constantes cinéticas [L*mmol Oleo de milho padréo

[L*mmol™*s] 313K 323K 333K 5] 313K 323K 333K
Glicerdlise de TAGs (kz) 2,74*10* 4,11*10* 6,02*10* Glicerdlise de TAGs (ku) 1,81*103 2,63*10° 3,75*10°
Hidrolise de TAGs (k7) 9,99*107 9,99*10% 1,00*101 Hidrolise de TAGs (k7) 6,22*10* 6,22*%10* 6,22*%10*

Coeficiente de atividade (yTac2) 50,960 40,649 32,559

Coeficiente de atividade 10,952 9,073 7,548 Coeficiente de atividade (ytac3) 48,068 38,722 31,309

(vTaci) — —
Coeficiente de atividade (yTacs) 65,663 52,433 42,028

Tabela 5.10- Constantes cinéticas de glicerolise (ks) e hidrdlise (ko) de DAGs e coeficientes de atividade para o 1-oleil-2-araquidonoil-glicerol (ypac1),
1-palmitoil-2-oleil-glicerol (ypac2), 1-2-dilinoleil-glicerol (ypacs) e 1-oleil-2-linoleil-glicerol (ypacs) presentes nos dleos de sardinha e milho.

Constantes cinéticas [L*mmol Oleo de sardinha Constantes cinéticas [L*mmol Oleo de milho padro
s 313K 323K 333K s 313K 323K 333K
Glicerdlise de DAGs (ka) 1,09*107? 1,09*107? 1,09*107 Glicerdlise de DAGS (ks) 3,22*10°° 3,23*10°° 3,24*10°°
Hidroélise de DAGs (ko) 3,02%1072 3,02*102 3,02%10°2 Hidrolise de DAGs (ko) 2,82*10? 2,83*102 2,83*1072
Coeficiente de atividade (ypac1) 1,683 1,547 1,423 Coeficiente de atividade (ypacs) 4,877 4,401 3,974
Coeficiente de atividade (ypac2) 1,694 1,572 1,460 Coeficiente de atividade (ypacs) 3,955 3,581 3,244
s L L Coeficiente de atividade (ypac2) 4,264 3,878 3,527
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Tabela 5.11- Constantes cinéticas de hidrolise (ki1) de MAGs e coeficientes de atividade para o 2-araquidonoil-glicerol (ymac1), 2-oleil-glicerol (ymac2),
2-palmitoil-glicerol (ymacs) € 2-linoleil-glicerol (ymaca) presentes nos 6leos de sardinha e milho.

Oleo de sardinha Oleo de milho padréo
Constantes cinéticas [L*mmol*s™] Constantes cinéticas [L*mmol*s]
313 K 323 K 333K 313K 323K 333K
Hidrolise de MAGs (ku1) 1,42*107 1,42*10%2 1,42*10%2 Hidrolise de MAGs (ku1) 3,05*10% 3,05*%1072 3,05*%1072
Coeficiente de atividade (ymac1) 0,438 0,433 0,428 Coeficiente de atividade (ymac2) 0,636 0,628 0,620
Coeficiente de atividade (ymac?2) 0,456 0,454 0,452 Coeficiente de atividade (ymacs) 0,656 0,648 0,639
Coeficiente de atividade (ymaca3) 0,476 0,476 0,475 Coeficiente de atividade (ymaca) 0,668 0,663 0,657
ici ivi adi Coeficiente de atividad edi
Coeficiente de atividade médio 0,423 0,420 0,417 oericiente eé fVl ade medio 0,624 0,618 0,611
(VMédio) (VMedlo)
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5.6 Testes de estabilidade do catalisador enzimatico sob as condicoes de
reacao

A avaliacdo da atividade da lipase apds a reacdo de glicerolise assistida por ultrassom
sob rota enzimatica é necessaria para analisar a viabilidade dessa reagdo como uma
alternativa industrial a producdo de MAG com relacéo a rotas cataliticas ja estabelecidas.
Como o catalisador, Lipozyme 435, pode ser utilizado multiplas vezes até sua desativacao
completa, é importante garantir que as condi¢des do meio reacional ndo induzam a sua
desativacdo prematura e, caso ocorra, procurar condicdes que minimizem este efeito
visando prolongar o tempo de vida Util deste catalisador.

Catalisadores enzimaticos desativam a elevadas temperaturas e, por isso devem ser
utilizados em condi¢cdes brandas de reacdo (VOLL et al., 2011). Além da temperatura,
outros fatores externos a reacao de glicerdlise podem causar uma aceleracao da desativacdo
natural da enzima. A agitacdo do meio reacional, por exemplo, pode causar a quebra do
suporte de catalisadores heterogéneos ao forcar o atrito entre o catalisador e as paredes do
reator. Por isso a agitacdo mecanica é preferivel em relacdo a agitacdo magnética para
reacOes utilizando catalisadores heterogéneos. Além da agitacdo, a cavitagdo proveniente
do ultrassom tem o potencial de provocar a desativacdo do catalisador dependendo das
condicgOes aplicadas de ultrassom (DELGADO et al. 2015).

Uma andlise superficial da estrutura do catalisador foi realizada para investigar se o
efeito da agitacdo ou da cavitacdo provocada pelo ultrassom possui um impacto fisico que
possa estar aumentando a taxa de desativacdo da lipase. Microscopia eletrénica de
varredura (MEV) foi utilizada para confirmar a presenca ou ndo de danos na estrutura do
catalisador provocados pelo efeito direto da agitacdo mecanica utilizada neste trabalho ou
pela cavitacdo proveniente do ultrassom.

A Figura 5.16 mostra os resultados da analise de MEV do catalisador enzimético
Lipozyme 435 antes da reacdo de glicerdlise (a), apés a glicerolise do éleo de milho sem
ultrassom (b) e ap6s a glicerdlise do 6leo de milho com assisténcia de ultrassom (c). E
possivel notar que a superficie do catalisador ndo apresenta diferencas notaveis entre as
reacOes de glicerolise que aplicaram ou ndo ultrassom no meio reacional. A comparacgéo da
estrutura do catalisador pré-glicerdlise com a estrutura apds a reacao (em ambos os tipos de

reacdo) ndo mostra sinais de rachaduras ou desintegracdo. Esses resultados demonstram
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que o efeito do ultrassom ou mesmo a agitagdo mecanica usada durante a reacdo néo estdo
danificando a estrutura da lipase usada.

Figura 5.16 — Imagens de MEV das particulas de catalisador enzimético Lipozyme 435
com aproximacéo de 300 (esquerda) e 1000 (direita): a) antes da reacao; b) depois da
reacdo sem uso de ultrassom; c) depois da reagcdo com sob ac¢ao de ultrassom.

a) b) c)

A atividade do catalisador foi mensurada através da titulagdo com solucdo de NaOH
como descrito na Secdo 4.1.4. A diferenca entre as atividades no inicio da reagdo de
glicerdlise e ao final da mesma foi utilizada como principal método de avaliar o efeito do
ultrassom sobre a longevidade do catalisador. A Tabela 5.12 apresenta a atividade das
lipases testadas em termos de PLU/g (Unidades de Lauril de Propil) para as reacfes de
glicerolise na temperatura mais alta estudada neste trabalho (60 °C). O motivo da escolha

desta temperatura para a avaliacdo consistiu no fato desta ser uma temperatura recorrente
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em reacgdes de glicerdlise catalisadas por lipases dentro da literatura (NAIK et al. 2014;
VOLL et al. 2011; WANG et al. 2011), além de ser a maior temperatura estudada neste
trabalho. Desta forma é possivel observar o impacto do uso continuo de ultrassom no meio

reacional nas condic¢Ges consideradas mais agressivas de reacdo abordadas nesta tese.

Tabela 5.12 — Atividade catalitica em PLU (Unidades de Lauril de Propil) para a
glicerdlise de triglicerideos proveniente de 6leo de milho para reagcdes com e sem 0 uso de
ultrassom a uma temperatura de 60 °C e tempo de reacdo de 480 min.

Lipozyme 435 Atividade (PLU/Q)
Antes da glicero6lise 8245
Apos a glicerolise sem ultrassom 6255
Apos a glicerolise com ultrassom 4986

* PLU (propyl laureate unit) consiste na quantidade de enzima que sintetiza 1 pmol de lauril propil por

minuto quando acido laurico e 1-propanol reage a 60°C.

E notéavel que a atividade da lipase diminui ap6s 8 horas de glicerélise para ambas as
reacOes. A glicerdlise padrdo apresentou 25% de perda de atividade, enquanto a reacao
assistida por ultrassom mostrou uma atividade ainda menor em comparagdo com a
glicerdlise normal, resultando em 40% de desativacdo. Desta forma mesmo em reacgdes
com taxas de formacdo similares o ultrassom apresentou um efeito negativo sobre a
atividade da enzima, indicando menor viabilidade desta técnica nas condicdes reacionais
aplicadas neste estudo. A desativacdo da enzima associada com o uso do ultrassom foi
observada em outros trabalhos para diferentes sistemas. Delgado et al. apontaram o efeito
controverso da cavitacdo provocada pelo ultrassom como um auxiliador para a remocéo de
toxinas presentes em efluentes de industrias téxteis mas, ao mesmo tempo, como causador
da desativagdo da enzima utilizada (2015). Galesio et al. (2012) apontou em seu estudo da
cinética de reacdo de hidrdlise de B-glucuronidase sob efeito de ultrassom que a elevagédo
de temperatura do meio reacional que pode ser causada pelo ultrassom é capaz de
desnaturar algumas enzimas. Desta forma, torna-se necessario contornar a desnaturacdo da
enzima causada pelo ultrassom para permitir 0 reaproveitamento deste catalisador,
aumentando a sua viabilidade econémica.

A diminuicdo da temperatura de operagéo, do tempo reacional e do tempo de uso de

ultrassom no meio reacional podem ser apresentados como alternativas para diminuir a
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taxa de desativacdo do catalisador. Alem disso, poder-se-ia avaliar a possibilidade de
otimizar os parametros utilizados no equipamento de ultrassom, como intensidade e
frequéncia de ultrassom, sendo estes os principais causadores de diversas inconsisténcias
de resultados referentes a existéncia ou ndo de desativacdo da lipase dentro da literatura
(DELGADO et al. 2015).
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6 Conclusao

Testes de glicerdlise do 6leo de milho foram realizados para sistemas com e sem 0 Uso
de ultrassom. Observou-se que a aplicacdo de ultrassom provocou um aumento na taxa de
formacdo de monoglicerideos para reacbes que empregaram temperaturas mais baixas
(313 K). Em maiores temperaturas estudadas neste trabalho a diferenca de rendimentos ndo
apresentou diferencas significativas entre as técnicas, entretanto a taxa de formacdo dos
produtos foi superior para reaces que usaram o ultrassom mesmo em temperaturas mais
elevadas. Isto implica que o ultrassom apresentou uma maior efetividade para reacdes onde
temperaturas mais baixas sdao empregadas, apresentando para temperaturas mais elevadas
uma conversdo similar a reacdo padrdo, mas com uma maior taxa de formacéo para o inicio
da reacéo.

O modelo cinético de Valério et al. (2009) foi implementado em Matlab 2012 e
mostrou-se adequado para a representacdo da cinética da glicerélise do 6leo de milho.
Através da comparacdo das constantes cinéticas do 6leo de milho com os do 6leo de
sardinha notou-se que 0s parametros estimados do o6leo de milho seguiram o0s
comportamentos tedricos preditos para o ordenamento das constantes kiz, kio e Ks
levantados para o 6leo de sardinha. Adicionalmente, constatou-se que para as reagcdes sem
0 uso de ultrassom, tanto para o 6leo de milho como para o 6leo de sardinha, a glicerdlise
dos TAGs (k1) é a etapa limitante da reacdo, enquanto a reacdo de transesterificacdo de
TAGs e MAGs (ks) possui a menor velocidade de reacdo quando ignoramos as reagoes de
hidrdlise dos lipideos devido ao maior impedimento estérico existente entre as moléculas
envolvidas. Por fim, a comparacdo entre os parametros estimados demonstrou que 0 uso
das constantes do Oleo de sardinha como um ponto de partida para a estimacdo dos
parametros do Oleo de milho foi efetivo devido a similaridade das naturezas dos
componentes que fazem parte de ambos os 6leos. Entretanto ainda é necessario determinar
constantes especificas para cada 6leo, uma vez que diferencas de ordens de grandezas
foram observadas em determinados pardmetros, sendo estas explicadas pelas diferencas
dos tamanhos de cadeias de &cidos graxos presentes nas estruturas de TAGs de cada 0leo.

Coeficientes de atividade para cada molécula de lipideo presente no meio reacional
durante a glicerolise foram calculados através do JCOSMO. Correlacionou-se estes valores

com as constantes cinéticas visando validar os resultados obtidos na estimacdo. Constatou-



DEQUI / UFRGS - Douglas Takeshi Kuamoto &

se que pode ser observada uma correlacdo clara entre os coeficientes de atividade e as
constantes cinéticas aparentes estimadas, mostrando a relevancia dos efeitos de resisténcias
a transferéncia de massa no sistema. Além disso, observou-se que com o0 aumento da
temperatura, reacdes de glicerdlise tem suas taxas mais aceleradas do que reacdes de
hidrolise.

Analises de MEV mostraram que o0 uso de ultrassom ndo possui impactos negativos na
superficie do catalisador apds prolongados intervalos de tempo. Entretanto a atividade
catalitica mensurada através do grau de esterificagdo do acido laurico por alcool n-
propilico mostrou um decaimento consideravel de atividade apds 8 horas de reacdo com o
uso de ultrassom nas temperaturas de 333 K em comparagdo com a reagdo padrdo nas
mesmas condi¢cdes. Como consequéncia foram levantadas estratégias para minimizar o
grau de desativagdo da enzima, sendo as principais: diminuicdo do tempo de reacéo,
otimizacdo de parametros operacionais de ultrassom (tempo de incidéncia, frequéncia e/ou
intensidade) e o uso de menores temperaturas reacionais.

O ultrassom mostrou-se como uma técnica auxiliar com potencial para aumentar a
viabilidade econdémica da rota enzimética de glicerdlise de dleos e gorduras, justificando

estudos adicionais para a otimizacgao de seu uso.
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7 Sugestdoes para Trabalhos Futuros

Apesar de que o modelo cinético implementado em Matlab 2012 apresentou boa
adequacao aos dados experimentais obtidos nas reacGes de bancada, os seguintes esforcos
adicionais ainda poderiam ser efetuados para melhorar a qualidade dos parametros obtidos
e a adequacdo do modelo: (i) avaliar o desempenho na estimacdo do conjunto de
parametros cinéticos da funcdo fminsearch do Matlab, devido a sua maior flexibilidade e
capacidade de lidar com fungdes de erros ndo continuas; (ii) incorporar o termo de
desativacdo enziméatica no modelo cinético; (iii) incluir no modelo a intermiténcia na
aplicacdo do ultrassom no caso da reagdo assistida por ultrassom; (iv) incorporar no
modelo os termos de idealidade da mistura (yi).

Outro aspecto a considerar é que no caso de reacfes enziméticas existem diversos
fatores que podem causar a desativacao: o efeito do pH, forca i6nica, inibicdes reversiveis
ou irreversiveis sdo exemplos de possiveis causadores de desnaturacdo da lipase. Desta
forma, valeria a pena realizar testes para avaliar qual destes efeitos € o que melhor
descreve o termo de desativacdo que seria adicionado ao modelo, para melhor controlar os
parametros causadores de desativacdo. Neste aspecto, testes adicionais de avaliacdo da
desativacdo catalitica, além dos presentes na Tabela 5.12, deverdo ser realizados. Além
disso, uma vez que os testes de atividade da enzima foram realizados para a reacdo com a
maior temperatura, € de interesse para trabalhos futuros avaliar o decaimento da atividade
nas menores temperaturas estudadas (40 °C), ja que foi nelas que o efeito do ultrassom se

mostrou mais impactante.
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