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RESUMO

A hidrolise de triacilglicerois € a principal reacdo para producdo de &cidos
graxos livres (AGL) que podem, entédo, ser esterificados, transesterificados ou
convertidos em alcoois graxos de alto valor. A hidrélise enzimatica é uma
alternativa aos métodos convencionais e vem sendo empregada com sucesso
em sistemas livres de solvente, evitando assim custos energéticos indesejaveis
na etapa de separacao, residuos nos produtos finais e minimizando o impacto
ambiental. A hidrélise enzimética ocorre na interface entre as fases aquosa e
oleosa, implicando na existéncia desta interface para que o biocatalisador atue
de forma satisfatoria. Neste contexto, o objetivo deste trabalho é propor uma
nova tecnologia para a producéo enzimatica de acidos graxos livres a partir de
Oleo de soja, empregando as lipases comerciais de pancreas suino e Lipozyme
TL IM, e utilizando ultrassom como gerador de emulsbes de agua em oleo.
Estudos cinéticos foram realizados na razdo molar 6leo:agua de 1:9, 100% da
poténcia do ultrassom (132 W), temperatura de 65°C e agitacdo mecanica de
600 rpm; sendo uma emulsdo prévia obtida nestas condicbes num tempo
minimo de 90 minutos e, a partir dai, deu-se inicio a reacdo pela adicdo de
10% de enzima sobre a massa dos substratos. Todo este procedimento foi
realizado para as duas enzimas estudadas. Também foram avaliadas as
cinéticas sem influéncia do ultrassom durante a reacao de hidrdlise, onde o
mesmo foi empregado apenas na etapa prévia de formacdo de emulsdo. A
acidez das amostras foi quantificada através de titulacdo com KOH 0,1M e
expressa em percentual massico de &cidos graxos livres. Para ambas as
enzimas estudadas, a conversdo maxima obtida nestas condi¢des foi de 25%
em até 24 horas de reacdo. Através de andlises de Karl Fisher, foram
identificadas altas taxas de evaporagcdo de agua e, entdo, os ensaios foram
repetidos sem a formacédo de emulsao prévia. Nestas condicfes, foram obtidos
89% de acidos graxos livres, em 2 horas de reacdo, empregando a lipase
comercial Lipozyme TL IM, ndo sendo observada elevada influéncia do
ultrassom na reacao de hidrdlise. Testes empregando a enzima Lipozyme TL
IM na hidrélise de 6leo de soja em reator continuo, com razao molar éleo:agua
de 1.9, agitacdo de 600 rpm, a 65°C e vazdo de entrada continua de 0,5
mL/min, conduziram a conversdes de até 94% apds o primeiro tempo de
residéncia (27 minutos), e o sistema de ultrassom também ndo apresentou
grande influéncia na producéo de AGL. Os resultados obtidos neste trabalho
apresentam contribuicdo imediata a literatura especializada, uma vez que altas
conversdes de AGL foram obtidas em baixos tempos de reacdo, mostrando
ser, a tecnologia testada, além de limpa, bastante promissora do ponto de vista
técnico.

Palavras-chave: hidrolise, 6leo de soja, lipase, emulséo, ultrassom.



ABSTRACT

The hydrolysis of triacylglycerols comprises the main first reaction towards the
production of free fatty acids (FFA), that can then be interesterified,
transesterified, or converted into high-value fatty-based products. Enzymatic
hydrolysis is an alternative to conventional methods and has been successfully
employed in solvent-free systems, hence avoiding undesirable separation
energy costs, residues in the final products and minimizing environmental
concerns. It is known that hydrolysis takes place at the interface between the
agueous and oil phases, where the enzyme preferably acts as an efficient
surface-contact catalyst as a first step reaction. In this context, this work reports
the use of a new technology for enzymatic production of free fatty acids from
soybean oil in ultrasound-assisted system, employing commercial lipases from
porcine pancreas and Lipozyme TL IM. Kinetic studies were carried at the molar
ratio oil:water 1:9, 100% ultrasound power rate (132 W), temperature of 65°C
and mechanically stirring rate of 600 rpm. An emulsion was previously obtained
under these conditions under 90 minutes and then the reaction was started by
the addition of 10 wt% of enzyme (by weight of whole substrates). This entire
procedure was performed for the two enzymes studied. The same Kkinetic
evaluation was also conducted without the use of ultrasound during the
hydrolysis reaction, where it was used only in emulsion formation step. The
acidity of the samples was quantified by titration with KOH 0.1M and it was
expressed in mass percentage of free fatty acids. For both enzymes studied,
the maximum conversion obtained was 25% in 24 hours reaction. However,
taking into account high evaporation rates, experiments were repeated without
previous emulsion formation step to prevent water losses. Accordingly,
conversions as high as 89% were obtained in 2 hours reaction employing lipase
Lipozyme TL IM, and there wasn'’t significant influence of ultrasound on the
hydrolysis reaction. Tests using Lipozyme TL IM in the hydrolysis of soybean oil
at the continuous reactor, with a molar ratio oil: water 1:9, temperature of 65°C,
mechanically stirring rate of 600 rpm and continuous input flow of 0,5 mL/min,
reached 94% conversion after the first residence time (27 minutes), and also no
significant influence of the ultrasound system on the production of free fatty
acids was observed. The results of this work consist in a contribution to the
specialized literature since high conversion at low reaction times was obtained,
thus indicating a very promising clean technology.

Keywords: hydrolysis, lipase, vegetable oils, ultrasound.
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1 Introducéo

A hidrolise de triacilglicer6is € a principal reacdo para producdo de
acidos graxos livres que podem, entdo, ser esterificados, transesterificados ou
convertidos em &lcoois graxos de alto valor, e o0 6leo de soja surge com grande
potencial para esta transformacdo por ser o 6leo de menor custo e maior

produtividade no Brasil.

A tecnologia enzimética é hoje um dos campos mais promissores dentro
das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. As
enzimas, além de serem atrativas e versateis, catalisam uma série de
transformacdes de modo seletivo, rapido e em condi¢cGes brandas de reacdes,
0 que as difere dos catalisadores ndo enzimaticos. A grande vantagem das
enzimas € que elas catalisam as transformagfes moleculares sem ocorréncia
de reacdes paralelas, devido a sua especificidade. Além disso, os catalisadores
guimicos em geral necessitam de condicdes tdo severas que produzem 0leos
de menor qualidade, necessitando de reprocessamento para clareamento e
remocao de subprodutos (CASTRO et al., 2004).

A crescente preocupacdo com 0 meio ambiente, com a qualidade dos
produtos e com o custo energético torna o uso de biocatalisadores atraente a
varios setores industriais que buscam tecnologias “limpas”, mais sofisticadas e
com menores custos. Atualmente, as lipases tém apresentado grande
importancia no cenario biotecnolégico, econémico e industrial. Essas enzimas
sao utilizadas como ferramenta tecnoldgica, representando uma perspectiva de
desenvolvimento nos processos para obtencdo de mono e diacilgliceréis,
acidos graxos, agentes biotensoativos, compostos de aroma e sabor e lipidios
estruturados ou modificados (TREICHEL et al., 2010).

A hidrélise enzimatica € uma alternativa aos métodos convencionais e
vem sendo empregada com sucesso em sistemas livres de solvente. Nestes
sistemas biocatalisados, as reacgfes ocorrem na interface entre as fases

aguosa e oleosa.



Introducdo-

Um sistema livre de solvente, que € uma simples mistura de reagentes,
pode oferecer mais seguranca, aumento das concentracdes dos reagentes,
reducdo dos riscos ambientais e permite a recuperacdo dos produtos sem

etapas de purificacdo mais complexas (HUANG et al., 2010).

O emprego de ultrassom € um método reconhecidamente eficaz para a
reducdo de tamanho de particulas em dispersdes e emulsdes. Esta técnica
pode gerar particulas nanoscopicas em suspensoées, dispersdes e emulsdes e,
além disso, acelerar reacdes quimicas e bioquimicas através da maior
facilidade da mistura dos reagentes e aumento nas taxas de difusdo, entre
muitas outras (KULDILOKE, 2002). A energia necessaria para produzir uma
emulsdo por ultrassom é menor do que a necessaria nos meétodos
convencionais; as emulsées geradas por ultrassom podem ser mais estaveis,
requerem minimas quantidades de surfactantes e, em muitos casos, a
presenca de surfactantes €é desnecessaria; apresentam um tamanho

microscopico e uma distribuicdo de tamanho extremamente estreita.

A irradiacdo por ultrassom pode ser um método alternativo para reduzir
as limitacdes da transferéncia de massa substrato-enzima, assim como pode
proporcionar mudangas conformacionais na estrutura de proteinas. O efeito
fisico do ultrassom em processos biotecnologicos consiste principalmente na
alteracdo da temperatura e pressao do micro-ambiente em funcdo do efeito

cavitacional.

Com base nos aspectos expostos acima e levando-se em consideracao
a importancia do estudo desta nova tecnologia e a investigacdo do
comportamento enzimatico sob acdo de ultrassom, o objetivo principal deste
trabalho é investigar a hidrélise de 6leo de soja por lipases comerciais em

sistema de ultrassom.



1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo investigar a producdo enzimatica
de &cidos graxos livres, a partir de 6leo de soja, em sistema livre de solventes

orgéanicos, em banho de ultrassom.

1.1.1 Objetivos especificos

Com base no objetivo geral, os objetivos especificos foram assim

delineados:

* Realizar um screening de lipases comerciais com atividade de hidrolise

visando posterior emprego na reacao de hidrélise de 6leo de soja;

» Aplicar a(s) enzima(s) que apresentar(em) potencial atividade de hidrélise
para a producdo de acidos graxos livres a partir de 6leo de soja em sistema

livre de solvente;

* Investigar o emprego do ultrassom no processo de formagéo da emulséao de

agua em 6leo e sua influéncia nas reac6es de hidrélise enzimatica;

* Avaliar o efeito de parametros de processo (razdo molar 6leo:agua,
concentracdo de enzima, temperatura, agitagcdo e poténcia do ultrassom), na
reacdo de hidrélise utilizando as lipases comerciais selecionadas

anteriormente;

 Avaliar a cinética da hidrélise de 6leo de soja em sistema de ultrassom com
as enzimas selecionadas nas condi¢cdes mais adequadas de processo, em

batelada e batelada alimentada.

* Realizar um estudo, de carater exploratorio, da hidrélise de 6leo de soja em
sistema continuo, na melhor condigdo experimental encontrada para os modos

batelada e batelada alimentada.
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2 Revisao Bibliografica

O presente capitulo tem por objetivo apresentar, de forma sucinta, a
fundamentacdo tedrica necessaria ao desenvolvimento deste trabalho,
incluindo tdpicos sobre enzimas, mais especificamente lipases; tecnologias
empregadas e produtos resultantes da modificacdo de Oleos e gorduras;
hidrélise enzimética de 6leos vegetais; emulsdes; aplicacdo da tecnologia de
ultrassom. A leitura do estado da arte mostrou a existéncia de poucos trabalhos
na literatura versando sobre o emprego de lipases na hidrélise de 6leo de soja

em sistema de ultrassom para a producao de acidos graxos livres.

2.1 Oleos e gorduras

O Brasil destaca-se mundialmente por ser um dos maiores produtores
de alimentos. Apresenta uma agricultura avangada tecnologicamente, dispondo
de vastas faixas de terras agriculturaveis, o que o eleva a uma posicao de
destaque na producdo de grdos, principalmente os oleaginosos. Esta
disposicdo de grdos faz com que grupos de pesquisadores e industrias
invistam em pesquisas, especialmente no que se refere a melhoria genética
das sementes, visando produtividade e qualidade do grédo obtido, bem como no
desenvolvimento de tecnologias para melhoria ou desenvolvimento de novos
processos, obtendo produtos de qualidade e maior valor agregado (TRES,
2012).

Cerca de trés quartos da producdo mundial de Oleos e gorduras séo
destinados ao consumo humano e animal, sendo o restante usado em diversas
aplicagOes industriais. Nos ultimos anos tem surgido um grande interesse na
transformacao biotecnolédgica de 6leos e gorduras, visando a utilizacdo destas

matérias-primas na producdo de compostos de alto valor agregado, de uso
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potencial na industria farmacéutica, de alimentos, oleoquimica, entre outras
(CASTRO et al., 2004).

Em geral 6leos e gorduras sédo substancias hidrofobicas (insoltveis em
agua) que pertencem a classe quimica dos lipideos, podendo ser de origem
vegetal, animal ou microbiana (CARVALHO et al., 2003). Os lipideos sdo uma
classe abundante na natureza e sdo constituidos predominantemente por
ésteres de acidos graxos e glicerol (ZILLER, 1996; VOLL, 2011).

O uso do termo “6leo” ou “gordura” é geralmente baseado no estado
fisico a temperatura ambiente, sendo que, por definicdo, gorduras sédo solidas
ou pastosas e os Oleos, liqguidos (AWADALLAK, 2012). Gorduras animais sao
saturadas e, em sua maioria, sOlidas a temperatura ambiente, como a
manteiga, a banha e o sebo. Oleos vegetais, por sua vez, tendem a ser liquidos
e predominantemente insaturados, como os 6leos de soja, oliva, milho, etc..
Esses 6leos podem ter a elevacdo do ponto de fusdo através do processo de
hidrogenacéo (BABICZ, 2009).

Mais de 95% (em massa) dos Oleos e gorduras sdo constituidos de
triacilglicerdis. A fragdo restante € composta por monoacilglicerois,
diacilglicerois, acidos graxos livres, proteinas, esterois, vitaminas e tocoferois
(HIDALGO e ZAMORA, 2003).

Os triacilglicerdis (TAG) sao acilglicerdis compostos por trés moléculas
de &cido graxo substituidas na hidroxila de um glicerol através da ligagéo éster.
Eles representam a principal forma de armazenamento de energia em plantas
(nas sementes) e nos animais (no tecido adiposo) (KOLAKOWSKA e
SIKORSKI, 2002), pois sédo altamente eficientes no armazenamento de energia
metabdlica, uma vez que sdo menos oxidativos que acidos e proteinas e

praticamente ndo absorvem agua (MATOS, 2010).

Os diacilglicerdis (DAG) sao ésteres de glicerol que possuem dois
grupos hidroxila esterificados por acidos graxos, podendo existir em duas
formas estequiométricas, 1,2(2,3)-DAG e 1,3-DAG (SAMBANTHAMURTHI et
al., 2000). O DAG esta naturalmente presente em Oleos e gorduras, mas em

niveis bem inferiores aos de TAG.
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Atualmente, os DAG sao amplamente empregados como emulsificante e

estabilizante em decorréncia de seu carater anfifilico. Como sua estrutura é

semelhante a estrutura dos TAG, suas propriedades em relagdo ao cozimento

de alimentos, ou mesmo no caso de frituras, séo similares (WATANABE et al.,
2001).

Os monoacilglicer6is (MAG) sdo compostos por apenas uma molécula
de acido graxo substituida na hidroxila de um glicerol via ligacdo éster. Os
MAG podem ser encontrados em duas formas isoméricas, 1(3)-MAG e 2-MAG
(MATOS, 2009). MAG sdo amplamente empregados nas industrias alimenticia,
cosmética e farmacéutica como promotores de emulsdes (TUTER e AKSOY,
2000).

A Figura 1 esquematiza a estrutura basica dos acilglicerdis.

Figura 1: Estrutura basica dos acilglicerois.
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2.2 Acidos graxos livres

Os acidos graxos podem ser encontrados na natureza nas formas néo
associada (conhecidos como &cidos graxos livres) ou associados, formando
outras classes de compostos quimicos como fosfatideos e glicerideos
(BABICZ, 2009).
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Acidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias entre 4 e 36
carbonos (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Os acidos graxos diferem pelo niamero
total de atomos de carbono na cadeia e também pela presenca de insaturacées
(duplas ligacdes entre os atomos de carbono) em sua cadeia hidrofobica. Os
acidos graxos que contém apenas ligacdo simples entre carbonos sao
denominados &cidos graxos saturados. Os que possuem dupla ligagdo entre
carbonos sdo chamados de acidos graxos insaturados, sendo que 0s que
apresentam mais de uma ligacdo dupla sdo conhecidos como poliinsaturados.
Acidos graxos insaturados e poliinsaturados podem diferir entre si pela posi¢io
da dupla ligacdo ao longo da cadeia carbonica. Estas duplas ainda podem
gerar isbmeros cis ou trans. Cabe destacar que na natureza dificilmente s&o
encontrados acidos graxos ou seus derivados em isomeria trans. Estes
compostos largamente reconhecidos como prejudiciais a saude sao produzidos
durante o processamento dos 6leos como na hidrogenacao de poliinsaturados
para a fabricacdo de margarinas, ou durante o seu aquecimento, como no caso
de frituras (KOLAKOWSKA e SIKORSKI, 2002).

Costuma-se nomear o0s acidos graxos pelo comprimento da cadeia e o
namero de duplas ligacdes separadas por dois pontos. Dessa forma, um &cido
graxo saturado com 16 carbonos é abreviado para 16:0; o acido oleico, com 18
carbonos e uma dupla ligacao entre o primeiro e o segundo carbono da cadeia
€ abreviado para 18:1 (BOBBIO e BOBBIO, 1992). A Tabela 1 apresenta 0s

principais acidos graxos encontrados na natureza.

Os acidos graxos livres podem ser convertidos em uma série de
produtos de alto valor agregado. A producéo industrial de MAG e DAG pode
ocorrer através da esterificacdo parcial do glicerol com &cidos graxos livres
(WATANABE et al., 2005; FREGOLENTE et al., 2009; WANG et al., 2011).
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Tabela 1: Principais acidos graxos conhecidos na natureza.

ACIDO GRAXO NOME SISTEMATICO SIMBOLO FORMULA
Butirico Butanodico C4 ou C4:.0 C,HgO,
Caproico Hexanoico C6 ou C6:0 CgH120-5
Caprilico Octanoico C8 ou C8:0 CgH1605
Céaprico Decandico C10 ou C10:0 C1oH2003
Otusilico cis-4-decendico C10:1(n4) Ci1oH150:
Caproleico cis-9-decendico C10:2(n9) C1oH1502
Laurico Dodecandico Cl12 ou C12:0 C1oH2405
Lauroleico cis-5-lauroleico C12:1(n5) C12H2,05
Lindérico cis-4-dodecendico C12:1(n4) C1oH»,05
Miristico Tetradecandico Cl14 ou C14:0 C14H2505
Miristoleico cis-9-tetradecendico C14:1(n9) C14H2505
Tsuzuico cis-4-tetradecendico C14:1(n4) C14H2505
Palmitico Hexadecanadico C16 ou C16:0 Ci6H320;
Palmitoleico cis-9-hexadecendico C16:1(n9) C16H3002
Estearico Octadecandico C18 ou C18:0 C1gH3605
Petroselinico cis-6-octadecendico C18:1(n6) C1gH3405
Oleico cis-9-octadecendico C18:1(n9) C1gH3405
Eladico trans-9-octadecendico C18:1(tn9) Ci1gH3405
Vacénico cis-11-octadecendico C18:1(nl11) Ci1gH1405
Linoleico cis,cis 9- 12- octadecendico C18:2(n9,12) Ci1gH3,0,
Linolénico cis,cis,cls 9- 12- 15- C18:3(n9,12,15) C1aH002
octadecendico
Ricinoleico 12-hidroxi-cis-9- C18:1(n9) CosHaiOs
octadecendico OH(n12)
Araquidico Eicosandico C20 ou C20:0 Ca0H4002
Gadoleico cis-9-eicosendico C20:1(n9) CooH3505
Gadodico cis-11-eicosendico C20:1(n11) CooH3505
Araquidénico C1S.015,015,015 6- I 0:4(n6,9,12,15) CaoH202
eicostetraendico
Behénico Docosandico C22 ou C22:0 C2oH1402
Cetoleico cis-11-docosendico C22:1(n11) C2oH405
Erlcico cis-13-docosendico C22:1(n13) C,oH40,5
Lignocérico Tetracosandico C24 ou C24:0 Cy4H4505
Nervonico cis-15-tetracosenoico C24:1(n15) C4H4505

Fonte: Adaptado de BABICZ (2009).
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Podem também ser produzidos ésteres de &cidos graxos e acgucares,

gue apresentam larga aplicacdo como emulsificantes em alimentos, cosmeéticos

e produtos farmacéuticos. Além de seu efeito conservante, ésteres de

carboidratos e acidos graxos tém sido associados como agentes anti-tumor e

inibidores do crescimento de plantas. O processo é baseado na esterificacdo

de carboidratos (glicose, frutose, sacarose e sorbitol) com &cidos graxos

(estearico, oleico e linoleico) utilizando lipases de diferentes fontes (CASTRO
et al., 2004).

Os acidos graxos podem ser também, esterificados com metanol ou
etanol, obtendo-se o metil ou etil-éster (biodiesel) com elevada pureza
(GOMES, 2009).

A hidro-esterificacdo € uma interessante alternativa para producdo de
biodiesel e consiste em duas etapas: a primeira € a hidrélise do triglicerideo,
produzindo acido graxo e glicerina. Ja na segunda etapa ocorre a esterificacdo
dos &cidos graxos produzidos na etapa anterior, gerando o biodiesel de
elevada pureza e como subproduto a agua, que é reutilizada no processo de
hidrolise (SILVA et al, 2011). Este processo consiste em uma alternativa aos
processos convencionais de producdo de biodiesel, pois favorece a utilizacao
de matérias-primas de qualquer teor de acidos graxos e umidade, uma vez que
todos os triglicerideos presentes no 6leo serdo transformados por hidrolise
(DARIO, 2006). Como cerca de 80% do custo de produgdo do biodiesel é
proveniente do custo da matéria-prima, a hidro-esterificagdo permite um
significativo salto na viabilidade da producdo de biodiesel (ARANDA, 2005).
Além disso, a glicerina obtida € mais pura que a advinda do processo de
transesterificacdo, pois ndo apresenta residuo de catalisador (GOMES, 2009).
A esterificacdo gera, entdo, o biodiesel e como subproduto a agua, que pode

ser reutilizada no processo de hidrolise, fechando o ciclo (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama esquematico contendo as etapas gerais do processo de
hidro-esterificacao.
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2.3 Oleo de Soja

7

O Oleo de soja é extraido da semente de soja (Glycine hispida) e é
utilizado como fonte de alimento e como matéria-prima para a producdo de
biodiesel. A Tabela 2 mostra a composicdo (% massica) de acilgliceréis de
diversos 6leos. A Tabela 3 apresenta a composicado de acidos graxos do 6leo

de soja.

Segundo PIGHINELLI et al. (2008) h& trés métodos para extracao de
Oleos: prensa hidraulica por batelada, prensa mecanica continua (expeller) e
extracdo por meio de solventes. Além disso, ha a possibilidade de combinacédo
dos métodos. O Oleo extraido pode conter diversas impurezas, como gomas,
ceras e materiais solidos, os quais podem prejudicar sua qualidade e
estabilidade. A maior parte das matérias primas passa por um processo

quimico de neutralizagdo chamado de refino alcalino. Este processo € bastante

10
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simples (BATISTA et al., 1999) mas apresenta a desvantagem de gerar perda

de uma parte do 6leo neutro e de vitaminas (PEIXOTO et al., 2005).

Tabela 2: Conteudo de acilglicerdis (g/100g) em 6leos comestiveis de varias

origens.
, DAG
Oleo TAG MAG  Outros
Total 1,2-DAG  1,3-DAG
Soja 97,9 1,0 ND? ND? 0 1,1
Palma 931 58 ND?! ND?! LD? 1,1
Algod&o 870 95 ND! ND! 0,2 3,3
Milho 958 28 1,5 2,9 LD? 1,4
Acafrao 96,0 2,1 1,2 2,7 LD? 1,9
Oliva 933 55 ND! ND! 0,2 2,3
Canola 97,1 29 1,0 1,9 LD? ND?!
Gergelim 952 4,1 1,2 2,9 0,8 ND?!
Arroz 924 76 2,4 5,2 LD? ND?!
Uva 942 58 2,1 3,7 LD? ND?!
DAG comercial 17,3 81,4 28,4 53,0 1,2 ND?

! Nao detectado

2 Abaixo do limite de detecgéo

Fonte: Adaptado de BABICZ (2009).

Tabela 3: Composicao de acidos graxos no 6leo de soja segundo a RDC 482

da ANVISA.
Acido graxo Estrutura Valor de(or/(()a)feréncia
- C<14 <01
Acido Miristico C14:0 <05
Acido Palmitico C16:0 7,0 - 14,0
Acido Palmitoleico Cl6:1 <0,5
Acido Estearico C18:0 1,4-55
Acido Oleico (Omega 9) ci18:1 19,0 - 30,0
Acido Linoleico (Omega 6) C18:2 44,0 - 62,0

11
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Acido Linolénico (Omega 3) C18:3 4,0-11,0
Acido Araquidico C20:0 <1,0
Acido Eicosenoico C20:1 <1,0

Acido Behénico C22:0 <0,5

Valores de Referéncia: RDC N°482, de 23/09/1999, da Agéncia Nacional
da Vigilancia Sanitaria - ANVISA.

Um estudo realizado em 2007 pelo Departamento de Estudos
Socioecondmicos Rurais - DESER - apresentou um panorama bastante
interessante em relacdo a producdo e consumo de Oleos vegetais no Brasil e
no mundo. Na Tabela 4 é apresentado o consumo mundial de Oleos vegetais

segundo os usos industrial e alimentar, nos anos de 2006/2007.

Tabela 4: Consumo mundial de éleos vegetais segundo os usos (industrial e
alimentar, em mil toneladas, para a safra 2006/2007).

Oleo Alimentar Industrial Total
Palma 27 531 8 788 36 319
Soja 33153 2 488 35641
Girassol 9821 512 10 333
Amendoim 4932 24 4 956
Colza/Canola 12 920 4917 4917
Algodéo 4474 208 4 682
Palmiste 1195 3015 4210
Coco 1791 1374 3165
Oliva 2871 53 2924
Total 85 768 21 379 107 147

Fonte: USDA (2007). Adaptado de DESER.

No ano-safra 2006/07, de acordo com estimativas do USDA, foram
consumidas 107 milhdes de toneladas de 6leos vegetais, sendo 85,77 milhdes
de toneladas para fins alimentares e 21,38 milhdes para fins industriais.
Verifica-se, portanto, que, apesar do aumento do uso industrial, em termos de
volumes e do numero de processos industriais em que € aplicado, € na

alimentacdo que a maior parte (80%) dos Oleos vegetais € consumida. No

12
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entanto, esse quadro podera ser alterado com o estimulo a diversificacdo da

matriz energética, através da producao de biodiesel, por exemplo.

Na safra 2006/2007 foram produzidas 5,93 milhdes de toneladas de Oleo
no Brasil. O volume produzido vem se elevando ao longo dos anos, puxado
principalmente pela soja, cuja producéo foi de 5,45 milhdes de toneladas nesta

safra.

No que se refere aos usos dos Oleos vegetais consumidos no Brasil,
verificou-se que mais de 84% sdo utilizados para fins alimenticios e
aproximadamente 16% para outros fins industriais. Das 3,92 milhGes de
toneladas consumidas na safra 2006/2007, 3,32 milhdes foram utilizadas para
fins alimentares e 598 mil toneladas para fins industriais. O 6leo de soja € o
mais consumido nos dois tipos de uso, alimentar e industrial, conforme se

verifica através da Tabela 5.

Tabela 5: Consumo total de 6leos vegetais no Brasil e segundo 0 uso
(alimentar e industrial) em 2006/07 (mil toneladas).

Oleo Alimentar Industrial Total

Soja 3021 270 3291
Algodao 171 84 255
Palma 39 165 204
Palmiste 79 79
Girassol 52 0 52
Oliva 32 0 32
Amendoim 11 0 11

Total 3326 598 3924

Fonte: USDA (2007). Adaptado de DESER.

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais
(ABIOVE, 2012), a producéo nacional de 6leo de soja entre fevereiro de 2010 e
outubro de 2011 foi de 4,5 milhdes de toneladas. Do total produzido, 1,2
milhdes de toneladas foram exportados e 3,2 milhdes foram destinados ao

consumo interno.

13
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Ocorreu, nos ultimos anos, um significativo deslocamento no consumo

mundial de matérias graxas animais em favor dos Oleos vegetais, em

decorréncia de fatores ligados a saude, custos de producédo, desenvolvimento

industrial e versatilidade desse tipo de matéria-prima. O Oleo de soja, em

virtude do menor prego e da alta disponibilidade no mercado interno, € o 6leo
mais consumido e mais empregado industrialmente no Brasil (NUNES, 2007).

2.4 Enzimas

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA que
apresentam propriedades cataliticas, todas as enzimas séo proteinas. Pode-se
definir a grande maioria das enzimas como sendo proteinas globulares
formadas por residuos de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. Sao
catalisadores biolégicos que diminuem a energia de ativacdo, acelerando
termodinamicamente uma reacdo possivel, sem alterar a constante de
equilibrio e a energia livre de reacdo (ERGINER et al., 2000; GURSEL et al.,
2003; ISIK et al., 2003).

A aplicacdo industrial destes biocatalisadores tem sido impulsionada
com o aumento da preocupacdo com as questdes ambientais, com a qualidade
do produto e com a reducdo dos gastos em setores industriais (SCHERER,
2010). Os beneficios oferecidos pelas enzimas sédo a especificidade (controle
dos produtos formados e minimizacdo de reacodes laterais indesejadas), as
condicbes amenas (a planta industrial pode ser operada com menor capital e
custos energéticos, sob condi¢cbes suaves de temperatura e pH) e a menor
producdo de residuos (menor custo no tratamento de residuos e contribuicdo
desprezivel da enzima para a DBO) (HASAN et al., 2006).

Cerca de 4000 enzimas sédo conhecidas, e destas, cerca de 200 sé&o
utilizadas comercialmente (SHARMA et al., 2001). Desta forma, a pesquisa em
catalisadores biolégicos tornou possivel o0 uso de enzimas com maiores
aplicabilidades e adaptadas as diferentes condicbes de processo, permitindo

seu uso expansivo em diversos setores industriais, entre eles: industria

14
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farmacéutica, produtos agroquimicos, oleoquimica, industria de alimentos,
detergentes, entre outras. O resultado € a possibilidade de uma induastria
altamente diversificada na aplicacdo destes biocatalisadores, que ainda

encontra-se em expansao, tanto em tamanho quanto em complexidade (KIRK
et al., 2002).

A maioria das enzimas industriais é de origem microbiana (SHARMA et
al.,, 2001). As enzimas microbianas sado normalmente mais Uteis que as
enzimas derivadas de plantas e animais, devido a grande variedade de
atividades cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos possiveis, a facilidade
de manipulagdo genética, ao fornecimento regular devido a auséncia de
flutuacBes sazonais e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios
de baixo custo. As enzimas microbianas sdo também mais estaveis e sua

producdo € mais conveniente e segura (HASAN et al., 2006).

As enzimas como proteinas biologicamente ativas sao responsaveis pela
catélise de diversas reacdes. Em uma proteina enzimatica, existe certo dominio
chamado de “sitio ativo” que se liga ao substrato — a molécula reagente — e
diminui a energia do estado de transicdo que leva ao produto desejado. A
ligacdo entre o sitio ativo e o substrato & extremamente especifica: a molécula
precisa ter certas caracteristicas eletrénicas e espaciais que permitam o seu
‘encaixe” com a proteina. Esta relacdo tem sido chamada de “chave-
fechadura”. Como catalisadores bioldgicos, as enzimas estdo sujeitas as
mesmas leis termodindmicas e cinéticas dos catalisadores quimicos, isto €,
alteram a velocidade da reacdo, porém nao a reacdao final de equilibrio entre o
substrato e o produto (PRIMO et al., 2007).

A conformacéo e a estabilidade da estrutura molecular das enzimas séo
asseguradas por ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, pontes de
dissulfeto, ligacdes ibnicas e forcas de Van der Waals. A atividade catalitica,
bem como a estabilidade e a especificidade da enzima dependem da sua
estrutura tridimensional. Condicbes ambientais, tais como pH, temperatura e
forca ibnica do meio, entre outros, afetam a estrutura da enzima e, em

decorréncia, suas propriedades (LIMA et al., 2001).
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Segundo Scriban (1985), a atividade das enzimas é funcédo direta da sua
estrutura terciaria e quaternaria. As propriedades da enzima podem ser
modificadas por tratamentos (aquecimento, variagcdo de pH e alteracdes de
pressao) que resultam num impedimento ou dificuldade de fixagdo do substrato
na enzima, ou 0 aumento na sua atividade catalitica. A variacdo da atividade
em funcdo da temperatura € determinada em condi¢Bes 6timas de operacao e
resulta de dois efeitos antagbnicos: a colisdo entre o substrato e a enzima
causada pela agitacdo das moléculas devido ao aumento da temperatura, e a
desnaturacdo da proteina que vai ocasionar uma mudanca da estrutura
terciaria e quaternéria da proteina globular, fazendo com que a enzima passe
de uma conformacédo ativa a uma conformacdo desprovida de atividade. No
entanto a desnaturacdo das enzimas pelo calor s6 ocorrera dependendo da

duracdo e da intensidade do tratamento térmico.

E muito comum expressar a carga de enzima no meio reacional em
funcao de sua atividade. Segundo a Enzyme Commission, “uma unidade (U) de
atividade € a quantidade de enzima que catalisa a transformacéo de 1 umol de
substrato ou a formacdo de 1 umol de produto, por minuto, nas condi¢cdes
estabelecidas no ensaio (temperatuta, pH, concentracao de substrato)”.

As enzimas estao sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, que podem ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a
catalise seja eficiente em um determinado processo, ha necessidade de
proteger as enzimas destes fatores. Frente a este problema, a técnica da
imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua
recuperacao e reutilizacdo (VILLENEUVE et al., 2000, DALLA-VECCHIA et al.,

2004).

7

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada
devera exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverao ocorrer
alteracOes estruturais, bem como modificacbes no sitio ativo. A imobilizacao

pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém néo existe
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uma regra que prediga a manutencdo destes parametros apds o processo de
imobilizacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Enzimas imobilizadas sdo aquelas que estdo confinadas em um espaco,
separadas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e 0 substrato
no meio da reacdo, mas que as tornam pouco sollveis em qualquer meio
(GIRELLI e MATTELI, 2005).

A imobilizacdo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo em um
material insolUvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacGes
cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou
encapsulacdo através de uma membrana polimérica. A sele¢cédo da técnica e
suporte empregados depende da aplicacdo que o biocatalisador se destina.
Apesar de ser objeto de estudo de pesquisas cientificas ha bastante tempo, a
imobilizagcdo de enzimas ainda demanda investigacoes adicionais sobre os
efeitos exercidos pelas diferentes técnicas de imobilizacdo sobre a estrutura
destas enzimas, e sobre o emprego de novos materiais como suportes
(DALLA-VECCHIA et al., 2004).

O uso de enzimas imobilizadas pode contribuir para a viabilidade de
processos enzimaticos, pois torna a enzima reaproveitavel e proporciona sua
separacdo do meio reacional por processos simples como a filtracdo, o que
acarreta economia significativa no custo global do processo desde que, o
procedimento de imobilizacdo néo seja dispendioso, haja boa recuperacao da
atividade enzimética e que a meia-vida operacional da enzima imobilizada seja
suficientemente longa (AWADALLAK, 2012).

2.5 Lipases

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente nas areas de engenharia de proteinas e
enzimologia em meios nao convencionais, as quais ampliaram

consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores
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em processos industriais. Entre os processos de maior interesse estdo as
reacoes de hidrdlise, sintese e interesterificacdo de lipideos por meio das
lipases. As razbes do enorme potencial biotecnologico dessa enzima incluem
fatos relacionados com: i) sua alta estabilidade em solventes orgéanicos; ii) ndo
requerer a presenca de cofatores; iii) possuir uma larga especificidade pelo
substrato e, iv) exibir uma alta enantiosseletividade. O reconhecimento dessas
vantagens tem proporcionado um aumento consideravel na producdo e
comercializacdo de lipases, resultando no desenvolvimento de tecnologias
alternativas consistentes para utilizacdo no setor industrial (CASTRO et al.,
2004).

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, E.C. 3.1.1.3) pertencem a um
grupo especial de esterases, classificadas como hidrolases, e atuam sobre
ligacbes éster presentes em acilgliceréis, liberando diacilglicerdis,
monoacilglicerdis, acidos graxos e glicerol. Atuam sobre substratos pouco
sollveis em agua, em interfaces de aguallipidio, hidrolisando, principalmente,
acilglicer6is de cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono) (COTE e
SHARECK, 2008).

As lipases tém a capacidade de catalisar tanto reacdes de hidrdlise de
acilgliceréis, quanto atuar na sintese de ésteres a partir de glicerol e acidos
graxos de cadeias longas (VILLENEUVE et al., 2000). O deslocamento do
equilibrio na reacdo no sentido direto (hidrélise) ou inverso (sintese) é
controlado pela quantidade de agua presente na mistura do meio reacional.
Estas reacdes se processam com alta regio e/ou enantio-seletividade,
classificando as lipases como um grupo importante de catalisadores biolégicos
(OLIVEIRA et al., 2000). Uma combinacdo destes dois processos basicos em
sequéncias légicas pode resultar em reacdes de interesterificacdo (acidélise,
alcoolise ou transesterificacdo a depender dos reagentes de partida) (CASTRO
et al., 2004).
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Figura 3: Esquema geral das reacdes de esterificacdo e hidrélise. Fonte:
CASTRO et al. (2004).

0 Esterificacio 0
R% + R—OH —=— R + HO
OH Hidrdlise 0—R,

As lipases normalmente sdo encontradas em tecidos de animais
(péncreas, figado e mucosa géstrica) e vegetais (sementes, polpas e raizes),
podendo também ser produzidas por micro-organismos (bactérias, fungos e
leveduras). Do ponto de vista econémico e industrial as lipases produzidas por
micro-organismos apresentam vantagens em relacdo as obtidas a partir de
fontes animais e vegetais, devido a sua relativa facilidade de producédo e
abundancia de micro-organismos capazes de sintetiza-las. Além disso, lipases
de animais e plantas apresentam alto custo de isolamento (CASTRO et al.,
1995). Segundo Soares (2000), os micro-organismos mais utilizados para a
producdo de enzimas lipoliticas sédo fungos dos géneros Rhizopus, Aspergillus

e Mucor, e leveduras do género Candida.

A maioria das lipases apresenta atividade 6tima na faixa de temperatura
de 30 a 40 °C, embora sua termoestabilidade varie consideravelmente em
funcdo de sua origem (MACRAE e HAMMOND, 1985). Apresentam massa
molecular entre 20 e 60 kDa (CARVALHO et al., 2003). Usualmente sdo ativas
em uma ampla faixa de pH, apresentando alta atividade na faixa de pH 5 a 9,
com um maximo situado entre 6 e 8 e ndo requerem cofator (GHANEM e
ABOUL-ENEIN, 2005).

As lipases também podem apresentar como caracteristicas a
especificidade ou seletividade em relacdo a um substrato (quimio), a posicao
(regio) e a isbmeros (estéreo). A quimioespecificidade esta relacionada com as
diferentes taxas de atividade enzimatica apresentada por uma mesma lipase
em relacédo a substratos variados. As lipases podem apresentar especificidade
por tri, di e monoacilglicerbis e outros ésteres de acido graxo, formados pela
mesma molécula de acido carboxilico, também podem diferenciar moléculas de

acido graxo de diferentes tamanhos de cadeia, de diferentes niveis e posicao
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de instauragéo, entre outros (PINHEIRO, 1992). A regioespecificidade se refere
as diferentes atividades enzimaticas apresentadas pela mesma lipase sobre as
distintas posicfes do acido graxo no triacilglicerol (VILLENEUVE, 2003). Por
outro lado, a estereoespecificidade esté relacionada com as diferentes taxas de
atividade enzimatica apresentadas por uma mesma lipase sobre distintos
isbmeros de uma molécula (PINHEIRO, 1992).

As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reacfes, incluindo
hidrolise, interesterificacdo, alcodlise, aciddlise, esterificacdo e amindlise
(DALLA-VECCHIA, 2004). A Figura 4 apresenta um esquema das reacg0es

catalisadas por lipases.

Figura 4. Reacdes catalisadas por lipases. Fonte: PAQUES e MACEDO
(2006).
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Devido a sua alta especificidade, as lipases sao importantes na area de
biotecnologia, principalmente nos setores oleoquimico e em sintese organica,
na preparacdo de compostos enantiosseletivos. Estas enzimas sdo uma
categoria que apresentam muitas vantagens em processos de

biotransformacdes, em fungcédo de sua grande afinidade por um largo espectro
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de substratos, versatilidade quanto as caracteristicas do meio reacional
(aquoso, organico ou supercritico), atividade elevada em meio reacional livre
de solventes e disponibilidade comercial (PANDEY et al., 1999). As enzimas
lipoliticas estdo atualmente atraindo uma grande atencdo devido as suas
potencialidades biotecnoldgicas, pois constituem o mais importante grupo de
biocatalisadores para aplicacbes neste campo (HASAN et al., 2006).

A utilizacdo de enzimas lipoliticas pelas industrias apresenta vantagens
como: estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de
separacdo dos produtos e, quando imobilizadas, podem ser submetidas as
condic¢des industriais tipicas, com reatores a temperaturas superiores a 70 °C
por longos periodos de tempo (HASAN et al., 2006).

As areas nas quais a aplicacdo das lipases vem tendo maior destaque
sdo (LEAL et al.,, 2002; BARON, 2003; BEVILAQUA, 2005; KADER et al.,
2007):

* Farmacéutica: Sintese de intermediarios de farmacos (ex.: ibuprofeno e
naproxeno, farmacos com atividade anti-inflamatéria); resolucdo de misturas

racémicas (ex. sintese de atenolol, farmaco anti-hipertensivo).

+ Alimentos: Sintese de aromas (ex. maturacdo de queijos); sintese de

edulcorantes (ex.: aspartame).
* Detergentes: Remocéo de manchas de gorduras dos tecidos.
» Agroquimica: Sintese de inseticidas e pesticidas.

» Tratamento de efluentes: Reducédo do teor de gorduras em efluentes da

industria de laticinios.
» Oleoquimica: Hidrdlise e interesterificacao regiosseletiva de 6leos e gorduras.

A aplicacao alternativa de lipase para a sintese de produtos puros,
modificacdo de 6leos e gorduras e a modificacdo de carboidratos tem sido bem
documentada na literatura (BORNSCHEUER e KAZLAUSKAS, 1999).

Atualmente o maior empecilho ao uso de enzimas lipoliticas em
processos industriais esta relacionado ao alto custo deste -catalisador,

entretanto 0s recentes avangos na tecnologia de engenharia genética e de
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modificacdo, e imobilizacdo de enzimas lipoliticas tém grande possibilidade de

mudar este quadro num futuro proximo (SAXENA et al., 2003).

2.5.1 Mecanismo de catalise das lipases

Em geral, a maior atividade catalitica de lipases ocorre na interface
agua/lipideo, através do fenbmeno chamado de ativacdo interfacial e tanto a
qualidade quanto a &rea interfacial tém papel importante na atividade catalitica
dessas enzimas (WAKABAYASHI, 2004 e BALCAO et al., 1996).

O fenbmeno da ativacao interfacial foi proposto por Sarda e Desnuelle
(1958) apos verificar diferenca no comportamento das cinéticas entre enzimas.
Os autores verificaram que a atividade de esterases era funcdo da
concentracdo do substrato de acordo com o modelo classico de Michaelis e
Menten, no qual a velocidade maxima ocorria antes do limite de solubilidade do
substrato ser atingido e da formacdo de agregados e/ou interfaces. Ja a
atividade das lipases, se caracterizou por manter-se constante até que a
concentracdo micelar critica (CMC) do substrato no sistema fosse alcancada, e
aumentando a partir desse ponto. A este fendbmeno de aumento de atividade
enzimatica quando ha& formacdo de interfaces, denominou-se “ativacéo
interfacial” (DALLA-VECCHIA, 2004).

A resolucdo da estrutura tridimensional de uma lipase por difracdo de
raios-X revelou a presenca de uma estrutura oa-helicoidal oligopeptidica na
superficie da proteina que protege o centro ativo, denominada “tampa”. O lado
hidrofébico da hélice é virado para dentro do sitio ativo, que fica entdo
inacessivel as moléculas do substrato. Contudo, quando uma lipase se liga em
uma interface lipidica, um rearranjo conformacional ocorre, causando o
deslocamento da “tampa”, enquanto o sitio ativo da lipase fica totalmente
acessivel para o substrato. Como resultado, o lado hidrofébico da tampa fica
exposto a fase lipidica, aumentando as interacdes hidrofébicas entre a enzima
e a superficie lipidica. A mecanica de abertura da tampa pode variar entre

enzimas, mas em todos 0s casos conduz a criagdo de um sitio ativo aberto,
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acessivel e hidrofébico para a ligagéo lipidica. Outras estruturas tridimensionais
foram descritas e a presenca da tampa corrobora, mas o numero e a posi¢ao
das a-hélices envolvidas na composi¢cdo da tampa difere entre as lipases.
Estudos de cristalografia mostraram, também, que a maior parte das lipases
apresenta o sitio recoberto, sugerindo que o estado inativo provavelmente
prevalece em solucdo (JOSEPH et al., 2008; JAEGER e REETZ, 1998;
KADEMI et al., 2004; LOTTI e ALBERGHINA, 2007; BON et al., 2008).

As estruturas tridimensionais das lipases conhecidas até hoje mostram
que o grau de mobilidade da “tampa” varia fortemente, encontrando-se desde
casos em que parece haver dois estados extremos — aberto e fechado — com
niveis de energia significativamente inferiores aos dos estados de transicao,
até casos com tampas muito méveis, com varios estados intermediarios de

energia comparaveis (BON et al., 2008).

O mecanismo de catélise das lipases, de maneira geral, é descrito pelo
mecanismo cinético “Ping Pong - Bi Bi” (BEVILAQUA, 2005), o qual consiste
em duas etapas principais: ataque nucleofilico na ligacdo éster do substrato
pelo oxigénio da hidroxila serinica apds a abertura da tampa (resultando na
formag&o do complexo enzimatico acilado) onde um alcool € liberado deixando
um complexo acil-enzima, e um segundo ataque nucleofilico propiciando
hidrolise do complexo enzimatico acilado, formando um acido graxo que €
liberado e entdo a enzima volta a forma original (JAEGER, 1999). A Figura 5
apresenta as duas principais etapas da hidrélise catalisada por lipases e os

estagios intermediarios formados.

1) O lipideo se liga ao sitio catalitico. O oxigénio da serina é ativado pela
vizinha histina e promove um ataque nucleofilico ao atomo de carbono do

grupo carbonil do substrato.

2) E formado o intermediario transiente tetraédrico, que é estabilizado
por dois grupos NH de outros peptideos. A histina doa um préton ao complexo,

gue forma um alcool que é entéo liberado.

3) Uma molécula de agua do meio se aproxima e é ativada pelo residuo

da histina. O ion hidroxil da agua ataca o carbono carbonil do intermediario.
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4) O residuo histina doa um préton para o oxigénio do residuo serina

ativo e entdo a ligacdo éster entre a serina e 0 componente acil € quebrada
formando o acido graxo livre, que entdo € liberado e a enzima retorna a sua

forma original.

Figura 5: Mecanismo catalitico proposto para lipase. O numero dos
aminoécidos refere-se a lipase oriunda do Rhizopus oryzae. Fonte: JAEGER et
al. (1999).
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2.6 Reac0es de hidrélise catalisadas por lipases

A palavra hidrdlise significa decomposicao pela agua, mas séo raros 0s
casos em que sob condicbes ambientes pode-se realizar uma hidrdlise
completa. A hidrélise completa de triacilgliceréis conduz a uma mistura de
acidos graxos livres e glicerol. O processo quimico mais utilizado é o Colgate-

Emery, que opera em temperaturas e pressoes elevadas, ocasionando reac¢des
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secundéarias que exigem posteriores operacdes de separacdo e purificacdo
(GUNSTONE, 1999; ROONEY e WEATHERLEY, 2001). Para que a reacao
seja rapida e completa é sempre indispensavel a presenca de catalisadores

quimicos, em geral 4cidos ou bases, ou enzimas (ALVAREZ-MACARIE et al.,
1999).

A hidrdlise parcial tem como intermediarios DAG e MAG, que consistem
em TAG sem um ou dois acidos graxos, respectivamente. Diversos fatores
definem se a reacdo sera completa ou ndo, como o tempo de reacdo e a
disponibilidade de reagentes para a conversdo completa. A Figura 6 mostra as
etapas de reacao de hidrélise de um triacilglicerol.

Figura 6: Hidrolise sequencial dos grupos acila no glicerideo, catalisada por
lipases. Fonte: CASTRO et al. (2004).
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Em geral nas reagdes de hidrélise ha um “periodo de indugao” inicial, no
qual as taxas de reacdo sao muito baixas em funcéo da baixa miscibilidade dos
substratos (MOQUIN e TEMELLI, 2008). Apds este periodo as velocidades de
reacao crescem e comecam a ser formados AGL e DAG e, sequencialmente,
MAG. Apoés certo tempo, dependendo das condi¢cdes reacionais, o DAG e o
MAG podem comecar a ser consumidos ou permanecerem em equilibrio.
Excesso de agua no meio tende a deslocar o equilibrio da reagdo para a
formacao de AGL.
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O processo de hidrélise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacdo: a formacdo de uma interface lipideo/agua e a absorcédo da enzima
nesta interface. Assim, quanto maior a interface, maior sera a quantidade de

enzima adsorvida, acarretando velocidades de hidrélise mais elevadas
(MERCON, 1998).

A hidrdlise é geralmente conduzida sob pressdo da ordem de 4,83 MPa
e temperatura em torno de 250 °C, por um periodo maximo de 2 horas,
obtendo-se rendimentos entre 96 a 99%. Os produtos resultantes sdo acidos
graxos extremamente escuros e uma solugdo aquosa rica em glicerol, que
necessitam ser redestilados para remocao da cor e de subprodutos. Depois da
destilacdo, alguns desses produtos encontram aplicacdo direta e outros séo
guimicamente processados, fornecendo uma variedade de outros produtos
(CASTRO et al, 2004). Diferentes parametros podem influenciar o
desempenho da hidrélise de 6leos e gorduras e, consequentemente, diversas
técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de hidrélise de gorduras

usando lipases como catalisadores.

Linfield et al. (1984a) estudaram a hidrdlise de sebo e 6leos de coco e
oliva utilizando lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e Rhizopus
arrhizus. A reacdo em emulsao foi conduzida em sistemas de frascos agitados,

obtendo-se altos valores de conversédo de 97 a 99% em 72 horas de reacao.

Em outro trabalho, Linfield e seus colaboradores (1984b), utilizando os
mesmos 0leos e lipase de Candida rugosa, abordaram a influéncia do pH, da
temperatura e de aditivos sobre a atividade enzimatica, determinando também
a gquantidade minima de enzima necessaria para se alcancar de 95 a 98% de

hidrélise em 72 horas de reacao.

Wang et al. (1988) analisaram a hidrolise de 6leo de oliva catalisada por
lipase de Candida rugosa em sistema com emulsdo. Os autores estudaram a
hidrélise sem nenhum tipo de emulsificante e com emulsificacdo realizada
apenas com agitacdo mecanica. Foram verificadas taxas de hidrolise de 30-
35% em 1 hora.
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Fu et al. (1995) estudaram a hidrélise do Oleo de oliva, 6leo de soja, Oleo

de palma, 6leo de coco e 0leos hidrogenados com lipase de Aspergillus sp.

Todos os substratos analisados puderam ser hidrolisados aos acidos graxos

correspondentes pela enzima, com rendimento de 90 a 99%, em tempo de
reacdo de 2 a 24 horas.

Ghosh e Bhattacharyya (1995) estudaram a hidrélise enzimatica de
Oleos comerciais com alta acidez, como de coco, mostarda, girassol e arroz.
Acilglicer6is neutros de Oleos de alta acidez foram quase completamente
hidrolisados por lipase de Candida cylindracea em 48 horas de reacdo. O 6leo
de coco, com acidez inicial de 69,2% em acido laurico, foi hidrolisado a

temperatura de 35 °C por 48 horas, atingindo acidez final de 80%.

Kiatsimkul et al. (2006) estudaram 8 diferentes lipases comerciais na
hidrolise de 6leo de soja em agitador rotativo e verificaram que a lipase de C.
rugosa conduziu a um melhor rendimento na reacdo de hidrélise em 24 horas
(25%) seguida da lipase de A. niger (13%). Quando foi realizada hidrélise do
Oleo de soja epoxidado, 45% de conversdo foram obtidos pela lipase de B.

cepacia e 23% pela lipase de C. rugosa em 2 horas de reacéo.

Padilha e Augusto-Ruiz (2007) realizaram hidrélise de 6leo de pescado
empregando lipase de pancreas suino em solucdo tampédo pH 8 e acetato de
polivinila como emulsificante. As reacBes foram realizadas a 38 °C sob
agitacdo magnética e o rendimento em &cidos graxos livres foi de 44% em 1
hora de reacao.

Gomes (2009) realizou hidro-esterificacdo de 6leo residual da industria
pesqueira. Na etapa de hidrdlise, acidos graxos livres foram obtidos por duas
vias: hidrélise quimica e hidrolise enzimatica. Na hidrélise quimica o o6leo
residual de industria pesqueira (contendo 25% de agua em sua composi¢ao) foi
adicionado ao reator a 300 °C e 500 rpm, por 1 hora. A hidrélise enzimatica foi
realizada pela enzima de Penicillium simplicissimum (produzida pelo autor por
fermentacao estado sélido), durante 48 horas, a 45 °C. Apos 1 hora a 300 °C, a
hidrolise quimica resultou em 93% de conversdo em acidos graxos e apos 48

horas a 45 °C, a hidrélise enziméatica resultou em 81% de conversao.
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Rodrigues e Ayub (2011) estudaram a hidrélise de o6leo de soja com

mistura de enzimas comerciais de T. lanuginosus (TLL, Lipolase 100L,

imobilizada em Lewatit® VP OC 1600) e R. miehei (RML, Lipozyme RM IM) em

agitador rotativo, a 30 °C por 10 horas. Na condicdo Otima (razdo molar

agua:oleo 3:1, 25% de enzima sobre a massa de 0leo, razao massica TLL/RML
de 65%) foram obtidos 95% de converséao.

A literatura aponta que, em condicbes de pressao atmosférica e
temperaturas mais amenas, a hidrolise enzimatica € bastante lenta e, em
muitos casos, atinge baixas conversdes mesmo em longos tempos de reagéo.
Frente a isso, surge a necessidade de se estudar novas tecnologias para a

otimizacao de reacfes de hidrélise enzimatica de 6leos vegetais.

2.7 Ultrassom

O ultrassom foi descoberto em 1880 por Curie enquanto estudava o
efeito piezoelétrico e, 14 anos depois, Thornycroft e Barnaby observaram que,
na propulsdo de misseis, uma fonte de vibragcéo era gerada causando implosao
de bolhas e cavidades na agua, fendmeno que ficou conhecido como
cavitacdo. Entretanto, somente em 1912 quando Langevin desenvolveu o
SONAR (Sound Navigation And Ranging), um aparelho capaz de medir a
profundidade do mar, que as ondas na frequéncia de ultrassom foram
aplicadas comercialmente. Em 1927, os efeitos destas ondas foram
observados em sistemas quimicos e biolégicos e em 1950 os primeiros
aparelhos geradores de ultrassom foram comercializados (MARTINEZ et al.,
2000).

O banho e a sonda de ultrassom séo, basicamente, os dois tipos de
aparelhos geradores de ondas ultrassonoras. A fonte de energia ultrassonora é
uma ceramica piezoelétrica disposta entre duas chapas metalicas, sistema este
que constitui o transdutor piezoelétrico. O gerador de frequéncia transmite um
sinal & ceramica piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em ondas

mecanicas; as chapas metdlicas amplificam estes sinais e o transdutor
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transmite os impulsos ultrassonoros ao meio reacional (BARBOSA e SERRA,
1992).

No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do
aparelho e a energia ultrassonora é transmitida através de um liquido,
normalmente 4gua. Neste caso, ha muita dispersdo de energia ultrassonora e,
consequentemente, menor influéncia nos sistemas reacionais. Na sonda, o
transdutor € acoplado na extremidade do equipamento e entra em contato
direto com o sistema reacional, por isso geralmente € mais eficiente
(BARBOSA e SERRA, 1992). As Figuras 7 e 8 apresentam,
esquematicamente, um sistema de banho e uma sonda ultrassonicos,

respectivamente.

Figura 7: Esquema genérico de um banho de ultrassom. Fonte: BABICZ
(2009).
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Figura 8: Esquema genérico de um aparelho de ultrassom de sonda. Fonte:
AWADALLAK (2012).

Transdutor

20— 400 KHz

50-60 Hz
Gerador de frequénca}

Sonda/Sonotrodo

29



Revisdo-Bibliografica
A regido do ultrassom pode ser dividida em duas areas principais: alta
poténcia e baixa poténcia. As ondas sonoras de alta poténcia (1-10 MHz)
causam permanente mudanca fisica e quimica porque produzem cavitacdo e
microfluxos nos liquidos, aquecimento e ruptura nos solidos e instabilidade na
superficie da interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gas. A aplicacao
das ondas sonoras de alta poténcia se da nas areas da Biologia
(homogeneizacdo, rompimento de células), Engenharia (limpeza de metal,
soldagem, refinamento de metal, perfuracéo), Geologia (localizacdo do mineral,
deposito de 6leo), Industrial (filtracdo, degaseificacdo, cristalizacdo, dispersao
de sélidos, emulsificacao, etc.), Medicina (esterilizacao, fisioterapia, inalacdes),
Fisica (cavitacdo, fenbmeno de ondas acusticas, velocidade do som) e
Polimeros (polimerizacédo, despolimerizacdo, degradacdo do peso molecular)
(MARTINEZ et al., 2000).

As ondas sonoras de baixa poténcia, com frequéncia maior que 20 KHz,
sdo usadas em campos da ciéncia, engenharia e medicina para testes e
diagnésticos técnicos. Estas ondas ultrassonoras sdo empregadas em exames
de feto, inspec¢bes de solda, medidas de espessuras. Também séo usadas por
morcegos, passaros noturnos e animais marinhos, para sua localizagéo através
do eco. Cabe destacar que a sensibilidade do ouvido humano encontra-se na
faixa de 16 Hz a 16 KHz (BARBOSA e SERRA, 1992).

As ondas sonoras dos equipamentos de ultrassom sdo ondas mecanicas
produzidas por deformacgdes provocadas pela diferenca de pressdo em um
meio elastico ou deformavel como ar, metais, isolantes, agua, entre outros.
Estas ondas necessitam de um meio para se propagar, isto €, ndo se

propagam no vacuo (MAIA et al., 2000).

A propagacdo das ondas ultrassénicas € um fenébmeno fisico e ocorre
por meio de um corpo vibrando que transmite seu movimento as moléculas
adjacentes e estas transmitem as outras ao seu redor antes de retornarem a
sua posicdo de equilibrio. Desta forma, mantendo este movimento, ocorre a

criacao de ciclos de compressao e expanséao (SINISTERRA, 1992).

Quando em meios liquidos, este ciclo gera cavidades que aumentam

durante a expansédo, pois 0os gases adsorvidos no liquido e os proximos a
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cavidade evaporam promovendo aumento de tamanho. Quando atinge um
tamanho critico, a cavidade implode liberando calor e pressdo muito elevados

em intervalos curtos de tempo e em locais especificos do liquido. Tal efeito € o

conhecido fendmeno de cavitagdo (KORN et al. 2003).

Na cavitacdo, dois tipos de bolhas sdo formados: as estaveis e as
transitorias. As primeiras oscilam no meio e seu volume cresce com a
penetracdo de gas dissolvido no liquido, na fase de descompressao. Elas
precisam de varios ciclos de expansdo e compressao para atingir o volume
critico e podem tornar-se transitérias, que sao as bolhas com tempo de vida
curto, de poucos ciclos, que implodem na fase de compressédo, sendo, entéo,

responsaveis pela cavitacdo (SINISTERRA, 1992).

Existem muitos fatores que afetam a cavitacdo: presenca de gas
dissolvido, frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tensdo
superficial, pressao externa e presenca de particulas em solugédo (RASO et al.,
1999).

Estudos em sistemas homogéneos indicam que existem duas regides de
reatividade. A primeira corresponde a fase gasosa dentro da bolha,
denominada “ponto quente”, onde se inicia a implosdo cuja eficiéncia depende
da volatilidade do solvente. Ja a segunda, trata-se de uma fina camada liquida
em volta da bolha (LIU et al., 2008).

Em sistemas heterogéneos, a destruicio da bolha ocorre
assimetricamente originando um jato de liquido em direcdo a superficie soélida,
podendo causar erosdo localizada. Mas existem também microfluxos de
liquidos que acabam por favorecer o transporte de massa entre a fase liquida e

a superficie sélida, acelerando algumas rea¢des quimicas (LIU et al., 2008).

Quando em sistemas com liquidos imisciveis, este colapso das
microbolhas pode promover uma eficiente agitacdo, aumentando a velocidade
de formacao de goticulas microscopicas, aumentando a superficie de contato e
as forcas coesivas, formando micro-emulsbes. Espécies reativas e a indugéo
de mudancas conformacionais na estrutura de proteinas também podem
ocorrer (LIU et al., 2008).
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Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utilizagdo de
ultrassom em reacfes quimicas, bem como em outras areas da ciéncia. O
sistema de ultrassom é considerado uma tecnologia "verde" devido a sua alta
eficiéncia, baixos requisitos instrumentais, reducédo significativa do tempo de
processamento em comparagdo com outras técnicas convencionais e por,

geralmente, possuir um desempenho economicamente viavel (MASON, 2007).

Nas reacdes quimicas o ultrassom de alta poténcia é o mais usado, pois
pode produzir cavitacdo e/ou formacdo de microfluxos em liquidos,
aquecimento e ruptura de soélidos, além de conferir instabilidade nas interfaces
liquido-vapor, liquido-liquido e liquido-sélido (BOLDYREYV, 1995).

A utilizacdo de ultrassom em reacBes quimicas possui algumas
vantagens, entre elas: reducao do tempo de reacédo; reducdo da quantidade de
reagentes; aumento de rendimento; seletividade e favorecimento de reagdes

qgue normalmente ndo ocorrem em condi¢gdes normais (MARTINEZ, 2000).

Em um estudo de Chen et al., de 2001 (apud ZHAO et al., 2005) a
reacdo de hidrélise do 4,4-disubstituido-2-fenil-2-oxazolin-5-ina  em uma
solucdo alcalina sob sonicacdo mostrou que a reagdo pode ser concluida em
15 minutos, enquanto que sem ultrassom, para uma hidrélise similar, séo

necessarias 24 horas de reacao.

Kapturowska et al. (2012) mostraram a eficiéncia da sonda ultrassénica
na ruptura de células de Yarrowia lipolytica KKP 379 para liberacdo de sua
lipase intracelular. O ultrassom também vem sendo empregado com sucesso
em conjunto com outras técnicas, como a eletrolise, em processos de
separacao de emulsdes 6leo em agua, na remocao de gordura em tratamento
de efluentes (STACK et al., 2005).

A irradiagdo por ultrassom também pode ser um método alternativo para
reduzir as limitacdes da transferéncia de massa substrato-enzima, assim como
pode proporcionar mudancas conformacionais na estrutura de proteinas. O
efeito fisico do ultrassom em processos biotecnolégicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressdo do micro-ambiente em
funcéo do efeito cavitacional (BABICZ, 2009).
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Entretanto, a temperatura pode agir como o fator limitante mais comum

para 0 uso de ultrassom nas reacdes bioquimicas, uma vez que as enzimas

podem ser inativadas termicamente. E preciso destacar que a inativacido nao

ocorre em todos 0s casos, pois o efeito do ultrassom pode ser destrutivo ou
construtivo dependendo da intensidade das ondas (LERIN, 2010).

Fiametti et al. (2011) estudaram a glicerdlise enzimética de 6leo de oliva
para produzir mono e diacilglicerdis, sob a influéncia de irradiacdo de
ultrassom, num sistema livre de solvente, com e sem a presenca de agentes
tensoativos, utilizando uma lipase comercial imobilizada (Novozym 435) como
catalisador. Os resultados mostram rendimentos muito satisfatérios de MAG e

DAG, acima de 50% em peso, em 2 horas de reacédo a 65 °C.

Liu et al. (2008) estudaram o efeito do ultrassom na hidrélise de 6leo de
soja em sistema livre de solvente, utilizando lipase de Candida lipolytica. Os
autores relataram que, comparando com a reacao conduzida em shaker, as
taxas de reacdo aumentaram em 94% para a reacao realizada em 1 hora, 64%
na reacdo de 2 horas, 58% na reacao de 3 horas, 41% na reacdo em 4 horas e
de 34% na reagcdo de 5 horas. A taxa de reacdo em 5 horas em banho
ultrassonico foi 2,3 vezes maior que a obtida em 12 horas de reagdo em
shaker.

Babicz et al. (2010) avaliaram a hidrélise enzimética em banho de
ultrassom, utilizando diferentes lipases. Os autores relataram que, com
frequéncia de 47 kHz e poténcia de 12 W, utilizando 1% de enzima, a produgao
de diacilglicerdis foi de 40% com Lipozyme TL IM, 41% com Lipozyme RM IM e
de 32% utilizando Novozym 435. Os experimentos foram conduzidos em
pressao atmosférica, temperatura de 55 °C e taxa de agitacdo de 700 rpm, por
1 hora e 30 minutos.

Awadallak (2012) verificou desnaturacdo enzimatica quando empregou
sonda ultrassénica na hidrélise de éleo de palma por Lipozyme RM IM a 55 °C.
Quando expbs a mistura reacional somente 3 minutos a sonda para formacao
da emulsdo como etapa prévia a reacdo de hidrolise, suas conversdes
aumentaram cerca de 5 vezes frente a reacdo de hidrdlise assistida pela

sonda.
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A utilizagcdo de ultrassom em reacdes de hidrolise pode ser uma

ferramenta simples e importante no controle de agregacdo e/ou dispersao de

particulas. Em reacdes enzimaticas o ultrassom € uma boa ferramenta a ser

utilizada, podendo perturbar ligacbes fracas e induzir a mudancas
conformacionais na estrutura das proteinas (BABICZ, 2009).

Em vista da escassez de dados na literatura, mostra-se bastante
interessante o estudo da influéncia do sistema de ultrassom na hidrélise

enzimatica de Oleos vegetais.

2.8 Emulsdes

Uma emulsdo € definida como uma mistura de dois liquidos imisciveis
ou parcialmente misciveis onde uma das fases encontra-se dispersa na outra
sob a forma de gotas de tamanho microscopico ou coloidal (SALAGER, 1999;
ROSA, 2003; CHUCHEVAL e CHOW, 2008).

A fase dispersa é conhecida como fase interna ou descontinua da
emulséo, e o veiculo ou fase circundante € conhecido como fase externa ou
continua. Como a maioria dos sistemas é composto de agua e 6leo, as
emulsdes sdo classificadas em dois tipos, baseado na natureza da fase
dispersa (Figura 9): O/A (6leo em agua) ou A/O (dgua em 6leo). Nas emulsbes
O/A, o 0Oleo é a fase dispersa e a agua a fase continua, ja numa emulséo A/O, a
agua é a fase dispersa e 0 Oleo a fase continua; e ambas sédo extensivamente

utilizadas em diversas aplicacbes (CORREA, 2005).
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Figura 9: Esquema genérico de emulsdes O/A e A/O. Fonte: ROSANO (1998).
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Uma emulsdo estavel é aquela que mantém suas gotas dispersas na

fase continua por um periodo de tempo “razoavel”’, sem que haja separacéo de
suas duas fases. Este tempo pode variar de minutos a anos, dependendo da
emulsdo em questao. Agentes superficialmente ativos podem ser adicionados a
uma emulsdo para aumentar sua estabilidade, e sdo conhecidos como

emulsificadores ou agentes emulsificantes (OLIVEIRA, 2010).
Certos fatores influenciam nas caracteristicas de uma emulsao:

» Propriedades do 6leo e da agua: a diferenca de densidades entre a fase
aguosa e oleosa afeta a taxa de separacdo e, consequentemente, a
estabilidade. A viscosidade influencia fortemente a energia requerida para
formar as gotas e a velocidade de difusdo das gotas na fase externa
(BASTIDAS, 2007). Assim a coalescéncia entre as gotas é afetada,
modificando o seu tamanho final. Ndo somente as propriedades fisicas
influenciam as caracteristicas das emulsdes, mas também a presenca de

substancias tensoativas (emulsificantes).

* Tempo de agitacdo: O tamanho final das gotas é influenciado pelo tempo de
agitacao juntamente com a intensidade. Os tamanhos das gotas diminuem com
o tempo de agitacdo, até alcancarem um valor de diametro de gotas assintotico
(SALAGER, 1993).
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* Intensidade de agitacdo: O aumento da velocidade de agitacdo causa a
diminuicdo do tamanho de gotas (SALAGER, 1993).

* Fracao relativa de fase aquosa e oleosa: também chamada WOR (water-oil-
ratio) ou razdo de 4gua-6leo. Causa grande influéncia no tipo de emulséo a ser
formada, em conjunto com o tipo de surfactante, pH e temperatura (BASTIDAS,
2007).

A viscosidade da emulsdo e sua aparéncia sdo controladas em parte
pelo tamanho das particulas da fase dispersa e a proporcédo entre as fases
internas e externas (Tabela 6). Quando o tamanho das particulas da fase
dispersa diminui, a emulsdo muda de um branco leitoso para transparente
(micro-emulsao). Se as particulas sdao maiores do que 1 uym, a emulsédo €&
branco-leitosa e esta impressdo visual é devida ao espalhamento de luz,
consequéncia dos diferentes indices de refracdo do meio dispersado e o
dispersante (fase continua) (LYSSANT, 1974).

Tabela 6: Aparéncia da emulsao como func¢édo do tamanho da particula da fase
dispersa.

Tamanho da particula (um) Aparéncia
=1 Branco
0,1-1 Azul-esbranquigado
0,05a0.1 Semi- transparente
<0,05 Transparente

Fonte: Lyssant (1974).

Quando a tensdo interfacial obtida é muito pequena, as particulas
dispersas também se tornam muito pequenas e temos as micro-emulsdes. Sua
formacdo e estabilidade sdo compreendidas considerando a formacdo de
interfaces com tensdo muito baixa, a ponto de se conseguir a estabilidade
termodinamica do sistema bifasico. A formagédo de muitas particulas pequenas
(ao invés de menos particulas, grandes) causa um grande aumento na entropia
e, portanto uma reducdo na energia livre. Este aumento de entropia é mais do

que suficiente para compensar o aumento (menor) da energia livre causado
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pelo aumento de &rea, desde que a tensdo interfacial seja muito pequena
(LYSSANT, 1974).

7

O termo micro-emulsdo foi introduzido por Schulmann (1943) e é
definido como sendo uma dispersdo transparente, fluida, opticamente
isotrépica e termodinamicamente estavel de dois liquidos imisciveis. S&o
opticamente transparentes em decorréncia do diminuto tamanho dos
microdominios de agua e oOleo (10-200 nm) que ndo espalham luz visivel
(BAGWE et al., 2001).

Emulsificacdo é o processo pelo qual um sistema que compreende dois
liguidos imisciveis (geralmente 6leo e agua), um dos quais € disperso como

pequenas goticulas dentro do outro, é produzido (WINDHAB et al., 2005).

O emprego de ultrassom é um método conhecidamente eficaz para a
reducdo de tamanho de particulas em dispersbes e emulsdes. Estes
equipamentos podem gerar particulas nanoscopicas em suspensoes,
dispersdes e emulsdes e, além disso, acelerar rea¢des quimicas e bioquimicas
através da facilitacdo da mistura dos reagentes e aumento nas taxas de

difuséo, entre muitas outras (Kuldiloke, 2002).

Quando ocorre a cavitacdo e ha um colapso nas bolhas proximo do
limite de fase de dois liquidos imisciveis, a onda de choque resultante pode
fornecer uma agitacdo muito eficiente na mistura das camadas (YACHMENEY
et al., 2004; LI et al., 2005).

A formacdo de emulsdes em ultrassom oferece varios beneficios em
relacdo aos métodos convencionais, como 0 uso de agitacdo mecanica,
moinhos coloidais de alta ou ultra-elevada pressdo, homogeneizadores e
microfluidizer (BEHREND e SCHUBERT, 2001). Por exemplo, a energia
necessdaria para produzir uma emulsdo por ultrassom é menor do que a
necessaria nos métodos convencionais; emulsées geradas por ultrassom
podem ser mais estaveis; requerem minimas quantidades de surfactantes e,
em muitos casos, a presenca de surfactantes € desnecessaria; tém um

tamanho submicron e uma distribuicdo de tamanho extremamente estreita.
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Varios parametros afetam o processo de emulséo, incluindo a presséo
hidrostatica e teor de gas (BERLAN e MASON, 1996), pré-emulsificacdo
(CHOW-MC GARVA, 2004), viscosidade da fase continua (LI e FOGLER,
1978), razdo 6leo:dgua e concentracdo de surfactante (MUJUMDAR et al.,
1997; HODNETT et al., 2004), posi¢cdo da sonda do ultrassom em relagdo a
interface liquido-liquido, poténcia do ultrassom e tempo de exposi¢cdo
(MUJUMDAR et al., 1997; CHOW-MC GARVA, 2004).

A emulsificacdo em ultrassom tem atraido muito interesse em
homogeneizacdo do leite (WU et al.,, 2000; BOSILIJKOV et al.,, 2011), no
encapsulamento de aromas (MONGENOT et al., 2000) e na linha de
processamento de molhos de tomate, sucos de frutas, maionese e outros
produtos alimenticios similares (POVEY e MASON, 1998) . As industrias de
processamento de laticinios tém utilizado a homogeneizacdo em ultrassom
como um passo fundamental no processamento de leite, iogurte e sorvete, pois

melhora a estabilidade contra o desnate durante o armazenamento.

Abismail et al. (1999) realizaram um estudo comparativo de
emulsificacdo de 6leo em agua por agitacdo mecanica e empregando energia
de ultrassom (sonda). Com ultrassom, o tamanho da micela (ds;) foi muito
menor do que o obtido por agitacdo mecanica sob as mesmas condi¢des, o
gue torna as emulsdes em ultrassom mais estaveis. Para o tamanho de micela
ds,, menor quantidade de agente emulsificante foi necesséaria quando o

ultrassom foi empregado.

Para melhorar as taxas de hidrélise de lipideos, Ramachandran et al.
(2006) utilizaram ultrassom, em vez de um agitador mecanico, para a geracao
de éarea interfacial. Por ultrassom, maior area interfacial com distribuicdo muito
menor do didmetro das gotas de 6leo pode ser produzida quando comparada
com agitacdo mecanica. Experimentos realizados para avaliar a taxa de
hidrolise dos lipideos mostraram que a mesma foi significativamente
aumentada pela emulsificacdo em ultrassom e a saturacdo da area interfacial

com a enzima nao foi observada, devido a grande area interfacial gerada.

Gaikwad e Pandit (2008) estudaram a emulsificagdo em ultrassom de 4

diferentes oleos (6leo de parafina (leve), 6leo de parafina (pesado), 6leo de
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soja e 6leo de amendoim) em agua. Eles constataram que o aumento do tempo
de irradiacdo aumenta o volume da fase dispersa enquanto que diminui o
tamanho das goticulas da fase dispersa. Com o aumento na poténcia da
irradiagao ultrassonica, ocorre um aumento na fragdo de volume da fase
dispersa enquanto que o tamanho das gotas da fase dispersa diminui. O
volume parcial da fase dispersa aumenta para o caso do sistema Oleo de
amendoim-agua enquanto que é baixo para o sistema Oleo de parafina
(pesado)-agua. O tamanho das gotas de Oleo de soja dispersas em agua é
pequeno enquanto que para o Oleo de parafina (pesado) € grande. Estas
variacdes podem ser explicadas com base nas diferentes propriedades fisico-

guimicas do sistema, ou seja, a viscosidade do 6leo e a tenséo interfacial.

Huang et al. (2010) realizaram estudos comparativos de hidrélise de 6leo
de soja catalisada por lipase de Candida lipolytica em sistema livre de solvente,
em shaker e em banho de ultrassom. O ultrassom foi mais eficiente para
dispersar o 6leo em 4gua do que a agitacdo em shaker. Maior area interfacial e
menor tamanho da micela foram obtidos em banho de ultrassom. Em
ultrassom, a maior taxa inicial de hidrélise foi obtida com a fracéo de volume de
6leo de 0,7, o que estava de acordo com a maior area interfacial obtida com a
fracdo de volume de 6leo de 0,7, quando a energia ultrassoénica foi de 1,64
W/cm?. O banho de ultrassom foi muito Gtil para dispersar o 6leo de soja em
agua, obtendo-se uma maior area interfacial, 0 que causou uma maior taxa

inicial de hidrdlise do 6leo de soja no sistema livre de solvente.

2.9 Consideracdes Finais

A busca por processos alternativos para a obtencdo de produtos de
interesse para a industria de alimentos, farmacéutica, cosmética e oleoquimica,
gue ndo causem ou reduzam os danos ao ambiente, vem despertando grande
interesse dos pesquisadores em todo o mundo nos udltimos anos. Uma

alternativa é a catalise enzimatica que apresenta muitas vantagens em relacéo
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a catalise quimica. Como exposto ao longo deste capitulo, esta catélise pode
ser realizada empregando varias tecnologias, dentre elas a utilizacdo de
sistema de ultrassom, que até o presente momento pouco é utilizada para a

producéo de acidos graxos livres.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo principal investigar
a producdo enzimética de acidos graxos livres, a partir de 6leo de soja, em
sistema livre de solventes organicos, em banho de ultrassom, visando verificar
o efeito de varios parametros na reacao de hidrdlise (razdo molar 6leo:agua,
concentracdo de enzima, temperatura, agitacdo e poténcia do ultrassom),

utilizando as lipases comerciais testadas.

40



Material e Métodosy

3 Material e Métodos

Neste capitulo serd apresentada uma descricdo dos materiais utilizados
e 0s métodos e equipamentos empregados para realizacdo deste trabalho.
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Termodinamica Aplicada do
Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Regional do Alto

Uruguai e das Missdes — URI Campus de Erechim.

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para a etapa de determinagao
da atividade de hidrélise das lipases:

» Goma arabica (Synth);
» Tampao fosfato de sodio (Vetec) pH 7;
* Acetona (95% de pureza, Vetec);
+ Etanol (95% de pureza, Vetec);
* Hidroxido de sédio (Vetec);
« Oleo de oliva (Carbonell).
Para as reacfes de hidrélise em ultrassom, foram utilizados:
« Oleo de soja (BUNGE);
« Agua destilada;
* n-hexano (95% de pureza, Vetec).

Para a determinacéo do teor de acidos graxos livres das amostras (AGL

(m/m%)) foram utilizados:

* Hidroxido de potassio (Vetec);
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« Etanol: Eter etilico (1:1 v/v) (95% de pureza, Vetec);

* Fenolftaleina (Nuclear).

Para as andlises de Karl Fisher foram utilizados solucdo de Karl Fisher
(Merck), metanol (99% de pureza, Merck), cloroférmio (99% de pureza, Vetec),

agua destilada.

3.1.2 Enzimas

Foi realizado um screening para definicdo da enzima com melhor

atividade hidrolitica dentre as lipases comerciais:

* Novozym 435 - Produzida a partir da lipase de Candida antarctica, imobilizada
em resina acrilica macroporosa de troca ibnica, pela Novozymes
Brasil/Araucaria-PR. A enzima atua randomicamente nas 3 posi¢cdes do
triacilglicerol. O produto é constituido por particulas de formato esferoidal, com
diametro de particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadamente
430 kg/m®. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 40-70 °C (NOVO NORDISK, 1992).

* Lipozyme RM IM - Lipase produzida por fermentacdo submersa de
Rhizomucor miehei e imobilizada em resina de troca idnica. Apresenta
especificidades nas posicées 1,3 do triacilglicerol. O tamanho de particula esta
entre 0,2 e 0,6 mm e densidade entre 350-450 kg/m3. Segundo o fornecedor, a
enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30-70 °C (NOVO
NORDISK, 1992).

* Lipozyme TL IM - Lipase do fungo geneticamente modificado Thermomyces
lanuginosus (TIL), produzida em fermentacdo submersa, purificada e
imobilizada em silica. E uma lipase 1,3-especifica para triacilglicerois, isto €,
hidrolisa apenas ésteres de acidos graxos primarios, na posicdo 1,3 do
triacilglicerol, 2-monoacilglicerol e 1,2(2,3)-diacilglicerol. Possui tamanho de
particula entre 0,3 e 1,0 mm e densidade média de 400 kg/m®. Segundo o
fornecedor, a enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30-70 °C
(NOVO NORDISK, 1992).
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* Lipase de pancreas suino (Porcine) - Lipase Tipo Il, em estado bruto, obtida
de pancreas suino, também conhecida como triacilglicerol acilhidrolase, com
aspecto fisico na forma de pé liofilizado, na cor amarelo claro, pH étimo na
faixa de 6,5 a 7,5, temperatura de utilizacdo na faixa de 40-70 °C e com

caracteristica de hidrossolubilidade moderada (Sigma-Aldrich).

3.2 Metodologias

3.2.1 Determinacao da atividade de hidrélise

Para a dosagem da atividade de hidrdlise das lipases, utilizou-se uma
emulsdo de Oleo de oliva 10% (m/v) e goma arabica 5% (m/v) em tampéao
fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 7, com agitacdo mecanica. As enzimas
imobilizadas foram ativadas previamente a 40 °C em estufa por 1 hora e a
enzima livre foi analisada diretamente. Em um Erlenmeyer de 250 mL foram
adicionados 20 mL desta emulsdo e 0,1 g de enzima/derivado enzimético,
agitando-se em agitador orbital (shaker) a 150 rpm por 20 minutos a 37 °C e 65
°C. Decorrido o tempo, a reacao foi interrompida extraindo-se os acidos graxos
com adicao de 20 mL de uma solucdo de acetona/etanol (1:1 v/v). Os &cidos
foram entdo titulados com uma solu¢do de NaOH (0,05 mol/L) até pH 11. Os
brancos reacionais foram preparados com 20 mL de emulsédo e, depois de
decorrido o tempo de agitacdo, foram adicionados 20 mL de solugéo
acetona/etanol (1:1 v/v) e 0,1 g de enzima. Estes também foram titulados com
a solucdo de NaOH (0,05 mol/L) até pH 11 (PINHEIRO, 2006).

Uma unidade de atividade de hidrolise (Uy) foi definida como a
quantidade de enzima que libera 1 ymol de acido graxo por minuto nas
condi¢cbes descritas acima, que pode ser determinada através da Equacéo 1
(LEAL, 2000).

_ (Vg—Vp) xM

A
H txE

Equacéo (1)
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Onde: Ay é a atividade hidrolitica (U/g);

Va e Vp correspondem ao volume de solugdo de NaOH (L) gasto

na titulacdo da amostra e do branco, respectivamente;
M é a molaridade da solucédo de NaOH (mol/L);
E é a massa de enzima/derivado enzimatico (g);

t € o tempo de reacdo (min).

3.2.2 Quantificagéo dos Acidos Graxos Livres

A determinacdo dos acidos graxos livres nas amostras foi realizada por
titulacio com KOH, segundo método IUPAC 2.201. Aproximadamente 3
gramas de 6leo e 3 gotas de solucao de fenolftaleina foram diluidas em 50 mL
de uma solucdo etanol:éter 1:1 (v/v). Esta solugcdo foi titulada com uma
solucéo de KOH 0,1M, sob agitacéo vigorosa até mudanca subita de coloracdo
branca para rosa. O teor de AGL do Oleo foi calculado de acordo com a

Equacéo (2):

VXXM PM
Teor AGL(m/m, %) = . I;gi?n TaG Equacao (2)
a

Onde: AGL (m/m,%) € o teor de &cidos graxos livres em porcentagem

massica;
V é o volume da solucédo de KOH utilizado na titulacdo (mL);
Mkon € a molaridade da solucdo de KOH (mol/L);

PMrac € a massa molar média dos triacilgliceréis presentes no

6leo (g/mol);
M, massa da amostra (Q).

A massa molar dos TAG foi calculada como a média ponderada da
fracdo molar das massas moleculares dos triacilglicerois constituintes do 6leo

de soja (873g/mol).
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3.2.3 Quantificacao do teor de agua

O teor de 4gua da emulséo formada apos os 90 minutos sob efeito do
ultrassom foi determinada por titulacdo de Karl Fisher (modelo DL50, Mettler
Toledo). As analises foram realizadas seguindo o procedimento padrdo de

calibracdo, amostragem e operacao recomendado pelo fabricante.

3.3 Calculo da taxa inicial de reacéo

O célculo da taxa ou velocidade inicial de reacdo é de extrema
importancia pelo fato de que pode-se saber se a reagdo ocorre
instantaneamente, além de comparar as diferentes condi¢cdes avaliadas no
estudo cinético. E calculada dividindo-se a variacdo de conversdo num

determinado tempo pela variacdo do tempo na faixa linear da curva cinética.

A velocidade inicial de reacéo (r) foi calculada da seguinte forma:

dAGL

dt t=0 Equacéo (3)

r =

Onde: r= taxa inicial de reacdo (min™ ou h);
AGL= teor de AGL no tempo t (m/m, %);
AGLo= teor de AGL no tempo 0 (m/m, %);
t= tempo de reacao (min ou h);

to= tempo inicial de reag&o (min ou h).

3.4 Procedimento Experimental

3.4.1 Hidrdlise enzimatica em modo batelada e batelada alimentada
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Como etapa prévia as reagfes de hidrdlise, foram estudadas condi¢des
de formacao de emulséo estavel transparente em banho de ultrassom (modelo
USC 1800A, UNIQUE — com controle de temperatura, frequéncia de 40 kW e
poténcia maxima de 132 W), mantendo a agitacdo mecanica fixa em 600 rpm
(agitador mecanico modelo RW 20 D, IKA) e o tempo de exposicao de 90

minutos, variando:

* razdo molar 6leo de soja:agua (1:3 - 1:9);
* poténcia do ultrassom (40 - 100%);

* temperatura (40 - 65°C).

As reaclBes de hidrélise enzimética do 6leo de soja assistidas por
ultrassom foram conduzidas em um Erlenmeyer de 50 mL. Para cada
experimento, eram pesados 18 gramas de 6leo e a quantidade de agua
destilada correspondente a razdo molar em estudo (aproximadamente 1,11 g
(1:3) e 3,34 g (1:9)) e a reacdo somente era iniciada pela adi¢do da enzima (1
m/m% e 10 m/m%), com base na massa de substratos (6leo+agua), apds a
mistura estar emulsionada com aparéncia transparente (condicbes de
temperatura, agitacéo, tempo e poténcia do ultrassom definidos anteriormente).
Foi selecionada, num primeiro momento, para as reacdes de hidrélise, a
enzima que apresentou maior atividade de hidrélise (segundo procedimento do
item 3.2.1.). As Figuras 10 e 11 apresentam o0 aparato experimental utilizado

nos experimentos de hidrolise.

Figura 10: Esquema das reacdes de hidrélise em banho de ultrassom. Fonte:
BABICZ (2009).

Reagdo

Banha de ulira-
50M
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Figura 11: Aparato experimental das reacfes de hidrélise enzimatica.

Foram realizados estudos cinéticos nas condicdes: (1) razdo molar
Oleo:agua de 1:3, 40% da poténcia do ultrassom (53 W), temperatura de 55 °C
e agitacdo mecéanica de 600 rpm; sendo a emulsdo prévia obtida nestas
condi¢Bes num tempo minimo de 90 minutos e, a partir dai, adicionou-se 1% de
enzima com base na massa dos substratos; e, (2) razdo molar 6leo:agua de
1:9, 100% da poténcia do ultrassom (132 W), temperatura de 65 °C e agitacéo
mecanica de 600 rpm; sendo a emulsédo prévia obtida nestas condi¢cdes num
tempo minimo de 90 minutos e, a partir dai, adicionou-se 10% de enzima com

base na massa dos substratos.

A fim de se investigar o efeito do ultrassom na conversdo de acidos
graxos livres, foram realizadas cinéticas, nestas mesmas condi¢cdes, em que
apenas a formacdo da emulsdo foi assistida pelo ultrassom. Também foi
investigado se o sistema reacional seria auto-catalitico sob sonicacao, ou seja,
uma cinética sem adicdo de enzima também foi estudada. Todas estas
cinéticas foram até 24 horas.

Apb6s decorrido o tempo de reacdo, solvente n-hexano foi utilizado na

filtracdo a vacuo do 6leo hidrolisado para remoc¢éo da enzima. A solucdo era
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entdo, rotavaporada a 60 °C para remocao do solvente. A acidez das amostras
foi quantificada segundo procedimento descrito no item 3.2.2.

As mesmas condicfes reacionais e procedimentos acima descritos
foram seguidos para as subsequentes reaces em modo batelada alimentada,
exceto pelo fato que, foi calculada a taxa de evaporacdo de 4gua, identificada
através das andlises em Karl Fisher, e esta quantidade de 4gua era adicionada

a cada minuto durante o tempo reacional, através de um pipetador automatico.

3.4.2 Hidroélise enzimatica em modo continuo

As cinéticas de hidrolise de Oleo de soja em reator continuo em
ultrassom foram realizadas em tubo de polietileno de alta densidade (PA 12),
de 2 m de comprimento, diametro interno de 4,15 mm e volume total de 27,05
mL. Este tubo foi previamente empacotado com a enzima e acondicionado no
banho de ultrassom (modelo USC 1800A, UNIQUE - com controle de
temperatura, frequéncia de 40 kW e poténcia maxima de 132 W) a 65 °C. A
mistura de 6leo de soja e agua destilada na razdo molar 1:9 foi emulsionada
previamente sob agitacdo mecéanica de 600 rpm (agitador mecanico modelo
712, Fisatom) até aparéncia branco leitosa durante 1 hora e, em seguida,
bombeada para o reator a uma vazao continua de 0,5 mL/min por uma bomba
de alta pressdo para liquidos (HPLC) (Digital Série Ill marca Acuflow) até o
completo preenchimento do sistema reacional. A Figura 12 mostra o aparato

experimental para as reacdes de hidrolise realizadas em modo continuo.
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Figura 12: Aparato experimental utilizado para a hidrélise enzimatica de 6leo
de soja em modo continuo em banho de ultrassom.

O célculo do volume do reator (Vg) realizou-se através de seu diametro
interno e comprimento utilizado. A porosidade do leito foi determinada de
acordo com Dalla Rosa (2009), adicionando o computo da porosidade interna
da enzima. Neste caso, a porosidade do leito deve considerar o volume das
enzimas que ocupam o leito do reator e o volume de poros da enzima, como
mostra a seguinte equacao:

— 1 (Ye=Vp 5
g, =1 ( v ) Equacéo (4)

Onde: g = Porosidade do leito;
Ve= Volume ocupado pelas enzimas no leito do reator;
Vr= Volume do leito do reator;
Vp= Volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator.

Para o célculo do volume de enzimas (Vg) obteve-se as seguintes
informacdes: niumero de unidades de enzima em determinada massa (realizado
manualmente) e didmetro médio das particulas da enzima (calculado pela
média da observacgéo do resultado de analise de MEV - Microscopia Eletrénica

de Varredura).

O volume de poros (Vp) € entdo multiplicado pela massa da amostra de

enzima empacotada no leito do reator. Neste caso, foi adotado como valor de
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volume de poros, Vp; dado pela ficha técnica do fabricante da enzima, de 0,5
mL/g.

Considerando que condicbes amenas de temperatura e pressao sao
envolvidas no processo, o tempo de residéncia (na verdade, tempo de
residéncia superficial, “superficial residence time”, ou tempo espacial) foi
estimado no presente trabalho pela porosidade do leito multiplicado pelo seu
volume e dividido pela vazédo volumétrica de alimentacdo de substratos a ser

utilizada no processo, conforme a equacéao 4.

T= % Equacéo (5)

Nas condicbes de vazdo, enzima e reator empregados, 0s tempos de
residéncia encontrados foram de 27,05 minutos, que foi o tempo mantido entre
as coletas das amostras. O teor de AGL das amostras coletadas foi sendo

monitorado segundo o procedimento 3.2.2.
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4 Resultados e Discussao

O presente capitulo tem por objetivo apresentar os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho, relacionados a selecdo das enzimas com potencial
hidrolitico, testes para formacédo de emulséo transparente e todas as cinéticas
realizadas com as enzimas comerciais de pancreas suino e Lipozyme TL IM,

nos modos batelada, batelada alimentada e continuo.

4.1 Selecao das enzimas com potencial hidrolitico

A Tabela 7 apresenta os resultados das medidas de atividade de

hidrolise realizadas seguindo metodologia apresentada no item 3.2.1.

Tabela 7: Atividade hidrolitica das lipases comerciais, medida a 37 e 65 °C a
150 rpm.

Lipase Atividade (U/g) 37°C Atividade (U/g) 65°C
Pancreas suino 1027,4 £ 30,8 74,1+ 217
Lipozyme TL IM 1824 +7,3 112,6 +5,8
Lipozyme RM IM 55,8 + 4,1 21,9+1,2

Novozym 435 14,3+0,8 38,7+9,5

Pode-se observar que ha uma diferenca na atividade hidrolitica entre as
duas temperaturas avaliadas para todas as enzimas estudadas, sendo que as
menores temperaturas apresentaram as maiores atividades de hidrélise (exceto
para a Novozym 435), justificando que quando a enzima € exposta a uma
temperatura acima da sua temperatura 6tima ocorre uma diminuicdo de sua
atividade de hidrélise. Esta reducdo da atividade de hidrolise foi vinculada a

inativacdo da proteina, ocasionando uma mudanga da estrutura terciaria e

o1



Resultadosy e Discussio

quaternaria da enzima e, consequentemente, a reducdo na sua atividade
enzimatica e até mesmo sua completa inativacdo (SCRIBAN, 1985). Através da
Tabela 7 pode-se também observar que a lipase de pancreas suino foi a que
apresentou a maior atividade hidrolitica, de 1027,4 U/g a 37 °C, sendo a
mesma escolhida para as proximas etapas deste trabalho. Uma vantagem
interessante apresentada por esta enzima € seu custo bastante acessivel,
cerca de um terco do valor comercial de uma lipase imobilizada. A enzima que
apresentou melhor atividade hidrolitica a 65 °C foi a Lipozyme TL IM, de 112,6

u/g.

4.2 Determinacdo das condi¢cbes de formacdo de emulsdo estavel

transparente

De acordo com resultados prévios de trabalhos que estdo sendo
desenvolvidos em paralelo pelo grupo, foram investigadas as condi¢cdes de
razdo molar 6leo de soja:agua de 1:3, 1:6 e 1.9, com agitacdo mecanica fixa
em 600 rpm, variando a poténcia do ultrassom e a temperatura do banho para
que a emulsdo transparente fosse obtida num tempo de até 90 minutos. A
Figura 13 mostra a aparéncia da microemulsdo formada. Devido ao tamanho
reduzido das particulas da fase dispersa, somente a fase continua €

identificada a olho nu.

Figura 13: Microemulsdo obtida nas seguintes condi¢bes: razdo molar
Oleo:agua 1:9, 100% de poténcia do ultrassom, 65 °C, agitacdo de 600 rpm,
durante 90 minutos.
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Durante o processo de emulsificacdo, as principais variaveis controlaveis
do sistema séo a relacdo a4gua/dleo, o tempo de exposi¢cdo ao ultrassom e a
poténcia ultrassonica liberada. A relacdo entre a quantidade de agua e Oleo
esta ligada diretamente a estabilidade da emulsdo, enquanto que o tempo de
exposicdo e a poténcia do ultrassom estéo relacionados com o tamanho das
goticulas dispersas (Awadallak, 2012).

De acordo com Lyssant (1974) a viscosidade da emulsdo e sua
aparéncia sdo controladas em parte pelo tamanho das particulas da fase
dispersa e a proporcao entre as fases internas e externas. Quando o tamanho
das particulas da fase dispersa diminui, a emulsdo muda de um branco leitoso
para transparente (microemulséo). Se as particulas sdo maiores do que 1 ym a
emulsdo apresenta aparéncia branco leitosa e esta impressao visual € devida
ao espalhamento de luz, consequéncia dos diferentes indices de refracdo do
meio dispersado e o dispersante (fase continua). Numa microemulsdo as
particulas sdo menores que 0,05 ym e néo espalham luz visivel, o que confere

sua aparéncia transparente (BAGWE et al., 2001).

A Tabela 8 apresenta as condi¢cdes em que a emulséo € formada em 90

minutos para as razdes molares estudadas.

Tabela 8: Condicdes encontradas para formacdo de emulsédo transparente,
num tempo de 90 minutos e agitacao fixa em 600 rpm.

Razao Molar 6leo:agua Temperatura (°C) Poténcia* (%)
1:3 55 40
1:6 60 70
1:9 65 100

*Poténcia de referéncia: 53W

Conforme a razdo molar Oleo:agua foi aumentada, foram necessarias
maiores temperaturas e poténcia do ultrassom para obter uma emulsdo
transparente no tempo de 90 minutos mantendo fixa a agitagdo de 600 rpm.
Para os estudos cinéticos posteriores foram entdo seguidas as condi¢des de

temperatura e poténcia aqui definidas para formacdo da emulsdo durante os
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primeiros 90 minutos, seguido da reacdo de hidrélise pela adicdo da enzima,

nas mesmas condicdes.

4.3 Estudo cinético da hidrdlise de 6leo de soja em ultrassom pela

lipase de pancreas suino

Antes de iniciar a avaliacdo da cinética da reacdo de hidrolise enzimética
sob efeito do ultrassom, foi primeiramente investigado se a reacdo de hidrolise
seria auto-catalitica, ou seja, foram realizados experimentos de 0,5 até 24
horas em que a mistura 6leo:dgua foi submetida ao ultrassom e agitacao
mecanica, sem adicdo de qualquer quantidade de enzima. Para tal caso, nao

houve converséo de acidos graxos livres em nenhuma dessas reacoes.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos na primeira cinética de
hidrélise destrutiva, realizada na razdo molar estequiométrica 6leo:agua (1:3),
55 °C, 40% de poténcia, 600 rpm (condicbes de formacdo de emulsdo para
esta razdo molar) e 1% de lipase de pancreas suino (calculada sobre a massa
dos substratos). O tempo reacional variou de 0,5 até 10 horas, a contar a partir
da formacdo da emulsdo e consequente adicdo da enzima. As linhas apenas

ligam os pontos experimentais e ndo representam qualquer ajuste.

Figura 14: Cinética enzimética da hidrolise de 6leo de soja em banho de
ultrassom nas seguintes condi¢des: razdo molar 1:3, 1% de enzima, 600 rpm,
40% de poténcia, 55 °C.
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Pode ser observado que nestas condicdes foram obtidas baixas
conversbes em acidos graxos livres de, no maximo, 9,8% em até 10 horas de

reacao.

Para as etapas subsequentes optou-se por se trabalhar com razdo molar
1:9 (6leo de soja:dgua), uma vez que nas reacfes de hidrélise a agua atua
como um reagente, promovendo a quebra das moléculas que reagem com ela
(tri-, di- e monoacilglicerdis). Neste sentido, quanto maior a quantidade de
agua, maior a probabilidade de interacdo entre os substratos e, portanto, a
possibilidade de quebra das moléculas de 6leo de soja. O proximo passo foi

entdo aumentar a quantidade de agua e de enzima, num novo estudo cinético.

A Figura 15 mostra o estudo cinético realizado na razdo molar 6leo:agua
de 1:9, 65 °C, 100% de poténcia, 600 rpm e 10% de lipase de pancreas suino,
adicionada apos a formacgédo da emulsdo. Os experimentos foram conduzidos

em até 24 horas.

Figura 15: Cinética enzimatica da hidrolise de 6leo de soja em banho de
ultrassom nas seguintes condi¢des: razdo molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm,
100% de poténcia, 65 °C. Velocidade inicial de reacdo, r (h™) de 15,55.
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Pode-se observar que houve um aumento nas conversfes em acidos
graxos livres com o aumento na quantidade de reagente (agua) e de
catalisador (enzima). Porém, as conversoes ficaram em, no maximo, 25,5% em

até 24 horas de reacéao.

A fim de se investigar o efeito do ultrassom sobre a atividade da lipase,

ou seja, se estava ocorrendo desnaturacdo enzimatica pelas ondas
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ultrassobnicas, realizou-se, nestas mesmas condi¢cdes, outra cinética onde
apenas a emulséo foi obtida em ultrassom e, a partir da adicdo da enzima, a

reacao foi conduzida sem a influéncia do ultrassom.

Abismail et al. (1999) relataram que as emulsfes Oleo/agua formadas
por ultrassom sao bastante estaveis e podem perdurar por dias. Portanto, o uso
do ultrassom durante todo o periodo reacional com intuito de gerar emulsdes
pode vir a ser desnecessario, uma vez que, ap0s certo periodo de exposicao
as ondas ultrassoénicas, as emulsdes formadas permaneceriam estaveis por um

longo periodo de tempo.

A Figura 16 apresenta um comparativo entre a cinética conduzida em
ultrassom e a cinética em que apenas a formacédo da emulséo ocorre sob efeito

do ultrassom.

Figura 16: Hidrélise de 6leo de soja catalisada pela lipase de pancreas suino,
com emprego de ultrassom na formacdo da emulsdo e durante a reacdo e
apenas empregando ultrassom na formacdo da emulsdo. Condicdes
experimentais: razdo molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm, 100% de poténcia,
65 °C. Velocidades iniciais de reacao, r (h™*) de 15,55 e 20,37, respectivamente.
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Observa-se, pela Figura 16, que, a principio, parece ndo estar havendo
grande influéncia do ultrassom sobre a enzima, pois 0 seu emprego nao resulta
em aumento da atividade enzimética ou desnaturacdo. Cabe ressaltar que esta
conclusao se deu avaliando as conversdes de AGL obtidas, ja que a atividade
de hidrolise apOs decorridos os temos reacionais ndo pode ser medida, pelo

fato desta enzima estar em sua forma livre e resultar impregnada de impurezas
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resultantes do sistema reacional. O uso do ultrassom apenas durante a etapa
prévia de formacdo de emulsdo transparente conduziu & uma velocidade inicial
de reacédo (r) um pouco maior comparada ao uso do ultrassom durante todo o

tempo reacional (20,37 e 15,55 h, respectivamente).

A proxima etapa consistiu em avaliar a influéncia da temperatura sobre a
enzima, empregando a lipase comercial imobilizada Lipozyme TL IM,
conhecida por apresentar boa atividade de hidrolise em temperaturas proximas
a 65 °C.

4.4 Estudo cinético da hidrolise de 6leo de soja em ultrassom pela

enzima Lipozyme TL IM

A Figura 17 apresenta a cinética de hidrolise de 6leo de soja em
ultrassom, empregando Lipozyme TL IM como catalisador. Para todas as

reacoes, a enzima foi ativada previamente a 40 °C em estufa durante 1 hora.

Figura 17: Cinética enzimatica da hidrolise de 6leo de soja em banho de
ultrassom nas seguintes condi¢des: razdo molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm,
100% de poténcia, 65 °C. Velocidade inicial de reacao, r (h™) de 30,74.
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Empregando a Lipozyme TL IM também né&o foram obtidas conversdes
em A&cidos graxos livres superiores a 26,3% em até 24 horas. De maneira

analoga a lipase de pancreas suino, foi realizada entdo uma nova cinética em
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gue somente a emulsdo foi assistida por ultrassom, com resultados

apresentados na Figura 18.

Figura 18: Hidrélise de oOleo de soja catalisada pela Lipozyme TL IM, com
emprego de ultrassom e apenas empregando ultrassom na formacao da
emulsdo, sem emprega-lo durante a etapa reacional. Condicbes experimentais:
razdao molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm, 100% de poténcia, 65 °C.
Velocidades iniciais de reacdo, r (h™) de 30,74 e 10,71, respectivamente.
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Mais uma vez ndo houve grande diferenca entre os resultados obtidos
em termos de conversdes de AGL com e sem uso do ultrassom nas reacdes de
hidrélise. Pode-se observar que uma maior velocidade inicial de reacdo foi
obtida quando empregado o ultrassom (30,74 h™), porém com o passar do

tempo as conversfes tendem a se equivaler.

A fim de se encontrar possiveis razdes para tdo baixas conversoes,
foram realizadas analises de Karl Fisher para determinar o teor de agua
presente apds a formacdo da emulsdo em ultrassom (90 minutos). A tabela 9
mostra o0 teor de agua das amostras na razdo molar O6leo:agua de 1.9

emulsionadas a 65 °C por 90 minutos em ultrassom.
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Tabela 9. Teor de agua das amostras emulsionadas em ultrassom (65 °C, 600
rpm, 100% poténcia) quantificado por titulagdo de Karl Fisher. Média de 5
repeticbes por amostra.

Amostra  Teor de agua (%)

1 154+0,1
2 1,62 +0,26
3 1,51+0,7

Considerando que a fracdo massica de agua adicionada inicialmente a
mistura era de aproximadamente 15,65% (3,34 gramas), foi constatado que
antes mesmo de dar-se inicio a reacdo pela adicdo da enzima estava
ocorrendo grande perda de agua por evaporacdo, em torno de 90%. O
ultrassom €& reconhecidamente formador de particulas de emulséo
microscoépicas, que aumentam a area interfacial e consequentemente, elevam
as taxas de reacdo. Provavelmente por esse mesmo motivo, as goticulas de

agua se tornaram mais suscetiveis a evaporacdo a temperatura de 65 °C.

Awadalak (2012) identificou altas taxas de evaporacdo de agua, acima
de 33% em 4 horas, quando empregou sonda ultrassonica na emulsificacao de
O0leo de palma a 55 °C, para posterior reacdo de hidrélise catalisada por
Lipozyme RM IM. Quando expds a mistura reacional somente 3 minutos a
sonda para formacdo da emulsdo como etapa prévia a reacdo de hidrdlise,

suas conversfes aumentaram cerca de 5 vezes frente a mesma reacdo de

hidrolise assistida pela sonda (50 e 10%, respectivamente).

Em um trabalho em paralelo do grupo, Zenevicz (2012) estudou a
hidrélise de 6leo de soja variando as condicfes de emulsdo. As condicdes
estudadas foram: razdo molar 6leo:agua de 1:9, 10% de lipase de pancreas
suino, 40°C e 100% de poténcia do ultrassom. Quando a mistura permaneceu
em banho de ultrassom sob agitacdo mecanica de 300 rpm por 2 minutos,
seguida imediatamente da adicdo da enzima, obteve-se cerca de 80% de
conversdo em AGL, enquanto que, quando a mistura foi deixada por 90
minutos a 2000 rpm para formacdo de emulsédo transparente em banho de
ultrassom, e a partir da adicdo da enzima a agitagao foi reduzida para 300 rpm,
as conversdes nao ultrapassaram 30%. Estes resultados corroboram com os

resultados encontrados no presente trabalho, evidenciando que a etapa prévia
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de formacdo de emulsdo transparente esta sendo responsavel pelas baixas
conversdes em AGL, pois esta elevando as taxas de evaporacao de agua.

4.5 Estudo cinético da hidrdlise de 6leo de soja em ultrassom sem
formacdo de emulsédo prévia por sistema batelada e batelada

alimentada

Para evitar perdas por evaporacdo, as cinéticas foram repetidas em
banho de ultrassom, agora sem a formacdo prévia de emulsdo. Foram
seguidas duas estratégias de hidrélise em ultrassom para ambas as enzimas:
batelada, onde a reacéo inicia-se pela adicdo da enzima tdo logo € iniciada a
agitacdo e a irradiacdo ultrassoénica; e batelada alimentada, onde uma gota de
dgua de 0,068 mL era adicionada a mistura a cada minuto com pipetador
automético. Esta quantidade de agua adicionada foi definida com base na taxa
de evaporacdo encontrada por analise de Karl Fisher (taxa de evaporacdo de

1% por minuto (0,034 mL) e definida a adicdo de 2% de 4gua por minuto).

A Figura 19 (a) e (b) mostra os resultados dessa nova estratégia para a
reacdo de hidrélise utilizando lipase de péancreas suino nas seguintes
condicBes: razdo molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm, poténcia de 100% e 65
°C.
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Figura 19: Hidrdlise de Oleo de soja catalisada pela lipase de pancreas suino,
com emprego de ultrassom, sem formacéo de emulsdo prévia, por (a) batelada
e (b) batelada alimentada (0,068 mL/min). Condicbes experimentais: razao
molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm, poténcia de 100%, 65 °C.
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Pode-se observar que quando empregada a lipase de pancreas suino
nao houve aumento nas conversfes de AGL em nenhuma das estratégias,
evidenciando que a temperatura utilizada € muito alta para esta enzima,
provavelmente conduzindo a desnaturacdo rapida da mesma. Cabe salientar
gue esta enzima € comercializada e foi utilizada em sua forma bruta, o que a
torna mais susceptivel & desnaturagdo por agentes quimicos e fisicos (como a

temperatura). Estes resultados estdo de acordo com o screening de atividade
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de hidrdlise, onde esta lipase tem sua atividade reduzida de 1027,4 U/g em 37
°C para 74,1 U/g em 65 °C.

Partimos entdo para o estudo da Lipozyme TL IM para as duas
estratégias. A Figura 20 (a) e (b) apresenta os resultados para a reacao de
hidrolise utilizando Lipozyme TL IM nas seguintes condi¢des: razdo molar 1:9,
10% de enzima, 600 rpm, poténcia de 100% e 65 °C.

Figura 20: Hidrélise de oOleo de soja catalisada pela Lipozyme TL IM, com
emprego de ultrassom, sem formacdo de emulséo prévia, por (a) batelada e (b)
batelada alimentada (0,068 mL/min). Condicbes experimentais: razdo molar
1:9, 10% de enzima, 600 rpm, poténcia de 100%, 65 °C. Velocidades iniciais de
reacdo, r (min™) de 1,07 (a) e 0,72 (b).
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Na Figura 20 (a) pode-se verificar claramente que quando se emprega a
lipase Lipozyme TL IM, ha um aumento nas conversfes em AGL para indices
de 89% apos 2 horas de reacdo. Tendo por base a estequiometria da reacao,
onde a conversdo maxima em acidos graxos livres que pode ser obtida é 90%,
estes resultados alcancados indicam a conversdo praticamente total dos

triacilglicerdis presentes no 6leo em &cidos graxos livres.

Também pode-se observar que a partir de 4 horas de reacdo as
conversdes comecam a diminuir, provavelmente por restricbes de substrato

(evaporacédo da agua).

Abismail e colaboradores (1999) mostraram que, para misturas com
grande porcentagem de 6leo (>50% v/v), a taxa de desestabilizacdo das
emulsdes com o passar do tempo se torna significante, mesmo quando estas
sao formadas pelo uso do ultrassom. Cabe ressaltar que os autores estudaram
0 sistema querosene/dgua, mas considerando que este resultado pode ser
estendido ao sistema 6leo de soja/agua aqui estudado, o declinio na taxa de
reacao com o passar do tempo pode estar relacionado com a desestabilizacdo

das emulsbes formadas pelo ultrassom.

Quando a agua é adicionada no decorrer da reacdo (Figura 20 (b)), a

cinética € um pouco mais lenta (r=0,72 min™), mas atinge os mesmos 88%

apos 4 horas de reacdo, sem grandes quedas na conversao em 6 horas.

Frente a estes novos e promissores resultados, repetiu-se as cinéticas
com a Lipozyme TL IM sem o emprego do ultrassom, para verificar o efeito do
mesmo. A Figura 21 (a) e (b) mostra o comparativo, nas duas estratégias, entre
as reacfes conduzidas em ultrassom e sem a influéncia da irradiacéo

ultrassonica.
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Figura 21: Hidrélise de oOleo de soja catalisada pela Lipozyme TL IM, sem
formacdo de emulsdo prévia, com e sem emprego de ultrassom, por (a)
batelada (velocidades iniciais de reacdo, r (min®) de 1,07 e 0,56,
respectivamente) e (b) batelada alimentada (0,068 mL/min) (velocidades
iniciais de reacdo, r (minl) de 0,72 e 0,63, respectivamente). Condicdes
experimentais: razédo molar 1:9, 10% de enzima, 600 rpm, poténcia de 100%,

65 °C.
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Na Figura 21 pode-se observar que o emprego do ultrassom nao tem

grande influéncia nas reac¢des de hidrolise na batelada alimentada (b). Pode-se

concluir que na batelada (a) sem ultrassom a reacdo de hidrolise € mais lenta

(r=0,56 min™), corroborando com a teoria das emulsées e mostrando que o
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ultrassom reduz as limitagbes de transferéncia de massa, melhorando a
agitacdo molecular e, consequentemente, aumentando a area interfacial para a

enzima estar agindo.

A conversao alcancada com ultrassom em 2 horas € atingida em 4 horas
sem irradiagdo ultrassonica. Provavelmente, para o sistema reacional
estudado, as limitagbes de transferéncia de massa estdo sendo vencidas pelo

simples emprego da agitacdo mecanica.

Liu et al. (2008) compararam a hidrélise enzimatica de Oleo de soja em
sistema de ultrassom (poténcia de 1,64 W/cm? temperatura de 50 °C,
concentracdo de enzima de 1% (m/m) e razdo molar agua/éleo de 0,675:1
(m/m); e shaker (45 °C, concentragéo de enzima de 0,55% (m/m), razao molar
agua/dleo de 1,35:1 (m/m)). Os autores observaram que a acédo do ultrassom
visivelmente acelerou a reacdo de hidrélise enzimética de 6leo de soja em
sistema livre de solvente catalisada pela lipase, e apresentou uma eficacia 2,3

vezes maior se comparado com shaker.

4.6 Teste de hidrélise de Oleo de soja em reator continuo

Um teste, de carater apenas exploratério, foi realizado em reator
continuo, com e sem emprego de ultrassom, nas condicbes do modo batelada
(razdo molar 6leo:dgua de 1:9, temperatura de 65 °C, 100% da poténcia do
ultrassom, substratos prévio a alimentacédo sob agitacdo de 600 rpm durante 1
hora) empregando aproximadamente 12,66 gramas de Lipozyme TL IM para
rechear o reator (2 m) e utilizando vazédo de entrada de 0,5 mL/min, o que
resulta num tempo de residéncia de aproximadamente 27 minutos. A cada
tempo de residéncia uma amostra foi coletada e a conversdo em AGL foi
quantificada. A Figura 22 mostra os resultados obtidos para a hidrélise em

reator continuo com e sem o emprego do ultrassom.
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Figura 22: Hidrolise de 6leo de soja catalisada pela Lipozyme TL IM, com e
sem emprego de ultrassom, em reator continuo. Cada tempo de residéncia
equivale a 27 minutos. Condicfes experimentais: razdo molar 6leo:agua de 1:9,
temperatura de 65 °C, 100% da poténcia do ultrassom.
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Conversbes em &cidos graxos livres de até 94% foram obtidas no
primeiro tempo de residéncia e, a partir dai, as conversdes apresentaram
reducdo drastica. Observou-se ap6s o término das cinéticas, que a enzima
ficou bastante impregnada por glicerol, ‘subproduto’ da reagao de hidrélise, n&o
permitindo mais seu contato com a mistura que é bombeada. Isto,
provavelmente, tenha sido o fator causador da queda nas conversdes de
maneira tdo contundente. Aqui cabe salientar a presenca de erro experimental,
ja que sabe-se que o maximo de conversdo em AGL possivel de ser obtido é
90%.

Pode-se observar ainda através da Figura 22, comportamentos idénticos
para a cinética com e sem emprego de ultrassom, mostrando novamente,
pouca ou nenhuma influéncia do ultrassom no sistema estudado. Neste caso, a
emulsdo branco leitosa formada por agitacdo a 600 rpm antes do
bombeamento para o reator pode ter sido suficiente para promover aumento da

area interfacial de contato com a enzima.
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4.7 Consideracgdes Finais

A tabela 10 mostra um compilado dos trabalhos de hidrélise enzimética
de diferentes 6leos, empregando diferentes lipases, em diferentes sistemas de
agitacado (orbital, magnética ou mecanica) encontrados até o momento na

literatura especializada.

Tabela 10. Resumo dos trabalhos de hidrélise enzimatica de Oleos vegetais
presentes na literatura.

Autores (Ano) Oleo Lipase Conversao / Tempo
Linfield et al. (1984) Coco eoliva  Candida rugosa 98% /72 h
Wang et al. (1988) Oliva Candida rugosa 35%/1h

Mostarda .
hosh e Bh h : ’ Candid
Ghosh e Bhattacharyya girassol e _an aa 99% /48 h
(1995) cylindracea
arroz
Kiatsimkul et al. (2006) Soja Candida rugosa 25% /24 h
Padilha e Augusto-Ruiz R . 0
(2007) Pescado Pancreas suino 44% /1 h
Penicilli
Gomes (2009) Pescado . er.".CI |.um 81% /48 h
simplicissimum
Babicz et al. (2010) Palma Lipozyme TL IM 40%/1,5h
Rodrigues e Ayub . T. lanuginosus e 0
. . % /10 h
(2011) Soja R. miehei 95%/10
Awadalak (2012) Palma Lipozyme RM IM 50% /24 h

Frente ao que foi exposto na revisdo bibliografica em relacdo ao estado
da arte e avaliando os resultados alcancados neste trabalho em comparacéo
com os trabalhos encontrados na literatura resumidamente apresentados na
tabela 10, fica evidente a relevancia do mesmo; que apesar de ser um trabalho
ainda em fase inicial, apresenta grande potencial para estudos mais
aprofundados, visto os bons resultados obtidos em conversdes em acidos
graxos livres, quando empregada a lipase comercial Lipozyme TL IM, a 65 °C,

600 rpm, razdo molar de 1:9, sem formacao de emulsdo prévia.
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5 Conclusdes

Neste trabalho foi estudada a influéncia do ultrassom na hidrélise
enzimatica do 6leo de soja por duas enzimas comerciais, lipase de pancreas
suino e Lipozyme TL IM. A consecucdo do mesmo permitiu, de forma geral,

concluir que:

» O ultrassom mostrou-se eficiente na etapa de emulsificacdo, apresentando a
formacdo de emulsédo nas condi¢cdes estudadas sem necessidade do uso de

emulsionantes.

* O ultrassom intensificou a taxa de evaporacdo da agua, que € um dos

substratos, durante a emulsificacéo a 65 °C.

* A lipase de pancreas suino foi a que apresentou maior atividade de hidrdlise a
37 °C, seguida da Lipozyme TL IM. A 65 °C, a lipase que apresentou melhor
atividade hidrolitica foi a Lipozyme TL IM.

* O emprego do ultrassom nas reacdes de hidrdlise parece néo influenciar no
sistema estudado. Provavelmente, a agitacdo mecanica empregada (600 rpm)
foi suficiente para romper as barreiras a transferéncia de massa e promover

uma eficiente mistura do sistema agua/oleo.

* A lipase de pancreas suino apresentou desnaturacédo a 65 °C, evidenciando
gue esta temperatura estd muito acima da sua temperatura 6tima e que, por
ser uma enzima na forma bruta, esteve mais susceptivel a desnaturacéo frente

as condicbes a que foi exposta.

* Empregando a enzima comercial imobilizada Lipozyme TL IM, foram obtidas
conversdes em torno de 90% em acidos graxos livres, em 2 horas de reacéo,
nas condi¢cdes de razdo molar 6leo de soja:dgua de 1:9, 10 m/m% de enzima,

600 rpm de agitacdo, 65 °C, indiferente a presenca ou ndo do ultrassom,

guando o sistema nao foi previamente emulsionado.

* O estudo da producdo de AGL em modo continuo mostrou-se promissor,
alcancando o maximo de conversao apos 1 tempo de residéncia, a vazao de

0,5 mL/min, na razdo molar Oleo:agua de 1:9, 65 °C e agitacado de 600 rpm, e
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nao houve diferenca significativa nas conversées com o emprego do ultrassom.
Apesar das redugbes significativas nas conversdes a partir do 2° tempo de
residéncia pela formacdo de glicerol, o reator continuo apresenta uma
estratégia interessante para estudos mais aprofundados para a hidrolise de

Oleo de soja.

Os resultados obtidos estdo muito além dos encontrados na literatura
para a hidrélise enzimatica de Oleo de soja, seja em termos de altas
conversdes ou baixos tempos de reacdo, mostrando ser uma tecnologia limpa

bastante promissora.

5.1 Sugestdes para trabalhos futuros

O novo processo estudado neste trabalho mostrou ser bastante
promissor, mas por ser um estudo ainda em fase inicial, pode-se fazer algumas

sugestdes para préoximos trabalhos:

* Realizar um planejamento de experimentos para investigar quais variaveis
sdo significativas na reacao de hidrélise do 6leo de soja e otimizar a producéo

de acidos graxos livres;

* Realizar um estudo mais aprofundado da producdo de AGL em modo
continuo, estudando todas as variaveis envolvidas no processo através de um

planejamento de experimentos;

» Estudar o processo de hidro-esterificacdo do 6leo de soja, ou seja, realizar a
reacdo de hidrélise seguida da reacdo de esterificacdo do 6leo de soja, por

batelada sequencial e/ou em modo continuo.
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