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Resumo

O objetivo principal deste trabalho foi realizaraicomparacao entre a esterificacdo por via
guimica (estearato de zinco) e a enzimatica (lipaggercial Novozym 435) para a sintese de
monoestearato de glicerila para uso cosmético (imbmm 40% emu-monoglicerideos). As
reacdes foram conduzidas em meio isento de solvemte livre evaporacdo da agua formada
durante a esterificacdo. No caso da sintese encandbram feitos estudos prévios para
avaliar o efeito do tipo de lipase e do meio reaaio Foram feitos planejamentos
experimentais com os catalisadores quimicos e étizios a fim de investigar a influéncia de
certas variaveis (temperatura, razdo molar gliégcmlo estearico e relacdo massica
catalisador/acido estearico) na conversdo e ndivsgdele da reacdo. Além disso, foram
realizados estudos cinéticos das reacfes quimioaszienaticas. Apos todos os estudos
realizados foi possivel chegar a uma condicdo Ofiara a sintese de monoestearato de
glicerila por via quimica (140°C, razdo molar glafcido estearico de 4 e 15 % m/m de
catalisador em relacdo ao acido estearico) e p@remzimatica (70°C, razdo molar
glicerol/acido estearico de 4 e 2,5 % m/m de Hdbr em relacdo ao acido estearico) em
apenas 2 horas de reacgdo. Através de ambas afowvipsssivel alcancar conversdes de
aproximadamente 85% com uma seletividade aproxinth&5% em monoglicerideos.
Assim, € possivel sintetizar monoestearato de rgce&le uso cosmeético a partir de
esterificacdo catalisada tanto por via quimicae@sto de zinco) quanto por via enzimatica
(Novozym 435), com excelentes conversoes e salatiei apropriada, no mesmo tempo de
reacdo. Os produtos sintetizados por ambas aspadsm ser purificados ou utilizados
diretamente comdlends jA que todos os componentes do produto final isBamos
cosméticos (glicerol, monoesterato de glicerilatearato de zinco), com exce¢ao da enzima
que poderd ser reutilizada. A producdo llend apresenta duas vantagens principais:
Aumento do valor agregado do produto final e dingéo dos gastos com purificagado durante

0 processo industrial.



Abstract

The aim of this study was to make a comparison éetwthe chemical (zinc stearate) and the
enzymatic (commercial lipase Novozym 435) estatfan for the synthesis of glyceryl
stearate for cosmetic use (min. 40%mwMmonoglycerides). The reactions were carried out in
a solvent-free system with free evaporation of wlader produced during the esterification.
For the enzymatic synthesis, previous studies werde to evaluate the effect of the type of
lipase and the reaction medium. Experimental deswere used to investigate the effect of
some parameters (temperature, glycerol/stearicraoldr ratio and catalyst concentration) on
the degree of esterification and the selectivityhaf reaction. Besides, kinetics studies were
made for the chemical and the enzymatic reactidfisr all the experiments, it was possible
to reach a optimum condition for the chemical (lQ§lycerol/stearic acid molar ratio of 4
and 15 % w/w of catalyst based on the stearic aid)the enzymatic (70°C, glycerol/stearic
acid molar ratio of 4 and 2,5 % w/w of catalystdzhsn the stearic acid) synthesis of glyceryl
stearate in only two hours of reaction. The resshiswed that it's possible to obtain high
degrees of esterification (approximately 85%) aodable selectivities of monoglycerides
(approximately 55%) using either zinc stearateawozym 435. The synthetized products can
be purificated or directly used as a blend becallshe components of the final product are
cosmetic ingredients (glycerol, glyceryl stearatd ainc stearate), except for the enzyme that

can be reused. The blend production is economiealyantageous.
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1 INTRODUCAO

Os surfactantes constituem uma classe importanterdpostos quimicos amplamente
utilizados em diversos setores industriais (NITSEHIRASTORE, 2002). Segundo Nitschke
e Pastore (2002), a produgcao mundial de surfagt@xisede 3 milhdes de toneladas por ano.

Monoglicerideos séo surfatantes ndo-iénicos, qesuysn o status GRAS&enerally
Recognized as Safgela FDA (Food and Drugs Administration)sendo amplamente
utilizados nas industrias farmacéuticas, de aliogelt de cosméticos (SILVA et al., 2003),
por ndo apresentarem efeitos colaterais quandaidlogeou irritagbes na pele, ao contrario
dos tensoativos i6nicos (MACHADO et al., 2000).

A producdo mundial de monoglicerideos é estimadaerca de 180 mil toneladas por
ano (BELLOT et al.,, 2001). Nas industrias alimeaatidarmacéutica e de cosméticos,
representam cerca de 70% de todos os emulsificamtgicos utilizados (FREGOLENTE,
2006).

Tanto fatores técnicos como regulatorios da FDA éJdido Européia, dentre outras,
tém incentivado o desenvolvimento de melhores pems para a sintese de emulsificantes,
especialmente daqueles usados em aplicacdes farticasé cosméticas ou relacionadas a
area de alimentos (OTERO et al., 2001).

Monoésteres de glicerila (monoglicerideos) sao asatmo agentes emulsificantes
agua em o6leo (A/O), co-emulsionantes 6leo em agua)( estabilizantes, espessantes,
aglutinantes e emolientes em uma grande variedageodutos cosméticos. O monoestearato
de glicerila (ou monoestearina) é o derivado mségla em formulacdes cosméticas e por isso
€ mencionado em varias farmacopéias (ECCLESTON,)199

A sintese do monoestearato de glicerila pode sdizagla através de reacdes de
hidrélise (ou alcodlise), glicerdlise, esterificagdu transesterificacdo. Dentre estes métodos
de obtencéao, a esterificacdo do glicerol com aaiplagos tem se destacado como promissora
e vém sendo bastante estudada tanto por catalissicququanto por catalise enzimatica
(lipases).

A sintese de monoésteres de alcoois poliidroxil@doso o glicerol é um desafio, pois
a tendéncia € que ocorra a esterificacdo das ddrthizxilas resultando numa mistura de
ésteres. A preparacao seletiva de monoéstereseadiagie do catalisador empregado e das

condicOes reacionais (temperatura, razdo molae ergrreagentes, meio reacional, dentre
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outras) como tem sido demonstrado pelos variosaltieb publicados e pelas patentes
registradas (PEREIRA-SOARES; SILVA, 2007).

O estearato de zinco aparece como um eficientéiseatar quimico para reacdes de
esterificacdo com o objetivo de sintetizar monaaate de glicerila para uso cosmético. Isto
ocorre porque a etapa final de remocéo do cataligaade ser dispensada ja que o estearato
de zinco também é um ingrediente muito usado emé&tisos como emulsionante A/O, co-
emulsionante O/A, corante e po lubrificante. Taigppiedades justificam sua aplicacdo em
emulsdes e produtos para maquiagem compacta (p$eméras), coincidentemente as
mesmas formulagcées nas quais o monoestearatocdeilglié utilizado (DRAELOS, 1999).
Dessa forma, a venda de umend (monoestearato de glicerila + estearato de ziapajece
como uma alternativa vantajosa em relacao a veaaaothoestearato de glicerila isolado pois
agrega valor ao produto final, além de diminuirgastos com processos de purificacdo
durante o processo industrial.

No entanto, sdo encontrados poucos trabalhoseanatiita sobre o uso de estearato de
zinco na sintese de monoglicerideos (MACIERZANKZESAG, 2001, 2004).

Recentemente a sintese de MAG catalisada por $ifjeasesido estudada intensamente
como alternativa ao método convencional, devidmcjgalmente, a utilizacdo de condi¢des
reacionais brandas de pH e temperatura, que impkga baixo consumo energético e menor
incidéncia de reacdes indesejaveis, e a seletieidis$ lipases que, de forma integrada,
resultam em produtos de melhor qualidade. Alémodissespecificidade dessas enzimas
possibilita a sintese de produtos que ndo podes@rabtidos pela rota quimica convencional.
Pode-se explorar a seletividade das lipases perrdigtados acidos graxos e também sua
regioseletividade pela posicao alfa das molécutagliderol em detrimento da posi¢cédo beta.
Cabe ressaltar que do ponto de vista ambientabaepso enzimatico € tecnicamente limpo e
seguro. Este fato € bastante significativo tendovisita a crescente demanda por tecnologias
verdes e produtos seguros para o consunfaorsumer-friendlyjBORNSCHEUER, 1995).

O elevado custo das lipases e sua baixa estal@lidperacional apresentam o maior
obstaculo na competicdo com a sintese quimicanadmé empregada. No entanto, o
progresso na area da genética e na tecnologiaodegsos permite que a industria ofereca
biocatalisadores com melhores propriedades e concusto reduzido (FREITAS et al.,
2008). Aleém disso, a possibilidade de recuperag@&u®o das enzimas se torna cada vez mais
viavel.

Além disso, a sintese de um produto de alto vajoegado, na maioria das vezes,

compensa 0s gastos com as enzimas. Este é o casotelse de insumos cosméticos. Os
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ésteres de uso cosmético sintetizados enzimaticampor exemplo, tém sido designados
como "Bioésteres" a fim de ressaltar a qualidadepmluto e seu apelo "natural". Esta
estratégia denarketingcertamente aumenta o preco do produto final e atares vendas, ja
que a industria de cosmeéticos possui uma alta dgang@or ingredientes inovadores e
"naturais" (KOSKINEN; KLIBANOV, 1996).

Na literatura sdo encontrados inumeros trabalhos gtilizam lipases como
catalisadores da esterificacdo do glicerol com d&cidyraxos para a obtencdo de
monoglicerideos. Todavia, ha pouquissimos traballjpe estudam a sintese do
monoestearato de glicerila em particular (YANG le2803). Uma das possiveis razées para
isso é que a maioria dos pesquisadores tem dador mafoque aos monoglicerideos

comumente usados em alimentos (monocaprina, manm@amonopalmitina e monooleina).
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi realizaraiecomparacao entre a esterificacao
por via quimica (estearato de zinco) e a enzimdlipase comercial Novozym 435) para a
sintese de monoestearato de glicerila para usoétmemque, diferentemente do usado em
alimentos, ndo necessita de alta pureza (no miad#o ema-monoglicerideos).

Dentre os objetivos especificos do presente tnabedtao:

» Estudar a influéncia do tipo de lipase (LipozimelM, Lipozyme RM IM, Lipase de
pinhdo manso e Novozym 435) e do meio reacionain (o sem acetona) na
esterificagdo por via enzimatica;

* Investigar a influéncia de algumas variaveis (tem@jpea, relacdo massica
catalisador/acido estearico e razdo molar entrereagentes) na conversao e
seletividade da reacdo de esterificacdo por vianigai e enzimatica através de
planejamentos experimentais;

* Propor modelos empiricos resultantes da técnicplalejamento experimental que
representem uma relacdo entre a conversao/setetevid as variaveis independentes
investigadas e usa-los como base para uma otinoizlArocesso;

* Realizar um estudo cinético das melhores condigd@&rimentais obtidas com o
catalisador quimico e o0 enzimatico a fim de avaliaonversédo e a seletividade em
fungéo do tempo de reacgao;

e Estudar unilateralmente o efeito da razdo molareeo$ reagentes na conversao e
seletividade das reacdes de sintese de monoestearajlicerila por via quimica e

enzimatica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Surfactantes

3.1.1 Generalidades

Os surfactantes constituem uma classe importanterdpostos quimicos amplamente
utilizados em diversos setores industriais (NITSE&IKPASTORE, 2002). O termo
“surfactante” vem do inglésurfactant §urface active agent) e é sinébnimo do termo
“tensoativo”, ambos 0s nomes remetem ao seu mecare acao.

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas cortdgudle uma porcao hidrofobica e
uma porc¢ao hidrofilica. O grupo lipofilico dos saatantes, responsavel pela solubilidade em
0leo, é geralmente formado por cadeias hidrocacbériineares ou ramificadas, contendo ou
nao, grupos aromaticos. O grupo hidrofilico, deteamte da solubilidade do surfactante em
agua, é altamente polar, podendo ser i6nico ouiGrdoe (Figura 1). A grande afinidade

desta parte da molécula pela agua permite solabiliz grupo lipofilico, normalmente

(D

insolivel em agua.

Extremidade Apolar Extremidade Polar
Hidrofobico Hidrofilico
Afinidade com o oleo Afinidade com a agua

Fonte: ROSSI et al., 2006
Figura 1: Representacédo esquematica de um suriactan

Em funcéo da presenca de grupos hidrofilicos eofdlicos ha mesma molécula, os
surfactantes tendem a se distribuir nas interfacé® fases fluidas com diferentes graus de
polaridade. Eles se orientam de maneira que o grafar fique voltado para a fase aquosa e

0 grupo apolar para a fase oleosa (ROSSI et &6)3Figura 2).



26

Fase
oleosa

Fase
oleasa

Fase aquosa

Fonte: ROSSI et al., 2006
Figura 2: Orientacao dos surfactantes nas intesface

A formacéo de um filme molecular, ordenado nagfates, reduz a tenséo interfacial
e superficial, sendo responsavel pelas propriedagi@sas dos surfactantes. Estas
propriedades fazem os surfactantes serem adeqpadasuma ampla gama de aplicacoes
industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacdyrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizagéo e dispersa@asksf A maior utilizacdo dos surfactantes
se concentra na industria de produtos de limpeabdés e detergentes), na inddstria de
petréleo e na industria de cosméticos e produtdsgiene (FREITAS, 2006).

Segundo Nitschke e Pastore (2002), a producéo ialude surfactantes excede 3
milhdes de toneladas por ano, sendo a maiorizadiéi como matéria-prima para fabricacao
de detergentes de uso doméstico.

A maioria dos surfactantes disponiveis comerciatmes@io sintetizados por via
quimica. Entretanto, muitos surfactantes contémcbgs éster ou amida e sao passiveis de
sintese enzimatica, através do uso de lipasesateages. Estas enzimas agem na natureza
como hidrolases biodegradativas, mas podem serasisawh reacfes de sintese orgéanica
através da implementacédo de biocatalise em meigs @stritos, o que direciona o equilibrio
da reacéo para o sentido da sintese em detrimaritmidlise (SINGH et al., 2007).

Nos ultimos anos tem crescido o interesse na sintesemulsificantes catalisada por
lipases, tais como monoglicerideos, ésteres dels@itatos e ésteres de aminoacidos. Estes

ésteres apresentam varias vantagens em relacdora@hsidos quimicamente, dentre elas
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destacam-se a menor toxicidade, biodegradabilidagessibilidade de serem produzidos a

partir de reagentes renovaveis e de baixo custblE@NE, 1998).

3.1.2 Classificacao e aplicagcdes cosméticas

Os surfactantes podem ser classificados, de acmntioseu grupo polar, em: idnicos
(anidnicos ou catibnicos), nao-ibnicos e anfotéFagura 3).
a) Surfactantes ibnicogpresentam cargas elétricas na parte hidrofiioase dissociarem em

agua, formando ions carregados negativamente @@vs® anidnicos) ou positivamente
(tensoativos catidnicos). Os surfactantes aniénmas conhecidos sdo os sais de acidos
graxos (ou sabdes) e os alquil sulfatos. Na cldssesurfactantes cationicos, destacam-se 0s
sais de amdnio quaternério e as aminas de cadgja;lo

b) Surfactantes ndo-ibnicossta classe de surfactantes ndo fornece ion®kigis aquosa e

a sua solubilidade em agua se deve a presencajasnmeléculas, de grupamentos funcionais
gue possuem forte afinidade pela dgua. Como exsnguidemos destacar 0s ésteres graxos
de glicerila e os alcoois graxos etoxilados;

c) Surfactantes anféterodm surfactante anfétero é aquele que, dependengdi, pode ser

aniénico, catiénico ou zwiteribnico. Portanto, paede dizer que sado compostos cujas
moléculas contém ambos os tipos de grupos: o aeido basico. No ponto isoelétrico,
apresentam-se como espécies zwiteridnicas, mostramd minimo de solubilidade,

detergéncia e poder molhante. Como exemplo, podeitarsas betainas como os principais

tensoativos representantes desta classe (ROSISI20G6).
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TENSOQATIVO ANIONICO: Lauril sulfato de sédio
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Figura 3: Classes de Tensoativos

n=11-17

A Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 2111 4lele julho de 2005 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estalmdea definicdo de produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes. Segundo esta R&spltais produtos sdo preparacoes
constituidas por substancias naturais ou sintétittaaso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érg&aitais externos, dentes e membranas
mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivgrincipal de limpa-los, perfuma-los,
alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corpoggou protegé-los ou manté-los em bom
estado (BRASIL, 2005).

Os surfactantes sao muito utilizados como matgnimsas cosmeéticas, sendo que sua
aplicacdo especifica € ditada por suas propriedauespor sua vez, sao determinadas pela

sua estrutura quimica.
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O grupo polar do tensoativo determina suas proadesl marcantes. Os tensoativos
anionicos sao conhecidos pela sua detergéncia er pggpumante, sendo aplicados em
produtos de higiene pessoal. Os tensoativos an®t&k0 menos irritantes que os demais,
assim sdo usados como detergentes primarios emultpes suaves, como 0s shampoos
infantis. Os tensoativos catidnicos sao detergeetevos, com algum poder espumante,
entretanto, podem ser irritantes para a pele esodéimo concentragbes muito baixas quando
comparados a outros tensoativos. Assim, se destpedensua acdo condicionante, sendo
utilizados em condicionadores. Os tensoativos 0Amds podem ser muito suaves, mas
apresentam capacidade espumante muito baixa. eRaradestaca-se o poder solubilizante e
emulsificante. Como solubilizantes, atuam na dsj@ede componentes lipossolUveis (como,
por exemplo, as fragrancias) em formulacdes aqudSasio emulsificantes, estabilizam
grande parte das emulsdes cosméticas. Por ndoingosstarga elétrica sdo compativeis com
uma grande variedade de ingredientes cosméticamAid, ndo sao afetados pelo pH e pela
concentracdo de sal das formula¢des cosméticasYECHER; ROMANOWSKI, 2002).

Um outro critério de classificacdo dos tensoatieysa em conta seu EHL (equilibrio
hidrofilo-lipéfilo) ou HLB (hydrophile-lipophile balancelo EHL é definido como o balanco
entre as duas por¢des moleculares com caractasistpostas dos tensoativos. Este representa
um sistema de classificacdo dos tensoativos, teadm base os parametros de solubilidade
desses compostos em solventes polares e/ou apdless sistema, introduzido por Griffin
em 1949, uma escala numérica adimensional de gadmtee 1 e 20 € usada para descrever a
natureza do agente tensoativo, sendo que os valerdsHL aumentam de acordo com a
hidrofilia da molécula. O conhecimento dos valodes EHL permite predizer o tipo de
comportamento esperado do composto, fornecendoa desina orientacdo para suas
aplicacdes praticas (Figura 4) (ZANIN et al., 2002)
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Fonte: adaptado de ZANIN et al., 2002

Figura 4: Escala de Griffin X Aplicac6es cosmétidas tensoativos

Os métodos de determinacdo do EHL séo classificahosés categorias, sendo elas

(1) o método tedrico, relacionando o EHL de umdatigo com sua estrutura molecular; (2)

0 método direto, comparando visualmente o compaméonde tensoativos com padrbes de

EHL conhecidos e (3) meétodos indiretos, relacionarmbmponentes fisico-quimicos

mensuraveis com o EHL dos compostos (ZANIN e28102).

O EHL resultante da mistura de dois ou mais tenhsamaindo € a simples média

aritmética entre os valores de EHL individuais, sias a média ponderada que leva em conta

nao so os valores de EHL individuais, mas tambémacdio massica de cada um na mistura.

3.2 Emulsoes

Emulsdo € uma dispersédo cuja fase dispersa € ctanpasgoticulas de um liquido,

distribuidas num veiculo liquido no qual é imistia terminologia das emulsdes, a fase

dispersa € conhecida como fase interna e o0 mei@dsnte como fase externa ou continua

(Figura 5). As emulsbdes que tem fase interna oleotsse externa aguosa sao conhecidas

como emulsdes O0leo em agua e podem ser designahas“©/A”. Ao contrario, emulsdes

que tem fase interna aquosa e externa oleosa sélsde®m agua em oOleo e podem ser
designadas como “A/O” (ANSEL et al., 2000).
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Fonte: adaptado de ECCLESTON, 1997
Figura 5: Fotomicrografia de uma emulsédo de alcetdestearilico em agua explicitando a
fase externa e a interna

As emulsdes podem se classificar, de acordo coamartho das goticulas da fase
interna em (ANSEL et al., 2000):

* MacroemulsdesSao emulsdes opacas, termodinamicamente instéagrs goticulas

de tamanho maior que 400 nm, 0 que as torna esa@emicroscopio optico;

* Microemulsdes Sao sistemas termodinamicamente estaveis, dimselisotropicas,

transparentes, de baixa viscosidade, com gotideglaamanho inferior a 100 nm;

* MiniemulsGes Possuem aaspecto branco-azulado semi-opaco, b@eesidade e
tamanho de goticulas entre 100 e 400 nm.

As macroemulsbes, também chamadas de emulsfes,asamais largamente
empregadas em cosméticos e por isso serdo aborpdas de agora.

Para se preparar uma emulsdo estavel é impreseiralipresenca de um tensoativo
que age como emulsificante permitindo que as daassfimisciveis se “misturem”. A
natureza do emulsionante determina se a emulsd@é ®@@WA/O. Como regra geral tem-se
gue a fase na qual o emulsionante é preferencitnsaiivel é a fase externa da emulséao.
Assim, emulsionantes de alto EHL geram emulsdeséda de baixo EHL geram emulsdes
A/O.

Emulsbes fluidas e semi-sélidas sdo muito usadasnahastria cosmética como
veiculos para ativos cosméticos e/ou pelas suagripdades hidratantes, emolientes e
lubrificantes da pele. Formulagfes fluidas sdo eoitas como lo¢gdes cremosas, enquanto
que as semi-solidas, como cremes.

EmulsGes sdo termodinamicamente instaveis. Elasupan uma energia livre

interfacial positiva e tentam continuamente atirgiequilibrio termodindmico através da
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separacdo de fases. Na pratica, isto resulta eruldigfio e agregacdo das goticulas da fase
interna levando, as vezes, a uma separacao condplefases. Para fabricar um produto com
uma vida util razoavel, o formulador deve estantatea estes possiveis fenbmenos de
instabilidade. Isto pode ser feito através da adoy@ um emulsionante ou de uma mistura
composta por um surfactante idnico ou ndo-idniamu{sionante) combinado com uma
substéancia anfifilica apolar (co-emulsionante owlsimnante auxiliar) como alcodis graxos,
acidos graxos e monoglicerideos (Tabela 1). O estedipo de mistura demonstrou ser mais
eficiente do que o uso de um unico emulsionantesaertdido de conferir estabilidade as
emulsGes O/A (Figura 6). Os ingredientes da mighe@em ser adicionados separadamente
durante a fabricagcdo de uma emulsdo cosméticantosjisob a forma de uma cera ou base
auto-emulsionavel, que ja contém os dois ingredgerfsurfactante e substancia anfifilica
apolar) misturados previamente. Existem varias scenato-emulsionaveis disponiveis no
mercado (Tabela 2). Apesar destas ceras seremtaesmmo emulsificantes, elas exibem
outras funcbes na formulagéo. Elas estabilizanotisudas através da formacao de um filme
interfacial, conferem estabilidade a longo praz@eaduto final devido a sua habilidade de
prevenir a aproximacdo das goticulas através dautesicdo da fase continua (acao
espessante) e também controlam as propriedadegjicas da formulacdo (ECCLESTON,
1997).

Tabela 1: Substancias anfifilicas apolares e starfiées comumente usados

Substancias anfifilicas apolares Surfactantes

Alcool cetoestearilico Lauril sulfato de sodio
Alcool cetilico Cetrimida

Alcool estearilico Cetomacrogol 1000
Monoestearato de glicerila PEG 1000 monoestearato
Acido estearico Estearato de trietanolamina
Fosfatidilcolina Estearato de sodio

Fonte: adaptado de ECCLESTON, 1997
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Fonte: adaptado de Oliveira et al., 2004
Figura 6: Esquema de uma micela de uma emulsae8#abilizada por um emulsionante e
um co-emulsionante

Tabela 2: Ceras auto-emulsionaveis comerciaisneafampeicas

Cera auto-emulsionavel Componentes

Cera auto-emulsionavel BP Alcool cetoesteariliayril sulfato de sodio

Cera auto-emulsionavel USNF Alcool cetilico, Palisto

Cera auto-emulsionavel catiénica BPC Alcool cetemrslico, Cetrimida

Monoestearato de glicerila S.E. M%r.\oestearato de (glicerila, Estearato de
sadio

Cera auto-emulsionavel Cetomacrogol BPC  Alcoolestarilico, Cetomacrogol 1000

Polawax Alcool cetilico, Surfactante nao-idnico

Lecitina Fosfatidilcolina, ) Fosfatidiletanolamina,
Fosfatidilinositol, Acido fosfatidico

Fonte: adaptado de ECCLESTON, 1997

3.3 Monoglicerideos

3.3.1 Generalidades

Monoglicerideos ou monoacilgliceréis (MAG) séo basiente monoésteres formados
por acidos graxos e glicerol. Dependendo da omgéotadas moléculas, duas formas
isoméricas podem existir (Figura 7) (FREITAS et @008). A formaa-monoglicerideo
também pode ser chamada de 1(3) - monoglicerid8p»MAG) e a formg3-monoglicerideo

também é designada por 2- monoglicerideo (2-MAG).
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L_OH __OH

1(3)-MAG 2-MAG

* R = Cadeia carbénica saturada ou insaturada
Figura 7: Formas isoméricas dos monoglicerideos *

Monoglicerideos sao surfatantes ndo-idnicos (Figyrajue possuem o status GRAS
(Generally Recognized as Safegla FDA (Food and Drugs Administration)sendo
amplamente utilizados nas industrias farmacéutoaslimentos e de cosmeéticos (SILVA et
al., 2003), por nao apresentarem efeitos colatguasdo ingeridos ou irritacbes na pele, ao
contrario dos tensoativos idbnicos (MACHADO et a000).

O

OH OH o)k/\/\/\/\/\/\/\/\
CAUDA APOLAR
CABECA POLAR

Figura 8: Monoestearato de glicerila: Estruturactaristica de um surfactante ndo-iénico

Na industria farmacéutica, os monoglicerideos ddzados como emolientes para
emplastos, liberando lentamente a medicacdo. Nasind alimenticia sGo mais comumente
utilizados como emulsificantes em produtos de padeomo margarinas, derivados do leite,
doces e molhos. Na indUstria cosmética, eles sadoascomo agentes texturizantes e para
melhorar a consisténcia de cremes e lo¢cdes (KAEWNE@t al., 2005). Na Tabela 3 sdo

sumarizados diferentes tipos de monogliceridedguareas de suas principais aplicagdes.
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Tabela 3: Exemplos de monoglicerideos e suas peiscaplicacoes

Monoglicerideos Aplicacbes

Monoglicerideos dos  Previnem efeitos danosos em pessoas que possuenrdeates
acidos EPA e DHA vasculares

Monopentanoglicerol Tratamento de cabelos

Monocaprina Possui propriedades antimicrobianadcsatilizada em emulsdes
para mucosa bucal, reduzindo os prejuizos caugamdsactérias
como Candida albicansque se aloja entre a gengiva e os dentes
(principalmente nas dentaduras)

Monolaurina Possui propriedades antimicrobianas esa&da como um dos
principais agentes penetrantes para aplicagbes embmnas
mucosas, onde reduz o tempo necessario para o ddcacao da
droga, aumenta a quantidade da droga penetrargasa ecnenor
ou nenhum efeito deletério a membrana mucosa

Monooleina Utilizada como sistema de liberagdo degak, carreador
farmacéutico e emulsificante
Monoestearina Amplamente usada como emulsificante a@limentos,

medicamentos e cosméticos

Fonte: adaptado de FREITAS et al., 2008

A producdo mundial de monoglicerideos é estimadaerca de 180 mil toneladas por
ano (BELLOT et al., 2001). Eles sdo consumidosameafde 85 mil toneladas por ano nos
EUA, correspondendo a, aproximadamente, 70% dd tiaemulsificantes usados em
produtos alimenticios (ARCOS; OTERO, 1996). Nasigtdas alimenticia, farmacéutica e de
cosmeticos, representam cerca de 70% de todos ossigrantes sintéticos utilizados
(FREGOLENTE, 2006).

Tanto fatores técnicos como regulatérios da FDA &Jdido Européia, dentre outras,
tém incentivado o desenvolvimento de melhores pems para a sintese de emulsificantes,
especialmente daqueles usados em aplicacOes faricasé cosmeéticas ou relacionados a
area de alimentos (OTERO et al., 2001).

3.3.2 Monoestearato de glicerila e suas aplicacfes cosimas

Um exame minucioso das formulagbes cosméticadarewaa série de ingredientes
gue podem ser classificados, de acordo com suasigatades, em: agentes emulsificantes,
espessantes, solventes, umectantes, emolienté® detros. Esta classificacdo nem sempre €
satisfatoria para certos ingredientes, particulatm@ara os emulsificantes que sédo capazes
de executar varias funcbes, isoladamente ou cowhnaZom outros componentes da

formulacdo. Por exemplo, um monoéster de gliceplade ser descrito como um
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emulsificante, co-emulsionante, estabilizante, €supgte ou emoliente dependendo do seu
papel na formulagédo (ECCLESTON, 1997).

Monoésteres de glicerila, preparados através waifescdo do glicerol com acidos
graxos, sao usados como agentes emulsificantesc&/®mnulsionantes O/A, estabilizantes e
espessantes em uma grande variedade de emulsaeiticas. O monoestearato de glicerila
(ou monoestearina) € o derivado mais usado em fagdes cosméticas e por isso é
mencionado em véarias farmacopéias (ECCLESTON, 1997)

O monoestearato de glicerila € descrito como sendmais simples dos compostos
nao-idnicos utilizados como co-emulsionantes OARd® 0 mais largamente empregado em
emulsBes cosméticas. Isoladamente, possui acdo eomutsionante A/O e propriedades
emolientes. No entanto, quando associado a umagwnsa@nionico tem o efeito de produzir
auto-emulsdes (monoestearato de glicerina autostonalvel), sendo usado com bons
resultados em sistemas do tipo O/A como co-emudsien(GRAMALUX, 2009).

De acordo com Eccleston (1997), os &cidos grasaslas na esterificacdo ndo sao
substancias puras, mas geralmente sdo uma sériéldgande acidos graxos. Assim, 0s
monoestearatos de glicerila comerciais também s@wa umistura homologa de
monoglicerideos saturados com tamanho de cadeiandarde C14 a C18, diglicerideos,
triglicerideos, acidos graxos livres e seus samgs de alcodis livres, como o glicerol. O
nome do éster representa apenas o acido predomimentmistura. Por exemplo, a
especificacdo do monoestearato de glicerila na &@ope€ia Americana — Formuléario
Nacional (USP — NF) edicdo XVII diz que ele deventeo no minimo 90% de
monoglicerideos, principalmente monoestearato idergh e monopalmitato de glicerila. Em
contraste, a Farmacopéia Européia descreve o nteac&® de glicerila 40-50 como uma
mistura de monoglicerideos, diglicerideos e tragiideos dos acidos estearico e palmitico
contendo entre 40 e 50% de monoglicerideos calosladmo monoestearato (ECCLESTON,
1997).

A Farmacopéia Portuguesa edicdo VIl diz que o &@dteérico € uma mistura
constituida principalmente por acido estearicoiécgpalmitico. Além disso, ela diz que este
produto contém quantidades nominais diferentes ait#o destearico: o acido esteéarico 50
contém entre 40,0 e 60,0 %, o acido estearico n@éoo entre 60,0 e 80,0 % e o acido
estedrico 95 contém, no minimo, 90,0 %. A somatdoses em acido estearico e palmitico
nao é inferior a 90,0 % para o acido estearico 8@eido estearico 70 e nao é inferior a 96,0
% para o acido estearico 95. A mesma Farmacop2iguei 0 monostearato de glicerila 40-55

€ uma mistura de monoacilgliceréis, principalmedi& monoestearilglicerol, contendo
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guantidades variaveis de di e triacilgliceréis. t&om entre 40,0 e 550 % de
monoacilgliceréis, 30,0 a 45,0 % de dialcilgliceréi 5,0 a 15,0 % de triacilgliceréis, obtidos
por glicerolise parcial de 6leos vegetais contepdocipalmente triacilglicerois dos acidos
palmitico e esteéarico ou por esterificacdo da gheepelo acido esteéarico 50 (tipo 1), pelo
acido estearico 70 (tipo Il) ou pelo &cido esteaBé (tipo Ill). Assim, a composicdo em
acidos graxos do monoestearato de glicerila depérdte acido estearico utilizado na sua
sintese, no caso de sintese via esterificacdo idergl com acido estearico (Tabela 4). A
Farmacopéia portuguesa ainda acrescenta que ddegicerol livre ndo pode ultrapassar 6,0
% (FARMACOPEIA PORTUGUESA VII, 2002).

Tabela 4: Composi¢cdo em acidos graxos do monoasiede glicerila

Monoestearato de glicerila Acido graxo utilizado Composi¢do em acidos graxos

40 - 55 na sua sintese

Tipo | Acido estearico 50 Acido estearico: 40,0 a 60,0 %.
Soma dos teores em acidos
palmitico e estedrico: no minimo,
90,0 %.

Tipo Il Acido estearico 70 Acido estearico: 60,0 a 80,0 %.
Soma dos teores em acidos
palmitico e estedrico: no minimo,
90,0 %.

Tipo I Acido estearico 95 Acido estearico: 90,0 a 99,0 %.

Soma dos teores em acidos
palmitico e estedrico: no minimo,
96,0 %.

Fonte: Farmacopéia portuguesa VII, 2002

A gquarta edicdo da Farmacopéia Brasileira diz gaeido estearico € uma mistura de
acidos estearico e palmitico. Ela acrescenta ajndao conteudo de cada um dos dois acidos
graxos é de, no minimo, 40 % e a soma dos dois @oempes ndo deve ser inferior a 90 %
(FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1996). Nenhuma das edés da Farmacopéia Brasileira
aborda as especificacbes do monoestearato deilglicer

A empresa brasileira fornecedora de ingredienteméticosPharma Speciatieclara
gue o0 monoestearato de glicerila € uma misturaa®one diglicerideos dos acidos palmitico
e estearico (PHARMA SPECIAL, 2009).

Para uma maior compreensao das aplicagcoes e gidpdeonoestearato de glicerila
em formula¢Bes cosméticas é importante o conhetintenseu EHL.

Os valores de EHL publicados por Griffin (1954ygpa monoestearato de glicerila

obtido de diferentes fontes sao similares ent(EldL = 3,8). A coincidéncia entre os valores
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dados por Griffin (1954) sugere que eles foramdalstiatravés da equacdo 1 (equacao
utilizada para o para célculo do EHL de tensoatnés-idnicos do tipo éster), possivelmente
usando uma média para os valores de indice deifiapo&io do éster e do indice de acidez
do acido graxo correspondente (PASQUALI et al.,800

EHL =20 (1 — S/A) Equacgéo 1
onde S é o indice de saponificagdo do éster e Andice de acidez do &cido graxo utilizado
na esterificacao.

Griffin (1954) usava o calculo do EHL do monoestéarde glicerila como um
exemplo do uso da equacdo 1. Ele usava 161 mg d#/cK€omo o valor do indice de
saponificagdo do monoestearato de glicerila e 1§&8lenKOH/g como o valor do indice de
acidez do acido estearico. A massa molecular valado acido graxo € 283 (este valor
corresponde a uma mistura de 95,2% de acido esiead,8% de acido palmitico), a massa
molecular do monoéster é 357 e do diéster é 622sSmuacdes 2 e 3 forem aplicadas, a
conclusao é que os valores de EHL do monoestedeagticerila e do diestearato de glicerila
sao, respectivamente, 4,15 e 1,80. Considerandm oyador de EHL publicado por Griffin
(1954) para o monoestearato de glicerila ¢ 3,8¢ [t estimado através da aplicacdo da
equacao 4 que este produto é formado por uma midaiB5% de monoestearato e 15% de
diestearato (PASQUALI et al., 2008).

EHLmonosste= [Mr(monoeéster) - 2Mr(acido)] x 20 Equacéo 2
Mr(monoéster)

onde Mr(monoéster) é a massa relativa do monoédWtacido) é a massa relativa do acido

graxo.
EHbigster= [Mr(diéster) - 2Mr(acido)] x 20 Equacéo 3
Mr(diéster)
onde Mr(diéster) é a massa relativa do diéster.
EHL =Y EHL x f Eqéiact

ondef; é a fracdo massica do surfactante i.

O baixo valor de EHL atribuido ao monoestearatglaerila (3,8) ajuda a entender
suas propriedades e aplicacfes cosméticas. Quasrorro EHL, maior a lipofilicidade da
molécula. Como visto na Escala de Griffin (Figuyatdnsoativos com valor de EHL de 3 a 8
séo usados como emulsionantes A/O.

O monoestearato de glicerila € uma substancidilemafipouco polar que sozinho é

considerado como um fraco emulsionante O/A, asdil@sérito como ndo-auto-emulsionavel
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em varias farmacopéias. Ele passa a ser auto-eméNsl quando é misturado com 5% de
surfactante i6nico ou nao-ibnico de alto EHL (pplaesultando em um produto conhecido
como cera ou base auto-emulsionavel ou auto-emalsie (monoestearato de glicerila auto-
emulsionavel) (ECCLESTON, 1997).

O valor de EHL do monoestearato de glicerila amisionavel dependerd, conforme
mostra a equacgao 4, das quantidades relativas deesiearato de glicerila, diestearato de
glicerila e do tensoativo de alto EHL adicionadmiatura, bem como dos valores de EHL

individuais.
3.4 Metodos de obtencdo de monoglicerideos

Os monoglicerideos podem ser obtidos através det8dwlogias: (1) hidrélise ou
alcoolise de triglicerideos, (2) glicerdlise daliderideos, (3) esterificacdo do glicerol com
acidos graxos ou transesterificacdo do glicerol éstares de &cidos graxos (mais comumente
ésteres metilicos, etilicos ou vinilicos de &cidpaxos). Os 3 processos podem ser
conduzidos tanto por via quimica quanto por vidareatica empregando lipases.

Todos os métodos de obtencdo de MAG levam a unujwdihal que € uma mistura
de mono, di e triglicerideos e substratos que eagiram. A propor¢cdo depende da presenca
e do tipo de catalisador e das condi¢cOes da reagaw temperatura e razao molar entre os
reagentes. Dentre os acilglicerdis sintetizadosjomoéster possui a maior atividade como
tensoativo e, por isso, a quantidade de MAG no yimdinal € muito importante para
direcionar o uso do produto final da reagcdo comalgificante. Geralmente, a concentracao
de MAG no produto final ndo ultrapassa 50%. Eleepser separado dos demais glicerideos
através de destilacdo molecular e assim alcanceonaentracdo de 90% ou mais. A
concentracdo final desejada depende muito da apbcado produto final
(ZWIERZYKOWSKI; SZELAG, 2004).

3.4.1 Via quimica

3.4.1.1 Hidrdlise ou alcodlise de triglicerideos

A hidrélise continua de 6leos e gorduras para dyp@o de 4cidos graxos e glicerol é
um processo padrao utilizado em escala industAal. gorduras sao hidrolisadas em
tratamento contracorrente com vapor em elevadapeieturas e pressbes (LI e WARD,

1993). No entanto, € necessario um rigido contaoperacional para evitar a hidrélise
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completa dos triglicerideos, o que resultaria endadc graxos e glicerol em vez de
monoglicerideos. O principal problema na reacabidi®lise € o baixo rendimento em MAG,
pois sdo produzidos dois mols de &acido graxo lpoe mol de MAG (HOLMBERG;
OSTERBERG, 1988).

A desvantagem da reacdo de alcoolise é o despericdois acidos graxos do
triglicerideo, sendo, portanto, mais eficiente dadé no qual o glicerol é usado como alcool
(glicerdlise), permitindo a conversao total dos #éidos graxos (YAMANE et al., 1986).

A reacdo de hidrolise procede em estagios que eorsimultaneamente em
velocidades diferentes. Nas reacdes de hidrélisetriglicerideos s@o convertidos para
diglicerideos, os diglicerideos sé@o convertidosnemmoglicerideos e os monoglicerideos sé&o
convertidos em glicerol e acidos graxos (SILVA, 200

Geralmente é feito um pré-tratamento de purificalidleos e gorduras para eliminar
a cor, os fosfolipideos, os sabdes metalicos, sidues e as mucilagens que podem interferir
posteriormente no processo de hidrdlise. Por ex@naph altas pressées os sabdes produzem
emulsdes que interferem na reacdo de hidrolise. fgsicesso de pré-tratamento € chamado
de degomagem e é geralmente realizado pelo tratanwm &cidos, tais como acido
cloridrico, acido fosforico e &cido citrico (DIEZ996).

Na hidrélise quimica, conhecida como cisdo ou dastioento, sdo citados na
literatura os processos Twichell e Sob-pressaoutilizgam altas temperaturas, tempos de
residéncia variaveis e altas pressoes. Os prodesogtantes variam tanto em relacdo a sua
natureza quanto a sua pureza (SILVA, 2002).

Segundo Silva (2002), o processo Twichell é o pringrocesso viavel de hidrélise
de Oleos e gorduras. Ele foi proposto por E. Twickm 1890 e utiliza o 4cido naftalénico
sulfonado como catalisador. Este processo consigténidrolise em meio acido (acido
sulfurico, geralmente) com a utilizacdo de um tatiso capaz de promover a emulsificacao e
melhorar a interagdo entre os componentes do reamanal. As principais objecdes a este
processo sdo a producdo de &cidos graxos de coraesco alto consumo de energia,
principalmente para a producdo de vapor de agusssé@o para agitacdo e aquecimento da
reacao. Além disso, os glicerideos a serem prodessaquerem um tratamento prévio com
acido sulfarico (0,5 - 2,5%) a 50 - 60°C sob agitacom vapor durante 30 - 60 minutos
(min). Este tratamento objetiva eliminar as mu@lagque sao separadas por decantagcdo em
8 - 12 horas (h).

O processo sob-pressédo € um processo descontiaudiliga altas temperaturas (140

- 220°). Neste processo séo utilizadas autoclawes;d inoxidavel a fim de evitar a corrosdo
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das mesmas. Os catalisadores normalmente utilizeekie processo sdo 0s 6xidos de zinco,
magnésio ou calcio (SILVA, 2002).

3.4.1.2 Gilicerdlise de triglicerideos

Os 2 processos industriais mais importantes patatencdo de MAG e diglicerideos
ou diacilgliceréis (DAG) sédo a glicerdlise de Olems gorduras animais ou vegetais e a
esterificacao direta do glicerol com acidos graxoglicerdlise representa um caso especial
da reacdo de transesterificacdo e tem sido bastastueada. Existem varias patentes para
processos comerciais (CORMA et al. 1998).

A glicerdlise envolve a reacao entre triglicerideadriacilglicerois (TAG) e glicerol e
requer 2 mols de glicerol por mol de TAG a fim aggag 3 mols de MAG. No entanto, este
esquema € apenas uma simplificacdo do que ocoremtdua glicerolise. Na verdade, o
processo ocorre em 2 etapas representadas poagdegusucessivas com diferentes taxas de
reacdo. Na primeira etapa h&a a formacéo dos DAGgsieriormente reagem com o glicerol
gerando os MAG (CORMA et al., 1998). Os monoglideos produzidos via glicerolise séo
predominantemente 1(3)-MAG (82 - 95%). A proporeatre 1(3)-MAG e 2-MAG depende
da temperatura da reacédo. Em altas temperaturasiomanto de 2 a 18% na producao de 2-
MAG pode ser alcancado (BOYLE, 1997).

Como a reacdo de glicerolise é reversivel, € nadessm excesso de glicerol para
gue o equilibrio seja deslocado para a formacadvthgs. No entanto, é essencial que ocorra
uma certa homogeneidade entre o glicerol hidrofiédco TAG hidrofébico para que a reagao
ocorra. Mesmo em excesso de glicerol, isso sé giym®m altas temperaturas (~230°C) pois
estas aumentam a solubilidade do glicerol na feesesa da reacdo (CORMA et al., 1998).

Normalmente, os MAG séao sintetizados quimicameigeaylcerdlise de triglicerideos
empregando catalisadores inorganicos basicos (OQa(@BEOH) a 220 - 250°C sob atmosfera
de N (BERGER; SCHNEIDER, 1993; LANGONE, 1998). A utdizZdo de temperaturas
elevadas, além de acarretar um alto consumo eirgét responsavel por um baixo
rendimento, formacdo de muitos subprodutos e posdde coloracdo escura e com sabor de
queimado (SONNTAG, 1982; LANGONE, 1998). Destarfar quando esta rota € usada, se
obtém um produto constituido por uma mistura quetén cerca de 35 - 60% de
monoglicerideos, 35 - 50% de diglicerideos, 1 - 2@8«triglicerideos, 1 - 10% de &cidos
graxos livres e produtos secundarios (acroleinig&tpees de glicerol, epoxidos), sendo assim
necessaria uma etapa de purificacdo para obtereddA®s a ser utilizado na industria
(FREITAS et al., 2008; SILVA, 2002).
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O catalisador mais usado para a obtencdo de MA& gandulstria alimenticia € o
Ca(OH) pois leva a um escurecimento menor do produtd §pando comparado a outros
catalisadores basicos. ApOs o término da reac@atadisador precisa ser neutralizado para
prevenir a reacao inversa, que pode ocorrer emproporcao de até 30%, e também para
evitar caracteristicas indesejaveis no produtd fieano um sabor de sabao, cor instavel e
espuma devido a presenca do catalisador. Assinfinabda reacdo costuma-se adicionar
acido fosforico para a neutralizacdo do catalisdufsico. Em seguida, os produtos séo
filtrados em argila, e mesmo quando uma grandetmizale de solvente € usado, uma grande
quantidade de MAG fica adsorvida na argila. Alénssdj pode haver formacdo de
subprodutos durante a etapa de neutralizacdo gaenle problemas durante a filtragéo
(CORMA et al., 1998).

Triglicerideos saturados e hidrogenados tém sidmais usados para a reacao de
glicerdlise, sendo que os contendo &cidos graxos l@ee 18 carbonos sdo os
predominantemente usados. ISSo ocorre porqueaastaihperaturas inerentes deste processo
(180 - 250°C) provocam a decomposicao térmica dd& Tisados, sendo que os TAG
insaturados s&o mais susceptiveis a esta decor@pdSit. VA, 2002).

Segundo Silva (2002), além das desvantagens citadaprocessos de glicerdlise
apresentam, em geral, baixos rendimentos em MAG.

Numa tentativa de minimizar as rea¢fes colatengissejaveis inerentes ao processo
de glicerdlise, reacdes tém sido feitas sob atmmsfe nitrogénio para evitar as reacdes de
oxidacdo. No entanto, mesmo nestas condi¢cdes af@wde produtos com cor escura, sabor
gueimado e rendimentos reduzidos ainda séo oht@osaioria das vezes (SILVA, 2002).

Apesar dos inconvenientes e desvantagens relataditeratura traz alguns resultados
de estudos bem sucedidos da via de glicerélisegiai@se de monoglicerideos (CHICUTA et
al., 2005; CORMA et al., 1998).

Chicuta et al. (2005) estudaram a sintese de miceogleos através da reacdo de
glicerdlise de 6leo de soja comercial, utilizanéoNaOH como catalisador, atmosfera inerte
de N e agitacdo constante. Para a otimizacdo das @msdigacionais, foi utilizado um
planejamento fatorial 2 com trés pontos centrais, em que as varidveisperdentes
estudadas foram: razdo glicerol/triglicerideos, njdade de catalisador (NaOH) e
temperatura. Através deste estudo, foi possivéicarque o efeito das variaveis razdo molar
e temperatura sdo estatisticamente significativmsimel de confianca estudado, porém, o
efeito da razdo molar apresentou-se maior nas gdesliexperimentais estudadas. A partir

das estratégias desenvolvidas neste trabalhop$siyel alcancar a condicdo de equilibrio da
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glicerdlise ap6s 1 hora de reacdo para todos @sasne foram obtidos monoglicerideos em
teor igual a 55,8%.

Corma et al. (1998) estudaram a glicerolise daléina na presenca de varios
catalisadores basicos (MCM-41-Cs, Cs sepiolitaMgl-idrotalcita e MgO). Os resultados
demonstraram que o MgO e a hidrotalcita com baorderido de aluminio sdo catalisadores
ativos e seletivos para a obtencdo de MAG atrawesgliterolise. As conversdes e

seletividades obtidas foram, respectivamente,®26 e 75 - 78%.

3.4.1.3 Esterificacao do glicerol com acidos graxos ou ts@sterificacdo do glicerol com
ésteres de acidos graxos

A esterificacdo e a transesterificacdo também m@&uu monoglicerideos sem
desperdicar o acido graxo (FREITAS, 2006). A efitagdo do acido graxo com glicerol €&,
na verdade, o inverso da reagdo de hidrélise. Qilegm entre a reacdo direta e a inversa é
usualmente feito pelo controle do conteudo de a@guaneio reacional (SILVA, 2002). Por
outro lado, a sintese de monoésteres de alcoaidrpgilados como o glicerol é um desafio,
pois a tendéncia é que ocorra a esterificacdo elasid hidroxilas resultando numa mistura
de ésteres (MAG, DAG e TAG). A preparacdo seletieamonoésteres é dependente do
catalisador empregado como tem sido demonstrads péatios trabalhos publicados e pelas
patentes registradas envolvendo tanto a estediicde glicerol quanto a transesterificacao de
glicerideos (PEREIRA-SOARES; SILVA, 2007).

Um exame a respeito dos dados disponiveis natlitarasobre a esterificacdo de
acidos graxos com glicerol revela que altos rendioe de MAG dependem mais das
propriedades do catalisador do que das condicbesal#io (PEREZ-PARIENTE et al.,
2003).

A sintese de MAG a partir de acidos graxos ou éstee acidos graxos e glicerol pode
ser conduzida na presenca de catalisadores aaidu#saos (BANCQUART et al., 2001).

A reacdo de esterificacdo para sintese de MAG &@lrgente catalisada por acidos
(acido sulfarico, acidg-toluenosulfénico), mas a seletividade em MAG € esramente
baixa. Estes catalisadores favorecem a degradac8A& a partir de reagdes com o acido
graxo (oxidag&o ou dimerizacdo) ou com o glicgpolitnerizacao, desidratagdo em acroleina
e oxidacao). Além do mais, 0 uso de catalisadoces gera problemas ambientais como
despejos acidos, corrosao, dificuldade da reciolage catalisador e reacbes secundarias
(SILVA, 2002).
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O uso de catalise homogénea (acida ou basicaprdese de MAG leva a formacéao
de uma grande quantidade de sais como subprodwtosealdo de esterificagdo ou
transesterificacdo. O uso de catalisadores heteeogépoderia superar estes problemas
(BANCQUART et al., 2001).

Atualmente os esforcos tém se voltado para aag#ia de catalisadores solidos para a
sintese de MAG. A literatura descreve diferenfgsstide catalisadores quimicos utilizados na
sintese de MAG. Dentre estes destacam-se as penwiaculares zeoliticas (MACHADO et
al., 2000), resinas trocadoras de ions (POUILLOWXle 1999) e materiais mesoporosos
funcionalizados (LIN et al., 1999; PEREZ-PARIENTEag, 2003). Apesar de sua eficiéncia
na formacdo de MAG e DAG, a preparagdo destesisadales € tediosa e longa. Como
alternativa a estes catalisadores, o uso de sd@&licos multivalentes tem sido estudado
(NAKAMURA et al., 2008).

As resinas trocadoras de ions requerem uma razdar miicerol/acido graxo na
ordem de 6 a fim de aumentar de forma significativaeletividade por MAG, mas este
processo tem 0s inconvenientes associados conesstguiometria. Ademais, a regeneracao
do catalisador é dificultada (PEREZ-PARIENTE et 2003).

Pouilloux et al. (1999) estudaram a sintese de Mé@artir de esterificacdo do
glicerol com acidos graxos na presenca de resimgadoras de ions. Um inchamento
preliminar da resina em presenca de glicerol ingbreacdo, ao passo que um inchamento em
acido oléico aumentou a atividade e seletividagdee€resultados demonstram que a adsor¢cao
competitiva de glicerol e acido graxo influencitgaga de reacdo. Através do uso de peneiras
moleculares para a remocao de agua, eles obtivemraaumento da converséo para 90% sem
nenhuma alteracdo na seletividade em MAG (85%)mAdé mais, devido a estrutura porosa
do catalisador, o tamanho da cadeia hidrocarbodadacido graxo afetou a atividade e
seletividade. Finalmente, eles observaram que eanlmon excesso de glicerol tenha
aumentado a seletividade em MAG, diminuiu a atideda pode ser considerado como um
inibidor seletivo.

As zeolitas tém sido estudadas como catalisadongsogencial para a esterificacdo do
glicerol com acidos graxos devido a seus suficraptee fortes sitios acidos e a limitacéo de
tamanho imposta aos produtos da reacao pelo didwhetporo. Ja foi constatado que zedlitas
acidas sao catalisadores eficientes para a sidéeeBAG a partir de acidos graxos de baixo
peso molecular. Além disso, o rendimento em MAGCedele néo so do tamanho do poro, mas
também da dimens&o do sistema de canais e do dontelaluminio (PEREZ-PARIENTE et
al., 2003).
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Machado et al. (2000) estudaram a sintese seleivanonolaurina a partir da
esterificacdo do glicerol com &cido laurico utiida as zedlitas comerciais Beta, Y e
Mordenita com diferentes razdes Si/Al como catdisas. No caso da zedlita Y, foi
verificado um aumento no rendimento e na seletdadde MAG com uma alta razdo Si/Al.
Este comportamento parece estar relacionado camsanga de sitios acidos mais fortes nos
catalisadores com baixo conteddo de aluminio e gwalmente também devido a maior
hidrofibicidade das zeolitas com maior razdo Si/Al.zeodlita Mordenita, ao contrario,
apresentou baixa atividade e seletividade para M&@Que pode ser atribuido a limitacéo
difusional imposta pelo sistema de canais monodiineais que impediu que o substrato
organico tivesse acesso aos sitios presentesarminto catalisador, restringindo a reacao a
regido superficial do mesmo. A zeolita Beta apresens melhores resultados no sentido de
obter MAG, com seletividades maiores que 60% eemdimento de 20%.

A disponibilidade de materiais mesoporosos ordemadoartir de 1991 tem permitido
uma ampla investigacdo de sua aplicacdo na est&dd do glicerol com acidos graxos. O
tamanho de poro dos materiais pertencentes a aM#iLS de peneiras moleculares (2 - 10
nm) € grande o suficiente para permitir que ocomaagdes dentro do poro. O MCM-41 € o
membro mais notoério da familia M41S de peneirasemdares mesoporosas. Ela apresenta
uma alta seletividade para MAG, mas uma baixa d#deé catalitica nas reagbes de
esterificacdo. O tamanho do poro € um parametticcna determinacdo da seletividade em
MAG. Uma estratégia para aumentar sua atividadalited € a insercdo de novos grupos
acidos na superficie do catalisador. Bons resudtddcam conseguidos utilizando grupos
funcionais contendo &acido sulfénico, o &cido ldmuricomo &acido graxo, quantidades
equimolares de reagentes e temperatura de 100RE@®PARIENTE et al., 2003).

Nakamura et al. (2008) estudaram a esterificacaglidarina com acido laurico
catalisada por sais metalicos multivalentes conbjetivo de produzir MAG e DAG. Os
resultados demonstraram que estes sais (hidrategadmio, ferro e aluminio) apresentam
uma alta atividade catalitica para a esterificagdtudada, sem solvente. Dentre os sais
testados, ZrOGI8H,O e AICkL.6H,O resultaram em uma alta seletividade em monolaudia
0s sais F£S0y)3.nH0 e Zr(SQ)..4H,O apresentaram uma maior seletividade em dilaurina,
mesmo em excesso de glicerina. A reacao ocorravéatda dissolugdo ou dispersao dos sais,
que apresentam propriedades fracamente Aacidas. ndmt@ s80 necessarios estudos
detalhados para o melhor entendimento do mecardsssta catalise.

Alguns estudos tém sido realizados com o objetraitilizar sabdes (sais de acidos

graxos) para acelerar a reacéo de esterificac@eides graxos e glicerol com o objetivo de
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produzir uma mistura emulsionante composta predamémente de MAG para uso
cosmético ou farmacéutico denominada emulsionantdimb acilglicerol modificado. A
composicao do produto da reacéo seria: acido geaptiwerol que nao reagiram, MAG, DAG

e 0 sabao utilizado como catalisador (MACIERZANK®ZELAG, 2006). O sabdo que foi
utilizado para acelerar a rea¢do ndo precisa sasvido do meio pois também possui acéo
emulsionante, podendo complementar a acdo do MABO& de metais alcalinos (sédio e
potassio) possuem um alto valor de EHL, sendozatbs como emulsionantes O/A. Ja
sabdes de cations multivalentes (zinco) sédo utiigacomo emulsionantes A/O por possuirem
uma maior hidrofobicidade (menor EHL). O EHL fimkl produto dependera das quantidades
relativas dos emulsionantes presentes na mistéma &bs valores de EHL individuais.

Szelag e Zwierzykowski (1998) estudaram a cinéeasterificacdo do glicerol com
acidos graxos na presenca de sabdes de sodiossipaitetizadom situ. Eles investigaram
o efeito da temperatura, da concentracdo de sabdacadeido graxo na concentragdo final de
MAG. Os estudos cinéticos provaram que a reac&@stgificacdo realizada é uma reacao de
primeira ordem que tem o MAG como um produto intdtiério estavel. Conhecendo as
constantes das taxas de reacdo € possivel cacatarcentracao final de MAG. Este método
abre caminho para um ajuste especifico da composiggroduto final, bem como de seu
EHL e de suas caracteristicas como emulsionante.

Szelag e Macierzanka (2001) estudaram a sinteB8A@evia esterificacdo catalisada
por sabdes de sodio, potassio e zinco. Eles exeanina efeito do acido graxo e do cétion do
sabdo utilizado no progresso da reacdo e na coacéatfinal de MAG. Sob as condi¢cdes dos
experimentos realizados, o catalisador mais etieitm o sabdo de zinco, seguido pelo sabao
de sddio e, por ultimo, o de potassio. Os resultadlemonstraram que as propriedades
hidrofilicas do emulsionante produzido podem serdifltmdas programando-se o
comprimento da cadeia hidrocarbonada do MAG e ddsaOs MAG modificados pela
presenca de sabdes de sodio e potassio podemlieatabinulsées O/A enquanto que as
preparagdes modificadas pela presenca de sabaescdgpodem estabilizar emulsdes A/O.

Os mesmos autores estudaram a cinética da estefificdo glicerol com acidos
graxos (C12:0, C14:0, C16:0 e C18:0) na presencaatiées de zinco dos acidos graxos
utilizados. Eles estudaram o efeito da tempera(@@0 - 160°C) e da razdo molar
glicerol:acido graxo:sabdo de zinco (1:1:0,006251:0,05) na concentracdo final de MAG
durante 6 horas de reacado. A presséao do sistemaaftiida reduzida a fim de eliminar a agua
gerada durante a esterificacdo. Os estudos cisépimvaram que a reacao de esterificacao

realizada € uma reagdo de primeira ordem que t&AG® como um produto intermediario
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estavel. A maxima concentracdo de MAG na mistural fioi 50%. As condic¢des reacionais,
bem como o tipo de &cido graxo e sabdo utilizatlodanciaram a converséo e a concentracao
final de MAG. Os sabdes de zinco demonstraram fsgeres em aumentar o contato entre
0S reagentes, aumentando assim 0 progresso da.réagérmacdo de microemulsdes foi
observada em todos os processos de esterificagftadss. Atraves dos estudos cinéticos foi
possivel controlar a composic¢éo final do produtorelacdo ao conteudo de MAG e sabdo de
zinco. A influéncia da composicdo dos emulsionarsiesetizados no seu valor de EHL
também foi investigada. O comprimento da cadei@obatbonada do MAG bem como a
concentracdo do sabao influenciaram o valor de H#s preparagbes sintetizadas
(MACIERZANKA; SZELAG, 2004).

Pereira-Soares e Silva (2007) objetivando a preparaeletiva de monoéster de
glicerol realizaram reacbes com o acido dodecanéiggicerol na presenca de 6xido de
nidbio como catalisador variando-se as propor¢cige @s reagentes. Foi alcancado o teor de
80% de monoéster apds 8 h de reacdo com a propemtéols de 5 de glicerol para o acido
graxo, massa de catalisador equivalente a 1% e sitidos a temperatura de 160 + 5°C
(mais baixa do que as atualmente praticadas narimalas patentes registradas). Nestas
condi¢cdes, a conversdo do acido determinada pdag#o foi da ordem de 90%. O produto
foi caracterizado por espectrometria no infravehmgepor ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e de carbono. Os autores concluiranpcauemento do excesso de glicerol foi um
dos fatores determinantes para o aumento do temodeéster em relacdo ao diéster.

Embora menos usados, alguns catalisadores basiar®xjdos, carbonatos) tém
demonstrado alguma atividade na reacdo de esaégdfic O uso de catalisadores basicos
poderia limitar a formacgéo de rea¢fes secundatiasagarretam a degradagdo dos produtos.
Uma comparacao entre catalisadores basicos sdMig®, ZnO e NgC0Oz) mostrou que o
ZnO é um dos melhores catalisadores na esteribadgalicerol com o acido estearico ja que
as bases usuais favorecem a formacdo de sabdo. ddémais, 0 uso de um solvente
apropriado aumenta a atividade e a seletividad®&@ do ZnO devido a homogeneizacao
do meio reacional e a limitacdo da reacdo térndsaresultados mostraram que a reacao de
esterificacdo € fortemente dependente do catalisadda solubilidade — solvatacdo dos
reagentes e produtos (POUILLOUX et al., 2000).

Pouilloux et al. (2000) estudaram a sintese de esgirarina por esterificacdo do
glicerol com acido estearico sob atmosfera de g@&ém®m em reator termostatizado e com
agitacdo mecanica. As melhores condicdes experaiseobtidas foram: temperatura de

110°C, tempo de reacdo de 16 h, razdo molar glideido estearico igual a 1 e 0,5% (m/m)
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de catalisador (carbonato de sédio ou agdoluenosulfénico). Utilizando carbonato de
sédio eles conseguiram 43,9% de conversao e 68&586riversao em MAG, ja com o uso do
acidop-toluenosulfénico eles atingiram 89,4% de conversdad,3% de MAG.

A producao convencional de MAG através de estagfio geralmente envolve 0 uso
de catalisadores. No entanto, estes podem sewadat em altas temperaturas ou por
impurezas presentes nos reagentes, além de pota@na formacdo de subprodutos e cores
indesejaveis. Adicionalmente, a remocéo do catidisao final da reacdo leva a perda no
rendimento da reacdo. Devido a estes problemagieseaem catalisadores sao, muitas vezes,
preferidas. Com os atuais avanc¢os na tecnologilides supercriticos, uma alternativa seria
conduzir reacdes ndo-catalisadas na presenca xiealige carbono supercritico. Este € um
meio excelente ndo soO devido as suas propriedatientes mas também porque permite que
a reacdo de esterificacdo ocorra em auséncia dgroaj resultando em produtos sem
residuos de solventes e em um processo ambientalmeguro. Além disso, a separacdo dos
acidos graxos livres no final da reacdo € feitardmeira simples no final do processo
(MOQUIN; TEMELLI, 2008).

Moquin e Temelli (2008) estudaram a esterificacagylicerol com acido oléico em
diéxido de carbono supercritico, sem catalisadum o objetivo de produzir MAG e elucidar
a cinética e 0 mecanismo da reacéo. As reacoes fovaduzidas a 10 - 30 MPa de carbono
supercritico, 170 - 250°C e razdes molares (gliGmido oléico) de 10:1, 1 e 1:2. Os
resultados demonstraram que a taxa de formacdo A& B 50% da concentracdo de
equilibrio (taxa-50%) aumentou significativamentenca temperatura, mas néo foi afetada
pela pressdo do meio supercritico. Os valores xt&38% para as razfes molares 10:1 e 1
foram similares e maiores que para a razdo l:2orcentracdo de MAG no equilibrio
diminuiu significativamente com a diminuicdo da centracao inicial de glicerol.

Bancquart et al. (2001) estudaram a transestegécalo glicerol com estearato de
metila, na auséncia de solventes, utilizando catddires solidos basicos. A comparacdo entre
varios catalisadores sélidos basicos (MgO, £&&0; e ZnO) demonstrou que quanto maior
for a basicidade intrinseca do catalisador, mai® &le sera (Tabela 5). Apesar doQater
sido o catalisador mais ativo, foi observada agites de acroleina resultante da desidratacéo
do glicerol nos centros acidos do catalisador. @sras reconheceram que a seletividade em
MAG poderia ser aumentada se a reacao ocorressx@sso de glicerol, porém devido a
dificuldade da posterior remocéo deste do meioi@beas propriedades tensoativas do MAG
€ impossivel lavar a mistura com agua), foi usadexcesso de apenas 1,2. Com o intuito de

aumentar a performance de 2 dos catalisadoresiésstas autores utlilizaram varios métodos
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para preparar o MgO e Ce@ MgO preparado por hidratacdo seguida de cgi&mde um
material comercial mostrou ser o catalisador mi® §90% de conversao e 30% de MAG)

provavelmente devido a presenca de sitios basiaasfortes.

Tabela 5: Converséo e seletividade na reacéao nsesterificacao de glicerol com estearato
de metila na presenca de 6xidos metalicos apddetréacdo a 220°C, com quantidades
equimolares de reagentes, 0,5 g de catalisadoesago atmosférica, sob atmosfera de

nitrogénio
Catalisador Conversao (%) MAG (%) DAG (%) TAG (%)
Zn0O 18 80 20 0
MgO 83 42 52 6
La,O3 97 28 61 11
CeQ 4 100 0 0

Fonte: adaptado de BANCQUART et al., 2001

Corma et al. (2005) estudaram os sitios ativoscbastde Lewis e Bronsted em
catalisadores sélidos e 0 seu papel na sinteseAde. Katalisadores sélidos do tipo base de
Bronsted apresentaram uma atividade maior e unsa dagecifica muito maior do que as
reportadas para as hidrotalcitas (bases de Lewars)gtransesterificacdo do éster metilico do
acido oléico com o glicerol. A seletividade dasdsade Bronsted para MAG é maior por
causa da menor desativacdo do catalisador, o quatpejue a transesterificacdo de DAG
ocorra em tempos de reacdo mais longos. Hidraaltit-Al calcinadas apresentaram maior
atividade do que o MgO e as hidrotalcitas Al-Mgideva sua maior basicidade de Lewis.
Todos os catalisadores solidos do tipo base ded apresentaram a mesma seletividade em
MAG independentemente da for¢ca da base e umawsedete menor do que os catalisadores

basicos de Bronsted.

3.4.2 Via enzimatica

Recentemente a sintese de MAG catalisada por $ifjasesido estudada intensamente
como alternativa ao método convencional, devidmcjgalmente, a utilizacdo de condi¢des
reacionais brandas de pH e temperatura, que impkga baixo consumo energético e menor
incidéncia de reacdes indesejaveis, e a seletwidls lipases que, de forma integrada,
resultam em produtos de melhor qualidade. Alémodissespecificidade dessas enzimas

possibilita a sintese de produtos que nao podes@arabtidos pela rota quimica convencional.
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Pode-se explorar a seletividade das lipases perrdigtados acidos graxos e também sua
regioseletividade pela posicao alfa das molécutagliderol em detrimento da posi¢cédo beta.
Cabe ressaltar que do ponto de vista ambientaba@epso enzimatico € tecnicamente limpo e
seguro. Este fato € bastante significativo tendovista a crescente demanda por tecnologias
verdes e produtos seguros para o consunfaorsumer-friendlyjBORNSCHEUER, 1995).

O elevado custo das lipases e sua baixa estal@lidperacional apresentam o maior
obstaculo na competicdo com a sintese quimicana¢mé empregada. No entanto, o
progresso na area da genética e na tecnologiaodegsios permite que a industria ofereca
biocatalisadores com melhores propriedades e concusto reduzido (FREITAS et al.,
2008).

Além disso, a sintese de um produto de alto vajoegado, na maioria das vezes,
compensa 0s gastos com as enzimas. Este € o casotelse de insumos cosméticos. Os
ésteres de uso cosmético sintetizados enzimaticampor exemplo, tém sido designados
como "Bioésteres" a fim de ressaltar a qualidadeomluto e seu apelo "natural". Esta
estratégia denarketingcertamente aumenta o preco do produto final e atares vendas, ja
que a industria de cosmeéticos possui uma alta dgang@or ingredientes inovadores e
"naturais" (KOSKINEN; KLIBANOV, 1996).

Neste contexto, diferentes alternativas tém sidapgstas com relacdo a sintese
enzimatica de monoglicerideos. Algumas destas éntla hidrélise seletiva usando lipases
1,3-especificas, a esterificacdo de acidos gran@stansesterificacdo de ésteres com glicerol
e a glicerolise de 6leos e gorduras. Diferentdgrs@s reacionais para a producdo de MAG
operando em regime batelada ou continuo, bem camadas fontes de lipase, graus de
pureza e métodos de imobilizacdo, vém sendo imzekis detalhadamente. No caso da
utilizacdo de lipases como catalisadores, a hsgkabu alcoolise de triglicerideos fornece 2-
MAG, enquanto as demais metodologias usualmenteiedern uma mistura de
monoglicerideos, na qual o 1(3)-MAG é o composedpminante, geralmente obtido com
um rendimento elevado (FREITAS et al., 2008).

3.4.2.1 Hidrdlise ou alcodlise de triglicerideos

Hidrélises enzimaticas usando lipases nédo-espasifioferecem um processo
alternativo para a producao de &cidos graxos emigies moderadas. Varios métodos estao
descritos na literatura, incluindo reacdes na miEs€VIRTO et al., 1991) ou na auséncia
(BAILLARGEON; SONNET, 1991) de solventes organicé#%sara obtencdo de MAG por

hidrélise enzimética, é necessario o controle dg&e para evitar uma hidrolise completa. A
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maneira mais facil de alcancar esse proposito plieagdo de lipases 1,3-especificas que
resulta em 2-MAG como um dos produtos (FREITAS.e2808) (Figura 9).

O
_O)C-‘JLR —OHO o
lipase 1,3- especifica .
—O)L_')LR + 2R'OH _— OJLR + 2 RJ\O”R
P

Agua Acido graxo
L O R _ou L OH ou
Alcool Ester
TAG 2-MAG

* R e R' = Cadeia carbdnica saturada ou insaturada

Figura 9: Obtenc&o de monoglicerideos por hidra@isalcodlise enziméatica *

No caso de hidrolise enzimatica, a migracdo do gyragila (da posicdo 2 para a
posicdo 1(3) do glicerol) deve ser suprimida a dienevitar a hidrolise total do TAG, que
resultaria em glicerol e acidos graxos (HOLMBERGTERBERG, 1988). Por outro lado, a
reacdo de alcoodlise pode ser realizada na presdmcsolventes apolares, reduzindo a
velocidade de migracdo do grupo acila. Por est@otaa alcoolise de triacilglicerois fornece
rendimentos mais elevados (75 - 97%) que a hidrolidicionalmente as reacdes de alcoodlise
sdo mais rapidas por ndo ocorrer mudanca do pthidueareacdo e também porque a lipase
nao sofre inibicdo dos acidos graxos livres. A @aliglo alcool em excesso desloca o
equilibrio para a formac&o de monoglicerideos (HREI, 2006).

Hidrolises parciais de 6leos de diversas semeadtesiescritas na literatura, como por
exemplo, a hidrélise do 6leo de mamona usando asdipl,3-especifica dBhizophus
arrhizus Nesse procedimento, rendimentos de 23% de MAGindipalmente
monorricinoleina) e 66% de acido ricinoleico foraittancados em 3 h de reagcdo. A
precipitacdo do acido pela adicdo de cloreto déos@imentou a quantidade de MAG para
65% (BORNSCHEUER, 1995).

Um procedimento mais especifico de obtencdo de M um sistema bifasico foi
relatado por Mazur et al. (1991). O sistema coiasisin hexano, alcool alifatico (alcoois
primarios como o 2-butanol) e uma solucdo aquospdaada contendo lipase 1,3-especifica.
Numa segunda etapa uma maior seletividade de rgdg® ser induzida pela esterificacédo
dos acidos graxos livres liberados com o alcoftadp. O rendimento foi de 70% e o método

foi considerado apropriado para TAG saturados miamsho de cadeia na faixa de C8 a C14.
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Uma outra possibilidade para aumentar a seletieidad MAG pode ser alcancada
pela hidrélise do Oleo na presenca de surfactasé@nicos. Em condicbes otimizadas,
Holmenberg e Osterberg (1988) obtiveram um rendicneéa 80% em 2- MAG.

Também é relatada na literatura a hidrolise desolde origem animal. Hur et al.
(1999) estudaram a hidrélise de 6leo de peixezatililo a lipase comercial despergillus
orysae Lipolase-100T. A quantidade de acidos graxosasicgo 2 e o grau de migracdo dos
acidos graxos no 1,2(2,3)-DAG e 2-MAG foram cuidsaioente avaliados. A taxa de
conversao de 1,2(2,3)-DAG a 1,3-DAG e de 2-MAG 3-MAG também foram obtidas. Os
resultados indicaram que a taxa de migracao dé,3)2DAG a 1,3-DAG foi maior do que a
taxa de hidrolise de 1,2(2,3)-DAG a 2-MAG e quexeatde conversao de 2-MAG a 1(3)-
MAG foi extremamente baixa.

Mufiio et al. (2008) estudaram a etanodlise do deepeixe catalisada por lipases 1,3-
especifica com o objetivo de produzir 2-MAG rico énidos graxos poliinsaturados. Altos
rendimentos em 2-MAG (90,3%) foram obtidos utilidaretanol 96% e a lipase comercial
Novozym 435, que se comporta como uma lipase J8edfsica em grande excesso de etanol.
No entanto, a agua presente no etanol levou a @@onale acidos graxos livres que
dificultaram a purificacdo do 2-MAG. Um rendimerde 75% foi alcancado utilizando-se a
lipase D deRhizopus orysae a lipase d&khizopus delemaimobilizada em Accurel MP-
1000 utilizando etanol absoluto. Nestas condi¢c@®sfaram obervadas a formacao de &cidos
graxos e a migracao de acilas. Estes rendimentamfobtidos utilizando-se as seguintes
condicOes: razdo molar etanol/dleo de 11 e 6 mha#dona por grama de 6leo. A alcoolise
atingiu um valor minimo na auséncia de solventegmi@nto, o rendimento em 2-MAG no

equilibrio parece néao ter sido influenciado peldtaacetona/dleo.

3.4.2.2 Gilicerdlise de triglicerideos

A desvantagem da reacdo de alcodlise é o desperdécidois &cidos graxos do
triglicerideo, sendo, portanto, mais eficiente dadé no qual o glicerol é usado como alcool
(glicerdlise), permitindo a conversao total dos té€idos graxos, empregando lipases tanto
especificas como nao especificas (FREITAS et @08R Na pratica, usualmente as reacdes
promovem a migracdo do grupo acila de tal forma s@eestabelece um equilibrio da
concentracdo dos produtos formados na razdo de (2(B)-MAG e 2-MAG)
(KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998 apud FREITAS, 20@€)jgura 10).



53

O O

_OJLR —OH —OJLR —OH
) O

p

—OJ\R + 2 Lon P o on + —OJ\R
O —_—

—OJLR —QOH —OH —OH

TAG Glicerol 1(3)-MAG 2-MAG

* R = Cadeia carbbnica saturada ou insaturada
Figura 10: Obtencdo de monoglicerideos por glicsg@nzimatica *

Como a glicerdlise de triglicerideos apresenta daiendimento (30 - 50%) em
monoglicerideos, devido ao equilibrio desfavoradal reacdo, diversas estratégias sao
adotadas para deslocar o equilibrio no sentidgaledela reacéo.

O trabalho pioneiro foi desenvolvido por Yamanale{1986) que estudaram a reacao
de glicerdlise do 6leo de milho pela lipaseR¥®udomonas fluoresceam sistema batelada,
sem adicdo de surfactantes ou emulsificantes, egoiram produzir 20,4% de MAG a 40°C.
Desde entdo a reacao de glicerdlise catalisadippses vem sendo intensamente pesquisada,
sendo inumeros os trabalhos realizados visandteagdn de MAG a partir de uma variedade
de Oleos e gorduras naturais.

Reacdes de glicerdlise ja foram realizadas em ascedversas (sistemas compostos
por moléculas anfifilicas que se auto-organizanfodama que seus grupamentos polares se
orientam para a face interna e a parte apolarisatarpara a face externa) (CHANG et al,
1991; HOLMBERG et al., 1989), na presenca ou augéte solventes organicos ou em
sistemas em estado solido livre de solvente (MCMNELal., 1990). Problemas envolvendo a
hidrofilicidade do substrato glicerol em solventaganicos e problemas analiticos para a
determinacdo quantitativa dos glicerideos parcfaram descritos por Ferreira-Dias e
Fonseca (1993).

Ohta et al. (1989) relataram que a lipase podesofibicdo e desativacdo pelo Oleo
oxidado durante a glicerdlise (batelada ou conjidoaleo de girassol.

Tan e Yin (2005) estudaram o mecanismo da glicde 1,3-palmitina-2-oleina pela
lipase deRhizopus arrhizusOs resultados mostraram que a glicerdlise € uncepso
complexo incluindo hidrolise, esterificacao e isomegdo de MAG e DAG. Nas primeiras 5

h de glicerdlise, a hidrélise predomina e, a segaontecem a esterificacdo e isomerizacao.
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Mcneill et al. (1990) desenvolveram um método, mal glicerdlise foi realizada
numa emulsédo liquido-liquido de glicerol e trigliceos, seguida da cristalizacdo dos
monoglicerideos formados. Usando este método, fot#tidas altas formacdes de MAG (70-
99%) utilizando diferentes meios reacionais (BORNESOER; YAMANE, 1994;
FERREIRA-DIAS; FONSECA, 1993; MYRNES et al., 1999. temperatura de reacao
também é critica e precisa ser mantida abaixo dgdmmtura do ponto de fusdo do
monoglicerideo. Para sebo de boi, por exemplompeaeatura 6tima foi de 42°C fornecendo
72% de 1(3)-MAG usando lipase pancreéatica ou miar@b (MCNEILL et al., 1990).
Adicionalmente, um melhor desempenho do procesde per obtido por meio do controle do
teor de agua do meio reacional, da razdo entileéifgleos e glicerol, da quantidade e do tipo
de lipase (MCNEILL; YAMANE, 1991).

Bornscheuer e Yamane (1994) estudaram a atividadstabilidade de lipases de
diferentes fontes durante a glicerélise da tri@eilBles observaram que lipases bacterianas
foram muito estaveis, enquanto que as lipases dasgoram rapidamente inativadas. Uma
melhoria na estabilidade operacional foi descriva meio da imobilizacdo da lipase em
Celite. Utilizando-se a lipase @hromobacterium viscosyrfoi possivel obter 99% de MAG
em 120 h de reacdo a 8°C (sendo as primeirasBHhQ.

O rendimento em MAG em funcéo do tamanho da caelgarfil de saturacdo dos
acidos graxos do TAG foi estudado durante a gliserédo 6leo de palma. A andlise
detalhada da composicdo dos produtos de reac&mindima cristalizacdo preferencial de
MAG especialmente pelo acimulo de acidos graxisa#os, tais como C16:0, na fracdo de
MAG (MCNEILL; BERGER, 1993; MCNEILL et al., 1992).

Em processos continuos, podem ser usados reaturemembrana para remover 0s
monoglicerideos ao invés da estratégia da criatziz (STEVENSON et al., 1993; CHANG
et al., 1991).

Em biorreatores com membrana de microporos hidro§i] 6leo comestivel foi
glicerolisado por lipase de. fluorescensresultando na formagéo de 5 - 25% de MAG. O
tempo de meia-vida da enzima foi de 3 semanas@ @HREITAS, 2006).

Chang et al. (1991) empregaram biorreatores cordinaom membrana de
polissulfona para a glicerdlise do 6leo de olivalem(2-etil-1-hexil) sulfosuccinato de sodio
(AOT)/isooctano usando lipase de. viscosumimobilizada em lipossomas (pequenas
vesiculas lamelares). A fase estacionaria foi atangpos 24 h de operacao, resultando numa
conversao de 80% do 6leo de oliva durante 6 diagpdeacdo do reator. Uma produtividade

mais elevada da monooleina (@MoL (h.mL)) foi obtida numa concentracdo de 2% do



55

substrato inicial. O fluxo otimizado do 6leo devalifoi de 2,5 mL/h, e o teor de agua foi
menor que 8%. A estabilidade operacional da lipadilizada em lipossoma foi calculada
em 45 dias, por outro lado, o tempo de meia-vid&mama livre em micelas reversas foi
somente cerca de 4 dias. A atividade da enzima iimeda foi ligeiramente inferior ao
biocatalisador na forma livre.

Esmelindro et al. (2008) utilizaram o AOT como aotnte na glicerélise de 6leo de
oliva catalisada pela lipase comercial Novozym 485 presenca de propano pressurizado
como solvente. Os experimentos foram conduzidob@&elada mantendo constante a razéo
glicerol/6leo de 2, razdo massica propano/substraéo4, concentracdo de enzima de 10%
(em relagéo ao peso dos substratos) e agitacad00dep®, variando a temperatura, presséo e
concentracdo de AOT. Os resultados demonstrarana glieerélise enzimatica em propano
pressurizado pode ser uma rota alternativa aosdo®toonvencionais ja que foram obtidos
altos rendimentos de MAG e DAG em condi¢des braddaemperatura e pressao (30°C e 30
bar) com uma baixa razdo massica entre solvergabstratos e em pouco temo de reacao (1
h).

Em um outro exemplo, um elevado rendimento de fodmale MAG foi obtido para
reacfes conduzidas na presenca de um alcool serumdaterciario agindo na mistura
reacional como solvente para todos os componentdsirido o glicerol. Uma grande
variedade de 0leos e gorduras naturais foram glisados na presenca déoutanol. Apos 3
h de reacédo a 70°C, 82 - 90% de MAG foram sintédtiggela lipase imobilizada @andida
antarctica Esse sistema também foi aplicado em reacoesteléfieacdo e transesterificacao
usando acidos graxos e seus derivados (BORNSCHELESR).

Ferreira-Dias et al. (2001) testaram duas lipasagecciais (Lipozyme IM e Novozym
435) como catalisadores da glicerdlise do azeit®ld@a emn-hexano com o objetivo de
produzir MAG e DAG. O maior teor de MAG obtido vauide 43 - 45% com razdo molar
igual a 1 para ambos os catalisadores. No casoottlaziim 435, a menor concentragao de
enzima testada (12% p/p) levou a melhores resudiagloquanto que para a Lipozyme IM
foram necessarios 26% p/p para obter os melhereBmentos. Os autores concluiram que o
melhor catalisador para sintese de MAG nestas ¢oeslifoi a Novozym 435.

Posteriormente, Ferreira-Dias et al. (2003) testaaaeficiéncia da lipase deandida
rugosaimobilizada em poliuretano para efetuar a glideedtle 6leo de oliva residual refinado
em n-hexano com o objetivo de produzir MAG e DAG. Apg@k tibras de reacdo a 30°C,
razdo molar glicerol/6leo igual a 1 e atividadeadea na enzima de 0,83 foram obtidos 32%
(p/p) de MAG e 18% (p/p) de DAG.
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Cheirsilp et al. (2007) realizaram um estudo cowétda producdo de MAG por
glicerdlise do 6leo de palma utilizando uma lipesmercial de°seudomonas spmobilizada
em Accurel EP-100. Um modelo matematico foi deskm e os parametros cinéticos
foram estimados. Houve uma boa correlacdo entresastados experimentais e os preditos
pelo modelo sob vérias condi¢cdes reacionais. Airpdd modelo, simulou-se o efeito
sinérgico das concentracdes dos substratos. Okadkssi da simulagcdo demonstraram que
altas concentracbes de substratos levaram a unaairéial de reacdo alta e a baixos
rendimentos em MAG. No entanto, foi possivel ob&rdimentos aceitaveis (82%) e altas
taxas reacionais utilizando concentra¢gfes de sbstadequadas. O rendimento maximo em
MAG (100%) foi obtido em concentracdes baixas @® @e palma e excesso de glicerol.

Kaewthong e H-Kittikun (2004) estudaram a glice®lde oleina de palma pela lipase
PS (Pseudomonas spimobilizada em Accurel EP100 em solventes organidgscondicoes
Otimas de reacdo (56% de MAG produzidos ap6s 2drain: 10% (p/p) de oleina de palma
em uma mistura de acetona e isooctano, razdo riél&/glicerol de 8:1, 50% (p/p) de
enzima em relacdo a oleina de palma e temperaaut&ot.

Kaewthong et al. (2005) testaram 9 lipases comerp@ra a reacao de glicerolise da
oleina de palma com o objetivo de produzir MAG.ipase mais adequada foi a lipase PS
(Pseudomonas spque produziu 28,05% de MAG a 45°C. Varios supgrtes imobilizacao
desta lipase foram testados e o melhor foi o A¢daR400. A lipase imobilizada produziu
20,74% de MAG apo0s 24 h de reacédo a 45°C. A pradagéatinua de MAG foi realizada
utilizando-se a lipase PS imobilizada em dois tigeseatores: leito fixo e tanque de mistura

continuo.

3.4.2.3 Esterificacédo do glicerol com acidos graxos ou tsmsterificacdo do glicerol com
ésteres de acidos graxos

A boa estabilidade das lipases em meio organicsilpb®u o desenvolvimento de
varias metodologias envolvendo esterificacdo ouwnststerificacdo para a sintese de
monoglicerideos utilizando lipases como catalisasl¢8ILVA, 2002).

A esterificagdo produz monoglicerideos sem despmrdd acido graxo, podendo
formar 1(3) e 2-MAG, 1,3 e 1,2-diglicerideos (1,312-DAG) e triglicerideos (TAG),
conforme a especificidade da lipase (Figura 11).eNgrificacdo do glicerol com acidos
graxos utilizando lipases 1,3-especificas, o ghicpode ser esterificado na posicdo 1 ou 3,
podendo formar 1(3)-MAG e 1,3-DAG. Quando lipasés-aspecificas sdo empregadas, o
glicerol pode ser esterificado em qualquer posipadendo formar 1(3) e 2-MAG, 1,3 e 1,2-
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DAG e TAG. Deve-se levar em consideracado que apudbe ocorrer a migragdo do grupo
acila, ocasionando mudancas de posi¢fes desse gaupwlécula do glicerol (FREITAS,
2006).

—OH
O
- OH . R)LDH
Acido graxo
_OH
Glicerol
Esterificacdo
I I I
__OH + . OH + —DJ\R
0O O
—OH —D)J\R —UJ\R
1(3)-MAG 1(3}-DAG TAG
i —OH
OH{] 0
SN o
O R o
L_OH —DJLR
2-MAG 1(2)-DAG

* R = Cadeia carbdnica saturada ou insaturada
Figura 11: Possiveis produtos formados na estag#ic enzimatica *
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A condicdo mais importante para as lipases catatisaste tipo de reacdo é o baixo
conteudo de agua ou alcool no meio reacional (BORMNSJER, 1995). Para deslocar a
reacao de esterificacdo ou transesterificacdo pdmamacdo de monoglicerideos, diversas
estratégias sdo usadas para remover agua ou ¢, &oom por exemplo, reducdo de pressao
ou uso de agentes dessecantes (YAMAGUCHI; MASE11BBLLQVIST - FUREBY et al.,
1996). A Tabela 6 lista outras estratégias descrit literatura para atingir um elevado

rendimento de formacdo de MAG e evitar a inversiicedcao no sentido da hidrdlise.

Tabela 6: Métodos para formacéao seletiva de MAGeandes de esterificacdo ou

transesterificagao

Método Principio Referéncias
Adicéao de peneira molecular Remocéao de agua YAMAGUCH]I; MASE,

1991; GANCET, 1990;

DUCRET et al., 1995
Reducao de pressao Remocéao de agua MILLER et al., 1988
Adsorcéo do glicerol em um  Deslocamento do BERGER ; SCHNEIDER,
material suporte equilibrio, 1992, 1993

aumento da seletividade

Adsorcédo de MAG em uma Deslocamento do VAN DER PADT et al. 1992
coluna em série equilibrio,

aumento da seletividade

Adicao do &cido fenil borénico  Aumento da solulzitié =~ STEFFEN et al.1992
do glicerol, agente protetor

Fonte: FREITAS, 2006

Watanabe et al. (2004) estudaram a sintese de muBrédeos a partir de acido
linoléico conjugado através de esterificacdo w@ildo lipase d@enicillium camembertiiOs
resultados revelaram que a sintese de DAG a m&tiMAG foi reprimida em baixas
temperaturas. Quando o acido graxo foi esterificad®®C, com razdo molar glicerol/acido
graxo de 5, 200 U/g de enzima e 2% de agua, a csawatingiu 89,6% apods 45 h de reacéo,
com 87% de MAG, 4,5% de DAG e 0% de TAG. Em um maxperimento, apés 20 h de
reacdo, eles iniciaram a desidratagdo do sisteraaeatde evaporacdo com uma pressao de 5
mmHg utilizando uma bomba de vacuo. A conversdo eatmo juntamente com a
desidratacdo até atingir 94,5% apoés 16 h (toteB@léd de reacédo). O conteudo de MAG e
DAG foram 92,75 e 2,9%, respectivamente. Estes lteelas demonstraram que a

desidratacéo foi eficiente para produzir MAG emasaltoncentracoes.
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Ducret et al. (1995) realizaram com sucesso aifsa€do do glicerol com acido
oléico (em quantidades equimolares) utilizando cooadalisador a lipase comercial
Novozym 435 e como solvente o 2-metil-2-butanoltaPa remocédo de agua os autores
conectaram ao reator um extrator do tipo Soxhleteswlo um cartucho de peneira molecular,
um condensador e uma bomba de vacuo. A tempedueacao foi mantida em 60°C, mas a
pressdo foi sendo reduzida continuamente para gs@vente contendo agua liberada da
reacdo de esterificacdo pudesse sofrer refluxoseapgor dentro do Soxhlet e fosse seco
antes de voltar ao meio reacional. Depois de 2d4shde reacdo a conversao foi de 99% e o
teor de MAG dentre os ésteres formados foi de 67,5%

Como estratégia para superar o problema da aciegéseqiente, que pode ocorrer
nas reacOes de esterificacbes e transesterificagpdeglicerol puro, a protecdo do glicerol
tem sido testada por varios grupos de pesquisaeN=s0, duas das 3 hidroxilas do glicerol
sdo bloqueadas e posteriormente é feita a remog&grupo protetor apos a formacgédo do
monoglicerideo. Isso também oferece uma vantagema pa sintese de MAG
enantiomericamente puro (WANG et al.,, 1988; BORN&OHR ; YAMANE, 1995). A
etapa de retirada dos grupos protetores pode sdizaga com acido bdrico em 2-
metoxietanol, &cido cloridrico concentrado ou aditftuoroacético. No entanto, condi¢cdes
fortemente acidas resultaram em interesterificagéice duas moléculas de MAG, levando a
formagcao de DAG e glicerol como subprodutos e ngéipade acilas (BORNSCHEUER,
1995).

Hess et al. (1995) utilizaram o 1,2-O-isopropilideglicerol como composto de
glicerol protegido para produgédo de monoestearirgarér de reacdes de esterificacdo e
transesterificagdo catalisadas por uma lipase @aherde Pseudomonas cepacia
Experimentos envolvendo a transesterificacdo deegl protegido com estearato de etila
foram realizados em varios solventes, sendo queeptano e m-decano se mostraram mais
adequados. A esterificacdo direta com &cido estedesultou na maior conversao (84%).
VariagBes no residuo alquilico dos ésteres de astiwarico utilizados como reagente nas
reacOes de transesterificacdo levaram a uma digdiouia taxa inicial de reacéo na seguinte
ordem: etil> metil = propil = butil estearato.

O é&cido fenil bordnico foi descrito como um solidg@ihte e agente protetor da
esterificacdo do glicerol com diferentes acidosxgsana presenca de solventes organicos
(STEFFEN et al., 1992). O rendimento mais elevagdvVilhG (84%) foi obtido usando o

acido hidroxiestearico como substrato e Lipozymaabiocatalisador em meio dehexano.
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A baixa solubilidade do glicerol em solventes apdaorganicos reduz a velocidade
de reacdo e favorece a reacdo paralela, ou sej@acdmc dos monoacilgliceréis e
diacilglicerdis mais soluveis. Para minimizar ep®blema, algumas técnicas tém sido
propostas como o0 uso de diferentes tipos de sa@sgWON et al., 1995; YANG et al.,
2003), micelas reversas (BORNSCHEUER et al., 199k),de suportes sdlidos inertes para
adsorcéo do glicerol (KWON et al., 1995; BERGERHMEIDER, 1992; BELLOT, 2001),
conducao do processo em reatores com membranas DERPADT et al., 1992; HOQ et
al., 1985) ou meios reacionais isentos de solveM&AGUCHI; MASE, 1991; FREITAS,
2006; SILVA, 2002), que ainda trazem o atrativssdeum processo mais limpo, mais barato
e que elimina a etapa de remocao do solvente.

Otero et al. (2001) estudaram o efeito do solveddademperatura e do acido graxo na
seletividade para sintese de MAG a partir de disgéo direta do glicerol utilizando a lipase
comercial Novozym 435. Dentre os solventes testgdoetona, dioxano e acetonitrila), a
acetonitrila mostrou-se mais adequada a sintesemdaolauroilglicerol. Dentre as
temperaturas testadas (5, 20 e 40°C), a de 5°Q fuiais eficiente para a sintese de
monolaurina. Utilizando o solvente e a temperatmnais adequados, foram feitos
experimentos utilizando varios acidos graxos (C&02:0, C16:0 e C18:1), sendo que a
maior conversao em MAG foi vista utilizando-se @16:C12:0 e a maior taxa de reagéao foi
observada utilizando-se C18:1. Os autores tamb&maam a esterificacdo do acido oléico
com glicerol, em excesso de glicerol, a 3°C, w@ildo uma lipase dBseudomonas sp.
imobilizada em Celite. Foi observada uma conversampleta do acido graxo nestas
condicbes. Segundo eles, a alta seletividade pa@naacdo de MAG na presenca ou
auséncia de solventes pode ser atribuida a umntongle fatores como a precipitacdo do
MAG, uso do glicerol em excesso (cinco vezes magsajquantidade de acido graxo) e baixa
solubilidade relativa do acido graxo no sistema. demtrario da reacdo na presenca de
solvente, a reacdo em um meio sem solvente produdiéster primeiro. O monoéster s6 se
acumulou no meio em consequéncia de reacfes derdjbe do diéster formado
inicialmente. Além disso, em meios isentos de subjeas altas temperaturas diminuiram a
seletividade para MAG devido ao relativamente ptinto de fusdo do MAG.

Yang et al. (2003) desenvolveram um processo eaxdly duas etapas para a sintese
de monoestearina de alta-pureza (> 99%). A primeiegpa envolveu a esterificacdo do
glicerol com acido esteéarico, utilizando uma lipesebilizada comercial (Novozym 435), em
acetona. A reacao foi conduzida a 50°C com uma namdar de acido graxo/glicerol de 1:4 e

com 5% de lipase em relacdo ao peso de acido gisadn. Em 8 h o equilibrio foi atingido
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com 85,5% de conversao e 82,4% de monoglicerideasicdo de mais solvente deslocou o
equilibrio para a formacao dos produtos e reswtouaumento da converséo (89,7%) e do
teor de monoestearina (92,7%) apos 16 h de retmi@b de 24 h). As maiores impurezas no
produto consistiam em &cido estearico livre, DAGA&. A segunda etapa foi a remocao do
acido esteérico livre através de um tratamentacbagierando MAG com pureza maior que
99% e um rendimento global de 66,8%.

Kwon et al. (1995) estudaram a producao de monipanditoilglicerol emn-hexano.
Além do uso do solvente, foram adicionados vangoees sélidos inertes ao meio reacional,
resultando em um aumento da conversao de equiBldaarea interfacial entre o glicerol e o
acido palmitico enm-hexano. Dentre os suportes sélidos testadosca-gidil demonstrou ser
0 mais adequado. Entretanto, foi dificil atingirtaal conversbes de mono ou
dipalmitoilglicerol em sistemas em batelada pdisatmitoilglicerol também foi produzido.
Para superar este problema, foi realizado um a@imuitu do acilglicerol desejado através
da diferenca de solubilidade dos produtosrelnexano. Além disso, foi possivel direcionar a
sintese do acilglicerol desejado através do uslipdses com diferentes especificidades. O
rendimento de mono ou dipalmitoilglicerol foi bag&influenciado pela temperatura e pela
razdo molar entre o acido palmitico e glicerolesibbtiveram 60% de conversdo em mono ou
diglicerideo (dependendo da lipase utilizada) aC2%5bm razdo molar 5:10 (&cido
palmitico/glicerol). As lipases d®lucor mieheie Pseudomonas fluorescess mostraram
adequadas para a sintese do diglicerideo, enqadifase deRhizopus delemademonstrou
maior especificidade para a sintese de monogleesidestas condi¢cdes reacionais.

O alto rendimento de sintese de 1(3)-MAG regioisicamente puro em solventes
organicos em escala laboratorial foi relatado pergBr e Schneider (1992). O problema da
baixa solubilidade do hidrofilico glicerol em sahtes organicos apolar foi superado
facilmente pela adsorcéo do glicerol em um supsdtelo em pd (por exemplo, silica gel).
Estas preparacdes de glicerol foram colocadas ensalvente organico e um doador do
grupo acila foi adicionado juntamente com a lipds@-seletiva, simulando assim, uma
interface liquido-liquido artificial. Depois do Mo da reacdo, enzima e suporte foram
removidos simultaneamente por filtracdo simplegjuanto os produtos da esterificacao
permaneceram em solugdo. Em condi¢gbes otimizadagbfida concentragcdo maxima de
70% de MAG, rendimentos mais elevados néo foramngkdos devido a alta concentragédo
de 1(3)-MAG que serviu como melhor substrato quaraprio glicerol. Desta forma, para
obter rendimentos mais elevados, os autores ddseram um sistema de separacdo

continua constituida de 2 etapas: sintese e isotam®8ubstratos néo reagidos e subprodutos
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indesejados (por exemplo, 2-MAG, DAG e TAG) foraompletamente reciclados e 1(3)-
MAG foi congelado a baixas temperaturas. Lipasesaspecificas também foram utilizadas
com sucesso neste procedimento.

A aplicabilidade do método desenvolvido por BergerSchneider (1992) foi
demonstrada para diferentes sistemas de estefifiazgando varios doadores do grupo acila,
tais como, acidos graxos livres (C5 a C18 saturadomsaturados), metil ésteres de acidos
graxos, ésteres vinilicos, triacilgliceréis sintés e o6leos e gorduras naturais. Varios
monoacilgliceréis foram produzidos com alto renditoe e pureza isomérica sem a
necessidade de etapas posteriores de purificagao.

Bellot et al. (2001) também se utilizaram da mesgigaica de adsorver o glicerol em
um suporte inerte. Eles investigaram a sinteseategiicerideos através de esterificacdo do
glicerol adsorvido em silica gel com acido oléico solventes organicos utilizando a lipase
de Rhyzomucor mieheAtravés deste estudo, foi demonstrado que o auntenfmlaridade
do solvente, utilizando misturas dehexano e 2-metil-2-butanol, aumentou drasticamante
seletividade na formacdo de monoglicerideos. =hrexano, o teor de monoglicerideos
representou apenas 6% dos glicerideos formadogmto pe equilibrio termodinamico. Por
outro lado, usando uma mistura equimolar rdbexano e 2-metil-2-butanol, o teor de
monoglicerideos subiu para 94%. No entanto, nestaslicbes de maior polaridade do
sistema solvente, houve uma diminuicdo da veloeidaitial e da conversédo no equilibrio
termodinamico.

Van der Padt et al. (1992) desenvolveram um procaisrnativo baseado em um
reator com membrana equipado com coluna de adsemasérie. Neste reator, um circuito
interno (contendo acidos graxos e glicerideos pmdds) e um circuito externo glicerol/agua
foram separados usando uma membrana de fibra odgase deCandida rugosafoi
adsorvida na superficie interna da fibra. Eles masam que monoacilglicerdis (por exemplo,
monocaprina) foram adsorvidos preferencialmentealana em série que foi colocada na
fase oleosa do circuito do reator. Desta forma, AGVfoi removido da mistura reacional,
deslocando o equilibrio da reacéo para o sentidsstigificacdo. Os autores concluiram que o
reator de membrana pode ser usado em processasuosntusando uma seqiéncia de
colunas. Eles estimaram uma producdo de 60 mol&glsle monoéster/g de enzima com o
tempo de meia-vida de 50 dias.

Yamane et al. (1984) e Hoq et al. (1985) estudarqmoducéo continua de glicerideos
em reator com membrana a partir de acidos graxgigerol pela lipase délucor miehei

imobilizada em microporos hidrofobicos. Eles oltire 80% de conversédo e 32% de MAG
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(principalmente 1-MAG), sendo que o tempo de mala-do biocatalisador imobilizado foi
de 54 dias. A aplicacdo de biorreatores de memlparsesterificacdo de acidos graxos com
glicerol e a hidrolise de 6leos foi revisada pooddtermam et al. (1987) apud Freitas, 2006.

Freitas (2006) estudou a selecdo da melhor rotamdétiza para producédo de
monoglicerideos, em meio isento de solvente, erapid lipases de diferentes fontes, tanto
comerciais quanto ndo-comerciais. Para alcancdjetivo proposto foram analisadas duas
metodologias: (1) esterificacdo do glicerol comdési graxos e (2) glicerolise do 6leo de
babacu. Verificou-se que meios reacionais contexdesso de glicerol favoreceram a sintese
de ésteres glicéricos, entretanto, tanto a veldeidaacional como a conversdao molar foram
dependentes do tamanho da cadeia carbdnica e graunsdturacdo dos acidos graxos
testados. Os experimentos realizados permitirambéam selecionar a lipas€andida
antarctica Bcomo fonte de lipase mais adequada para rota defiesicdo, sendo alcancada
uma elevada concentragdo de monolaurina em 12 read@o (24,15%). Para obtencdo de
monoglicerideo pela rota de glicerdlise do Oleo bddacu, o melhor desempenho foi
alcancado pela lipasBurkholderia cepaciarevelando uma formacédo de 10% (m/m) de
monoglicerideos em apenas 3 h de reacdo. A arcisparativa do desempenho das duas
rotas de obtencdo de monoglicerideos indicou qastexificacdo foi mais eficiente que a
glicerdlise, sendo entdo selecionada para estudogplementares de otimizagdo. Um
planejamento experimental complefof@ proposto para verificar a influéncia simultardas
variaveis X (temperatura entre 45 - 65°C) grazdo molar glicerol/ acido laurico na faixa 3 a
5) na formacdo de monolaurina, empregando a lifaselida antarctica Bmobilizada em
polissiloxano alcool polivinilico. De acordo com amadlise estatistica, a formacdo de
monolaurina foi fortemente influenciada pela vaglavazdo molar entre glicerol e &cido
laurico (%), enquanto que a influéncia da temperatugafoi pouco significativa. O modelo
matematico proposto permitiu prever as condicoesssdrias que favoreceram o alcance de
elevados rendimentos de formacédo de monolaurimaosa reacdo maximizada (31,35%)
para meios reacionais constituidos de glicerol idoathurico numa razdo molar de 5 e
temperatura de incubacédo de 45°C. Essas condigfas fambém adequadas para sintese de
monolaurina empregando outras fontes de lipasep a@tipase déenicillium camembertii
cujo desempenho foi altamente eficiente para oBterde monoglicerideos, alcangando
valores mais competitivos de formagao de monolau®i%).

Silva et al. (2003) estudaram a sintese de monioeapm meio livre de solvente
utilizando a lipase comercial imobilizada Lipozymé& 20 a partir da esterificacdo direta do

acido céaprico com glicerol. As reacdes foram coithszpor 6 horas, em reator aberto, com
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agitacdo constante. Um planejamento fatoriatdn ponto central foi feito para investigar o
efeito da temperatura, da razdo molar acido cépticerol e da concentracdo da enzima na
seletividade em monocaprina. Os resultados denawasir que todos 0s parametros sao
estatisticamente significativos. As melhores cobekc estabelecidas para a sintese de
monocaprina foram obtidas utilizando uma tempeaatigr 55°C, 3% (m/m) de enzima e razao
estequiométrica dos reagentes. Foi testada a ade@@neira molecular e uso de solventes
(mistura 1 den-hexanadt-butanol) nas condi¢bes otimizadas, mas estas @iiteas ndo se
mostraram vantajosas. A composi¢ao do produto, famalcondicdes otimizadas, apds 6 horas
de reacéo foi: 61,3% de monocaprina, 19,9% de diwp 18,8% de &cido céprico.

Xia et al. (2003) estudaram a esterificacdo dcegliccom o acido caprico, em meio
microaquoso isento de solvente, pela lipaseCdadida Antarctica.Em reator fechado, a
conversao de equilibrio atingiu 65,6% em 9 h dedea&m condi¢des Otimas (temperatura de
60°C, 12% de &gua, 100U de lipase/g de é&cido @apgoantidades equimolares dos
reagentes).

Um outro processo sem solvente foi desenvolvida paproducdo de monooleina a
partir de glicerol e acido oléico, com o uso dadp deStaphylococcus simulamsiobilizada
em carbonato de calcio como catalisador. A metai@lde superficie de resposta baseada em
um planejamento *3composto central rotacional foi utilizada paramitiar 3 variaveis da
reacdo: quantidade de enzima, quantidade inicidbde adicionada e razdo molar entre acido
oléico e glicerol. As condi¢bes oOtimas que levamram rendimento de 70,6% de MAG
foram: 100 Ul de lipase, 5% de agua e razdo maed&,2 (GHAMGUI et al., 2006).

Sakiyama et al. (2001) estudaram a cinética des#nde monoglicerideos catalisada
por uma monoacilglicerol lipase isoladaReeudomonas spP7315 em um sistema bifasico,
sem solvente, a 65°C, onde as goticulas de aceo goram dispersas em uma fase de
glicerol contendo uma pequena quantidade de agtaxainicial da reacao foi influenciada
pelas quantidades de acido graxo e glicerol e gmiaentracdo da enzima na fase glicérica.
Para analisar os efeitos destes fatores foi dekad@oum modelo cinético baseado na
premissa de que o equilibrio de adsorcéao das nlatéde lipase na interface das duas fases é
o fator crucial para a reacdo de sintese. O mautelposto teve boas aproximacdes com as
taxas iniciais de reacdo em vdérias condicdes neaisio A andlise sugeriu que o
comportamento de adsor¢cdo das moléculas de lipaseterface teve um grande efeito na

taxa inicial da reacéo de sintese de monoglicesideo
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A influéncia do tamanho da cadeia dos acidos gramoseacdo de esterificagdo com
glicerol tem sido estudada por diversos grupos (ISAKA et al., 1977 apud FREITAS,
2006; JANSSEN et al., 1993).

Tsujisaka et al. (1977) apud Freitas (2006) demarsh a versatilidade das lipases
para a reacdo de esterificagdo do glicerol comrsidge 4cidos graxos. Com lipases de
Aspergillus nigere Rhizopus delemag esterificacdo do acido oleico ocorreu excluaimate
nas posi¢cdes 1 e 3 do glicerol. Por outro ladasks dé€seotrichum candidune Penicillium
cyclopium esterificaram somente acidos graxos de cadeiaal@n@ esterificacdo ocorreu
randomicamente.

Janssen et al. (1993) observaram que a maior féwd& monoéster foi possivel para
cadeias curtas de acidos graxos em solventes pokmepasso que a maior sintese de di e
triésteres foi encontrada nas cadeias maiores wwsagraxos em solventes organicos

apolares.

3.5 Reagentes utilizados na sintese de monogliceridemgsterificacao

3.5.1 Gilicerol

O glicerol (1,2,3-propanotriol ou glicerina) foi sberto por Scheele em 1779
durante o processo de saponificacdo de azeiteivde Blasteur (1858) também observou sua
formacdo como um subproduto da fermentacéo al@@im concentracdes de 2,5 - 3,6% do
conteudo de etanol, podendo ser o glicerol o segundior produto formado durante a
fermentacao alcodlica (ARRUDA et al., 2007).

O glicerol € um polialcool de férmula estruturakregentada na Figura 12, que esta
presente em diferentes espécies. No entanto, @&l @ificontrarmos o glicerol na sua forma
livre nesses organismos, pois geralmente se em@cooino um triglicerideo combinado com
acidos graxos. Grandes quantidades de glicerolnpad® encontradas também em Gleos ou
azeites como o de codco, dendé, soja, algodao e, dem como em gorduras de animais

como a banha de porco e sebo.
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Fonte: ARRUDA et al., 2007
Figura 12: Estrutura do glicerol

O termo glicerol aplica-se somente ao composto,du&)3-propanotriol, enquanto o
termo glicerina aplica-se a purificagdo de compmstomerciais que contém normalmente
quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol.cil&n da utilizacdo do glicerol em
humanos, para fins terapéuticos, como em medicasempor exemplo, a terminologia
encontrada em sua especificacdo deve ser glic&BI(BRRUDA et al., 2007).

O (dlicerol, desde 1959, é reconhecido como suhstéatdxica, permitido como
aditivo em alimentos, e também considerado comaté&nbia GRASpelo FDA. Estudos
mostraram que a administracdo de 5% de glicerolaemais e humanos ndo causou
toxicidade ou efeitos indesejaveis nestes orgarisnetata-se apenas que uma leve irritacado
da pele pode ocorrer com o contato de gliceroldi@iddo, devido a retirada de agua da pele
em funcdo de seu forte poder higroscopico (MORRISO304; JACKOBSON et al., 1989
apud ARRUDA et al., 2007).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do gllcéfabela 7) destacam-se as
propriedades de ser um liquido oleoso, incologoss e de sabor doce, sollavel em agua e
alcool em todas as propor¢des, pouco soluvel em attetato de etila e dioxano e insoltvel
em hidrocarbonetos (LOPES et al., 1999 apud ARR@D&!., 2007).
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Tabela 7: Propriedades fisico-quimicas do glicerol

Propriedade fisico-quimica Valor

Peso molecular 92,09
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262 kg/m
Viscosidade 20°C 939 cps
Ponto de ebulicdo (101,3 KPa) 290°C
Ponto de fuséo 18°C

Ponto de inflamacgéo 177°C
Tenséo superficial 20°C 63,4 mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2,435 J/g
Calor de evaporacao 55°C 88,12 J/mol
Calor de dissolugéo 5,8 KJ/mol
Calor de formacéo 667,8 KJ/mol
Condutividade térmica 0,28 W/(m.K)

Fonte: ARRUDA et al., 2007

Devido a combinacéo de suas propriedades de n#&idide e auséncia de cor e odor,

o glicerol é uma substancia com grande variedadaptieacdes. Dentre elas destaca-se sua

aplicacdo em cosméticos devido a sua acdo umectmmpedindo o ressecamento dos

produtos cosméticos e conferindo hidratacdo a @elas hidroxilas séo as responsaveis pela

sua higroscopicidade e reten¢do de agua no predutma pele.

Recentemente novas aplicacdes do glicerol vem sggstmbertas, como seu emprego

como substrato para fermentacdes bacterianas domlidade de se obter produtos de alto

valor agregado como polimeros biodegradaveis aiffaxgantes (KRONENBERGER et al.,

2008).

Tradicionalmente o glicerol € produzido por sapoaifdo dos 6leos, gorduras ou

sebos utilizando lixivias alcalinas, sendo obtidmo subproduto na fabricacdo de sab&o, no

entanto, esse processo tem sido menos utilizadeeh industrial devido a substituicdo do

sabdo por detergentes. A sua obtencéo pode setiradpaderivados do petréleo por cloracdo

a altas temperaturas, mas devido a formacédo demilips prejudiciais ao meio ambiente

essa rota entrou em declinio. Uma outra via denghte € a hidrogenacdo da sacarose na

presenca de um catalisador a alta pressao e temmaer@evido as diferentes possibilidades

de aplicacdes do glicerol na industria e & suaréooia em Varios processos fisioldgicos

vitais tanto em procariéticos quanto em eucarigti#em aumentando o nimero de pesquisas
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para a sua producdo por via fermentativa a paetifamtes renovaveis de energia, cujos
resultados tém sido patenteados. No processo féativena matéria-prima empregada incide
apreciavelmente nos custos de fabricacédo do gligdESTER, 2000; WANG et al., 2001).

A producéo de biodiesel a partir da transestegfioade Oleos vegetais gera uma
grande quantidade de glicerol como subproduto. gisaéatidade de glicerol corresponde em
volume a aproximadamente 10% do biodiesel produzidime essa faixa € de 30 mil
toneladas por ano. O acréscimo da disponibilidadgliderina no mercado brasileiro, com a
implantacéo do B2 (mistura de 2% de biodiesel aedl), devera ser da ordem de 60 a 80 mil
toneladas por ano e com a introducéo do B5 (mistmatituida de 5% de biodiesel ao diesel)
em 2013, a previsdo € que esta producdo aumenge J#r mil toneladas por ano
(BORSCHIVER; NOGUEIRA, 2007). Assim, € urgente rs@oque se encontre novas opcoes
de aplicacdo para o glicerol e seus derivados, tarapém que se desenvolva tecnologia
nacional para a producéo de alguns destes derivpsosdo atualmente importados. Este é o
caso dos mono e diésteres graxos de glicerol, goengram aplicacdo como emulsificantes
na industria de alimentos (24%) e cosméticos (4PPRREIRA-SOARES; SILVA, 2007).

Pereira-Soares e Silva (2007) sugeriram o apraveitéo do glicerol, sub-produto da
sintese de biodiesel, para a preparacdo de moresste glicerol e acido dodecandico na
presenca de derivados de nidbio.

3.5.2 Acidos graxos

Acidos graxos s&o compostos formados por uma caeeiarbonos, de onde se deriva
a propriedade lipossoluvel, e um grupo carboxilanieal, proporcionando caracteristicas
acidas. Sao conhecidos acidos graxos com compingentadeia de carbonos variando entre
2 e 30, porém 0s mais comuns sao aqueles que veni@el2 e 22 atomos de carbono.

Na natureza, os acidos graxos sdo mais comumeotatesdos ndao na forma livre,
mas na forma de triglicerideos (triacilgliceroigye sdo moléculas constituidas por uma
molécula de glicerol ligada a trés moléculas deaxigraxos (Figura 13) (FREGOLENTE,
2006).
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I:I Hidrogénio
. Carbono
. Oxigénio

Fonte: adaptado de WIKIPEDIA, 2009
Figura 13: Estrutura de um triglicerideo

Com relagdo ao nome da classe “acidos graxos”, ema@olUPAC recomende a
substituicdo do termo “4cido graxo livre” por apefi@cido graxo”, na literatura o termo mais
utilizado ainda é “acido graxo livre” (FREGOLENTHE)06).

As cadeias dos acidos graxos sao geralmente ediséat com diferentes numeros
(normalmente pares) de carbonos. Os acidos graxws Z a 4 atomos de carbonos séo
considerados de cadeia curta; de 6 a 12 tomosardeno, de cadeia média, e de 14 a 24
atomos de carbono de cadeia longa. Estes acidresgpmdem ndo possuir duplas ligacbes
(acidos graxos saturados) ou podem possuir uma as duplas ligacbes, geralmente na
forma de isémerosis. Acidos graxos com uma dupla ligacio sdo chamdd@sidos graxos
monoinsaturados e 4cidos graxos com mais de uma tigacdo sdo chamados de &cidos
graxos poliinsaturados.

Alguns simbolos séo utilizados para identificardderentes tipos de acidos graxos,
como € o caso do simbolo C18:2 (9,12), represeatandcido linoléico, e C18:3 (6,9,12),
representando o acidelinolénico. O numero justaposto ao simbolo C iadicnimero de
atomos de carbono e o segundo numero a quantidadeplas ligagbes. As posicdes das
duplas ligacdes na cadeia do acido graxo sédo uakécantre parénteses, pela indicacdo do
atomo que contém a dupla ligacéo, contando-setia garidroxila terminal da molécula. No
entanto, a IUPAC(International Union of Pure and Applied Chemistrggcomenda a
utilizagdo de nomes sistematicos, os quais indicdém das posi¢cdes das duplas ligacoes, as
configuracdes das ligacbes, ou seja, ligacbes méigooacdocis sdo representadas pelo
simbolo c-, enquanto que ligacdes na configuragis sao representadas pelo simbolo t-. A
Tabela 8 traz 0 nome sistematico e a estruturgdosipais acidos graxos (FREGOLENTE,
2006).
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Tabela 8: Nomenclatura sistematica, ponto de fassmlubilidade em agua de alguns acidos

graxos

Acido graxo  Nome sistematico Estrutura Ponto de Fusdo Solubilidade a
(°C) 30°C em agua
(mg/g de agua)
Laurico Dodecandico 12:0 44,2 0,063
Miristico Tetradecandico 14.0 53,9 0,024
Palmitico Hexadecanbico 16:0 63,1 0,0083
Esteérico Octadecandico 18:0 69,6 0,0034
Araquidico Eicosandico 20:0 76,5 -
Palmitoléico  c-9-Hexadecendico 16 1-0,5 L
Oléico c-9-Octadecendico 18:1 13,4 -
Linoléico c-9,c-12-Octadecendical 8:2 -5 _
Linolénico c-9,c-12,c-15- 18:3 -11,0 .
Octadecendico

Araquidonico c-5,c-8,c-11,c-14- 20:4 -49,5 _

Icosatetraendico

Fonte: LEHNINGER et al., 2006

A Figura 14 traz as estruturas de trés acidos graeol18 carbonos com diferentes

graus e posicoes de insaturagao.
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Acido elaidico (t - 18:1)
H 0
/\N\/\%\/\/\/\/U\OH
H
Acido oléico (¢ - 18:1) ’ o
H
— OH
Acido estearico (18:0)
H H O
y OH
H H

Figura 14: Estruturas quimicas de trés acidos grdral8 carbonos

As propriedades fisicas dos acidos graxos e dosgp@stos que 0S contém Sao
largamente determinadas pelo comprimento e pelas gta insaturacdo da cadeia
hidrocarbbnica dos mesmos. A cadeia hidrocarbordpalar € a responsavel pela
insolubilidade dos &cidos graxos na agua. Logontguenaior a cadeia do acido graxo e
menor o numero de duplas ligacbes, menor a salabid em agua. De outro modo, 0 ponto
de fusdo aumenta com o numero de atomos de carbodioninui com o numero de
insaturacdes de acidos graxos. A Tabela 8 traantopde fusdo e a solubilidade em agua de
alguns acidos graxos.

Acidos organicos s&o considerados acidos fracdsrga de um acido é medida pela
facilidade com que ele libera o proton, conseqieeaide, quanto mais facil o acido liberar o
H*, mais facilmente ocorrerd a esterificagdo. Um @gjcaxo pode ser considerado muito
reativo quanto maior for o seu grau de ionizacaa) (& menor seu pKa, pois a reacédo de
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esterificacdo ocorre na regido da hidroxila do gnugnto acido. Por conseguinte, o acido
graxo mais forte sera o mais reativo (GONCALVES)720

Rahman et al. (1979) mediram o valor do pka dadoddaurico, miristico, palmitico e
estearico em dois meios diferentes: etanol/aguaetanul/agua. Eles observaram que os
valores de pKa dos acidos graxos aumentaram cammerdo do conteudo de alcool no meio.
Além disso, os valores de pKa no solvente etandiicam maiores do que no solvente
metanolico. Comparando-se os valores de pKa ddssigraxos em um mesmo solvente, foi
possivel observar que o valor de pka diminui nauiség ordem: acido estearico > acido
palmitico > acido miristico > acido laurico. Atravéestes resultados é possivel concluir que
guanto maior a cadeia hidrocarbénica do acido greaior o seu pKa, menor o seu Ka e
menor sua reatividade. Consequentemente, podenstuitaque o acido estearico € 0 menos
reativo dentre os acidos graxos estudados.

Kanicky e Shah (2002) estudaram o efeito da posd@dpo e do grau da insaturacéo
no pKa de acidos graxos contendo 18 carbonos atrdaétitulagdo dos &cidos graxos
dissolvidos em uma solucgéo basica (pH > 10) com B&Iresultados dos valores de pKa dos
acidos estearico, elaidico (isomérans do acido oléico), ol€ico, linoléico e linolénicaram
respectivamente: 10,15; 9,95; 9,85; 9,24 e 8,28eQgltados mostraram que o valor de pKa
diminui com o aumento do niumero de insaturagdesaiécula. Assim, pode-se concluir que,
dentre os acidos graxos estudados, o acido estepdcapresentar o maior valor de pKa, é o
menos reativo.

Os estudos de Rahman et al. (1979) e Kanicky e &tdl2) mostraram que o acido
estedrico apresenta uma desvantagem frente a d@aidis graxos em termos de reatividade
devido a sua grande cadeia hidrocarbonada e acasi#ninsaturagdes na molécula.

3.6 Estearato de zinco

3.6.1 Generalidades

O estearato de zinco é um éster entre um acidoo gga zinco. Dependendo do
fabricante e/ou dos reagentes utilizados para futese, 0 estearato de zinco pode ser
composto somente por ésteres do acido esteariqgmiouma mistura de ésteres de &cido
palmitico e estearico. Desta forma, o ponto deduk#icomposto também pode variar. Esta

informacdo é importante pois, no caso de seu usnocoatalisador, dependendo da
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temperatura da reacgédo, ele pode estar fundido oestado soélido e isso pode influenciar sua
atividade catalitica.

O estearato de zinco preparado por Macierzanka adagz(2004), composto
praticamente somente por ésteres de acido estégriqae partiu de um acido estearico com
92,2% de pureza), possui uma faixa de fusdo dé&1228°C.

O estearato de zinco fabricado pela empresa Sienfisa IndUstria e Comércio é
obtido através da reacdo do Oxido de zinco comoaegdearico, podendo também formar
palmitato de zinco em menor teor. Segundo a fiétaita do produto, ele apresenta as
seguintes especificagOes (Tabela 9) (FRAGON, 2009):

Tabela 9: Especificacdes técnicas do estearatmde fabricado pela Sim Estearina Inddstria

e Comércio
Propriedades Estearato de zinco
Aspecto P06 fino e branco
Teor de acido graxo livre Maximo 1,0%
Teor de cinzas 13-15
Teor de umidade 1,00%
Retencao de mesh 325 Maximo 10%

Fonte: FRAGON, 2009

O estearato de zinco fabricado pela empresa FOC@Rodutos Quimicos S. A.
apresenta as seguintes especificagdes (Tabela 10):

Tabela 10: Especificacdes técnicas do estearatmde fabricado pela FOCOR — Produtos

Quimicos S. A.
Propriedades Estearato de zinco
Aspecto Po branco
Ponto de fuséo 120 — 124°C
Teor de zinco 10,5-12%
indice de acidez Méaximo 3 mg KOH/g
Teor de umidade Maximo 1,5%
Espessura (200 mesh) Méaximo 0,5%

Fonte: FOCOR, 2009

O estearato de zinco pode ser obtido a partir adeéedores ou sintetizado facilmente

para uso. Varios metodos de sintese tém sido tiesoa literatura.
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Macierzanka e Szelag (2004) prepararam o estedeainco através do processo de
precipitagdo em um reator de vidro com 3 saidagatado a um agitador mecéanico, um
termémetro e um condensador. O acido estearicadaecido até fundir e, a segquir, foi
adicionada uma solucéo aquosa de NaOH a 5%. Aadagéu a obtencéo de estearato de
sédio e foi conduzida & 90°C. Na préxima etapaadicionada uma solucao aquosa de ZnSO
a 10% para precipitar o estearato de zinco. O poothi lavado, filtrado e seco até peso
constante. Os resultados obtidos sdo comparaveiekbados por outros autores.

Di Serio et al. (2005) executaram a sintese deaedgtede zinco em reator de vidro
com agitacdo magnética. Foi utilizado um reatoragrisado com continua recirculagdo de
Oleo a fim de manter a temperatura em 180°C. Qgerges utilizados foram acetato de zinco
e acido estearico em quantidades estequiométfrasido acético formado durante a reacao
foi continuamente removido através de um fluxo diegénio gasoso (2 L/h) e coletado em
um condensador. A conversdo foi calculada atrawesnddicdo da quantidade de acido
acético recuperada. Foi possivel chegar a 64%meecsfio apos 3 horas de reacgéo.

Wanjun e Donghua (2008) desenvolveram um procesgaes e limpo para a sintese
de estearato de zinco. O método utilizado foi @eg&o de uma reacdo em fase sdlida a baixa
temperatura. Os reagentes utilizados foram Oxidainleo e acido estearico em uma razao
molar de 1:2. Inicialmente os reagentes foram mashos e triturados em um gral com auxilio
de um pistilo para garantir uma perfeita homogegia. A seguir foi adicionado etanol a
mistura a fim de eliminar a eletricidade estatEanistura continuou sendo triturada por mais
30 minutos. A seguir, a mistura foi colocada emreator hermético e mantida a 60°C por 4
horas e depois foi deixada secar sob a mesma tata@epor 2 horas com o reator aberto. O
rendimento do produto final foi de 98%. O produto g6 pode ser obtido sem a necessidade
de processos adicionais de separacdo ou pulveriz&@mparado com 0s processos de
precipitacdo e saponificacdo, o método utilizadaeés rapido, de menor custo, mais simples,

menos poluente e resulta em maiores rendimentos.

3.6.2 Aplicagcdes

3.6.2.1 Catalisador

Compostos de zinco (6xido, cloreto e fluoreto deca) sdo catalisadores bastante
ativos de reacOes de esterificacdo. No caso detolaie zinco, foi sugerido que sua reacao
inicial com acidos graxos e glicerol levaria a fagéo de sabdes metélicos e cloridrinas e que

a esterificacdo continuaria através da intera¢g@bededois produtos da reacédo inicial. No
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entanto, h&a informacéo limitada sobre o uso deesabietalicos, como os sabdes de zinco,
como catalisadores de reacgoes de esterificacdo (MRLANKA; SZELAG, 2004).

Di Serio et al. (2005) estudaram a sintese de dsetliutilizando catalisadores
homogéneos acidos de Lewis (acetatos e esteamatod,dMn, Pb, Zn, Co, Mg, Ni, Ca e Ba).
A partir dos resultados, eles concluiram que saimdtais bivalentes sdo catalisadores tanto
em processos de esterificacdo quanto em reacdemndesterificacdo. Sua atividade catalitica
esta relacionada a forca dos metais como acidbswles (aceptores de elétrons) e a estrutura
molecular do anion. Estearatos sdo mais eficiemiesos acetatos em reacdes que ocorrem
em fase oleosa devido a sua maior solubilidades mesio.

Jacobson et al. (2008) testaram diferentes tipasatidisadores solidos acidos para a
sintese de biodiesel (ésteres metilicos) a pagtivldo de baixa qualidade contendo alto
conteudo de &cidos graxos livres. O estearato Weo zimobilizado em silica gel foi o
catalisador mais ativo e estavel dentre todos dslisadores heterogéneos testados,
catalisando simultaneamente a transesterificac8dridticerideos e a esterificacdo dos acidos
graxos livres presentes no oleo.

Fitremann et al. (2007) estudaram a co-fusdo darsse solida e estearatos de
magnésio ou zinco, sob condi¢des basicas, a figintetizar palmitato de sacarose através de
transesterificacdo em meio isento de solvente. &dtatégia permitiu a formagédo de um meio
reacional homogéneo onde a sacarose sdlida fainttée dissolvida. Este processo pode ser
descrito como um fendmeno de transferéncia dediasena solubilizacdo em um sal fundido
(os sabbes metalicos encontravam-se fundidos npetatora usada para a reacao). Além
disso, também foram cogitadas a acdo dos estearanos emulsificantes para melhorar a
dispersdo da sacarose sélida e hidrofilica em umo tpofilico (palmitato de metila) e a
hipétese da formacdo de um complexo entre o sabétdlioo e a sacarose levando a
formacdo transitoria do complexo sucrato-catiormazitato, potencialmente miscivel com o
palmitato de metila gracas a cadeia graxa do cdaboxomplexado. Segundo os autores, ja
foi relatada a habilidade de complexacao entredjgodi sabdes metélicos multivalentes. Além
disso, sabdes de cations multivalentes ja forampgstos para uso como catalisadores ou para
facilitar o reciclo da sacarose em sinteses deesstie sacarose em meio isento de solvente.

O estearato de zinco aparece como um eficientelissatar para reacdes de
esterificacdo com o objetivo de sintetizar MAG pasa cosmeético. Isto ocorre porque a etapa
final de remocéo do catalisador pode ser dispengagiae o estearato de zinco, além de agir
como catalisador, também & um ingrediente cosmétim entanto, sdo encontrados poucos

trabalhos na literatura sobre o0 uso de estearatonde na sintese de monoglicerideos.
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Szelag e Macierzanka (2001) estudaram a sintesemdeoacilgliceréis via
esterificacdo catalisada por sabdes de sodio, giotészinco. Eles examinaram o efeito do
acido graxo e do cation do sabdao utilizado no gsgp da reacdo e na concentracao final de
monoglicerideos e chegaram a conclusdo que ossdkdanco foram os catalisadores mais
eficientes dentre os sabdes testados.

Os mesmos autores estudaram a cinética da estedificdo glicerol com &cidos
graxos na presenca de sabdes de zinco. As cindfcasterificacdo do glicerol com 4 acidos
graxos diferentes (C12:0, C14:0, C16:0 e C18:(Q)reaenca de sabdes de zinco destes acidos
graxos foram investigadas. Eles estudaram o aleitemperatura e da concentracao de sabéo
na conversao e na concentracdo final de monogleesi Algumas conclusdes relevantes
deste trabalho estédo aalistadas a seguir (MACIERZANSZELAG, 2004):

* Independentemente do acido graxo testado, a manaperatura (160°C) e a maior
concentracdo de sabéo de zinco levou a maiore®rsiies;

* Atemperatura e a concentracdo de sabao de zifhgeriniaram a produgéo de MAG;

* Sobre o mecanismo de agédo do estearato de zinent@®s afirmam que os sabdes
de zinco agem como agentes emulsificantes que roausaaumento da interface de
contato entre o glicerol e o acido graxo no infmoprocesso. Desta forma, o contato
entre os reagentes é facilitado e a sintese de W@de ocorrer mais rapidamente. O
aumento da concentracédo de sabao de zinco resmita dispersao mais eficiente do
glicerol no acido graxo. Um filme de sabdo de ziercdMAG recém-sintetizado
diminui a tensao interfacial (glicerol/acido graxopermite que a esterificacdo ocorra
sob a forma de microemulséo. Este filme estabdizaicroemulsédo formada e pode
ser penetrado por moléculas de acidos graxos gaerd¢agir com o glicerol. Assim,
conduzir a reagdo em forma de microemulsdo elinongroblema da baixa
solubilidade do glicerol em acidos graxos. Alénsdjsa interface € provavelmente a
area onde ocorre a esterificacdo do MAG gerando®ésteres maiores;

* Os acidos graxos de cadeia maior sdo menos reaiooso tipo de acido graxo
influencia a estrutura da microemulsao formaday® ppde determinar a velocidade

da reagéo.

3.6.2.2 Ingrediente cosmético

O estearato de zinco é um ingrediente muito usadaca@smeéticos devido a varias
propriedades que justificam sua aplicacdo nos mesBurs caracteristicas anfifilicas levam
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a sua acdo emulsionante que justifica sua aplicagéemulsdes (cremes, lo¢cdes cremosas,
condicionadores e produtos emulsionados em ge@bocemulsionante A/O (cremes
demaquilantes ou cremes de uso noturno) ou co-ematge O/A (MACIERZANKA;
SZELAG, 2004).

Além disso, o estearato de zinco € um po branadlnel apresentando acdo corante
como pigmento (corante insoluvel). Ele € permifidoa uso em todos os tipos de produtos
cosmeéticos segundo o anexo lll da Resolucdo ntlg28 de agosto de 2000 da ANVISA
(BRASIL, 2000). Devido a esta propriedade, elelepser usado para colorir produtos
diversos tendo uma vasta aplicacdo em produtos rpaguiagem onde pode acrescentar
poder de cobertura ao produto (capacidade do pratkiencobrir a pele subjacente) e diluir
corantes coloridos. Ainda em relacdo a sua aplicag@ produtos para maquiagem, devido as
suas propriedades lubrificantes, ele confere hommdade a formulacdo, aderéncia e
facilidade de aplicagéo (deslizamento) do prodatpele.

Dessa forma, o MAG adicionado de estearato de zuocke ser utilizado tanto em
emulsdes quanto em produtos de maquiagem. Um eaatadbrmulacdo de maquiagem que
contém tanto monoestearato de glicerila quantoaeste de zinco é o p6é compacto. O
estearato de zinco esta presente para auxiliaslza®mento do pd na pele durante a aplicagéo
e 0 monoestearato de glicerila funciona como aguate lipofilico que permite a compresséao
do p6 a fim de gerar o pé compacto (DRAELOS, 1999).

3.7 Lipases

3.7.1 Generalidades

As lipases (EC 3.1.1.3) sé@o enzimas que atuamgegforicdo, na interface organica-
aquosa, catalisando a hidrélise de ligacdes éatbpkilicas e liberando &cidos e alcoois
organicos. Entretanto, como mostrou Pottevin palagira vez em 1906, pode ocorrer, em
ambientes com restricdo de agua, a reacao investarificacdo) ou, também, diversas
reacdes de transesterificacdo (POTTEVIN, 1906 &REIRE; CASTILHO, 2008).

As lipases sdo encontradas em tecidos de variosaamnie plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espéeiesiatorganismos, tais como os fungos
Aspergillus mucqarRhizopus penicilliumGeotrichum sp.as leveduragulopis sp.e Candida
sp. e bactérias com@seudomonas spAchromobacter spe Staphylococcus sgDALLA-

VECHIA et al., 2004) Do ponto de vista econémico e industrial, as Bgasicrobianas sao
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mais usadas devido a sua maior estabilidade, maggm genética facilitada, abastecimento
regular sem flutuacdes sazonais e rapido crescimeéat microorganismos em meios de
cultura de baixo custo com altos rendimentos erdyg@o de enzima (HASAN et al, 2006).
Os fungos séo especialmente valorizados porquezamna&s produzidas por eles normalmente
sdo extracelulares, o que facilita a sua recuperdgémeio de fermentacdo e também porque
a maioria dos fungos néo € nociva a saude humeandg seconhecidos como GRAS. Fungos
de diversos géneros demonstraram ser bons prodwderipases e as suas enzimas tém sido
estudadas sob o ponto de vista académico e iral(iBERNANDES, 2007).

Com o objetivo de intensificar a utilizacdo de &ps em escala piloto e industrial,
estudos de fontes vegetais, como sementes, |a@masfe caule, tém crescido nos ultimos
anos. Dentre as lipases vegetais, as mais estudadaas extraidas de cereais e Oleos de
sementes, localizadas em diferentes tecidos e hoente ativadas durante a germinacao
(PAQUES; MACEDO, 20086).

Cavalcanti et al. (2007) desenvolveram um proc@ssdito de producdo de lipases
vegetais a partir de sementes oleaginosas. A lipagetal obtida a partir da semente
germinada de mamona apresentou uma alta espeaifecigara hidrolise de substratos de
cadeia curta. Souza et al. (2009) utilizaram o noeprocesso para produzir lipases vegetais
de pinhdo manso. A lipase obtida a partir da seengetminada de pinhdo manso apresentou
uma alta capacidade de hidrélise de 6leos vegetagjeitos organicos oleosos, atingindo
elevadas porcentagens de conversao e produtividade.

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massgutasl variando entre 20 a 75
kDa, atividade em pH na faixa de 4 a 9 e em tenyr@s variando desde a ambiente até
70°C. Lipases sao usualmente estaveis em solugfiesas neutras a temperatura ambiente
apresentando, em sua maioria, uma atividade oOtanfaira de temperatura entre 30 e 40°C.
Contudo, sua termoestabilidade varia consideravebnem funcdo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estatdlidérmica (VULFSON, 1994;
KASLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998 apud CASTRO et aQ002).

Na sua grande maioria, as lipases microbianas $#&opipteinas com pontos
isoelétricos variando entre 3,4 e 9,9, sendo quigases obtidas a partir de leveduras séao
glicoproteinas &cidas com pontos isoelétricos mdaoantre 4,1 e 5,5 (RUA; BALLESTERO,
1994 apud SILVA, 2002).
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3.7.2 Estrutura e mecanismo de acao

As lipases possuem baixa homologia na sequénciaandmodcidos (estrutura
priméria), no entanto, estas enzimas possuem attdlasdade em sua arquitetura
tridimensional (estruturas secundaria e terciddAEGER et al., 1999 apud SILVA, 2002).

A estrutura tridimensional da lipase fungica R&izomucor miehee da lipase
pancreatica foram determinadas em 1990. Desde,antis de onze estruturas de lipases ja
foram determinadas, das quais, com excec¢do deelipascredtica, todas sdo de origem
microbiana. Estas enzimas mostram uma caracterizéidrdo conhecida como o entrelacado
de o/B hidrolase (Figura 15) (JAEGER; REETZ, 1998; KASL3KIAS; BORNSCHEUER,
1998; PETERSEN, 1996 apud CASTRO et al., 2004) .

Fonte: PROTEIN DATA BANK apud BARON, 2008
Figura 15: Modelo estrutural da lipaseREeudomonas cepadigada a 1-fenoxi 2-acetoxi
butano

O sitio ativo da lipase € formado por uma triadéaliteca constituida pelos
aminodcidos: serina, acido aspartico (ou glutamedaistidina; o residuo nucleofilico serina é
localizado no C-terminal da fifgb de um pentapeptideo altamente conservadoS-X-G,
onde G = glicina, S = serina,; X histidina e X = acido glutamico ou aspartico) formando

uma caracteristica principgb ‘em torno dex”, designada como cavidade nucleofilica. O sitio
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é composto de uma foltflacentral consistindo de 8 diferentes fifa1-$8) conectadas com
seis o hélices (A-F) (JAEGER; REETZ, 1998; PETERSEN, 19§fuid CASTRO et al.,
2004).

O sitio catalitico, que se repete em todas astesds) € frequentemente protegido na
molécula porloops das cadeias de superficie de carater hidrofébsomhecidos como
“tampa’ das lipases) que ao interagir com a interféipideo/agua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo e, a0 mesemopb, uma larga superficie hidrofébica
que facilita a ligacéo da lipase a interface (JARGREETZ, 1998; PETERSEN, 1996 apud
CASTRO et al., 2004; FREIRE; CASTILHO, 2008). Apsta reorganizacdo conformacional
da lipase, ocorre a criacdo de uma regiao chamealadade do oxianion” ou “buraco do
oxianion” em torno do residuo de serina. Esta meg&aesponsavel pela estabilizacdo das
cargas negativas geradas durante o ataque nuckedfié ligacdo carbonila do substrato,
portanto, estabiliza o estado de transi¢do duactdalise (PAIVA et al., 2000). A Figura 16
llustra as diferentes conformacgdes da “tampa” piask ddRhizomucor mieheiA descoberta
desta “tampa” tem causado certas controvérsiaspeite da identidade e propriedades das

lipases ao longo dos anos.

Rhizomuecor michei

Fonte: adaptado de ALOULOU et al., 2006
Figura 16: Conformacao aberta (amarela) e fechad)(da “tampa” da lipase & miehei

Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definipasds a partir de sua caracteristica
cinética: A propriedade de ativacdo na presencasudsstratos insoliveis em agua e

emulsionados, ou seja, na presenca de uma intdifiddeo/dgua. Segundo estes autores, as
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lipases seriam ativadas na presenca de ésteresiemadlos, enquanto as esterases ndo
apresentariam esta ativacdo, exercendo sua fungéaitica sobre substratos sollveis em
agua (SARDA; DESNUELLE, 1958 apud FERNANDES, 20@vyleterminacdo da estrutura
tridimensional das lipases dBRhizomucor miehgiGeotrichum candidume da lipase
pancreatica humana, propiciou uma explicacdo padend@meno da ativacéo interfacial: O
sitio ativo destas enzimas era recoberto por uarapga” hidrofébica, que ao interagir com a
interface lipideo/agua sofreria uma mudanca cordoromal, expondo o sitio ativo (BRADY

et al.,, 1990; SCHRAG et al., 1991; WINKLER et 41990 apud FERNANDES, 2007). A
presenca da “tampa” na estrutura da enzima e aipdapde de ativacao interfacial passaram a
ser fatores determinantes para a caracterizacBjoages (FREITAS, 2006).

Mais recentemente, entretanto, observou-se queesemga da “tampa” ndo esta
necessariamente correlacionada com a ativacadofaicildy sendo que as lipases de
Pseudomonas aerugingsBurkholderia glumaes Candida antarcticaB, que apresentam a
“tampa” em suas estruturas, ndo sofrem ativacdfadial. Por outro lado, as cutinases,
enzimas consideradas lipases “verdadeiras”, ndeseptam a “tampa” e ndo precisam da
interface para exercer a atividade hidrolitica (IR; REETZ, 1998; CYGLER; SCHRAG,
1997 apud DALLA-VECHIA et al., 2004). Estas obs&®@as sugerem que a presenca de uma
tampa dominante e a ativacdo interfacial ndo séérios adequados para classificar uma
enzima como lipase. A partir dai, as lipases passar ser definidas como carboxilesterases
capazes de catalisar a hidrolise de acilgliceréisatleia longa (FREIRE; CASTILHO, 2008).

Secundo et al. (2006) estudaram o papel da “tammga’modulacdo da atividade
lipasica utilizando 3 lipases recombinantes moddas na sequéncia referente a esta regido:
Isoforma 1 da lipase deéandida rugosalipase dePseudomonas frag lipase A daacillus
subtilis A primeira enzima, obtida pela substituicdo da Yampa” pela “tampa” de outra
isoforma deC. rugosa foi influenciada em sua atividade e enantiosetidde em solvente
organico. A segunda enzima, na qual 3 residuoggmlda “tampa” foram substituidos por
aminoacidos conservados em lipases homologas,empoesmudancas na especificidade e
aumento de termoestabilidade. No terceiro casnsex¢édo de uma “tampa” de uma enzima
estruturalmente homodloga em uma lipase que nataraémao apresenta tal regido causou
uma reducédo de sua atividade e mudanca de espldic Estes resultados demonstram
fortemente que a “tampa”’ possui um papel imporamtio em modular a atividade,
especificidade, enantioseletividade e estabilidtdelipases.

O mecanismo de acao da hidrolise de triglicerigetes lipases tem sido amplamente

descrito na literatura. A hidrélise do substraticiaise com o ataque nucleofilico pelo
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oxigénio da serina no &tomo de carbono carbonflectigacéo éster, levando a formagéo de
um intermediario tetraédrico estabilizado pelaadiges do hidrogénio a &tomos de nitrogénio
de residuos da cadeia principal pertencente aadeide oxianion. Um alcool é liberado apos
a formacdo do complexo acil-lipase, o qual é firadte hidrolisado com a liberacdo dos
acidos graxos e regeneracdo da enzima (FiguraJABGER; REETZ, 1998; BALCAO et
al., 1996 apud CASTRO et al., 2004).
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Fonte: JAEGER et al., 1999 apud BARON, 2008
Figura 17: Mecanismo catalitico das lipases

3.7.3 Especificidade

Para aplicacdo industrial, a especificidade daépaum fator crucial. A enzima pode
ser especifica com relacdo a molécula acida owlaeodo substrato. De acordo com sua
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especificidade, as lipases podem ser divididas egnufos (Figura 18) (KASLAUSKAS;
BORNSCHEUER, 1998; JENSEN et al., 1990 apud CASERE)., 2004) :

Lipases nao-especificas (produzidas f@ndida rugosa Staphylococcus aureus
Chromobacterium viscosune Pseudomonas 9p.quebram as moléculas de
acilglicerol na posicdo randdémica, produzindo &sidgraxos livres, glicerol,
monoacilglicerois e diacilglicerdis como intermada. Neste caso, os produtos sao
similares aqueles produzidos por catalise quimpaém com menor grau de
termodegradacéo, devido a temperatura na bioatsdisbem inferior;

Lipases 1,3-especificas (produzidas paspergillus niger Mucor javanicus
Humicola lanuginosa Rhizopus delemarRhizopus oryzgeCandida lipolytica
Rhizopus niveus Penicillium roqueforti) liberam acidos graxos das posicbes 1 e 3 e
formam, por esta razdo, produtos com composicdesedies daquelas obtidas pelas
lipases ndo-regiosseletivas, ou mesmo pelo cadaligspimico;

Lipases acido graxo especificas sdo lipases com egpecifica na hidrolise de
ésteres com determinados acidos graxos. Como esemaphos a lipase de
Geotrichum candidumue é especifica na hidrélise de ésteres cont@ridos graxos
de cadeia longa insaturada com duplas ligacdesiemo carbono 9. Esteres com
acidos graxos saturados ou sem insaturacdo no nmarl® séo lentamente
hidrolisados. Este tipo de especificidade ndo éurorantre as lipases e o exemplo

mais estudado até hoje é a lipas&eéetrichum candidum.
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* R!, R? e R = Cadeia carb6nica saturada ou insaturada
Figura 18: Reacdes catalisadas por lipases dméipeespecifica e 1,3-especifica *

Também merece referéncia a estereoespecificidad®gja, a capacidade que algumas
lipases possuem de discriminar os enantiomérosrdemistura racémica. A especificidade
estrutural ou regiosseletividade € decorrente éentacdo imposta pelas dimensdes e pela
estrutura do centro ativo a ligacdo do substragiasrestricbes levam a distincdo e a
transformacao seletiva de funcdes quimicamentdagiesi na mesma molécula. A seletividade
e a estereoquimica advém da prépria quiralidaderdama, que limita a sua acdo em
substratos que ndo satisfacam determinadas relagiEsciais. Desse modo, a catélise
enzimatica permite transferir ou criar centros @gimas moléculas, assim como distinguir
formas enantibmeras (CASTRO et al., 2004).

3.7.4 Aplicacdes em biocatalise

Os principais beneficios de se usar enzimas coraiszalores sao a especificidade,
condicOes reacionais brandas e diminuicdo da pémdde rejeitos. Uma planta industrial que
utiliza reacdes enzimaticas pode ser construidpegada com um custo muito menor de
energia e capital quando comparada a plantas gizmmt reacdes quimicas convencionais.
Além disso, a planta apresenta um menor custo cataniento de efluentes pois as enzimas
sdo biodegradaveis e, como sédo usualmente utiiza@aoncentracdo de 0,1 - 1,0 % (m/m)
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em relacdo ao substrato, a contribuicdo da enzare @ Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) do efluente é infima (HASAN et al., 2006).

As lipases vém se destacando cada vez mais nacelaaBiotecnologia Enzimatica.
Impulsionadas por sua versatilidade, que permdaatalise de reacdes de hidrélise e sintese,
muitas vezes de forma quimio, régio ou enantiotigaleas lipases sdo aplicadas em muitos
setores como, por exemplo, a industria alimentfaiaacéutica, cosmética, de quimica fina,
de fragrancias, de detergentes, de biodiesel, @ pl@ papel, de couro, de biosensores e no
tratamento de efluentes (FREITAS; CASTILHO, 2008).

Em funcéo de suas muitas aplicacoes, a participdgédipases no mercado mundial
de enzimas industriais tem crescido significativar@eEstima-se que, no futuro, elas terao
uma importancia industrial comparavel a das pepéslaque atualmente representam 25 -
40% das vendas de enzimas industriais (FREIRE; &8, 2008; HASAN et al., 2006).

As lipases catalisam uma série de diferentes reaédém de quebrar as ligacdes de
éster de triacilglicerdis com o consumo de molécula agua (hidrélise), as lipases sao
também capazes de catalisar a reacdo reversa swliic@®s microaquosas, COmMo por
exemplo, a formacao de ligacfes éster, a partundélcool e um acido carboxilico (sintese
de éster). Estes dois processos basicos podenodinados numa seqiiéncia l6gica para
resultar em reacBes de interesterificacdo (acilolialcodlise e transesterificacdo),
dependendo dos reagentes de partida empregadasa(Fi§). A atividade hidrolitica da
lipase pode ser diretamente relacionada com sudade de sintese, mas é independente de
sua atividade de interesterificacdo. Outros congsostlém de agua e alcool, podem ser
utilizados como nucledfilos em reacdes catalispasstas enzimas. Desta forma, as lipases
podem participar de reagbes como aminolises, tisésterificagcbes, oximodlises e
lactonizacdo, em solventes organicos, com elevaléd\sdade. Lipases de diferentes fontes
sdo capazes de catalisar a mesma reacdo, emba@ampasferir no desempenho sob as

mesmas condi¢des reacionais (CASTRO et al., 2004).
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Figura 19: Reacdes catalisadas por lipases *

Apesar da atividade lipasica inicialmente ser abersida como restrita a meios
aguosos, nos ultimos anos as lipases também t@mesigregadas em meios ndo-aquosos.
Alguns meios ndo-convencionais que estdo sendpagtils incluem solventes organicos, sais

e liquidos i6nicos, fluidos supercriticos e sistersam solvente (OLIVEIRA et al., 2006;
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FORESTI et al., 2007). Em meios ndo-aquosos, asdip catalisam a transferéncia de grupos
acila de compostos doadores para uma ampla faixeoupostos aceptores diferentes da
agua. Entre os possiveis processos catalisadcs|pelaes em meio ndo-aquoso, a sintese de
ésteres apresenta-se como uma vertente bastaméesgooa, conforme atestam os processos
em fase de implantagao industrial.

A utilizacdo de enzimas como catalisadores em emagihtéticas em meio organico
nao € recente; as primeiras sdo do inicio do sééMloEntretanto, o interesse por estes
sistemas ressurgiu com a publicacédo dos trabak@akis e Klibanov no inicio dos anos 80
(ZAKS; KLIBANOV, 1984, 1985, 1988a, 1988b apud DAALVECCHIA et al., 2004). As
enzimas apresentavam pouca utilidade em sintegmioegdevido, principalmente, a idéia
pré-concebida de que somente 0 meio aquoso erdcirgpara manter a conformacgao
estrutural cataliticamente ativa. Entretanto, ssbeatualmente que muitas enzimas (ou
complexos enzimaticos) sdo cataliticamente ativasu@bientes hidrofébicos, com eficiéncia
similar aquela encontrada em solu¢fes aquosasnaedos casos até superior. Acredita-se
gue as enzimas sejam cataliticamente ativas em angéamico porque permanecem na sua
forma original e ndo se desdobram em meio ndo-aquélss mantém sua conformacéao
original, mas perdem um pouco de sua flexibilidatnando-se mais rigidas. Esta
caracteristica deve-se, em parte, ao aumento daxmgbes eletrostaticas entre 0s grupos
polares da enzima, a baixa constante dielétricaalaria dos solventes organicos e, também,
ao aumento do numero de ligacbes de hidrogénianmdieculares. A rigidez estrutural das
enzimas em meio organico pode alterar sua espdeifie. As lipases, por exemplo, perdem a
mobilidade necessaria para acomodar moléculas ggatel substratos no sitio ativo em meio
nao-aquoso. Além disso, a rigidez estrutural aliadaecessidade de agua por parte dos
processos covalentes envolvidos na inativacao darsével (deamidacdo, hidrolise de
peptideos e decomposicao da cistina) faz com qemzmas sejam mais termoestaveis em
solvente organico do que em meio aquoso. Por tada estudos mostram que 0 mecanismo
catalitico das enzimas ndo é alterado pela muddoncaneio reacional, de aquoso para
organico (ZAKS; KLIBANOQOV, 1984, 1988b apud KOSKENEKLIBANOV, 1996; LIMA;
ANGNES, 1999).

A 4gua é, talvez, o componente mais importante duanbiocatalisador é utilizado
em meio organico. Estd bem documentado na literajue uma quantidade minima de agua,
que é dependente do tipo de solvente, de enzima supbrte utilizado, é absolutamente
necessaria para a atividade da enzima. A atividadamatica depende mais da agua

associada diretamente a enzima, do que da aguaedn sendo a atividade de agua o
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parametro mais apropriado para quantificar a dgadd a enzima. As enzimas necessitam de
uma pequena quantidade de agua para reter a sieancagdo cataliticamente ativa, mesmo
quando estdo ligadas covalentemente a um suportégua age como um plastificante,
aumentando a flexibilidade e a polaridade do sitivo. A hidratacdo dos grupos polares
(carregados ou ndo) das enzimas € um pré-regpaitosua atividade catalitica. O papel da
agua parece ser formar pontes de hidrogénio congrogos funcionais das enzimas,
neutralizando as interacdes eletrostaticas e digiplmlo intramoleculares, e, assim,
diminuindo a rigidez estrutural provocada pelagra¢des intramoleculares. Entretanto, o
excesso de agua pode favorecer a reacdo de hadedlisdo a de sintese, além de estar
envolvido em varios processos de inativacdo, comageegacdo enzimatica (ZAKS;
KLIBANOV, 1988b apud KOSKENEN; KLIBANOV, 1996).

Matsumoto et al. (1997) estudaram o efeito de o(etilenoglicol, glicerol, eritritol,
xilitol e sorbitol) e solventes organicos (isoctaoi@lohexano, cloroférmio e acetato de etila)
na termoestabilidade de lipase@ecylindraceaA lipase em estudo foi incubada na presenca
de glicol ou solvente organico antes da medicasudeatividade. No caso da incubacdo em
solvente organico, o mesmo foi removido antes deesir a atividade enzimatica. Todos os
polidis utilizados contribuiram para a estabilizaga lipase e a extensdo do efeito aumentou
com a concentracdo e o numero de carbonos do .pédlishdxima meia-vida da lipase
estabilizada com glicol excedeu a lipase sem axditi2000 vezes. O comportamento da
termodesativacdo dependeu do solvente utilizadmlosque o pré-tratamento com solventes
organicos foi eficiente em aumentar a estabilidad#matica em todos 0s casos.

A natureza do solvente organico é outro fator Indstemportante na enzimologia néao-
aquosa. O solvente afeta ndo sO a atividade eileldde da enzima, mas também sua
especificidade. Geralmente o solvente afeta adaiild da enzima através de interacdo com a
agua, com a enzima, com substratos e produtosiv@nse pode alterar a conformacéo da
enzima e a proporcdo de sitios ativos disponivaia patélise. Além disso, o solvente pode
competir com o substrato pela ligagcdo ao siticatiaté penetrar no sitio ativo, diminuindo a
polaridade local, 0 que levaria a um aumento dalsép eletrostatica entre a enzima e o
substrato e, consequentemente, a uma diminuicigad@o enzima-substrato (KOSKENEN;
KLIBANOV, 1996).

Os efeitos do solvente sobre a velocidade de redg&atalise enzimatica em sistemas
monofasicos ou bifasicos podem ser diretos ouetmlt Os efeitos indiretos compreendem a
particdo de reagentes e de produtos (entre a cateaélgua em torno da enzima e 0 meio), a

alteracdo do equilibrio quimico e a transferén@amhssa em sistemas de duas fases. Os
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efeitos diretos s@o responsaveis pela reducadvidaale e pela inativacdo (desestabilizacéo)
da enzima através de dois mecanismos: primeirampeala interacdo solvente-enzima que
altera a conformacao nativa da enzima devido at@e@ do solvente no amago hidréfobo
da proteina provocando a quebra das ligacOes deg@itio e das interacdes hidrofébicas.
Uma excecédo, seria a estabilizagcdo conformaciot@liada pela enzima em meios nao-
aqguosos, através do "efeito gaiola". Neste casomatéculas das enzimas estariam
firmemente espremidas pelas moléculas ao seu éesdemelhanca das enzimas imobilizadas
(KOSKENEN; KLIBANOV, 1996; LIMA; ANGNES, 1999).

Outra maneira na qual os solventes afetam a atigigapor interagdo direta com a
agua essencial em torno da molécula enzimaticaeB@s altamente polares sao capazes de
absorver agua avidamente e retirar a camada datdgdio da enzima, provocando a perda das
propriedades cataliticas por inativacdo ou desagdior Reciprocamente, 0s solventes
hidrofébicos, por serem menos capazes de deforncamada de hidratacdo, podem afetar
apenas parcialmente a atividade catalitica (KOSKENELIBANOV, 1996). E importante
frisar que ha excecdes notaveis. A xantina oxidadgase pancreatica suina e a subtilisina
mantém suas propriedades cataliticas tanto emmdel/@®@rganicos como em meio aquoso.
Uma possivel explicagdo para este fato é que esgamas sdo capazes de reter sua camada
de hidratacdo tao fortemente que mesmo solventesfiicos ndo conseguem retirar a dgua
(LIMA; ANGNES, 1999).

Embora o uso de solventes organicos na sintesstele® catalisada por lipases esteja
bem difundida na literatura, a eliminacdo de sdk®ré tecnicamente possivel e oferece
inUmeras vantagens, tais como: Obtencdo de progugdumétricas mais elevadas,
eliminacdo do custo adicional com solventes, separdacilitada dos produtos formados e
pronto reciclo dos substratos nao convertidos. Ad&®0, a auséncia de solventes geralmente
promove processos produtivos ambientalmente lim@osjue a maioria dos solventes sao
toxicos e agentes poluentes. Nestes sistemas acamusde um solvente que solubilize
reagentes e produtos, e que diminua a viscosidadesttma, dificulta o controle e determina
a influéncia dos varios parametros que afetam ogssp (FREITAS, 2006; FORESTI et al.,
2007).

3.7.4.1 Sintese de ingredientes cosméticos

Os processos mais utilizados industrialmente pavat@ncdo de insumos cosméticos
envolvem reacdes de hidrolise e de esterificacé®.livitacbes destes processos estao

associadas aos tipos de catalisadores quimicosegadws, que Sa0 pouco versateis e
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requerem altas temperaturas e pressfes para at@zgiéavel velocidade de reacdo. Além
disso, apresentando baixa especificidade, geragmé&mmam produtos de composicéo
quimica mista ou contaminada, exigindo uma etajgéepor de purificacdo (SANTOS et al.,
2008).

Neste contexto, a tecnologia enzimatica vem sesaptando como uma alternativa
atrativa para a exploracdo na industria de insucossnéticos, principalmente quando séo
consideradas algumas das vantagens desta viacamie a elevada eficiéncia catalitica,
seletividade, maior rendimento, obtencdo de pradbiodegradaveis, menor consumo de
energia, reducdo da quantidade de residuos e ataataondicées de temperatura branda (30
- 70°C) e em pressao atmosférica (SANTOS et aBR00

A literatura descreve uma série de aplicacOespdesdis para a producado de insumos
cosmeéticos. Algumas aplicacbes estdo sendo pedgsisanquanto outras ja foram
patenteadas e tém sido utilizadas em escala imalustr

Maugard et al. (2002) sintetizaram derivados hiollogis de retindides para
aplicacdo em cosméticos utilizando lipases imddulas. A sintese foi baseada em uma
acilacdo enzimatica de duas etapas. Dentre osediés compostos sintetizados, os mais
hidrosoluveis foram os derivados de dissacaridesssais sodicos de diacidos de retinila.

Castro et al. (2004) citam varios trabalhos de gisaqque estdo sendo realizados
visando a otimizacdo e o desenvolvimento de prosems escala industrial para a sintese de
ésteres de interesse cosmético utilizando a lipas® biocatalisador:

» Producao de ésteres de 4cidos graxos e acUcagea ptlizacdo como emulsificantes
e cosméticos. O processo é baseado na esterificec@&arbohidratos ou derivados
(glicose, frutose, sacarose ou sorbitol) com aciptazos (estearico, oléico e linoléico)
utilizando lipases de diferentes fontes. A limitagheste processo é referente a alta
polaridade do solvente requerido para dissoluc&oagdcares, o que pode ocasionar
inativacao da preparacdo enzimatica (CAO et al9;1GDULON et al., 1998; GAO et
al., 1999 apud CASTRO et al., 2004);

» Fabricacéo de ésteres aromatizantes, ésteresxdep®eEo molecular, principalmente
para o uso como fragrancias em cosméticos. O neroaddial para esses compostos
estd avaliado em US$ 3 bilhdes. Além disso, quapdgnarados por processos
enzimaticos podem ser caracterizados como natataisiénticos ao natural sendo,
portanto, preferidos pelo mercado consumidor. Ajnaxdamente 50 eésteres,
formadores de aromas, foram sintetizados por reacétlisadas por lipases. Em

principio, o processo pode ser realizado em medasionais contendo mistura de
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alcool e acido carboxilico em presenca ou ausé@eisolventes, resultando em altas

produtividades e rendimentos praticamente quantit Apesar das inumeras

vantagens apresentadas por esta técnica, a siietessteres de baixo peso molecular
apresenta dificuldades técnicas em funcdo do complmecanismo de acéo
enzimatica em meios altamente polares. Diversoénpeiros, como por exemplo,

hidratacdo da enzima, temperatura, concentragcésubsirato, tamanho da cadeia e

estrutura quimica, podem afetar o desempenho dessifGATFIELD, 1995 apud

CASTRO et al., 2004);

» Sintese de oleato de cetila (um analogo do Oleocadhalote, também chamado de
espermacete, que possui importantes aplicacoemn@astiias de cosmeéticos como
emoliente), usando como catalisador a lipase caateidovozym 435 (Novozymes)
(GARCIA et al., 2000 apud CASTRO et al., 2004);

» Sintese de oleato de etila utilizando a lipaseRtidzomucor mieheimobilizada,
empregando um bioreator de disco rotativo perfurdd® resultados experimentais
deste trabalho mostraram um decaimento na atividadenatica, independente do
tempo de residéncia utilizado. A constante de desgto obtida foi da ordem de
0,003 K, revelando um tempo de meia-vida de 10 dias (OLRAEet al., 2000 apud
CASTRO et al., 2004).

Keng et al. (2009) sintetizaram ésteres de palmayso como emolientes cosméticos
através de transesterificacdo enzimatica de vdreg®es do 6leo de palma com alcool
oleilico utilizando a enzima comercial Lipozyme RM como catalisador. Em condicdes
Otimas de reacao foi possivel obter rendimentosmegique 80% apds 5 horas de reacéo.

A empresa Unichem International (Espanha) utiliza a lipase imobilizada de
Rhizomucor meihepara a producdo de ésteres (miristato de isopropiélmitato de
isopropila, 2-etilhexilpamitato) utilizados como @ientes em cosmeéticos com rendimento de
99%. O processo em questdo é conduzido em reatgitaslos numa temperatura entre 50 e
70°C em solvente organico (isopropanol). A aguadgedurante a esterificacdo € removida
por destilacdo a vapor. O processo permite a reag@e da preparacdo enzimatica e sua
reutilizagcdo em bateladas subsequentes (CASTRIQ 2084; FERNANDES, 2007);

A industriaCroda Universal Ltdautiliza a lipase d€. cylindraceaem processos em
batelada para a producéo de ésteres graxos (éptedszidos a partir de acidos graxos e
alcoois graxos) com aplicacdes similares aos é&staialos acima. De acordo com a empresa,
0 custo total de producdo € levemente superior émdo convencional, mas seu custo &
justificado pelo aumento da qualidade do produtal {HASAN et al., 2006).
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Em 2005, a Degussa, empresa quimica internaciomaprddutos especializados,
realizou juntamente com a Novozymes, empresa gqueraializa enzimas, uma Avaliagéo do
Ciclo de Vida (LCA) para comparar o impacto amhkaénibs processos de sintese quimico e
enzimatico para a producéo de ésteres cosmétitiaadms como emolientes (HOLM, 2007).

A producdo de miristato miristico foi escolhida gpa Avaliagdo LCA como um
processo modelo para estes tipos de ésteres cosmdiientenas de toneladas sao produzidas
todos os anos pela Degussa, sendo que este € uwatdoss emolientes mais populares. Além
do miristato miristico, trés outros ésteres - ni@ato cetilico, cocoato decilico e palmitato
isocetilico - sdo produzidos por biocatalise naifébda Degussa em Duisburg, Alemanha.
Todos eles sdo produzidos com a lipase Novozym 488, a Degussa vem usando na
producdo comercial ha mais de dez anos. Os dersi@gie® cosmeéticos sdo produzidos por
rotas quimicas. Portanto, a Degussa tem experiéntia com o processo de sintese quimico
como com o0 processo biocatalitico (HOLM, 2007).

Ao comparar o impacto ambiental dos dois procesaobjocatélise demonstrou
oferecer vantagens claras (Tabela 11). As pringipausas das reducdes sdo a economia da
energia usada no aquecimento e a substituicdo tisedor de estanho (HOLM, 2007).
Além de ter um menor impacto ambiental, o procdssoatalitico para a sintese de ésteres
cosméticos possui outras vantagens. Conforme alistrpela Figura 20, o processo
enzimatico precisa de menos etapas e resulta emproduto de melhor qualidade (maior
concentracdo do ingrediente ativo, menos subpredintdesejaveis, melhor cor e odor)

devido a menor temperatura empregada e a maiociésigade do catalisador.

Tabela 11: Resultados de cinco parametros ambseiotailamentais baseados na producéo
de 5 toneladas de miristato miristico, um ésterliemie popular

Parametros ambientais Processo Processo Ganho (%)
guimico  enzimatico

Energia GJ 22,5 8,63 62
Aquecimento  Kg de equivalentes de GO 1518 582 62
global

Acidificagéo Kg de equivalentes de SO 10,58 1,31 88
Enriqguecimento Kg de equivalentes de RO 0,86 0,24 74
de nutrientes

Formacéo Kg de equivalentes de etileno 0,49 0,12 76
de fumacas

Fonte: HOLM, 2007
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Fonte: HOLM, 2007
Figura 20: Fluxogramas dos processos de este@ficagnvencional (Quimico) e enzimatico

A enzima imobilizada Novozym 435 funciona a 60°€ disposta em um leito fixo,
sendo facilmente removida do produto final sem etapa adicional de filtracdo. Depois de
algumas semanas de funcionamento continuo, a adwida enzima chega ao fim e o leito
desta precisa ser substituido (HOLM, 2007).

Os resultados da Avaliagdo LCA estdo sendo usado® @arte da estratégia da
Degussa para promover seus ésteres emolienteso®hpiok biocatalise. Os argumentos
ambientais estdo se tornando gradualmente maistampes e estes produtos podem ser de
interesse para fabricantes de cosméticos natumaispaza aqueles que dao énfase a
sustentabilidade de seu trabalho e seus produf@sNKI2007).

3.7.5 Imobilizacéo

Enzimas imobilizadas sé&o aquelas que estdo coanaich um espaco, separadas por
barreiras que permitem o contato entre a enzimaubstrato no meio de reagdo, mas que as
tornam pouco soluveis em qualquer meio. As pess|gishre este assunto se intensificaram a
partir dos anos 60 no sentido de estabelecer metefitwentes de imobilizacdo (PAIVA et
al., 2000; VITOLO, 2001). A Figura 21 traz um resunos principais métodos utilizados
para a imobilizagdo de enzimas.
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Métodos para Imobilizacdo de Enzimas
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Fonte: DALLA-VECCHIA et al., 2004
Figura 21: Métodos de imobilizacdo de enzimas

As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por fatquésiicos, fisicos ou bioldgicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante d-teate a este problema, novas técnicas
de imobilizacdo tém sido desenvolvidas para aumenestabilidade das enzimas e facilitar
sua recuperacao e reutilizacdo. A utilizacdo destasicas tem sido crescente nos ultimos
vinte anos e, com isso, novas informacdes tedecgdicacdes praticas estdo surgindo. O uso
de biocatalisadores imobilizados também € cresamtescala industrial, especialmente na
industria farmacéutica, de detergentes, couros mfigecdo, dentre outras (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).

A imobilizacdo do biocatalisador em um suporte, $ggjuizo de sua atividade por
um periodo razoavel de tempo, pode assegurar stiizegdo ou mesmo seu uso em reatores
continuos, resultando em economia nos processastirais. Assim, de modo geral, o uso de
enzimas imobilizadas pode diminuir o custo do pseoe aumentar sua rapidez e
repetibilidade (SEBRAO et al., 2007).

O principal interesse em imobilizar uma enzima éeolum biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadam@uo processo, em comparacao a sua
forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada déavexibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragfes estistusem como modificagdes no sitio ativo
(DALLA-VECCHIA et al., 2004).
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No entanto, ja foram relatadas na literatura alguoiesvantagens com relacdo aos
procedimentos de imobilizacdo como perda de atiddau inibicdo enzimatica, limitacdes
difusionais, métodos de imobilizacdo trabalhosesparados e onerosos (LIMA; ANGNES,
1999).

Diversas preparacgfes de lipase imobilizada essjmdiveis comercialmente e podem
ser adquiridas de diversos fornecedores, cdaigma-Aldrich Fluka, NovozymesAmang
dentre outros.

Estudos comparativos mostram diferencas acentuadadesempenho de lipases
imobilizadas nos varios suportes e evidenciam gasa das varias experiéncias reportadas
na literatura, a imobilizacdo de lipases ainda é&esafio complexo, uma vez que a extensao
da imobilizacdo depende da estrutura da enzimanétodo de imobilizacdo e do tipo de
suporte. Em muitos casos, suportes que proporciamaaelevada atividade e estabilidade da
enzima apresentam sérias limitagdes de resistémianica e de queda de pressao, 0 que 0s

tornam invidveis para a utilizacdo em alguns tg@seatores (FREITAS, 2006).

3.7.6 Lipases comerciais

As lipases sdo comumente encontradas na naturedengo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbianas. Inicial@enstam obtidas a partir de pancreas de
animais e usadas como auxiliar digestivo para eonsthumano. Em funcdo do baixo
rendimento do processo fermentativo, as lipasesolyignas tinham também um custo bem
mais elevado quando comparado com outras hidrolaseso proteases e carboxilases.
Entretanto, os recentes avancos registrados nalogtam do DNA tém permitido aos
fabricantes de enzimas colocar no mercado lipasaelomnas com atividade bem elevada, a
um custo bem mais acessivel. Atualmente, lipasesobianas sdo produzidas por diversas
industrias, comdNovozymesAmangq Gist Brocadesdentre outras. Uma publicacédo recente
sobre a disponibilidade comercial de lipases ligiozimas de 34 diferentes fontes, incluindo
18 a partir de fungos e 7 de bactérias. Nesta mesibiZcacdo é destacada a existéncia de
uma confusdo consideravel sobre a origem de alglipeses e de mudancas nos nomes
sistematicos de linhagens fungicas e bacterianas pgoduzem estas enzimaSandida
rugosaera anteriormente denominada@gndida cylindraceaThermomyces lanuginosde
Humicola lanuginosa Pseudomonas glumae Pseudomonas cepacitoram renomeadas
como Burkholderia glumaes Burkholderia cepaciarespectivamente. Além disso, a lipase
Burkholderia glumae idéntica &hromobacterium viscosu@ASTRO et al., 2004).
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A seguir sdo descritas as caracteristicas e egp@dés de algumas lipases comerciais

comumente usadas em diversas aplicagoes.

Lipozyme RM IM

Lipozyme RM IM é uma lipase imobilizada comergmbduzida pela Novozymes.
Trata-se da lipase dehizomucor mieheproduzida por um fungo do génefspergilluse
adsorvida em uma resina macroporosa anidnica comdé%sagua (FREITAS, 2006;
NOVOZYMES, 2009a).

A Lipozyme RM IM é descrita como uma lipase patdcmente adequada para uso
como catalisador em processos de esterificacdotesgesterificacdo com o objetivo de
produzir compostos oticamente ativos (NOVOZYMES)24).

A Lipozyme RM IM também é ativa para a sintese dierés a partir de uma
variedade de alcoois e acidos. E um catalisadoiomeolbusto e estavel que pode ser aplicado
em processos em batelada e continuos envolvenderemtiés solventes organicos
(NOVOZYMES, 2009a).

Lipases deRhizomucor miehetem massa molecular de 33 kDa. Com relacdo a
necessidade estérica do substrato, elas se paoereras lipases deseudomonas sp. sao
similares aCandidae aPseudomonasguanto a sua especificidade hidrolitica. Estudoa ¢
lipases d&rhizomucor miehehostraram que ela é muito seletiva na producaoai®ésteres
oticamente puros (FABER, 1997 apud FREITAS, 2006).

Lipozyme TL IM

Lipozyme TL IM é uma lipase imobilizada comerciabficada pela Novozymes.
Trata-se da lipase derhermomyces lanuginosuproduzida pelo microorganismo
geneticamente modificadspergillus oryzaee imobilizada em granulados de silica porosa,
sendo o conjunto insolavel em 6leo (FREITAS, 2006V OZYMES, 2009b).

A Lipozyme TL IM é um produto de grau alimenticie.uma lipase 1,3-especifica.
Isto significa que a enzima rearranja os acidogsagaomente nas posicoes 1 e 3 (a posicao 2
€ preservada). Seu uso resulta em gorduras maigizatlo que nos processos quimicos de
interesterificacdo e hidrogenagdo, sendo assim a&plecacdo mais relevante é na
interesterificacdo na industria de alimentos parpr@aducdo de margarina, por exemplo
(NOVOZYMES, 2009b).
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Além disso, a Lipozyme TL IM é descrita como unmsie particularmente adequada
para uso como catalisador em processos de esdeéibe interesterificagcdo com o objetivo de
produzir compostos oticamente ativos (NOVOZYMES)E&().

A Lipozyme TL IM também é ativa para a sintese sterés a partir de uma variedade
de alcodis e acidos. Sua verséo imobilizada foémleslvida especialmente para operacao em
reatores de leito fixo (NOVOZYMES, 2009c).

Novozym 435
Novozym 435 é uma lipase imobilizada comerciadpaida pela Novozymes. Trata-

se da lipase B d€andida Antarctica CAL B) produzida por fermentacdo submersa de um
microorganismo geneticamente modificadspergillus oryzae)e adsorvida em resina
acrilica macroporosa numa concentracao de 3% mamsi§te de particulas com diametro na
escala de 0,3-0,9 mm, densidade aproximada de 4@®°kcontendo 1-2% de agua m/m
(NOVOZYMES, 2009d; ALVES et al., 2006).

A CAL B tem massa molecular de 33 kDa. Esta enaprasenta pouca ou nenhuma
ativacao interfacial e catalisa muito lentamentedadlise de triglicerideos de cadeia longa.
Por esta razdo, é classificada por alguns autame® aima esterase. Demonstra elevada
atividade e alta enantiosseletividade para uma nesatevariedade de alcoois. Esta
enantiosseletividade é baixa para acidos carbogil{KASLAUSKAS; BORNSCHEUER,
1998 apud FREITAS, 2006).

A Novozym 435 é provavelmente a lipase mais usadhiecatalise. E um catalisador
altamente versatil sendo ativa frente a uma grarateedade de substratos. A enzima
imobilizada é um catalisador muito robusto e testéeel, apresentando atividade em varios
solventes organicos. Pode ser utilizada tanto emegsos continuos quanto em batelada, mas
€ particularmente adequada para uso em reatotegaléxo (NOVOZYMES, 2009d).

Apesar de seu uso em processos industriais comeatatisador na sintese de ésteres
simples (incluindo poliésteres) e amidas e na séntegioseletiva de monoésteres de
carbohidratos, a Novozym 435 foi primariamente asadmo um catalisador altamente
enantioseletivo para a sintese de alcoodis, aminasidos carboxilicos oticamente ativos
(NOVOZYMES, 2009d).

A Novozym 435 é descrita como preparada com o iebj@rimario de aplicacdo na
sintese de ésteres e materiais graxos de cadés bar sintese de ésteres, o ideal € que a
quantidade de subprodutos seja a menor possivel ggies reduzem o rendimento e

complicam a purificacdo do éster desejado (NOVOZBYIEI09e).
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Assim, uma das aplicagbes mais relevantes da Navd8p € seu uso como esterase
para produzir ésteres especificos, tais como aogsza industria cosmética, em processos a
baixas temperaturas. Também é utilizada na res&irde glicerideos a partir de glicerol e
acidos graxos quando € necessaria a adicao desd@paos especificos. Através da operacao
em relativamente baixas temperaturas (60-70°Cdrradcao de subprodutos € mantida em
um patamar minimo, reduzindo os custos com os ginoesntos de purificacdo. Estd sendo

desenvolvida uma verséo grau alimenticio destaren@dNOVOZYMES, 2009e).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Equipamentos

Os equipamentos utilizados durante o presentelti@lestdo listados na Tabela 12.

Tabela 12: Equipamentos utilizados durante o thebal

Equipamento Fabricante Modelo

Pipeta automética LAB MPDE+

Balanca analitica GEHAKA AG200

Banho ultratermostatico Quimis Q214M2

Placa de aguecimento e IKA C-MAG HS4

agitacao

Cromatografos gasosos Shimadzu CG2010 e GCMS2010

As Figuras 22 e 23 mostram em detalhe o banhotertnastatico, a placa de
aquecimento/agitacdo e o reator de vidro encamigsdtdigados durante as reacdes de
esterificacdo por via enzimatica. A placa de aquenio e agitacdo também foi utilizada

durante as reag¢fes de esterificacdo por via quimica

Figura 22: Banho ultratermostatico, placa de adguewgto e reator



100

Figura 23: Detalhe da placa de aquecimento e rdatoidro encamisado

4.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados durante o presente trabfalfeon obtidos a partir dos

fornecedores listados na Tabela 13.

Tabela 13: Reagentes utilizados durante o trabalho

Reagente Fornecedor
Glicerol PA VETEC

Acido estearico puro VETEC

Acido palmitico 95% MP Biomedicals
Acetona 99,5% ACS Tédia
Hidroxido de sédio em lentilhas Merck
Fenolftaleina PA ACS Merck

Alcool etilico absoluto Tédia
n-Heptano Tédia

Piridina Tédia
N-Metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida Regis-technologies
(MSTFA)

4.1.3 Padrdes cromatograficos

Os padrdes cromatograficos utilizados durante segmte trabalho foram obtidos a

partir dos fornecedores listados na Tabela 14.
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Tabela 14: Padrbes cromatograficos utilizados derartrabalho

Padrao Fornecedor

Glicerol Tédia
1,2,4-Butanotriol Chemservice
Tricaprina MP biomedicals
Monooleina MP biomedicals
Dioleina MP biomedicals
Trioleina MP biomedicals
Metil-heptadecanoato (MHDEC) Spectrum chemical

4.1.4 Catalisadores

Os catalisadores utilizados durante o presentaltrabforam obtidos a partir dos

fornecedores listados na Tabela 15.

Tabela 15: Catalisadores utilizados durante o lnaba

Catalisador Fornecedor

Estearato de zinco Sim Estearina industria e cdmérc

Novozym 435 Sigma-Aldrich

Lipozyme RM IM Sigma-Aldrich

Lipozyme TL IM Sigma-Aldrich

Lipase de pinhdo manso Laboratoério de Biotecnolbfi@obiana - 1Q - UFRJ

4.1.5 Produtos comerciais

Os monoestearatos de glicerila comerciais utiligzadomo padrdes de qualidade
durante o presente trabalho foram doados pelotdtstiFederal de Educacéao, Ciéncia e
Tecnologia do Rio de Janeiro. Sao 3 produtos camisrdas seguintes marcas: VETEC,
PROQUIMIOS e ISOFAR.

4.2 Metodologia experimental

4.2.1 Sintese de monoestearato de glicerila por via quioa

4.2.1.1 Procedimento geral das reac0es de esterificagéo

As reacdes de esterificagdo foram realizadas etarréa vidro cilindrico com volume
de 50 mL. O aquecimento e a agitacdo foram feibosuma placa de aquecimento e agitacéo

e um agitador magnético. A agitacdo foi mantidastamte (500 rpm) ao longo de toda a
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reacdo. Apos a adicao dos reagentes (glicerold® d&steéarico), do catalisador (estearato de
zinco) e do agitador magnético, o aquecimentonigiado. Com o passar do tempo ocorreu a
fusdo do acido estearico, o que facilitou a homegagao do meio reacional. A temperatura
do meio reacional foi monitorada com o auxilio de termdémetro até que a temperatura
desejada fosse atingida. A partir dai iniciou-seoatagem do tempo de reacdo. Durante a
esterificacdo a agua gerada foi evaporada livreznerda temperatura do meio reacional foi
monitorada e ajustada continuamente a fim de martemperatura desejada. Foram retiradas
aliquotas no tempo zero (assim que a temperat@sejatia foi atingida) e no final da reacéo
(2 horas). As aliquotas foram retiradas com o meidido e sob agitacdo a fim de garantir a

homogeneidade da amostragem.

4.2.1.2 Planejamento experimental

A fim de verificar a influéncia das condi¢cbes expentais na conversdo e na
seletividade da reacdo de esterificacdo, investigow efeito de algumas varidveis no
processo, tais como a concentracdo de catalisast@aato de zinco) (C), a temperatura (T) e
a razdo molar glicerol/acido estearico (R), atrad@suitilizacdo da ferramenta estatistica de
planejamento experimental. O tipo de planejamexpermental realizado variou conforme a
variavel dependente estudada (conversdo, selatwigmn MAG, seletividade em DAG e
seletividade em TAG). Para as variaveis dependerdasersdo, seletividade em DAG e
seletividade em TAG foi empregado um Delineamerdmg@osto Central Rotacional. Para a
variavel dependente seletividade em MAG foi empilegam Planejamento Fatoriaf. 220
todo foram realizados 17 experimentos nesta etappe(imento 1 - 17). Os valores reais e
codificados das variaveis independentes testadatesnedois tipos de planejamento

experimental estdo apresentados nas Tabelas 16Gesp@ctivamente.

Tabela 16: Valores reais e codificados das varsawneiependentes do Delineamento
Composto Central Rotacional (via quimica)

Variaveis Valores codificados

-1,68 -1 0 1 1,68
T(°C) * 99,8 110 125 140 150,2
R ** 3,3 4 5 6 6,7
C (% m/m) *** 1,6 5 10 15 18,4

* T: Temperatura
** R: Razao molar glicerol/acido estearico
*** C: Concentragdo de catalisador (estearato ded@iem relacdo ao acido estearico
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Tabela 17: Valores reais e codificados das varsawneiependentes do Planejamento Fatorial
2 (via quimica)

Variaveis Valores codificados

-1 0 1
T(C) * 110 125 140
R ** 4 5 6
C (% m/m) *** 5 10 15

*T: Temperatura
** R: Razao molar glicerol/acido estearico
*** C: Concentragdo de catalisador (estearato ded@iem relacdo ao acido estearico

A analise dos dados foi realizada utilizandsaftware Statistica 7.0. A analise
estatistica permitiu estimar os efeitos das vaisdestadas, bem como da interagdo entre elas.
Os valores dé e p, que representam os efeitos padronizados dasvgeria a probabilidade
de significancia do teste, respectivamente, tamioéam estimados e utilizados para avaliar a

significancia dos efeitos das variaveis.

4.2.1.3 Estudo cinético da reacao

O melhor resultado do planejamento experimentatdpetido para que pudesse ser
avaliado cineticamente através da remocéao de atiseon diferentes tempos de reacéo (0, 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horabpfas e 4 horas). As condi¢cdes deste
experimento (experimento 18) foram as seguintesnpBeatura de 140°C, razdo molar
glicerol/acido estearico de 4 e 15% (%m/m em relag@ acido estearico) de catalisador.
Apesar de utilizar a mesma razdo molar e concdrale catalisador, esta reacao foi
realizada em maior escala (o triplo da quantidadesdgentes e catalisador) devido a grande

quantidade de aliquotas a serem retiradas ao kengeacao.

4.2.1.4 Efeito da razdo molar entre os reagentes

Com o objetivo de avaliar unilateralmente o efeitorazao molar entre os reagentes
na conversdo e seletividade da reacdo de sintesmodeestearato de glicerila, foram
realizadas reacOes nas condi¢bes descritas naaT&Bepara posterior comparagdo com

experimentos realizados nas mesmas condicfes mmasazdes molares diferentes (4 e 6).
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Tabela 18: Condi¢cGes experimentais das reacoesagas para avaliar o efeito da razao
molar entre 0s reagentes (via quimica)

Experimento Temperatura (°C) Raz&o Molar * Concentragédo de catalisador **

19 140 1 15

20 140 2 15

* glicerol/acido estearico
** (%6m/m em relagdo ao acido estearico)

4.2.2 Sintese de monoestearato de glicerila por via enzitica

4.2.2.1 Procedimento geral das reac0es de esterificagéo

As reacdes de esterificagao foram realizadas etorréa vidro encamisado conectado
através de mangueiras a um banho ultratermost@igaras 22 e 23), 0 que garantiu uma
temperatura constante ao longo da reacdo, o qesed@al para uma reacdo enzimatica. A
agitacdo foi feita com o auxilio de um agitador né&go e uma placa de agitacdo e foi
mantida constante (500 rpm) ao longo de toda &éceadpos a adicdo dos reagentes (glicerol
e acido estearico), do catalisador (lipase) e dadg magnético (e de 5 ml de solvente, nos
casos de reacdes que ocorreram em meio de acetoag)ecimento foi iniciado. Com o
passar do tempo ocorreu a fusdo do &cido este@rigoe facilitou a homogeneizagédo do
meio reacional. A partir do momento em que a teatpest desejada foi atingida iniciou-se a
contagem do tempo de reacdo. Durante a esterificacéigua (e o solvente, nos casos de
reacdes que ocorreram em meio de acetona) geradwdporada livremente. As reacdes
tiveram duracdo de 6 horas. Foram retiradas akguoi tempo zero (assim que a temperatura
desejada foi atingida), apés 4 horas de reacao fnalbda reagcdo com o auxilio de uma
espatula de metal de extremidade abaulada. Asotdisjfioram retiradas com o meio fundido

e sob agitacéo a fim de garantir a homogeneidadendatragem.

4.2.2.2 Efeito do tipo de lipase

Para avaliar o efeito do tipo de lipase na coneess@a seletividade da sintese de
monoestearato de glicerila foram realizadas 4 esggdas mesmas condicbes, mudando-se
somente a lipase utilizada (Tabela 19). As lipagiéigadas foram: Novozym 435, Lipozyme
RM IM, Lipozyme TL IM e Lipase de pinhdo manso. 3Agrimeiras séo lipases comerciais
imobilizadas, enquanto a Ultima é uma preparaca@ragem vegetal desenvolvida pelo
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Laboratério de Biotecnologia Microbiana - 1Q - UFRJAVALCANTI et al., 2007; SOUZA
et al., 2009).

Tabela 19: Condi¢cGes experimentais das reacOeszagas para avaliar o efeito do tipo de

lipase
Experimento Lipase Temperatura Razdo Meio Relacdo méssica
(°C) Molar * reacional lipase/acido estearico
(% m/m)
20 Novozym 60 4 Isentode 5
435 solvente
21 Lipozyme
RM IM
22 Lipozyme
TL IM
23 Pinhao
manso

* glicerol/acido esteérico

4.2.2.3 Efeito do meio reacional

Para avaliar o efeito do meio reacional na coneees@éa seletividade da sintese de
monoestearato de glicerila foram realizadas 2 es¢@ilizando um meio de acetona sob as
mesmas condi¢cdes das reacbes descritas na Tabglard @ue fosse possivel comparar o
meio isento de solvente com o meio de acetona [@&®. As lipases utilizadas foram:

Novozym 435 e Lipozyme RM IM.

Tabela 20: Condi¢Oes experimentais das reacoesadas para avaliar o efeito do meio

reacional
Experimento Lipase Temperatura Razéo Meio Relacdo massica
(°C) Molar *  reacional lipase/acido estearico
(% m/m)

24 Novozym 60 4 Acetona 5

435
25 Lipozyme

RM IM

* glicerol/acido estearico

4.2.2.4 Planejamento experimental

A fim de verificar a influéncia das condi¢cbes expentais na conversdo e na
seletividade da reacdo de esterificacdo, investigow efeito de algumas variaveis no

processo, tais como a relagcdo massica lipase/ésigarico (E), a temperatura (T) e a razéo
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molar glicerol/acido estearico (R), através daiaagdo da ferramenta estatistica de
planejamento experimental.

As reacdes do planejamento experimental utilizacamo catalisador enzimatico a
lipase Novozym 435 em meio isento de solvente, asitempos de reacdo de 4 e 6 horas.

O tipo de planejamento experimental realizado vacanforme a varidvel dependente
estudada (converséo, seletividade em MAG, selaiilddem DAG e seletividade em TAG) e
o tempo de reacdo. Para as variaveis dependente®rsao (4 h), conversdo (6 h) e
seletividade em MAG (6 h) foi empregado um Delineatn Composto Central com Face
Centrada. Para as variaveis dependentes selevaladVIAG (4 h), seletividade em DAG (4
h), seletividade em TAG (4 h), seletividade em D@Gh) e seletividade em TAG (6 h) foi
empregado um Planejamento Fatorial Ro todo foram realizados 17 experimentos nesta
etapa (Experimento 26 - 42) Os valores reais eficadbs das variaveis independentes

testadas nestes dois tipos de planejamento expedahestdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Valores reais e codificados das vasaneiependentes dos Planejamentos
experimentais (via enzimatica)

Variaveis Valores codificados

-1 0 1
T(°C) * 60 65 70
R ** 4 5 6
E (% m/m) *** 2,5 6,25 10

*T: Temperatura
** R: Razao molar glicerol/acido estearico
*** E: Relacdo massica lipase/acido estearico

A analise dos dados foi realizada utilizandesadtware Statistica 7.0. A analise
estatistica permitiu estimar os efeitos das vaisdestadas, bem como da interacao entre elas.
Os valores dé e p, que representam os efeitos padronizados dasvgeria a probabilidade
de significancia do teste, respectivamente, tamfioéam estimados e utilizados para avaliar a

significancia dos efeitos das variaveis.

4.2.2.5 Estudo cinético da reacdo

Os melhores resultados do planejamento experimdatam repetidos para que
pudessem ser avaliados cineticamente através ds@ende aliquotas em diferentes tempos

de reacéo (0, 1, 2, 4, 6 e 8 horas). No experiondhtetirou-se uma aliquota adicional em 30
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minutos. As condi¢cdes das duas reacOes estudaid@s descritas na Tabela 22. Apesar de
utilizar a mesma razdo molar e concentracdo demenpzstas reacOes foram realizadas em
maior escala (o dobro da quantidade de reagertamksadores) devido a grande quantidade

de aliquotas a serem retiradas ao longo da reacéo.

Tabela 22: Condi¢cGes experimentais das reacoesaglstsl cineticamente (via enzimatica)

Experimento Temperatura (°C) Razao Molar * Relacdo massica lipase/acido
estearico (% m/m)

43 70 4 2,5

44 60 4 2,5

* glicerol/acido estearico

4.2.2.6 Efeito da razdo molar entre os reagentes

Com o objetivo de avaliar unilateralmente o efeitorazdo molar dos reagentes na
conversao e seletividade da reacdo de sintese nleestearato de glicerila, foram realizadas
reacdes nas condicdes descritas na Tabela 23 psieripr comparacdo com experimentos

realizados nas mesmas condi¢cdes mas com razoeemdirentes (4 e 6).

Tabela 23: CondigOes experimentais das reacoesadas para avaliar o efeito da razao
molar entre 0s reagentes (via enzimatica)

Experimento Temperatura (°C) Razao Molar * Relacdo massica lipase/acido
estearico (% m/m)

45 70 1 2,5

46 70 2 2,5

* glicerol/acido estearico

4.3 Métodos analiticos

4.3.1 Analise do acido estearico utilizado como reagente

A fim de determinar o grau de pureza do acido d@steditilizado como reagente,
foram realizadas anélises cromatograficas do a@stEarico e do acido palmitico para fins de
comparacao entre os tempos de retencédo das ewemyairezas presentes no acido estearico

e do acido palmitico. O padrédo interno MHDEC, dmpe de retencdo conhecido, foi
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adicionado juntamente com a amostra apenas pangacagdo entre os tempos de retencéo de
um éster de acido graxo (MHDEC) e dos acidos graratisados (palmitico e estearico).

Esta analise foi uma adaptacdo da norma europsharalda pelo Comité Europeu de
Normalizacdo (CEN) designada por EN 14103 de 200Bzada originalmente para
quantificar ésteres metilicos de &cidos graxosd{esel). Assim, o padrdo MHDEC foi
preparado segundo esta norma (CEN, 2003).

A amostra foi preparada da seguinte maneira: Escdsade vidro de 10 mL foi
pesado aproximadamente 50 mg de amostra e adicidnad. da solu¢cdo de MHDEC. Apés
agitacao, a mistura foi injetada(L).

A Tabela 24 traz as condi¢c6es cromatogréficas destbse.

Tabela 24: Condi¢bes cromatograficas da analisedio estearico

Coluna Supelcowax
30 m de comprimento
0,32 mm de diametro interno
0,25um de espessura da fase estacionaria
(Cromatografo CG2010)

Temperatura do forno 200°C (isotérmico)

Gas de arraste Hidrogénio (hake-up:Nitrogénio)

Fluxo do gas de arraste 1 mL/min

Injetor Split 1:20

Temperatura do injetor 250°C

Detector Detector de lonizagdo de Chamas (FID)
Temperatura do detector 250°C

Volume de injecéo 1ul

Tempo total de analise 60 minutos

O &cido esteérico utilzado como reagente das rea®esintese do monoestearato de
glicerila também foi analisado utilizando as cobdi cromatograficas descritas na Tabela 25
(cromatégrafo CG2010) apés derivatizacdo com oer@gMSTFA. Isto foi feito a fim de
localizar seu tempo de retengdo nos cromatogramasprbdutos das reagfes que foram
analisados utilizando as mesmas condi¢des crondditcas (Tabela 25). Os detalhes desta

analise estdo descritos no item 4.3.3.

4.3.2 Analise da conversao das reacoes

Uma analise titulométrica foi realizada com o dbfetde avaliar a conversdo em
termos de consumo de &cido graxo (FREITAS, 2006)talse de uma titulagdo &cido-base

convencional.
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Os reagentes utilizados durante a analise foranuc&o de fenolftaleina em etanol
absoluto 0,1% (p/p) e Solucao de NaOH 0,1 M.

Inicialmente realizou-se a pesagem de aproximad@em@i g de amostra em um
erlenmeyer em balanca analitica (o valor exatoesm ffoi registrado). A seguir adicionou-se
ao erlenmeyer 20 mL de solucdo de fenolftaleinaetanol e manteve-se este sistema sob
agitacdo magnética em placa de agitacdo durantgia@damente 15 minutos até completa
dissolucdo da amostra. Esta etapa de agitacdocebaisearia ja que a amostra era solida a
temperatura ambiente. Apés isso, 0 conteudo doredger foi titulado com a solucédo de
NaOH até aparecimento de uma coloracéo résea. @Wneofasto de solugdo de NaOH foi
registrado.

Tanto as aliquotas retiradas no tempo zero degepgito as retiradas durante e apos
o término da reacgao foram tituladas.

O célculo da concentracdo de acido graxo em cddacgh foi realizado através da
equacgao 5.

AG=(VXMxMM)/m Equacédo 5
onde AG é a concentracdo de acido graxo (g/L),0/vélume de solucdo de NaOH
gasto na titulacdo (mL), MM é a massa moleculaadido graxo titulado (g/mol), M € a
molaridade da solugdo de NaOH (mol/L) e m é a endasamostra titulada (g).

A conversdo foi expressa em termos de acido graxsunido empregando-se a
equacao 6.

% Mok [ (G- C)/ G] x 100 Equacéo 6
onde G é a concentracdo inicial de &cido graxo (nas el&guretiradas no tempo
zero) e C é a concentracdo de acido graxo em wemaeado tempo.

4.3.3 Analise dos produtos comerciais e da seletividadas reacdes

Uma analise cromatografica foi feita com o intuite se medir a seletividade das
reacbes, ou seja, o favorecimento da producdo delasnglicerideos (RUPPEL; HALL,
2007). A analise realizada foi uma adaptacdo dema@mericana elaborada pela Sociedade
Americana para Testes e Materiais (ASTM) designpda ASTM D 6584-00 de 2000
originalmente utilizada para determinacdo de gheetotal e livre em biodiesel de ésteres
metilicos B100 (ASTM, 2000).

As condi¢cdes cromatogréaficas estdo descritas nald&b. Foram utilizadas duas

colunas com dimensfes ligeiramente diferentes pamiam utilizados 2 cromatografos
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distintos, cada um com uma coluna acoplada, dedaceom a disponibilidade dos
equipamentos. Como consequéncia disto os cromatagraesultantes das andlises de
seletividade realizadas utilizando-se estas duasia® podem apresentar tempos de retencéo

ligeiramente diferentes entre si.

Tabela 25: Condi¢bes cromatograficas da analisel@ésvidade

Coluna Capilar com 5% de fenilpolidimetilsiloxano
12 m de comprimento
0,22 mm de diametro interno
0,1um de espessura da fase estacionaria
(Cromatografo CG2010)

Capilar com 5% de fenilpolidimetilsiloxano
15 m de comprimento

0,32 mm de diametro interno

0,1um de espessura da fase estacionaria
(Cromatografo CGMS2010)

Temperatura do forno 50°C (1 minuto), 15°C/min até 180°C,
7°C/min até 230°C, 30°C/min até 380°C (10
minutos)

Gas de arraste Hidrogénio

Fluxo do gas de arraste 3mL/min

Injetor On-column

Temperatura do injetor 60°C (1 minuto), 20°C/min até 380°C (10
minutos)

Detector FID

Temperatura do detector 380°C

Volume de injecao 1ul

Tempo total de analise 50 minutos

Os padrbes glicerol, monooleina, dioleina e tn@é&ioram injetados previamente a
amostra com o objetivo de se ter uma idéia do tedgoetencdo do glicerol, mono, di e
triglicerideos, respectivamente.

Os padrdes internos butanotriol e tricaprina fonajgtados juntamente com a amostra
para fins de comparacao e confirmagdo do tempet@@gdo do glicerol e dos glicerideos,
respectivamente. No caso deste trabalho, a padg@oznterna n&o foi feita para quantificar
0S componentes da amostra, mas sim para norteantficacdo dos picos correspondentes
ao glicerol, MAG, DAG e TAG nos cromatogramas.

Os padrdes foram preparados segundo a norma ASEBB-00 (ASTM, 2000).

As amostras foram preparadas da seguinte manairdradscos de vidro de 10 mL foi

pesado aproximadamente 100 mg de amostra. Apos fasadicionado 10QuL de cada
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solugdo de padréo interno e 1QQ da solucdo de MSTFA. Esta mistura foi agitada
vigorosamente e deixada em repouso por 20 minutoseenperatura ambiente para que a
reacao de derivatizacdo pudesse ocorrer. Ao fioem adicionados 8 mL de n-heptano, o
frasco foi vedado e agitado. A mistura final foi&minjetada (LL).

As amostras injetadas foram somente as aliquotiaadas apds determinado tempo
de reacdo. As aliquotas retiradas no tempo zerdandm injetadas pois no inicio da reacao
ainda nao havia formacéo de glicerideos.

O calculo da seletividade foi feito segundo a egaat

S % = [[A(Auac + Apac *+ Atac) ] X 100 Equacéo 7
onde S é a seletividade, & a area dos picos do glicerideo que se quer awalia
favorecimento de producéo frente aos demaig & AApac € Arac SA0 as areas dos picos de
mono, di e triglicerideos, respectivamente.

Utilizando as mesmas condigcbes apresentadas acioram analisados 3
monoestearatos de glicerila comerciais indicadosa pgso cosmético ou farmacéutico
(VETEC, ISOFAR, PROQUIMIOS) a fim de verificar aopor¢cdo entre os glicerideos em
produtos comerciais, bem como a variabilidade acusteeentre estes produtos. Também foi
analisada a composic¢ao dos produtos comerciaisdevasdo a presenca de glicerol além dos
glicerideos. Nesse caso, o calculo da composicatesimal foi feita de acordo com a
equacao 8.

F%= [ A (Acu + Avac + Abac + Atac) | X 100 Equacéao 8
onde F é a fracdo massica,éAa area do pico do componente individual do pamdut
comercial e AL, Avac, Abac € Arag Sao as areas dos picos de glicerol, mono, di e
triglicerideos, respectivamente.

O célculo da composicéo centesimal dos produtosedgdes realizadas nao foi feito
pois devido ao excesso de glicerol utilizado naoneidas reacdes algumas aliquotas ficaram
divididas em duas fases (glicerol e glicerideos)gque dificultou a realizacdo de uma
amostragem homogénea e consequentemente influemguantificacao do glicerol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Analise do &cido estearico utilizado como reagente

O &cido estearico utilizado como reagente foi amdbh através de duas condicbes
cromatograficas distintas, com objetivos diferentes

A andlise cromatografica segundo as condi¢des ¢ogradicas da Tabela 24 mostrou
que o acido esteéarico utilizado apresenta maj@iteente a seguinte composi¢cao em acidos
graxos: 54,8% de acido palmitico e 36,8% de acisi@agico. A Figura 24 mostra a
comparacao entre o cromatograma do acido estqénga) e o do acido palmitico (preto). O
resultado obtido a partir da andlise do acido este@sta de acordo com Eccleston (1997)
que disse que os acidos graxos usados na estgdicado sdo substancias puras mas
geralmente sdo uma série homoéloga de acidos grAsesn, os monoestearatos de glicerila
comerciais também sao uma mistura homoéloga de nioeddeos variando de C14 a C18,
diglicerideos, triglicerideos, acidos graxos liveeseus sais e tracos de alcodis livres, como o
glicerol. Por outro lado, o mesmo autor diz que ane do éster representa o acido
predominante na mistura, o que neste caso naadédesrja que o acido graxo predominante
na mistura é o palmitico.

2Du'\-"(x1 00,000)

Heptano

15 MHDEC

Acido palmitico

Acido estearico
0.5

””:&&_/

T
an 100

a0 G600 min

Figura 24: Cromatogramas do acido esteérico (ms@)acido palmitico (preto) sobrepostos

Varias farmacopéias citam a presenca de &cido f@mmno acido estearico grau
farmacopéico. Dentre elas estdo a brasileira etagquesa.

A quarta edicdo da Farmacopéia Brasileira dizajédeido estearico € uma mistura de
acidos estearico e palmitico. Ela acrescenta ajndao conteudo de cada um dos dois acidos

graxos é de, no minimo, 40% e a soma dos dois aoempes nao deve ser inferior a 90%
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(FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1996). O &cido estednianalisado contém menos de
40% de acido estearico e por isso ndo se ajugtspasificacdes da farmacopéia brasileira.

A Farmacopéia Portuguesa edicdo VII diz que o a@dtearico € uma mistura
constituida principalmente por acido estearico idcapalmitico. Ela acrescenta que este
produto contém quantidades nominais diferentesciio &stearico, resultando em 3 tipos de
acido esteérico. O 4cido esteéarico 50 contém d@@ e 60,0% de acido esteéarico. O acido
estearico analisado se aproxima mais da espedificdeste tipo de acido esteéarico, mais
ainda assim esté abaixo da especificacao.

A Figura 25 mostra o tempo de retengcdo do acideadsb derivatizado analisado nas
condi¢cdes cromatograficas descritas na Tabela @;addrdo com o cromatograma podemos
verificar que o tempo de retencdo do acido estedras cromatogramas dos produtos das
reacdes sera aproximadamente de 8 a 12,5 minudtasirformacdo sera muito util a fim de
verificar o desaparecimento do acido estearico aposo longo da reagcdo de sintese de
monoestearato de glicerila.

w1 000 ,000)

Heptano Acido estearico

DD_-_ L i P Y

25 50 75 100 125 180 175 200 228 280 2S00 325 min
Figura 25: Cromatograma do acido estearico deriadt

5.2 Analise dos produtos comerciais

A Tabela 26 traz alguns dados que constam na gewniados produtos comerciais
analisados. Como visto na tabela, com relacéo @ode MAG, o produto da ISOFAR né&o
menciona o teor e o da VETEC diz que deve haveninano 40% mas nao especifica o tipo
de isbmero de MAG. Ja4 a PROQUIMIOS especifica gereechaver no minimo 40% do
isbmero alfa. Isso mostra que h&d uma certa vadabié em termos de informacdes

fornecidas na rotulagem a respeito do teor de MAG.
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Tabela 26: Dados de rotulagem dos monoestearatgigcdala comerciais

Monoestearato Teor de Ponto de Teor de indice indice de Indice

de glicerila MAG fuséo glicerol de acidez saponificacdo de iodo
(%) (°C) (%) (mg KOH/g)  (mg KOH/g)

ISOFAR _ 59 - 61 L 4,5 _ _

VETEC Min. 40 59 -61 Max.7 Max.6 155 - 170 Max.

3g/ 1009

PROQUIMIOS Min. 40 55-62 Max.7 Max.5 160 - 170 Max.

a-MAG 3cg b/g

A Tabela 27 traz o resultado da analise cromatmgrala composicdo dos
monoestearatos de glicerila comerciais. Esta talteda a composicdo do produto
considerando a presenca de glicerol e desconsatemn Os resultados demonstram que
todos os produtos comerciais realmente apresentantear minimo de 40% de MAG,
considerando a presenca do glicerol. Nao é possérdicar o teor em termos das formas
isoméricas, isto somente seria possivel se houwgsspadrdo de 1-MAG ou 2-MAG. A
Figura 26 ilustra este resultado em termos da cemp@o em glicerideos. Os resultados
mostram que h& uma variabilidade nos produtos aoaigrem termos da composicdo em
gicerideos, sendo que o produto da ISOFAR aprasentoaior teor em MAG. Isto mostra
que ha uma faixa aceitavel de valores dos glicesidan um monoestearato de glicerila
comercial: 54,5 - 68,4 de MAG, 16,5 - 34,8 DAG & 9,15,1 em TAG. Outra concluséo
importante tirada a partir da observacao da Ta2®l& que os teores de DAG e TAG podem
ser praticamente iguais em torno de 16% (no caseatltres mais altos de MAG) ou
diferentes sendo o de DAG ao redor de 30% e o d@ ¢érca de 10% (no caso de valores
mais baixos de MAG). Estes valores sdo importaodea nortear a sintese do monoestearato
de glicerila e escolher as melhores condigfesrdess, ou seja, aquelas que ndo so6 levem a
uma alta conversdo, mas que também resultem em rogdutp com uma composicao
semelhante a um dos produtos comerciais: Altosreslade MAG (50 - 60%), valores
medianos de DAG (15 - 32%) e valores baixos de T8&13%).
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Tabela 27: Composicdo dos monoestearatos de dicernerciais

Monoestearato Glicerol (%) MAG (%) DAG (%) TAG (%)

de glicerila

ISOFAR 11 60,9 14,7 13,4
- 68,4 16,5 15,1

VETEC 19,2 51,2 21,8 7,8
- 63,3 27,0 9,7

PROQUIMIOS 7,4 50,5 32,2 9,9

54,5 34,8 10,7

100%

90%

o .
70% A

& 60%

= OTAG
4 50% BDAG
@ OMAG
o

[e]

o

40% -

30%

20% -

10% -

0%

ISOFAR VETEC PROQUIMIOS

Figura 26: Composi¢céo em glicerideos dos produdo®ecciais

As Figuras 27 a 30 trazem os cromatogramas doemdiromatograficos e dos

produtos analisados.

uv[x100,000)

Heptano Monooleina

] Butanotriol . )
2.0+ Tricaprina

] Glicerol Dicleina
1.0

] Trioleina

! — A
I:I.I:I—J L‘

T— — 1t - - - - f - - - 1+ ' r_1_ v ' ' r_I_ ' ' T T _I1_ " T r T T_

50 100 150 200 250 30.0 mmin

Figura 27: Cromatograma dos padrdes
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Figura 28: Cromatograma do monoestearato de daicéBETEC
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Figura 29: Cromatograma do monoestearato de gideROQUIMIOS
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Figura 30: Cromatograma do monoestearato de gaidSOFAR

Pelo cromatograma dos padrbes observa-se o0s sEguiampos de retencgéo
aproximados: 4,5 min para o glicerol, 5 min patfautanotriol, 17,5 min para a monooleina,
23 min para a tricaprina, 27 min para a diolei3® enin para a trioleina. Nos cromatogramas
dos produtos notam-se 2 picos majoritarios de MAG1& a 20 min (sendo que cada um se
subdivide em dois picos, cada um referente a ummaafégsomérica: 1-MAG e 2-MAG), 4 a 6
picos de DAG em 25 a 28 min e 3 a 4 picos de TAG34na 36 min (no cromatograma
referente ao produto da PROQUIMIOS observa-se uantamento dos tempos de retencao
resultante da execucdo da analise em outro cromaddgom uma coluna de dimensdes
ligeiramente distintas). Esta multiplicidade de ogicocorre provavelmente devido a
composicao do acido esteérico utilizado na sinjesepossui &cido palmitico além do &cido

estearico propriamente dito. Isto resulta em dofs3d (monopalmitato e monoestearato de
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glicerila), varios DAGs e véarios TAGs devido a pb#slade de vérias combinacdes de

estruturas de di e triglicerideos a partir de dumiglos graxos diferentes. Esta observagéo
comprova que 0s monoestearatos de glicerila comerséo uma mistura homédloga de

monoglicerideos (ECCLESTON, 1997).

5.3 Sintese de monoestearato de glicerila por via @i

5.3.1 Planejamento experimental

A Tabela 28 mostra a matriz de experimentos getadecordo com um Delineamento
Composto Central Rotacional e os resultados obtdotermos de converséo e seletividade
apos 2 horas de reacado utilizando como catalisadestearato de zinco. A analise deste
conjunto de resultados € importante pois permieatificar a melhor condigdo experimental,
isto &, aquela que fornece ao mesmo tempo umaaiigersao e alta seletividade em MAG.
Neste caso, a melhor condicdo foi a do experimén(@40°C, razdo molar glicerol/acido
estearico de 4 e 15% m/m de estearato de zincekxpip ao acido estearico): 83,9 % de
converséo, 52,3 % de MAG, 37,2 % de DAG e 10,5 %AI8B.

Apos esta analise global dos resultados, foi fetta analise mais detalhada atraves de
planejamentos experimentais individuais a fim deifiear a influéncia das variaveis
independentes (temperatura, razdo molar e concéotde catalisador) sobre cada variavel
de resposta ou varidvel dependente estudada: GdiaveX %), seletividade em MAG (MAG
%), seletividade em DAG (DAG %) e seletividade BAG (TAG %). Para cada variavel de
resposta foi avaliada a adequacao do modelo quamditido a partir de um Delineamento
Composto Central Rotacional. Nos casos em que oelmoguadratico ndo se ajustou

adequadamente, um modelo linear foi proposto ér plerum Planejamento fatorial.2
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Tabela 28: Matriz do Delineamento Composto Cemadhcional e resultados obtidos

(via quimica)

o Jlemperatura Razdo Molar* Concentracdo de X*** MAG DAG TAG
g (°C) catalisador ** (%) (%) (%) (%)
£

]

3
1 110 4 5 12,9 71,3 18 10,7
2 110 4 15 53,9 52 13 35
3 110 6 5 34,8 53,5 13,9 32,6
4 110 6 15 51,5 45,9 16,7 37,4
5 140 4 5 52,6 51,2 34,9 13,9
6 140 4 15 83,9 52,3 37,2 10,5
7 140 6 5 48,2 43,2 20,8 36
8 140 6 15 91,8 21,7 12,9 65,4
9 998 5 10 5 57,3 14,5 28,2
10 150,2 5 10 69,8 48,9 39,8 11,3
11 125 5 1,6 24,5 65 8 27
12 125 5 18,4 15,2 36,4 15,7 47,9
13 125 3,3 10 60,1 47,3 11,6 41,1
14 125 6,7 10 65,3 53,5 10,6 35,9
15 125 5 10 45,2 45,2 19 35,8
16 125 5 10 45,4 49,6 8,1 42,3
17 125 5 10 45,1 54,9 9,7 35,4

* glicerol/acido estearico
** (%5m/m em relagdo ao acido estearico)
*** Conversao em termos de consumo de acido graxo

A seguir encontram-se alistados os resultadodabpara cada variavel de resposta.

Variavel de resposta: Conversdo

A partir de um Delineamento Composto Central Rotzali foi possivel construir um
modelo empirico para a conversdo em funcdo daéwedsi codificadas, incluindo apenas os
termos estatisticamente significativos (valor de< 0,1) e marginalmente significativos

(Equacéo 9):



X (%) = 44,8 + 17,8 9,2R + 8,6C - 6,0C?
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Equacéo 9

onde X (%) € a conversado, T é a temperatura (°@,aRrazdo molar glicerol/acido

estearico e C € a concentracao de estearato ae(Zne/m em relacéo ao acido estearico).

A Tabela 29 mostra as condicOes experimentais dimdaenento Composto Central

Rotacional realizado, os valores de converséo arpatais e preditos pelo modelo gerado e

o desvio relativo entre eles.

Tabela 29: Valores experimentais e preditos de@sd@o para as diferentes condicdes
experimentais do Delineamento Composto CentraldRwial (via quimica)

o Temperatura Razao Concentracao X (%) X (%) Desvio
c (°C) Molar decatalisador ** experimental predita relativo
g * ok

o

3

1 -1 -1 -1 12,9 22,4 -73,6
2 -1 -1 1 53,9 39,6 26,5
3 -1 1 -1 34,8 22,4 35,6
4 -1 1 1 51,5 39,6 23,1
5 1 -1 -1 52,6 56,4 -7,2
6 1 -1 1 83,9 73,6 12,3
7 1 1 -1 48,2 56,4 -17,0
8 1 1 1 91,8 73,6 19,8
9 -1,68 0 0 5 16,2 -224,0
10 1,68 0 0 69,8 73,4 -52
11 0 0 -1,68 24,5 20,3 17,1
12 0 0 1,68 15,2 42,3 -178,3
13 0 -168 O 60,1 70,8 -17,8
14 0 1,68 0 65,3 70,8 -8,4
15 0 0 0 45,2 44.8 0,9
16 O 0 0 45,4 44.8 1,3
17 0 0 0 45,1 44.8 0,7

* glicerol/acido estearico
** (%6m/m em relacdo ao acido estearico)
*** Conversao em termos de consumo de acido@rax
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A Tabela 30 mostra o efeito das variaveis estafistente e marginalmente
significativas sobre a conversdo baseado nos dddoBelineamento Composto Central
Rotacional. De acordo com a Tabela 30, a vari@yust mais afeta a conversdo é a
temperatura, sendo que quanto maior a temperataiar ,sera a conversdao. O termo
quadratico da razdo molar e a concentracdo deiszatai também afetam de maneira
diretamente proporcional a conversao. Ja o ternaglrdtico da concentracdo de catalisador
afeta a conversédo de maneira inversamente propaicio

Tabela 30: Efeito das variaveis estatisticamem@gginalmente significativas sobre a
conversao baseado no Delineamento Composto CRutational *

Variaveis Coeficiente Erro padrdo Testd Valor de p
Temperatura (°C) (L) 17,0 7,4 4,6 0,0006
Raz&o molar glicerol/acido 9,2 7,8 2,4 0,0360
estearico (Q)

Concentragéo de catalisado8,6 7,4 2,3 0,0393
(% m/m) ** (L)

Concentragao de catalisador 6,0 7,8 -15 0,1524

(% m/m) ** (Q)

* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quaticas
** em relacdo ao acido estearico

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada pasaléar a adequacdo do modelo
(Tabela 31). O modelo é considerado preditivo seoeficiente de determinacao %jRé
préximo de 1 e se o valor de F calculado for swpesio valor critico de F. O modelo
apresentado na Equacao 9 apresentou um F cal@jladezes maior que o valor critico de F
e o R foi 0,75. O valor de F calculado superior ao ffia valida o modelo gerado. O erro

puro foi consideravelmente baixo, indicando umarepaodutibilidade dos experimentos.
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Tabela 31: Analise de variancia (ANOVA) do Delinearto Composto Central Rotacional

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 6845,6 4 17114 9,1
Residuo 2250,35 12 187,5 -

Falta de ajuste  2250,3 10 225,03 -

Erro puro 0,05 2 0,025 -

Total 9095,9 16 - -

* Coeficiente de determinacad: R0,7526; b141=2,48
Valor de F = média quadratica da regssédia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcacdperficies de resposta, mostrando
os valores de converséao preditos para cada paarde/eis dentro da faixa estudada (Figuras
31 a 34).

Loy DRmEE)

B 90
I S0
B 70
160
C 150
= 40
B 30
B 20

Figura 31: Superficie de resposta para a convenrsaincao das variaveis razao molar e
temperatura com concentracao de catalisador = 1,68
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A Figura 31 mostra que, considerando a concentratgiccatalisador mais alta
utilizada (ja que esta variavel influencia a cos#@erde maneira diretamente proporcional),
em altos valores de temperatura (150,2°C) sadoashatios valores de conversao (70 - 90%),
independentemente da razdo molar utilizada, sene@s mais altos de valores de conversao
(90%) sao obtidos com o valor maximo de temperatlf,2°C) e razées molares minimas
(3,3) ou maximas (6,7). Em razdes molares baixasl@as (3,3 ou 6,7), € possivel obter

valores altos de conversao (70 - 80%) em tempastuedianas (125 - 140°C).

e

B 100
B 50
160
[ 40
B 20

Figura 32: Superficie de resposta para a convenséiingdo das variaveis concentracdo de
catalisador e temperatura com razdo molar = 1,68
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Figura 33: Superficie de resposta para a convenséingado das variaveis concentracdo de
catalisador e temperatura com razdo molar = - 1,68

A Figuras 32 e 33 mostram que, independentemernigzda molar utilizada (maxima
ou minima), a conversao maxima € obtida utilizasela temperatura maxima (150,2°C) e
valores de concentracdo de catalisador superioi®s% m/m. Além disso, é possivel obter
altos valores de converséo (80%) utilizando a teatpea méaxima (150,2°C) e concentracdes
mais baixas de catalisador (1,6 - 10 % m/m).
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Figura 34: Superficie de resposta para a convenséimingdo das variaveis concentracdo de
catalisador e razao molar com temperatura = 1,68

A Figura 34 mostra que, considerando a temperaaia alta utilizada (j& que esta
variavel influencia a conversado de maneira diretaeproporcional), a maxima converséao €
atingida utilizando-se altos valores de concentralgi catalisador (maior que 10 % m/m) e
razBes molares maximas ou minimas (6,7 ou 3,3a &sservacdo confirma a informacao
dada pelas Figuras 31 a 33 de que é possiveldltges maximos de conversao utilizando-
se valores maximos ou minimos de razdo molar eectrag;0es de catalisador superiores a 10
% m/m. Assim, pode-se concluir que a condicdo Opianra a variavel de resposta conversao
é: 150,2°C, 10 % m/m de estearato de zinco e rapdar glicerol/acido estearico de 3,3. Isto
porque a utilizacdo de menores concentracOes ddisealor e menores razbes molares

resultam em economia de gastos com catalisad@gemees.
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Variavel de resposta: Seletividade em MAG

A partir de um Planejamento Fatoridl i possivel construir um modelo empirico
para a seletividade em MAG em funcédo das varidaifficadas, incluindo apenas os termos
estatisticamente significativos (valor de p < @ Iharginalmente significativos (Equacéo 10):

MAG (%) =49,2-86,87,8R-5C Equacao 10
onde MAG (%) é a seletividade em MAG, T é a temjpeaa(°C), R é a razdo molar
glicerol/acido estearico e C é a concentragcdo teamdo de zinco (% m/m em relacdo ao
acido estearico).

A Tabela 32 mostra as condicdes experimentais aloeRimento Fatorial*zealizado,

os valores de seletividade em MAG experimentaisedifms pelo modelo gerado e o desvio

relativo entre eles.

Tabela 32: Valores experimentais e preditos deigelade em MAG para as diferentes
condicbes experimentais do Planejamento Fatoti@alia quimica)

o Temperatura Razao Concentracao MAG (%) MAG Desvio
c (°C) Molar decatalisador ** experimental (%) relativo
g * predita

)

o

x

i

1 -1 -1 -1 71,3 69,7 2,2

2 -1 -1 1 52,0 57,9 -11,3
3 -1 1 -1 53,5 54,1 -1,1
4 -1 1 1 45,9 42,3 7,8

5 1 -1 -1 51,2 56,1 -9,6
6 1 -1 1 52,3 44,3 15,3
7 1 1 -1 43,2 40,5 6,3

8 1 1 1 21,7 28,7 -32,3
15 0 0 0 45,2 49,2 - 8,8
16 0 0 0 49,6 49,2 0,8
17 0 0 0 54,9 49,2 10,4

* glicerol/acido estearico
** (%6m/m em relacdo ao acido estearico)
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A Tabela 33 mostra o efeito das variaveis estatisiente significativas sobre a
seletividade em MAG baseado nos dados do Planefantatorial 2. De acordo com a
Tabela 33, as variaveis temperatura, razdo mataneentracdo de catalisador influenciam a
seletividade em MAG de maneira inversamente propaat, ou seja, valores menores destas
variaveis favorecem a seletividade em MAG. Alémsdjsdentre estas variaveis, a razéo

molar é a que mais influencia a seletividade em MAG

Tabela 33: Efeito das variaveis estatisticamempeifstativas sobre a seletividade em MAG
baseado no Planejamento Fatorfal 2

Variaveis Coeficiente  Erro padrao Testd Valor de p
Temperatura (°C) -6,8 4,2 -3,3 0,0140
Razéao molar -7,8 4,2 -3,7 0,0072
glicerol/acido esteérico

Concentragao de -5,9 4,2 -2,8 0,0252

catalisador (% m/m) *
* em relacdo ao acido estearico

A Tabela 34 traz os dados da andlise de variaadiBD{VA). O modelo apresentado
na Equacdo 10 apresentou um F calculado 3,6 vegies que o valor critico de F e & Ri
0,82. O valor de Rproximo de 1 e o valor de F calculado superiofFaeritico valida o
modelo gerado. O erro puro foi baixo, indicando urmaaodvel reprodutibilidade dos
experimentos. Além disso, 0 modelo gerou seletdedaem MAG similares aos valores

obtidos experimentalmente em quase todos os expetds (Tabela 32).

Tabela 34: Andlise de variancia (ANOVA) do Planejato Fatorial 2

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 1136,5 3 378,8 10,9
Residuo 243,6 7 34,8 -

Falta de ajuste  196,4 5 39,3 -

Erro puro 47,2 2 23,6 -

Total 1380,1 10 - -

* Coeficiente de determinagéoz. R0,8235; b1.37= 3,07
Valor de F = média quadrética da regréss@aia quadratica do residuo
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O modelo obtido foi utilizado para a construcacsdperficies de resposta, mostrando

os valores de seletividade em MAG preditos pareaqaar de variaveis dentro da faixa
estudada (Figuras 35 a 37).

b Sl

70
[ 60
150
I 40

Figura 35: Superficie de resposta para a seletleiémn MAG em funcéo das variaveis
temperatura e razdo molar com concentracao deseataf = - 1

A Figura 35 mostra que, considerando a concertralgh catalisador mais baixa
utilizada (j& que esta variavel influencia a seldide em MAG de maneira inversamente
proporcional), maiores seletividades em MAG saadabt utilizando-se os valores minimos
de temperatura e razdo molar (110°C e 4, respactiviz).
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Figura 36: Superficie de resposta para a seletei@an MAG em funcdo das variaveis
temperatura e concentracao de catalisador com raako = - 1

A Figura 36 mostra que, considerando a razédo nmodéas baixa utilizada (ja que esta
variavel influencia a seletividade em MAG de maméitversamente proporcional), maiores
seletividades em MAG sado obtidas utilizando-se akres minimos de temperatura e
concentracdo de catalisador (110°C e 5 % m/m, cégpmente).
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Figura 37: Superficie de resposta para a seletieiéan MAG em funcéo das variaveis razao
molar e concentracéo de catalisador com temperatufa

A Figura 37 mostra que, considerando a temperataia baixa utilizada (j& que esta
variavel influencia a seletividade em MAG de maméitversamente proporcional), maiores

seletividades em MAG sédo obtidas utilizando-se a®res minimos de concentracdo de
catalisador e razado molar (5 % m/m e 4, respecevaa).

Através de analise das Figuras 35 a 37 pode-sdugoque a condi¢do 6tima para a

variavel de resposta seletividade em MAG é: 116°@ m/m de estearato de zinco e razdo
molar glicerol/acido estearico de 4.
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Variavel de resposta: Seletividade em DAG

A partir de um Delineamento Composto Central Rotaali foi possivel construir um
modelo empirico para a seletividade em DAG em fargs variaveis codificadas, incluindo
apenas 0s termos estatisticamente significativador(vde p < 0,1) e marginalmente
significativos (Equacéo 11):

DAG (%) = 13,2 + 64 5,91 - 3,(R -4,8T.R Equacéo 11
onde DAG (%) € a seletividade em DAG, T é a tentpesia®C) e R é a razdo molar
glicerol/acido esteérico.

A Tabela 35 mostra as condicbes experimentais dimdaenento Composto Central
Rotacional realizado, os valores de seletividade A& experimentais e preditos pelo

modelo gerado e o desvio relativo entre eles.
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Tabela 35: Valores experimentais e preditos deigelade em DAG para as diferentes
condi¢des experimentais do Delineamento Compostir&dRotacional (via quimica)

o Temperatura Razao Concentracao DAG (%) DAG Desvio
c (°C) Molar decatalisador ** experimental (%) relativo
g * predita

)

o

x

i

1 -1 -1 -1 18 10,9 39,4
2 -1 -1 1 13 10,9 16,2
3 -1 1 -1 13,9 14,5 -4,3
4 -1 1 1 16,7 14,5 13,2
5 1 -1 -1 34,9 33,3 4,6

6 1 -1 1 37,2 33,3 10,5
7 1 1 -1 20,8 17,7 14,9
8 1 1 1 12,9 17,7 -37,2
9 -1,68 0 0 14,5 19,1 -31,7
10 1,68 0 0 39,8 40,6 -2,0
11 0 0 -1,68 8 13,2 - 65,0
12 0 0 1,68 15,7 13,2 15,9
13 0 -1,68 0 11,6 18,2 -57,2
14 0 1,68 0 10,6 8,2 23,0
15 0 0 0 19 13,2 30,5
16 0 0 0 8,1 13,2 - 63,0
17 0 0 0 9,7 13,2 - 36,1

* glicerol/acido estearico
** (%6m/m em relacdo ao acido estearico)

A Tabela 36 mostra o efeito das variaveis estedisiente significativas sobre a
seletividade em DAG baseado nos dados do Delingan@mposto Central Rotacional. De
acordo com a Tabela 36, a variavel que mais inflize a seletividade em DAG é a
temperatura, sendo que tanto o seu termo lineantgua quadratico influenciam a
seletividade em DAG de maneira diretamente propoati A razdo molar e a interagao entre
temperatura e razdo molar influenciam a seletigdath DAG de maneira inversamente

proporcional.
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Tabela 36: Efeito das variaveis estatisticamemgeifstativas sobre a seletividade em DAG
baseado no Delineamento Composto Central Rotacional

Variaveis

Coeficiente

Erro Testet Valordep
padréo

Temperatura (°C) (L)

2,6 4,8 0,0004

Temperatura (°C) (Q)

2,7 4,3 0,0010

Razao molar glicerol/acido estearico (L)- 3,0

2,6 -2,2 0,0449

Temperatura (°C) (L) . Razado molar
glicerol &cido estearico (L)

3,5 -2,7 0,0178

* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quadraticos

A Tabela 37 traz os dados da andlise de variaadiD{VA). O modelo apresentado

na Equac&o 11 apresentou um F calculado 5,4 vegies que o valor critico de F e & Ri

0,82. O valor de Rpréximo de 1 e o valor de F calculado superiofFacritico valida o

modelo gerado. O erro puro foi baixo, indicando uraaoavel reprodutibilidade dos

experimentos.

Tabela 37: Andlise de variancia (ANOVA) do Delinearto Composto Central Rotacional

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 1300,4 325,1 13,5
Residuo 287,4 24,0 -

Falta de ajuste  218,1 21,8 -

Erro puro 69,3 34,7 -

Total 1587,8 - -

* Coeficiente de determinacdd: R0,819; b.1:4.10= 2,48

Valor de F = média quadratica da regreas@dia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcéo wea superficie de resposta,

mostrando os valores de seletividade em DAG preditoa o par de variaveis razao molar e

temperatura dentro da faixa estudada (Figura 38).
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Figura 38: Superficie de resposta para a seletei@éan DAG em fungéo das variaveis razao
molar e temperatura com concentracdo de catalisa@lor

A Figura 38 mostra que valores medianos de DAG-(30%) podem ser obtidos em
razbes molares altas (5 - 6,7), independentementierdperatura utilizada, ou em razdes
molares baixas (3,3 - 5) e temperaturas inferiardgl0°C. Assim, pode-se concluir que a
condicdo oOtima para a variavel de resposta DAGetnperatura menor que 140°C, razao
molar glicerol/acido estearico de 3,3 - 5 e 1,6 %nnie estearato de zinco. A baixa
concentracdo de catalisador (valor minimo dentréat@ estudada) justifica-se pelo fato de
que a concentracdo de catalisador ndo influenciaelatividade em DAG de maneira
significativa (Tabela 36) e, por isso, deve seoksda de forma a gerar economia para o

processo global (menos gastos com o catalisador).
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Variavel de resposta: Seletividade em TAG

A partir de um Delineamento Composto Central Rotaali foi possivel construir um
modelo empirico para a seletividade em TAG em fardgs variaveis codificadas, incluindo
apenas 0s termos estatisticamente significativado(vde p < 0,1) e marginalmente
significativos (Equacéo 12):

TAG (%) = 37,4 - 616+ 6,8R +6,6C + 6,6T.R Equacéo 12
onde TAG (%) é a seletividade em TAG, T é a tentpesa°C), R é a razdo molar
glicerol/acido estearico e C é a concentragcdo teamedo de zinco (% m/m em relacdo ao
acido estearico).

A Tabela 38 mostra as condicdes experimentais dimdaenento Composto Central

Rotacional realizado, os valores de seletividade Téx& experimentais e preditos pelo

modelo gerado e o desvio relativo entre eles.
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Tabela 38: Valores experimentais e preditos deigelade em TAG para as diferentes
condi¢des experimentais do Delineamento Compostir&dRotacional (via quimica)

o Temperatura Razao Concentracao TAG (%) TAG Desvio
c (°C) Molar decatalisador ** experimental (%) relativo
g * predita

)

o

x

i

1 -1 -1 -1 10,7 24,0 -124,3
2 -1 -1 1 35 37,2 -6,3
3 -1 1 -1 32,6 24,4 25,2
4 -1 1 1 37,4 37,6 -0,5
5 1 -1 -1 13,9 10,8 22,3
6 1 -1 1 10,5 24,0 -128,6
7 1 1 -1 36 37,6 -4.4
8 1 1 1 65,4 50,8 22,3
9 -1,68 0 0 28,2 18,8 33,4
10 1,68 0 0 11,3 18,8 - 66,1
11 0 0 -1,68 27 26,3 2,5

12 0 0 1,68 47,9 48,5 -1,2
13 0 -1,68 0 41,1 26,0 36,8
14 0 1,68 0 35,9 48,8 - 36,0
15 0 0 0 35,8 37,4 -4,5
16 O 0 0 42,3 37,4 11,6
17 0 0 0 35,4 37,4 -5,6

* glicerol/acido estearico
** (%6m/m em relacdo ao acido estearico)

A Tabela 39 mostra o efeito das varidveis estatisiente significativas sobre a
seletividade em TAG baseado nos dados do Delingan@mposto Central Rotacional. A
Tabela 39 mostra que as variaveis estatisticanggtaficativas influenciam a seletividade
em TAG praticamente da mesma forma em termostéesitade, ja que os valores absolutos
dos coeficientes sdo muito proximos. Por outro ladtemperatura influencia a seletividade
em TAG de maneira inversamente proporcional engugmé a razao molar, a concentracdo
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de catalisador e a interacdo entre a temperattaad® molar influenciam a seletividade em

TAG de maneira diretamente proporcional.

Tabela 39: Efeito das variaveis estatisticamempeifstativas sobre a seletividade em TAG
baseado no Delineamento Composto Central Rotacional

Variaveis Coeficiente  Erro Testet Valor dep
padrao

Temperatura (°C) (Q) -6,6 5,6 -2,3 0,0369

Raz&o molar glicerol/acido estearico 6,8 5,5 2,5 0,0291

(L)

Concentracgéo de catalisador (% m/m) 6,6 5,5 2,4 0,0327

*% (L)

Temperatura (°C) (L) . Razdo molar 6,6 7,2 1,8 0,0904

glicerol/acido estearico (L)

* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quadrcéts
** em relacdo ao acido estearico

A Tabela 40 traz os dados da andlise de variaadiBD{VA). O modelo apresentado
na Equacdo 12 apresentou um F calculado 2,1 vegies que o valor critico de F e & Ri
0,63. Apesar do Rer sido relativamente baixo, o valor de F caldalauperior ao F critico
valida o0 modelo gerado. O erro puro foi baixo, datido uma razoavel reprodutibilidade dos

experimentos.

Tabela 40: Andlise de variancia (ANOVA) do Delinearto Composto Central Rotacional

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 2135,7 4 533,9 5,2
Residuo 1228,4 12 102,4 -

Falta de ajuste  1198,4 10 119,8 -

Erro puro 30,0 2 15,0 -

Total 3364,1 16 - -

* Coeficiente de determinagéoz. R0,63; I51.4.1= 2,48
Valor de F = média quadrética da regrdss@aia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcacsdperficies de resposta, mostrando
os valores de seletividade em TAG preditos parea qaar de variaveis dentro da faixa
estudada (Figuras 39 a 41).
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Figura 39: Superficie de resposta para a seletlei@éan TAG em funcdo das variaveis razao
molar e temperatura com concentracao de catalisadr68

A Figura 39 mostra que, considerando a concentragi@atalisador mais baixa
utilizada (j& que esta variavel influencia a seldide em TAG de maneira diretamente

proporcional), menores seletividades em TAG saaasbtutilizando-se os valores minimos
de temperatura e razdo molar (99,8°C e 3,3, regpsunte).



138

Lafy Sidy

Il 40
120
o

Bl -20

Figura 40: Superficie de resposta para a seletiei@éan TAG em funcéo das variaveis razéo
molar e concentracdo de catalisador com temperatliyés

A Figura 40 mostra que, considerando a temperaaia alta utilizada (j& que esta
variavel influencia a seletividade em TAG de mamdéiversamente proporcional), menores
seletividades em TAG séo obtidas utilizando-se al®rgs minimos de concentracao de

catalisador e razao molar (1,6 % m/m e 3,3, res@auente).
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Figura 41: Superficie de resposta para a seletleiém TAG em funcdo das variaveis
concentracdo de catalisador e temperatura com raakw = - 1,68

A Figura 41 mostra que, considerando a razdo nmaéés baixa utilizada (ja que esta
variavel influencia a seletividade em TAG de mamaliretamente proporcional), menores
seletividades em TAG séo obtidas utilizando-se akrgs minimos de temperatura e
concentracdo de catalisador (99,8°C e 1,6 % mApecotivamente).

Através da analise das Figuras 39 - 41 pode-sduipgoe a condigdo G6tima para a
seletividade em TAG é: 99,8°C, 1,6 % m/m de esteala zinco e razdo molar glicerol/acido
esteérico de 3,3.

A Tabela 41 traz a comparacdo entre as condicOemtpara as 4 variaveis de
resposta (alta conversao, alta seletividade em Mi€dia - baixa seletividade em DAG,
baixa seletividade em TAG) da sintese de monoedtede glicerila ap6s 2 horas de reacao
utilizando estearato de zinco como catalisador aromé indicado pelas superficies de
resposta dos respectivos planejamentos experirsentai

Através da Tabela 41, observa-se que, principaknent relacdo a temperatura e

concentracdo de catalisador, as condi¢Ges otimasgoaonversdo e para a seletividade da
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reacdo sao contrastantes. Isto €, enquanto quealomalto destas varidveis independentes
favorece a obtencdo de altas conversdes, leva abama seletividade em MAG e altas
seletividades em DAG e TAG. O contrario também kdea Assim para a obtencdo de
resultados 6timos (alta conversao, alta seletidgdad MAG e baixas seletividades em DAG
e TAG) é necessario encontrar um equilibrio endreaaiaveis independentes de forma a se
obter valores de conversdo e seletividade ace#ta¥n outras palavras, ndo é possivel
conciliar uma maxima conversao com uma maximaigelade em MAG.

Usando-se os modelos (equacdes) obtidos a pasiplkhnejamentos experimentais
realizados para cada varidvel de resposta, foiiymiseealizar uma otimizacdo a fim de
calcular os valores das variaveis independentesvésrdos quais seria possivel obter, ao
mesmo tempo, conversado e seletividade 6timas pagacao estudada. As condi¢cOes 6timas
calculadas foram: 140°C, razdo molar glicerol/a@si@arico de 4 e 15 % (m/m) de estearato
de zinco. Os valores das variaveis de respostatgseoelos modelos nas condiges 6timas
foram: 73,6 % de converséo, 44,3 % de MAG, 33,3%WAG e 24,0 % de TAG.

As condi¢cdes 6timas experimentais obtidas a pdosr resultados dos experimentos
(Tabela 28) coincidiu com as condicbes oOtimas pasdpelos modelos. Os valores das
varidveis de resposta obtidos experimentalmentecoadi¢cbes 6timas foram: 83,9 % de
conversao, 52,3 % de MAG, 37,2 % de DAG e 10,5 %AIB (experimento 6).

Tabela 41: Comparacéo entre as condi¢des Otimasapat varidveis de resposta da sintese de
monoestearato de glicerila por via quimica

Variaveis de Temperatura Concentracdo de catalisador Razdo molar

resposta (°C) (% m/m) * glicerol/acido esteérico
X (%) 150,2 10-18,4 3,30u6,7
MAG (%) 110 5 4
DAG (%) 99,8 - 140 1,6-18,4 3,3-5
99,8 - 150,2 5-6,7
TAG (%) 99,8 1,6 3,3

* em relacdo ao acido estearico

Macierzanka e Szelag (2004) estudaram a este@ficap glicerol com diferentes
acidos graxos (C12:0, C14:0, C16:0 e C18:0) naepigs de sabbes de zinco destes &cidos
graxos durante 6 horas de reacdo, utilizando coracgies equimolares de reagentes. Eles
estudaram o efeito do acido graxo, da temperafid@ { 160°C) e da fragcdo molar de sab&o

de zinco (0,00625 - 0,05 mol) na conversao e oode MAG no produto final.
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Para facilitar a comparacdo do trabalho de Maaomiaae Szelag (2004) com o
presente trabalho é importante padronizar a coraggt de catalisador. Assim, pode-se dizer
que os autores supracitados utilizaram 1,4 - 11ih#®%) de estearato de zinco em relacdo ao
acido estearico, considerando a massa molar do &stkarico e do estearato de zinco,
respectivamente, de 284,5 e 632,33 g/mol e queutiges utilizaram acido estearico e
estearato de zinco de alta pureza em termos de g@ao.

Estes autores observaram que acidos graxos corasadaiores sdo menos reativos.
Assim, o acido graxo escolhido para o presentalinabesta dentre um dos menos reativos.
Utilizando 5,6% de estearato de zinco e uma terynerale 150°C, os autores supracitados
obtiveram uma conversdo de 60% em 2 horas e o méaaden90% em 6 horas. O teor de
MAG obtido ap6s 6 horas de reacao foi de 44,8% nodyto final, considerando todos os
componentes e nao apenas os glicerideos, e de ®To28iderando somente os glicerideos.
No presente trabalho, o melhor resultado do plamsj@o experimental, tanto em relacdo a
conversao quanto em termos de seletividade (83,9%238%6, respectivamente) foi obtido em
apenas 2 horas de reacdo utilizando as condicgesierentais do experimento 6 (140°C,
razao molar glicerol/acido estearico de 4 e 15%estearato de zinco). Assim, € possivel
observar que um aumento na concentracdo de cdtaligaossibilitou a obtencdo de
resultados similares aos alcangados por Macierzangaelag (2004) em menos tempo (2
horas de reagcéo em contraste com 6 horas de reacéo)

Similarmente ao obtido no presente trabalho, Maaka e Szelag (2004)
observaram que um aumento da temperatura e daléesab&do de zinco levou a maiores
conversoes, independentemente do acido graxoastiliz

Os mesmos autores observaram que a temperatwane@ntracéo de sabdo de zinco
também influenciaram a taxa de formacdo de MAG.dbservado que em tempos menores
de reacédo (2 horas), a formacao de MAG foi favoiepor valores mais altos de temperatura
e de concentracdo de sabao de zinco. No entantterepos maiores de reacao (6 horas), a
formacao de MAG foi favorecida por valores maisxbaide temperatura e concentragéo de
sabdo de zinco. No caso do presente trabalho feereddo que apds 2 horas de reacéo,
valores menores de temperatura e sabao de zinocet@®ram a alta seletividade em MAG.
Esta diferenca pode ser explicada pelas diferegtesitidades de catalisador utilizadas
durante os experimentos: 1,4 - 11,1% por Macier@anlSzelag (2004) e 1,6 - 18,4% pelo
presente trabalho. Além disso, tais dados forandabipelos autores supracitados utilizando
acido laurico e laurato de zinco, enquanto queeseute trabalho utilizou acido estearico

(menos reativo que o acido laurico) e estearatorom®.
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Adicionalmente, Macierzanka e Szelag (2004) obsamague, em todas as reacdes
estudadas (utilizando diferentes acidos graxospeemturas e concentracfes de sabdo de
zinco), as maiores formacdes de MAG ocorreram paraonversdes entre 70 e 73% , em
termos de consumo de glicerol. Adicionalmente, dbservado em todas as analises dos
produtos das reacdes que a quantidade de 2-MAGx@edleu 5% p/p da quantidade de 1-
MAG. No presente trabalho, obteve-se o maior teoMAG (52,3%) em uma conversao de
83,9% em termos de consumo de acido graxo e nateitai nenhuma andlise a fim de
analisar o isdmero de MAG sintetizado em maior lasdntretanto, através dos resultados
obtidos por Macierzanka e Szelag (2004) pode{fsegiirque o isbmero 1-MAG tenha sido
produzido mais abundantemente.

E importante ressaltar que Macierzanka e Szela@4j2@ambém estudaram a
esterificacdo na auséncia de sabdo de zinco ematagdm com a esterificacdo em sua
presenca, utilizando o acido laurico como acidoxgr&les observaram que apds 6 horas de
reacao, os valores de converséo atingidos com sfde#% de laurato de zinco foram de 25 a
30% maiores que o0s obtidos em sua auséncia. Estavalgdo evidencia a acdo catalitica do
sabdo de zinco na reacao de esterificacéo.

Segundo Hartmann (1966), em concentracbfes equiesolate reagentes, a
esterificacdo em reagfes sem catalisador é tantormggianto maior for a cadeia do acido
graxo utilizado. Assim, pode-se considerar que paécrido estedrico a esterificacdo sem
catalisador é desprezivel em comparagcéo com aceataisada.

Diversas hipoteses sobre o mecanismo de acéo elrast de zinco sdo encontradas
na literatura. Macierzanka e Szelag (2004), ap@sisamem os resultados das esterificacdes
de glicerol com &cido laurico em presenca e augé@eiestearato de zinco, concluiram que o
sabdo de zinco age como um agente emulsionantendéamaido a area de contato entre os dois
reagentes imisciveis (glicerol e acido graxo) sjmasagilizando a sintese de MAG. Assim,
quanto maior a concentragdo de sabdo de zincoy etié a dispersdo do glicerol no acido
graxo e maior sera a area de contato entre oskess formularam a hipotese de que apds a
formacdo de MAG, este atua juntamente com o sab&indo formando um filme interfacial
que estabiliza a microemulsdo formada e pode sestela por moléculas de acido graxo
que irdo reagir com o glicerol. Adicionalmente, aagores supdem que a esterificacdo do
MAG a ésteres mais substituidos ocorre na interf&tgemann et al. (2007) também
cogitaram a acdo emulsionante do estearato de fzindado em misturar a sacarose com um

éster palmitico para sintese de palmitato de ssea@m meio basico. Por outro lado, Di Serio
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et al. (2005) e Jacobson et al. (2008) retrataraestearato de zinco como sendo um
catalisador &cido de Lewis.

Na realidade, é provavel que os dois mecanismolgerm a acdo catalitica do
estearato de zinco. Segundo Di Serio et al. (20D%3)jvidade catalitica dos sais de metais
bivalentes esté relacionada a forga dos metais é@midos de Lewis (aceptores de elétrons) e
a estrutura molecular do anion, sendo que estsasatm mais eficientes que os acetatos em
reacdes que ocorrem em fase oleosa devido a soa sodibilidade neste meio. Na verdade,
as caracteristicas anfifilicas do estearato deozfazem com que ele fique localizado na

interface entre os dois reagentes imisciveis (n

asm, glicerol e acido estearico),
diminuindo a tensao interfacial e aumentando a decaontato entre eles. Como resultado,

havera um aumento da velocidade de reacdo (MACIENXZAS SZELAG, 2004).
5.3.2 Estudo cinético da reacgao

A reacao estudada cineticamente foi realizada &Cl4®dm razdo molar glicerol/acido
estearico de 4 e 15% (m/m em relagdo ao acidoristpde catalisador. O experimento 18 é
na verdade uma repeticdo do experimento 6 em tedmosndicbes experimentais utilizadas.
O experimento 6 do planejamento experimental fooksdo para ser estudado cineticamente
pois foi 0 experimento que levou aos melhores tados em termos de conversdo e
seletividade em monoglicerideos. Os resultadosstiale cinético em termos de converséo e

seletividade estéo ilustrados na Tabela 42 e nad&4p.

Tabela 42: Resultados obtidos do estudo cinétiageagio (via quimica)

Experimento Tempo (min) X * (%) MAG (%) DAG (%) TAG (%)

18 ** 15 5,9 54,6 18,9 26,5
30 8,1 53 17,2 29,8
45 14,8 49,4 23,6 27,0
60 25 35 9,3 55,7
120 59,6 45,3 14,4 40,3
180 76,5 45,4 27,9 26,7
240 83,1 52,1 36,5 11,4

* Conversao em termos de consumo de acido graxo
** Razdo molar glicerol/acido estearico = 4; 15 % mécatalisador em relacao ao acido estearico €2140°
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* Razdo molar glicerol/acido estearico = 4; 15 % miéncatalisador em relagcéo ao acido estearico €£140°
Figura 42: Perfil do progresso da reacdo do exmemioi8 (via quimica) *

A Tabela 42 mostra que o experimento 18 levou aalde tempo (4 horas) para
atingir os mesmos resultados em termos de conversaetividade que o experimento 6.
Isso pode ter ocorrido devido ao aumento de estal@acdo em trés vezes em relacdo ao
experimento 6. Entretanto, os resultados de coaovers seletividade de ambos os
experimentos foram praticamente iguais.

A Tabela 42 ainda mostra que houve um aumento naecsfo ao longo de todo o
tempo de reacdo. Os teores de MAG, DAG e TAG aumamt durante os primeiros 15
minutos de reacao, indicando a formacdo desteptodhitos, sendo que houve predominio
da formagdo de MAG. Isto sugere que a esterificagéorreu preferencialmente em
moléculas de glicerol livre. Nos 30 minutos segsntie reacdo, os teores de MAG, DAG e
TAG se mantiveram praticamente constantes. Nos lfutos seguintes houve uma
diminuicdo de MAG e DAG e um aumento de TAG, inda@a uma possivel preferéncia pela
esterificacdo de MAG e DAG para a formacdo de TAGartir dai nota-se um aumento de
MAG e DAG e uma diminuicdo de TAG, resultando numoeanposicao final de 52,1% de
MAG, 36,5% de DAG e 11,4% de TAG, o que sugere w@starificacdo preferencial em
moléculas de glicerol livre e MAG. Como a reacaadalizada em sistema aberto de forma a
ocorrer a livre evaporagdo de agua, pode-se direrachipotese de hidrélise de TAG para a
formacédo de MAG e DAG durante as ultimas 3 horasedeédo € improvavel. Além disso, a

alta temperatura da reacao (140°C) favorece a eaggmmda agua.
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Macierzanka e Szelag (2004) estudaram a cinéticastiificacdo do glicerol com
diferentes acidos graxos (C12:0, C14:0, C16:0 e@th presenca de sabdes de zinco destes
acidos graxos durante 6 horas de reacdo. Os expedmforam realizados em temperaturas
(130 - 160°C) e fracbes molares de sabdes de gartadas (0,00625 - 0,05 mol) variadas,
em concentracdes equimolares dos reagentes. Aotggforam retiradas nos primeiros 30
minutos e, a seguir, a cada uma hora de reacépendentemente do acido graxo utilizado,
eles verificaram que a converséo (em termos deucomsle acido graxo e glicerol) aumentou
ao longo da reacédo e que a concentracdo de MA@ guatim valor maximo decrescendo
posteriormente. Além disso, eles observaram qumiasentracdes de acido graxo e glicerol
diminuiram ao longo de toda a reacdo. Simultanetenéi verificada a formacéo de DAG e
TAG. Sua concentracdo permaneceu muito baixa tucen30 primeiros minutos da reacéo,
0 que, provavelmente, foi causado por uma estacdic preferencial do glicerol livre durante
este periodo. Adicionalmente, os autores observagunas concentracdes de DAG e TAG
continuaram a aumentar ap0s a concentragcdo max@nAd ser alcancada. Segundo eles,
isto indica que o MAG formado foi posteriormenteeeficado levando a formacéo de DAG e
TAG e, consequentemente, a um declinio na congg@itrde MAG. O consumo simultaneo
de glicerol neste periodo indica que novas moléaldaMAG também foram formadas.

Os mesmos autores concluiram que a esterificac@ticool realizada nas condigbes
estudadas pode ser descrita como uma reagéo congetriprimeira ordem que tem o MAG
como um produto intermediario (& MAG > DAG + TAG, com taxas de reac&pe ko,
respectivamente). Os &acidos graxos reagem com oergli formando MAG, e
simultaneamente, os monoésteres de glicerol sadfiestdos para formar DAG e, a sequir,
TAG. Os estudos cinéticos demonstraram que, enstodaasos estudados, a concentracao
maxima de MAG néo ultrapassou 50%. Aléem disso sesttudos ainda mostraram que com o
aumento da temperatura e da concentracdo de sabéoncd, as taxas de reacao triplicaram,
independentemente do acido graxo utilizado. Adadimente, foi observado que ambas as
taxas de reacdo dependem fortemente do acido gtdizado, diminuindo a medida que a
cadeia hidrocarbonada do acido graxo aumenta. @ d acido graxo utilizado né&o
influenciou a concentracdo maxima de MAG alcancatss influenciou o tempo maximo de
reacdo. Nem a temperatura nem a concentracdo d&o sdé zinco influenciaram
significativamente a concentracdo maxima de MAGre¢anto o tempo maximo de reagéo
(tempo no qual o valor maximo de MAG era alcancatimjnuiu com o aumento destes dois
parametros (MACIERZANKA; SZELAG, 2004).
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Macierzanka e Szelag (2004) também estimaram osegatle energia de ativacao das
reacOes estudadas a partir da esquacao de Arrh&ni(G > MAG) e & (MAG - DAG +
TAG). Esta estimativa foi realizada sob as segsirdendi¢cdes: acidos graxos variados
(C12:0, C14:0, C16:0 e C18:0), temperatura de 13B80°C e razdo molar glicerol/acido
graxo/sabao de zinco de 1:1:0,025. Os resultadosmigtraram que ndo houve uma diferenga
significativa entre os dois valores de energia tleagdo, o que sugere que nao ha
favorecimento de uma das reacdes em detrimentoutta. o Além disso, sugere que 0S
mecanismos de acdo das esterificacdes a partiditBrentes acidos graxos estudados séo
similares.

Os resultados obtidos no presente trabalho difetesnobtidos por Macierzanka e
Szelag (2004) no que tange ao perfil cinético dgde. Este fato pode ser justificado através
das diferentes condicfes de reacao utilizadas ¢fetfapeacéao, teor de sabao de zinco e razao
molar entre os reagentes). O presente estudooutifiara o estudo cinético condi¢des de
grande excesso de glicerol, enquanto que os ausomscitados utilizaram concentragdes
equimolares de reagentes. Além disso, a concentigdabdo de zinco utilizada no presente
estudo foi significativamente maior em relacaotdzadas pelos autores supracitados.

A Figura 43 mostra o cromatograma do produto saadb no experimento 18 apoés
240 min de reacdo. Pode-se observar a quase aus@nacido estedrico (tempo de retencéo =
9 - 12,5 min) e a presenca de MAG, DAG e TAG comt@mpos de retencdo de,
respectivamente, 13 - 16 min, 22 - 25 min e 27 mgi. Este experimento (assim como o 6)
levou aos melhores resultados em termos de comversaeletividade dentre todos os
experimentos realizados por via quimica com unaahversao (83,1 %) e uma composicao
em glicerideos (52,1% de MAG, 36,5% de DAG e 11¢®d AG) similar ao monoestearato
de glicerila comercial da marca PROQUIMIOS (54,584WAG, 34,8% de DAG e 10,7% de
TAG).

w1 000 0083
157 | [Heptano || Glicerol Meonoglicerideos

Diglicerideos Triglicerideos

Tricaprina

0.5 Butanotriol

0.04-!

50 100 150 200 250 30.0 min
* Razdo molar glicerol/acido estearico = 4; 15 % miéncatalisador em relagcéo ao acido estearico €£140°

Figura 43: Cromatograma do produto sintetizadoxpeemento 18 apos 240 min de reacao
(via quimica) *
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Posteriormente avaliou-se unilateralmente o ef@gstodazdo molar entre os reagentes

na conversao e seletividade da reacdo de sintes@meestearato de glicerila conduzida nas

condicOes descritas na Tabela 43 apds 2 horasadaaeA Tabela 43 e a Figura 44 ilustram

os resultados obtidos.

Tabela 43: Resultados obtidos do estudo do efaitazBio molar entre os reagentes

(via quimica)
o Temperatura Razéo Molar * Concentracdo de X*** MAG DAG TAG
s (°O) catalisador ** (%) (%) (%) (%)
=
)
o
<
Ll
19 140 1 15 90,5 4.4 48,7 46,9
20 140 2 15 90,6 33 58,8 8,2
6 140 4 15 83,9 52,3 37,2 10,5
8 140 6 15 91,8 21,7 12,9 65,4
* glicerol/acido esteérico
** (%m/m em relacdo ao acido estearico)
*** Conversdo em termos de consumo de acido graxo
100
90 1 [ ]
80 -
= 70 A
X — x
E 60 | || OConverséao
S 50 - BMAG
£ ODAG
g 40 OTAG
c 3014 | -
20+ [ —
10 +
. [ |
1.1 2:1 4:1 6:1
Razao molar

* 15 % m/m de catalisador em relacéo ao acido esteérl40°C

Figura 44: Efeito da razdo molar entre os reagdmiagiuimica) *
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Os resultados demonstram que a alteracdo da ramB entre os reagentes nao
afetou significativamente a conversdo da reacatretanto, através da analise dos resultados
pode-se observar claramente que a alteracdo da raakar entre os reagentes afetou de
forma bastante significativa a seletividade dadgdea§omente a razdo molar de 4 resultou em
uma seletividade adequada para um monoesteratiicdelg de uso cosmético, com um teor
de MAG de 52,3%. As demais razdes apresentaramstesenores de MAG, sendo a razéao 1
a que resultou na pior seletividade em MAG, emidosse a melhor do ponto de vista
econdmico.

Os resultados demonstram que a razao molar 4 appasse como melhor alternativa,
dentre as razdes estudadas, para a sintese de M AGapguimica pois resultou numa alta
conversao e numa seletividade adequada para o sterate de glicerila de uso cosmeético.
As demais razdes apresentaram uma seletividade paimm MAG, apesar de apresentarem
uma alta conversao.

Macierzanka e Szelag (2004) estudaram a sinteseodeestearato de glicerila com
razdo molar glicerol/acido esteéarico 1 utilizandoesiearato de zinco como catalisador.
Através de seus estudos cinéticos eles planejaummdg a reacdo deveria ser interrompida
para a obtencdo de um produto final que pudessesseio diretamente como emulsionante
A/O, sem necessidade de etapa de purificagdo. 8egsautores, os resultados mostraram
que os produtos originarios da esterificacdo doeghl com &cido estearico possuem uma
hidrofobicidade tdo grande que a adicado de estedmaizinco, em concentracdoes variadas,
nao foi capaz de afetar suas propriedades hidicdébilsso fica bem evidente quando se
compara os valores de EHL de produtos contendoedifes concentragdes de estearato de
zinco (Tabela 44).
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Tabela 44: Resultados obtidos por Macierzanka &g*e

3 . £ Composicdo do produto final (%)

o =

@ * I L) MAG Estearato Acido DAG e Glicerol EHL
g9 @ @ de zinco estearico TAG ko
cg 2 2 Z

Qun O o =2

THEEE

08 O 0O n=

14 81 62 56,3 44,0 1,0 12,3 34,1 8,6 4,6
2,8 86 66 55,7 43,6 2,1 11,0 34,7 8,6 4.7
5,6 92 74 57,2 44,8 4,0 9,5 33,5 8,2 4,7
11,1 93 83 57,0 43,0 7,7 9,9 32,4 7,0 4,7

* Temperatura = 150°C / Tempo de reacdo = 6 hdRazéo molar glicerol/acido estearico = 1
** (%6m/m em relagdo ao acido estearico)
*** am termos de acido estearico
**** em termos de glicerol
wxxx EHL: Equilibrio hidrofilico-lipofilico
Fonte: Macierzanka e Szelag, 2004

A Tabela 44 mostra que com razdo molar gliceraltaeistearico de 1, nas condicbes
estudadas por Macierzanka e Szelag (2004), foiiymisebter uma boa seletividade em
MAG. No entanto, ndo é possivel verificar se oon de DAG e TAG seriam aceitaveis
pois estdo computados juntos. Adicionando um dadakela 44, com a concentracdo de
catalisador de 5,6% foi possivel obter uma codede aproximadamente 60% (em termos
de &cido esteérico) apos 2 horas de reacao.

Ao compararmos os resultados obtidos pelo preseatialho utilizando raz&o molar 1
(Tabela 43 e Figura 44) com os obtidos por Macidtaae Szelag (2004) (Tabela 44) é
possivel observar que, no trabalho dos autoresasitguios, na faixa de 1,4 - 11,1% de
esterato de zinco ndo houve influéncia signifieatda concentracdo de catalisador na
seletividade em MAG, mas houve um aumento da ceAwerNo entanto, no presente
trabalho, com o aumento da concentracdo de catatispara 15% e a diminuicdo da
temperatura de 150 para 140°C houve uma reducdticdrala seletividade em MAG (de
aproximadamente 55% para 4,4%) e um aumento gigtifo da conversédo apoés 2 horas de
reacao (de 60% para 90,5%) em relacdo aos resslt@utalos por Macierzanka e Szelag
(2004). E importante ressaltar que as seletividadesparadas foram obtidas em diferentes
tempos de reacdo (6 e 2 horas) e que o tempo géordgambém influencia bastante a
seletividade conforme demonstrado pelo trabalhMaeerzanka e Szelag (2004) (dados nao

explicitados).
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No caso do presente trabalho, é importante resspleaa reacdo ocorreu em apenas 2
horas e que concentracbes menores de catalisadoade a uma diminui¢do significativa da
conversao (Tabela 28).

Adicionalmente, também é possivel utilizar o prodiinal, sem a etapa adicional de
purificagdo, em cosméticos. Isto se d& pois todosngredientes do produto final sdo
corriqueiramente usados na formulacdo de cosmétmglicerideos e o0 acido estearico que
nao reagiu compdem o monoestearato de glicerilessdeosmético, o estearato de zinco pode
atuar como corante branco, além de contribuir pag&iL final (emulsionantes da mistura =
monoestearato de glicerila + estearato de zincm),gécerol atua como umectante. Dessa
forma, o glicerol que néo foi consumido na reacasspria de subproduto & componente do
produto final, agregando valor ao mesmo. O formaiague utilizasse este produto como
componente de uma emulsdo, dependendo do teoriaoglrequerido, teria o glicerol
suprido pelo produto ou poderia acrescentar um@aais de glicerol caso fosse necessario,
o que facilitaria a formulagdo da emulsdo cosméheaarea cosmética € muito comum 0 uso
de ingredientes que na verdade bBnds ou seja, misturas de ingredientes que facilitam o
processo de fabricagcdo dos cosméticos. A fabricécaxilitada pois a industria passa a
diminuir a quantidade de matérias-primas difererdeserem compradas e utilizadas,
facilitando assim os processos de aquisicéo ealerde qualidade de matérias-primas e o de
fabricacdo do cosmético propriamente dito.

Dependendo da conversdo da reacdo, ter-se-a4 urtea a@mrcentracdo de acido
estearico no produto final. Esta concentracdo maulepermitida em um monoestearato de
glicerila de uso cosmético, ja que estes apreseatarimite maximo de acidez (Tabela 26).
Se a concentracdo de acido esteérico ultrapassarimiéte, ele também pode entrar na
composicao dblendpois o acido estearico € muito utilizado como éambé em cosmeéticos.

Ademais, o produto obtido pelo presente trabalhtbtan pode sofrer etapa adicional
de purificacdo para remocdo do glicerol em excessdo estearato de zinco e ser
comercializado como monoestearato de glicerila pavacosmético.

No entanto, para a empresa fornecedora de mapimas, a venda dblend seria
mais vantajosa pois, além de ser um produto mais @ae 0 monoestearato de glicerila
sozinho, dispensaria 0 custo e o tempo gasto cata@a de purificagdo. Outro aspecto
interessante é que seria um produto inovador na é&emética, uma area que tem uma
demanda enorme por novas matérias-primas pois niogoedientes podem gerar novos

produtos.
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5.4 Sintese de monoestearato de glicerila por via erdioa

5.4.1 Efeito do tipo de lipase

A Tabela 45 traz os resultados obtidos atravésstime do efeito do tipo de lipase na
conversao e seletividade das reacdes realizada®Cazao molar glicerol/acido estearico de

4 e 5% (m/m em relacdo ao acido estearico) de engimmeio isento de solvente.

Tabela 45: Resultados obtidos do estudo do efeitgd de lipase

o Lipase Tempo (h) X* MAG DAG TAG
c (%) (%) (%) (%)
£
)
o
x
i
20  Novozym 435 4 86,1 43 21,4 35,6
6 78,7 63,3 10,7 26
21 Lipozyme RMIM 4 33,8 58,8 10,5 30,7
6 17,7 56,2 12,0 31,8
22 Lipozyme TLIM 4 0
6 0
23  Pinh&o manso 4 7,1
6 0

* Conversao em termos de consumo de acido graxo

Através da Tabela 45 pode-se observar que as entipazyme TL IM e de pinh&o
manso ndo se mostraram adequadas para a sintesmdestearato de glicerila nas condi¢des
reacionais utilizadas Os valores de conversaogmraacoes catalisadas pelas mesmas foram
nulos ou muito baixos. Assim, os valores de glasss nem chegaram a ser contabilizados.

Segundo Souza et al. (2009), a lipase de pinhadcsonapresenta uma atividade
excelente no que tange a hidrdlise de 6leos vegetesiduos organicos oleosos. Esta lipase
ndo havia sido estudada ainda em reacdes de iesid. Através dos resultados do presente
trabalho, pode-se concluir que esta enzima nda adequada para a reacdo de esterificacao
estudada. A Tabela 45 mostra que os ésteres fomstongo das primeiras 4 horas foram
hidrolisados nas 2 horas seguintes.

Quanto a enzima Lipozyme TL IM, apesar de ser ¢tagoelo fabricante como sendo

ativa para a sintese de ésteres a partir de unedaede de alcodis e acidos, ndo se mostrou
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ativa para a reacdo de esterificacdo em questévaWimente a atividade de agua do meio
foi suficiente para favorecer a reagéo de hidrd@isedetrimento da reacdo de esterificacao.

A Tabela 45 mostra ainda que as enzimas Lipozyme IRMe Novozym 435
apresentaram boa atividade na reacdo em questBiguba 45 ilustra a comparacao entre o
desempenho destas duas enzimas. Quanto a seldgg¢ivatabas se mostraram adequadas pois
resultaram em um alto teor de MAG. Entretanto, etagéo a conversdo, a Novozym 435
apresentou melhores resultados, sendo que em 4 Heraeacdo resultou em uma maior

conversao e uma menor seletividade em MAG e aasas de reacao ocorreu o inverso.

100

90

80 -
—~ 70 -
X x
< 60 O Converséo
£
@ m MAG
2 50 4
2 0O DAG
5] o
I~ 40 O TAG
o]
o

30 -+

20
10 -

4 6 4 6
Novozym 435 Lipozyme R M IM

* Razao molar glicerol/acido estearico = 4; 5 % méntiphse em relagdo ao acido estearico e 60°C eém me
isento de solvente

Figura 45: Comparacao entre o desempenho dasdipamsezym 435 e Lipozyme RM IM *

A Lipozyme RM IM é descrita como sendo ativa parsintese de ésteres a partir de
uma variedade de alcodis e acidos. E um catalisaidto robusto e estavel que pode ser
aplicado em processos em batelada e continuos (MOWIES, 2009a). Estudos com lipases
de Rhizomucor miehemostraram que ela € muito seletiva na producaondeoésteres
oticamente puros (FABER, 1997 apud FREITAS, 2008) resultados obtidos pelo presente
trabalho confirmam estes dados.

As informagdes obtidas do fabricante da Novozym 43&o0 de acordo com os
resultados obtidos no presente trabalho. Segund@bmcante, uma das aplicagcbes mais
relevantes da Novozym 435 é seu uso como estesmaeppduzir ésteres especificos, tais

como os usados na industria cosmética, em procesdmsxas temperaturas. Também &
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utilizada na re-sintese de glicerideos a partglierol e acidos graxos quando é necessaria a
adicdo de acidos graxos especificos (NOVOZYMES9200

A enzima Novozym 435 tém sido bastante estudad® catalisador para a sintese de
monoglicerideos a partir de acidos graxos varialgicerol. Os resultados tém sido muito
bons, tanto em relacdo a converséo, quanto enécefageletividade em MAG (DUCRET et
al., 1995; OTERO et al., 2001; YANG et al., 200%JAVIGUI et al., 2006).

A lipase deRhyzomucor miehdlipase que imobilizada em um suporte especifico da
origem a lipase comercial Lipozyme RM IM) tambémn t&ido estudada como catalisador em
reacOes de esterificagdo para a sintese de MA@etanito, ela tem sido mais utilizada na sua
forma livre ou imobilizada em suportes prépriossmao na sua forma comercial imobilizada
(Lipozyme RM IM) (HOQ et al., 1985; YAMANE et at1984; BELLOT et al., 2001).

Freitas (2006) comparou o desempenho das lipaseszim 435, Lipozyme RM IM
e Lipozyme TL IM, na concentracdo de 2% m/m, conatalssadores da sintese de
monolaurato de glicerila via esterificacdo a 5% com razao molar glicerol/acido laurico
de 3:1. Apos 6 horas de reacdo os resultados ders@io foram os seguintes: 35% para a
Lipozyme TL IM, 70% para a Novozym 435 e 80% palapmzyme RM IM. Comparando
estes resultados com o presente trabalho notaese qu

« Em ambos os casos, a pior enzima em termos de pesbm de catalise foi a
Lipozyme TL IM, sendo que no caso do presente linaba conversao foi nula;

* Houve uma inversdo do desempenho da Novozym 43pazyme RM IM. No
presente trabalho, a melhor enzima em termos déiseafoi a Novozym 435, que se
mostrou muito superior a Lipozyme RM IM. Nos estudeslizados por Freitas
(2006) os resultados obtidos por estas duas enZionasemelhante, sendo que a
Lipozyme RM IM se mostrou melhor.

Estas divergéncias se devem principalmente aaltpécido graxo utilizado.

5.4.2 Efeito do meio reacional

As duas enzimas com o melhor desempenho no estieidoa (item 5.4.1), Lipozyme
RM IM e Novozym 435, foram escolhidas para o estd@feito do meio reacional. Foram
feitos experimentos (24 e 25) nas mesmas condad@eexperimentos 20 e 21, mudando-se
somente 0 meio reacional. O estudo do efeito dodilipase tinha sido realizado em meio
isento de solvente. Nesta etapa foram feitas reagdemeio de solvente organico para avaliar

o efeito do meio reacional na sintese de monoestede glicerila.
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Em principio, os processos de sintese de monoigless podem ser realizados em um
sistema reacional contendo quantidades apropridelagicerol e acidos graxos em presenca
ou auséncia de solventes organicos.

A escolha do solvente é uma etapa bastante comple)solvente escolhido deve
solubilizar os reagentes de forma adequada e, diéso, ndo inativar ou desnaturar o
biocatalisador. No caso da sintese de monoglicesjd@s dois reagentes possuem
solubilidades diferenciadas. O glicerol € hidro@ilienquanto o acido graxo € hidrofébico. A
baixa solubilidade do glicerol em solventes apalamganicos reduz a velocidade de reacao e
favorece a reacdo paralela, ou seja, acilacdo do®awilglicerdéis e diacilglicerdis mais
sollveis. Solventes altamente polares sdo capazedgbrver agua avidamente e retirar a
camada de hidratacdo da enzima, provocando a pEslapropriedades cataliticas por
inativacdo ou desnaturacdo. Reciprocamente, o®rgely hidrofébicos por serem menos
capazes de deformar a camada de hidratacdo podamasapfetar parcialmente a atividade
catalitica. Assim, nestes casos de uso de reagdmtpslaridades distintas, o ideal seria usar
solventes de polaridade intermediaria (LIMA; ANGNHES99).

A acetona foi escolhida como solvente no preseabalho pois ja havia sido utilizada
com excelentes resultados por Yang et al. (2008) peesterificacdo do glicerol com &cido
estearico catalisada pela enzima Novozym 435.

Embora o uso de solventes organicos na sintesstele® catalisada por lipases esteja
bem difundido na literatura, a eliminacdo de sdleeré tecnicamente possivel e oferece
inUmeras vantagens, tais como: Obtencdo de progdugdumétricas mais elevadas,
eliminacdo do custo adicional dos solventes, separ#acilitada dos produtos formados e
pronto reciclo dos substratos ndo convertidos. Adé&sro, a auséncia de solventes geralmente
promove processos produtivos ambientalmente lim@osjue a maioria dos solventes sao
toxicos e agentes poluentes. Nestes sistemas acamsge um solvente que solubilize
reagentes e produtos, e que diminua a viscosidadesttma, dificulta o controle e determina
a influéncia dos varios parametros que afetam ogssn (FREITAS, 2006; FORESTI et al.,
2007).

A Tabela 46 mostra os resultados obtidos das reag@dizadas em meio de acetona
em comparacao com as realizadas em meio sem smleatdlisadas pelas enzimas Novozym
435 e Lipozyme RM IM.



155

Tabela 46: Resultados obtidos do estudo do efeitmelo reacional

o Lipase Meio Tempo X* MAG DAG TAG
% reacional (h) (%) (%) (%) (%)
£
@
o
x
i
20 Novozym 435 Isento de 4 86,1 43 21,4 35,6
solvente - ¢ 787 633 10,7 26
24  Novozym 435 Acetona 4 79,3 41,8 15,3 429
6 83,4 38,6 14,1 47,3
21 Lipozyme RMIM Isento de4 33,8 58,8 10,5 30,7
solvente ¢ 17,7 562 12,0 3.7
25 Lipozyme RM IM Acetona 4 12,4 41,8 37,4 20,8
6 15,8 58,2 26,9 149

* Conversdo em termos de consumo de acidagrax

A Tabela 46 mostra que o melhor resultado foi cedperimento 20 que utilizou a
enzima Novozym 435 em auséncia de solvente.
As Figuras 46 e 47 comparam o desempenho de cadaaeam presenca e auséncia

de solvente.
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* Razao molar glicerol/acido estearico = 4; 5 % ménigase em relacdo ao acido estearico e 60°C

em auséncia e presenca de solvente *

Figura 46: Comparacao entre o desempenho da Nové2gm
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Quando o biocatalisador utilizado foi a Novozym 4Rf%&le-se observar que apés 4
horas de reacdo, o meio utilizado ndo influencignicativamente a seletividade em MAG,
entretanto o meio isento de solvente levou a unmyersdo um pouco mais alta e a uma
menor seletividade em TAG. J& apds 6 horas de opapd meio isento de solvente houve
uma diminuicdo da conversao (talvez por hidréliaecipl do produto formado) e em meio
com acetona houve um aumento da conversdo, chegavalores semelhantes de conversao
nos dois casos. Adicionalmente, apds 6 horas difioea seletividade em MAG em meio
isento de solvente foi significativamente supedormeio com acetona e ao meio isento de
solvente apos 4 horas de reacdo. Assim, pode-sediiz o melhor desempenho da Novozym
435 ocorreu em meio isento de solvente ap0s 6 llerasacéo (Figura 46).

Quando o biocatalisador utilizado foi a Lipozyme RWpode-se observar que apos 4
horas de reacdo, o meio isento de solvente obt@lieores resultados tanto em termos de
conversdo quanto em termos de seletividade em M&Gpos 6 horas de reacdo, pode-se
observar que o meio utilizado nao influenciou okne&s de conversdo e seletividade em
MAG alcancados, influenciando, no entanto, a setitde em DAG e TAG. Novamente em
meio isento de solvente nota-se uma queda da c#EHwele 4 para 6 horas, provavelmente
devido a hidrdlise do produto formado. Este congroento ndo ocorreu em meio de acetona,
onde nota-se um leve aumento na conversdo. Pampayme RM IM, o melhor meio foi o
isento de solvente apds 4 horas de reacéao (Figira 4

Os resultados mostram que a reacao de esterifigag@oe ser "dificultada” em meio
com acetona pois as reagdes neste meio demoranparaigicancar conversdes mais altas
quando comparadas as reacfes em meio isento dmtsolWma das possiveis explicacbes
para este fato seria a alta polaridade da ace8niaentes altamente polares sdo capazes de
absorver agua avidamente e retirar a camada datdgdio da enzima, provocando a perda das
propriedades cataliticas por inativagdo ou desagdior(KOSKENEN; KLIBANOV, 1996).

Em meio isento de solvente, as conversfes mais fatam atingidas logo apés 4
horas de reacao, sendo que nas 2 horas seguinées paie a reagcdo comecou a acontecer no
sentido inverso levando a uma diminuicdo da codeerBrovavelmente, a baixa temperatura
do meio reacional (60°C) tenha feito com que a @en@io da agua formada pela reacdo de
esterificacdo ndo tenha sido completa, levandagérede hidrélise nas duas ultimas horas de
reacao. Ja nas reacdes em meio contendo acetmaém de esterificacao foi favorecida ao
longo de toda a reacdo em detrimento da hidrdisavavelmente, a presenca de acetona no

meio tenha levado a formagcéo de um azeoétropo cagua de menor ponto de ebulicdo do
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que a agua. Dessa forma, a remocéo de agua doaswmiteceu de forma mais eficiente do
gue em meio isento de solvente (YAN et al., 1999).

Comparando-se os melhores resultados da Novozyre 48%zyme RM IM, pode-se
observar que o desempenho da Novozym 435 foi ggtifamente melhor, principalmente
em termos de conversao.

Assim, apés os estudos preliminares do efeitofinde lipase e do meio reacional na
sintese de monoestearato de glicerila, a enzima reeio reacional escolhidos para a
otimizacdo das condicdes de reacao atraves da&édaiplanejamento experimental foram:
Novozym 435 e meio isento de solvente nos tempeosals#io de 4 e 6 horas.

Silva (2002) também estudou o efeito do meio remdioa seletividade da sintese de
monocaprina via esterificacdo catalisada pela emzinpozyme IM 20. Os resultados
demonstraram que a adicdo de solvemtieekanot-butanol = 1) ndo aumentou a seletividade
em monocaprina em relacdo ao meio isento de selvent

Geralmente, pode-se prever duas dificuldades inexlipara uma reacdo em meio
isento de solvente. A mistura reacional deve peetamnliquida durante todo o tempo de
reacdo. Além disso, deve haver alguma condicdo dpsboque a reacdo no sentido da
formagdo de produtos (SILVA, 2002). No presentddliao, estas dificuldades foram
superadas utilizando-se temperaturas acima ourpadxdo ponto de fusdo do acido graxo
utilizado em reator aberto, o que permitiu a liesaporacdo da agua formada durante a

reacao de esterificacéo.

5.4.3 Planejamento experimental

A Tabela 47 mostra a matriz de experimentos gedadecordo com um Delineamento
Composto Central com Face Centrada e os resultalolodos em termos de conversdo e
seletividade apds 4 e 6 horas de reacao utilizantipase comercial Novozym 435 como
catalisador. As variaveis foram escolhidas tendoactase o estudo de Yang et al. (2003)
sobre a esterificacdo do glicerol com acido este&ratalisada pela enzima Novozym 435.

A andlise do conjunto de resultados ilustrados pgedbela 47 é importante pois
permite identificar a melhor condicdo experimenistip €, aquela que fornece ao mesmo
tempo uma alta conversao e alta seletividade em M¥&€Ste caso, pode-se observar que ha
varios resultados aceitaveis, dentre os quaisackesi-se 0s experimentos 26, 30 e 32. Todos
utilizaram 2,5 % de Novozym 435. Os experimentoe ZAD utilizaram a razdo molar de 4,
enquanto o 32 utilizou a razdo molar de 6. Os éxgertos 30 e 32 foram realizados a 70°C e
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0 experimento 26, a 60°C. Para escolher as cagli@gfimas dentre os experimentos citados
€ importante usar como critério de escolha, aléralideconverséo e seletividade adequada,
aguele que leve a menores gastos durante o praoesstrial (menores valores das variaveis
independentes).

E interessante notar ainda que todas as condigdasm a altas conversdes (62,8 -
92,9%) e em quase todos os experimentos a sedtwidm MAG foi superior aos demais
glicerideos (exceto nos experimentos 31 e 39 emrdshde reacdo). Isso mostra o grande
éxito da enzima Novozym 435 em catalisar a sindesenonoestearato de glicerila, tanto em
relacdo a reacdo de esterificacdo propriamente(alif@s conversfes) quanto em relacdo a
seletividade.

Apoés esta andlise global dos resultados, foi feitea analise mais detalhada, para
ambos os tempos de reacdo, através de planejameesmentais individuais a fim de
verificar a influéncia das variaveis independelftes\peratura, razao molar e relacdo massica
lipase/acido estearico) sobre cada varidvel deostapou varidvel dependente estudada:
Conversao (X %), seletividade em MAG (MAG %), seidade em DAG (DAG %) e
seletividade em TAG (TAG %). Para cada variaveletgposta foi avaliada a adequacao do
modelo quadratico obtido a partir de um Delineam&udmposto Central com Face Centrada.
Nos casos em que o modelo quadratico ndo se ajadegquadamente, um modelo linear foi

proposto a partir de um Planejamento fatorfal 2

Tabela 47: Matriz do Delineamento Composto Céntran Face Centrada e
resultados obtidos (via enzimatica)

Razdo Relagdo massica X ** MAG DAG TAG

g g Molar * lipase/acido estearico (%) (%) (%) (%)

s = =B (%m/m)

s 8 8

8 £ E~

< o} o O

W +~ <

26 4 60 4 2,5 82,5 51,6 36,6 11,8
6 60 4 2,5 86,6 55,2 31,2 13,6

27 4 60 4 10 79,4 54,7 34,2 11,1
6 60 4 10 75,9 55,7 29,7 14,6

28 4 60 6 2,5 83,7 51,5 32,5 16
6 60 6 2,5 90,9 51,7 31,6 16,7
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29 4 60 6 10 81,6 53,4 38 8,6
6 60 6 10 77 55,2 35,6 9,2
30 4 70 4 2,5 88,4 57,8 34,3 7,9
6 70 4 2,5 88,9 54,4 33 12,6
31 4 70 4 10 76,6 40,4 44,5 15,1
6 70 4 10 82,6 46,6 37,9 15,5
32 4 70 6 2,5 92,6 57 34,4 8,6
6 70 6 2,5 92,9 55 27,6 17,4
33 4 70 6 10 82,1 48,1 37,5 14,4
6 70 6 10 86 53,8 29,2 17
34 4 65 5 10 64,5 44,5 14,1 41,4
6 65 5 10 62,8 44,8 16,5 38,7
35 4 65 5 2,5 77 48 17,5 34,5
6 65 5 2,5 76,6 47,6 21,5 30,9
36 4 65 4 6,25 68,6 51,4 22,1 26,5
6 65 4 6,25 69,6 46,2 33,8 20
37 4 65 6 6,25 74 50 19,3 30,7
6 65 6 6,25 74,3 40,8 26,5 32,7
38 4 60 5 6,25 87,6 56,4 19,1 24,5
6 60 5 6,25 89,5 54,8 18,1 27,1
39 4 70 5 6,25 72,2 33,2 27,2 39,6
6 70 5 6,25 75,5 72,6 11,7 15,7
40 4 65 5 6,25 85,2 54,4 30,9 14,7
6 65 5 6,25 76,9 54 38,1 7,9
41 4 65 5 6,25 78,3 55,6 36,5 7,9
6 65 5 6,25 81,7 50,2 40,9 8,9
42 4 65 5 6,25 71 47,6 42,6 9,8
6 65 5 6,25 78,8 50,9 36,5 12,6

* glicerol/acido esteérico
** Conversdo em termos de consumo de acido graxo

A seguir encontram-se alistados os resultados abfidra cada variavel de resposta

apos 4 horas de reacéo.
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Variavel de resposta: Converséao (t = 4 horas)

A partir de um Delineamento Composto Central comeF&entrada foi possivel
construir um modelo empirico para a conversdo entdo das variaveis codificadas,
incluindo apenas os termos estatisticamente sigtifios (valor de p < 0,1) e marginalmente
significativos (Equacéo 13):

X (%) = 74,1 OB,+ 8,617 Equacdo 13
onde X (%) é a conversdo, T é a temperatura (EEg @ relacdo massica lipase/acido
estearico (% m/m).

A Tabela 48 mostra as condicOes experimentais dimdaenento Composto Central

com Face Centrada realizado, os valores de comvergierimentais e preditos pelo modelo

gerado e o desvio relativo entre eles.
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Tabela 48: Valores experimentais e preditos de@sdo para as diferentes condicdes
experimentais do Delineamento Composto Central Eace Centrada (via enziméatica)

o Temperatura Razdo Relagdo massica X (%) X (%) Desvio
c (°C) Molar lipase/acido experimental predita relativo
= * estedrico o

S (% m/m)

o

x

i

26 -1 -1 -1 82,5 86,7 -5,1
27 -1 -1 1 79,4 78,7 0,9
28 -1 1 -1 83,7 86,7 -3,6
29 -1 1 1 81,6 78,7 3,6
30 1 -1 -1 88,4 86,7 1,9
31 1 -1 1 76,6 78,7 -2,7
32 1 1 -1 92,6 86,7 6,4
33 1 1 1 82,1 78,7 4,1
34 0 0 1 64,5 70,1 - 8,7
35 0 0 -1 77 78,1 -1,4
36 0 -1 0 68,6 74,1 -8,0
37 0 1 0 74 74,1 -0,1
38 -1 0 0 87,6 82,7 5,6
39 1 0 0 72,2 82,7 -14,5
40 O 0 0 85,2 74,1 13,0
41 0 0 0 78,3 74,1 54
42 0 0 0 71 74,1 -4,4

* glicerol/acido estearico
** Conversao em termos de consumo de acido graxo

A Tabela 49 mostra o efeito das varidveis estatisiente significativas sobre a
conversao baseado nos dados do Delineamento Cam@esttral com Face Centrada. A
Tabela 49 mostra que a variavel que mais influeac@nversdo € o termo quadratico da
temperatura, sendo que esta variavel faz isto meafairetamente proporcional enquanto que
a relacdo massica lipase/acido estearico afeta reverso de forma inversamente

proporcional.
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Tabela 49: Efeito das variaveis estatisticamemgeifstativas sobre a conversédo baseado no
Delineamento Composto Central com Face Centrada *

Variaveis Coeficiente Erro Testet  Valordep
padréo

Relacdo méssica lipase/acido -4,0 3,5 -2,3 0,0399

estearico (% m/m) (L)

Temperatura (°C) (Q) 8,6 55 3,1 0,0075

* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quadratic

A Tabela 50 traz os dados da andlise de variaddiD{VA). O modelo apresentado
na Equacéo 13 apresentou um F calculado 2,7 vegies que o valor critico de F e & Ri
0,51. Apesar do Rter sido baixo, o valor de F calculado superiorFaoritico valida o
modelo gerado. O erro puro foi baixo, indicando urmaaoavel reprodutibilidade dos
experimentos. Além disso, o modelo gerou convers@@ito similares aos valores obtidos

experimentalmente (Tabela 48).

Tabela 50: Analise de variancia (ANOVA) do Delineanrto Composto Central com Face

Centrada
Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica
Regressao 463,5 2 231,7 7,4
Residuo 436,7 14 31,2 -
Falta de ajuste  335,9 12 27,9 -
Erro puro 100,8 2 50,4 -
Total 900,2 16 - -

* Coeficiente de determinacéd: R0,5148; G121~ 2,73
Valor de F = média quadrética da regreas@aia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcéo wea superficie de resposta,
mostrando os valores de conversdo preditos parar @ variaveis temperatura e relagdo

massica lipase/acido esteérico dentro da faixaladtu(Figura 48).
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Figura 48: Superficie de resposta para a convenséiningdo das variaveis temperatura e
relacdo massica lipase/acido estearico com razér mo

A Figura 48 mostra que os valores maximos de aséAwvepodem ser obtidos em
temperaturas méaximas (70°C) ou minimas (60°Cyatitio-se relagbes massicas lipase/acido
estearico minimas (préximas a 2,5 % m/m). Assindepge concluir que a condicdo Otima
para a variavel de resposta conversdo é: Tempear&®0fC, razdo molar glicerol/acido
estearico de 4 e 2,5 % m/m de Novozym 435. A beixdo molar (valor minimo dentro da
faixa estudada) justifica-se pelo fato de que aimaeséo influenciou a conversdo de maneira
significativa (Tabela 49) e, por isso, deve seokséda de forma a gerar economia para o
processo global (menos gastos com reagentes).rés|itado é bastante interessante pois
mostra que através da combinacdo dos valores ndndeotodas as varidveis estudadas

(condicao 6tima em termos econdmicos) é possivel afitas conversoes.
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Variavel de resposta: Seletividade em MAG (t = 4 hras)

A partir de um Planejamento Fatoridl i possivel construir um modelo empirico
para a seletividade em MAG em funcédo das varidaifficadas, incluindo apenas os termos
estatisticamente significativos (valor de p < @ Iharginalmente significativos (Equacéo 14):

MAG (%) = 52,0 /7B - 3,%E.T Equacao 14
onde MAG (%) € a seletividade em MAG, T é a temjpeaa(°C) e E € a relacéo
massica lipase/acido estearico (% m/m).

A Tabela 51 mostra as condicbes experimentais dmeRlmento Fatorial 32

realizado, os valores de seletividade em MAG exrpemiais e preditos pelo modelo gerado e

o desvio relativo entre eles.

Tabela 51: Valores experimentais e preditos ddigelade em MAG para as diferentes
condicdes experimentais do Planejamento Fatoti@li& enzimatica)

o Jlemperatura Razdo Relacdo massica MAG (%) MAG Desvio
c (°C) Molar lipase/acido experimental (%) relativo
g * estearico predita

5 (% m/m)

o

x

i

26 -1 -1 -1 51,6 50,8 1,6
27 -1 -1 1 54,7 53,2 2,7
28 -1 1 -1 51,5 50,8 14
29 -1 1 1 53,4 53,2 0,4
30 1 -1 -1 57,8 58,6 -1,4
31 1 -1 1 40,4 45,4 -12,4
32 1 1 -1 57,0 58,6 -2,8
33 1 1 1 48,1 45,4 5,6
40 O 0 0 54,4 52 4.4
41 0 0 0 55,6 52 6,5
42 0 0 0 47,6 52 -9,2

* glicerol/acido esteérico

A Tabela 52 mostra o efeito das variaveis estatistente significativas sobre a
seletividade em MAG baseado nos dados do Planejarfratorial 2. Esta tabela mostra que

a variavel que mais influencia a seletividade emGvV& a interacdo entre a relacdo massica
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lipase/acido estearico e a temperatura. Tanto est@vel quanto a relacdo massica
lipase/acido estearico influenciam a seletividade &AG de forma inversamente

proporcional.

Tabela 52: Efeito das variaveis estatisticamempeifstativas sobre a seletividade em MAG
baseado no Planejamento Fatorfal 2

Variaveis Coeficiente  Erro Testet  Valor dep
padrédo

Relacdo méssica lipase/acido -2,7 2,2 -2,4 0,0413

estearico (% m/m)

Relacdo méssica lipase/acido -3,9 2,2 -3,6 0,0073

estearico (% m/m) . Temperatura (°C)

A Tabela 53 traz os dados da andlise de variaadiBD{VA). O modelo apresentado
na Equacdo 14 apresentou um F calculado 3 vezes ma o valor critico de F e ¢ Roi
0,70. O valor de F calculado superior ao F critiabbda o modelo gerado. O erro puro foi
relativamente baixo, indicando uma boa reprodudidide dos experimentos. Além disso, o

modelo gerou seletividades em MAG muito similares zalores obtidos experimentalmente

(Tabela 51).

Tabela 53: Andlise de variancia (ANOVA) do Planejaio Fatorial 2

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 179,2 2 89,6 9,3
Residuo 76,9 8 9,6 -

Falta de ajuste 39,7 6 6,6 -

Erro puro 37,2 2 18,6 -

Total 256,1 10 - -

* Coeficiente de determinacéd: R0,6995; b128= 3,11
Valor de F = média quadrética da regreas@aia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcdo uea superficie de resposta,
mostrando os valores de seletividade em MAG pregitva o par de variaveis temperatura e

relacdo massica lipase/acido estearico dentroixia éstudada (Figura 49).
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Figura 49: Superficie de resposta para a seletleiéan MAG em funcéo das variaveis
temperatura e relacdo massica lipase/acido esieznin razdo molar = 0

A Figura 49 mostra que os valores maximos deigglatte em MAG (58%) podem
ser obtidos em temperaturas altas (préximas a #P€lacoes massicas lipase/acido estearico
minimas (2,5 % m/m). E interessante notar que tamiéé possivel obter valores de
seletividade em MAG relativamente altos (54%) zdifido-se a combinacdo temperatura
minima (60°C) e relacdo massica lipase/acido esteddaxima (10 % m/m). Assim, pode-se
concluir que a condicdo Otima para a variavel dsposta seletividade em MAG,
considerando que o custo alto com a lipase coni@&acaue mais onera o0 processo global, é:
Temperatura préxima a 70°C, razao molar glicermta@stearico de 4 e 2,5 % m/m de
Novozym 435. A baixa razdo molar (valor minimo dertta faixa estudada) justifica-se pelo
fato de que a mesma néo influenciou a seletivigad®AG de maneira significativa (Tabela
52) e, por isso, deve ser escolhida de forma a gemmomia para o processo global (menos

gastos com reagentes).
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Variavel de resposta: Seletividade em DAG (t = 4 has)

N&o foi possivel construir um modelo empirico lineeem quadratico para a
seletividade em DAG em funcdo das variaveis cadtiis pois nenhum dos termos foram
estatisticamente significativos (valor de p < @ lem marginalmente significativos.

A Tabela 54 mostra as condicdes experimentais alveimento Fatorial*2realizado
e os valores de conversdo experimentais. O moitelarl (R = 0,42) apresentou um ajuste
um pouco melhor que o quadratico®(R 0,28) e, por isso, apenas os resultados do
Planejamento Fatoriaf 2stio alistados na Tabela 54.

Tabela 54: Valores experimentais de seletividad®&@ para as diferentes condicbes
experimentais do Planejamento Fatoriaf\2a enzimatica)

Temperatura Razdo Relacdo massica lipase/acidoDAG (%)

% (°C) !}/Iolar estearico (% m/m) experimental
£

()

3

26 -1 -1 -1 36,6
27 -1 -1 1 34,2
28 -1 1 -1 32,5
29 -1 1 1 38,0
30 1 -1 -1 34,3
31 1 -1 1 44,5
32 1 1 -1 34,4
33 1 1 1 37,5
40 O 0 0 30,9
41 O 0 0 36,5
42 0 0 0 42,6

* glicerol/acido esteérico

A Tabela 55 mostra o efeito das variaveis estudadhse a seletividade em DAG
baseado nos dados do Planejamento Fatofialc@mprovando que nenhuma delas foi

estatisticamente significativa e nem marginalmeigeificativa.
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Tabela 55: Efeito das variaveis testadas sobrehdwdade em DAG baseado no
Planejamento Fatoriaf2

Variaveis Coeficiente  Erro Testet Valor de p
padrédo

Relacdo massica lipase/acido 2,1 3,5 1,2 0,3036

estearico (% m/m)

Temperatura (°C) 1,2 3,5 0,7 0,5361

Raz&o molar glicerol/acido estearico - 0,9 3,5 -0,5 0,6319

Relacdo massica lipase/acido 1,27 3,5 0,7 0,5039

esteérico (% m/m) . Temperatura (°C)

Relacdo méssica lipase/acido 0,1 3,5 0,1 0,9569

estearico (% m/m) . Razao molar

glicerol/acido esteérico

Temperatura (°C) . Razao molar -0,8 3,5 -0,5 0,6598

glicerol/acido esteérico

Variavel de resposta: Seletividade em TAG (t = 4 has)

A partir de um Planejamento Fatoridl i possivel construir um modelo empirico

para a seletividade em TAG em funcéo das varidaa#icadas, incluindo apenas os termos

estatisticamente significativos (valor de p < @ harginalmente significativos (Equacéo 15):

TAG (%) = 142,&E.T

Equacéo 15

onde TAG (%) é a seletividade em TAG, T € a tentpesia(°C) e E é a relagéo

massica lipase/acido estearico (% m/m).

A Tabela 56 mostra as condicbes experimentais dmeRimento Fatorial 32

realizado, os valores de conversédo experimentgieditos pelo modelo gerado e o desvio

relativo entre eles.
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Tabela 56: Valores experimentais e preditos deigelade em TAG para as diferentes
condicdes experimentais do Planejamento Fatoti@li& enzimatica)

o Temperatura Razdo Relagdo massica TAG (%) TAG Desvio
c (°C) Molar lipase/acido experimental (%) relativo
= * estearico predita

S (% m/m)

o

x

i

26 -1 -1 -1 11,8 14 -18,6
27 -1 -1 1 11,1 8,8 20,7
28 -1 1 -1 16,0 14 12,5
29 -1 1 1 8,6 8,8 -2,3
30 1 -1 -1 7,9 8,8 -11,4
31 1 -1 1 15,1 14 7,3
32 1 1 -1 8,6 8,8 -2,3
33 1 1 1 14,4 14 2,8
40 O 0 0 14,7 11,4 22,4
41 0 0 0 7,9 11,4 -44,3
42 0 0 0 9,8 11,4 -16,3

* glicerol/acido estearico

A Tabela 57 mostra o efeito da Unica variavel esteamente significativa sobre a
seletividade em TAG baseado nos dados do Planejanferorial 2. A interacéo entre a
relagdo massica lipase/acido estearico e a tenuparafluenciam a seletividade em TAG de

forma diretamente proporcional.

Tabela 57: Efeito da variavel estatisticamenteiBggtiva sobre a seletividade em TAG
baseado no Planejamento Fatorfal 2

Variaveis Coeficiente  Erro Testet  Valordep
padrao
Relacdo massica lipase/acido 2,6 15 3,5 0,0073

esteérico (% m/m) . Temperatura (°C)

A Tabela 58 traz os dados da andlise de variaadiBD{VA). O modelo apresentado

na Equac&o 15 apresentou um F calculado 3,5 vegies que o valor critico de F e & Ri
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0,57. Apesar do Rter sido baixo, o valor de F calculado superiorfFaoritico valida o

modelo gerado. O erro puro foi relativamente baixdicando uma boa reprodutibilidade dos

experimentos.

Tabela 58: Andlise de variancia (ANOVA) do Planejao Fatorial 2

Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica

Regressao 55,7 1 55,7 11,9
Residuo 42 9 4,7 -

Falta de ajuste 17,4 7 2,5 -

Erro puro 24,6 2 12,3 -

Total 97,7 10 - -

* Coeficiente de determinagéoz. R0,5696; b 1.1.0= 3,36
Valor de F = média quadrética da regrdss@aia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcéo wea superficie de resposta,
mostrando os valores de seletividade em TAG predgitova o par de variaveis temperatura e

relacdo massica lipase/acido esteéarico dentroixia éstudada (Figura 50).
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Figura 50: Superficie de resposta para a seletleiém TAG em funcdo das variaveis
temperatura e relacdo massica lipase/acido esiezmi razdo molar = 0

A Figura 50 mostra que os valores minimos de iseladle em TAG podem ser
obtidos em duas situagBes: Temperatura méaxima )76°Celacdo massica lipase/acido
estearico minima (2,5 % m/m) ou temperatura mir(i@®8C) e relacdo massica lipase/acido
estearico maxima (10 % m/m). Assim, pode-se conglug a condicdo Gtima para a variavel
de resposta seletividade em TAG, considerando-seocgito custo da lipase comercial é o
gue mais onera o processo global, é: Temperaturd@08€, razdo molar glicerol/acido
estearico de 4 e 2,5 % m/m de Novozym 435. A beaxao molar (valor minimo dentro da
faixa estudada) justifica-se pelo fato de que amaesdo influenciou a seletividade em TAG
de maneira significativa (Tabela 57) e, por is&vedser escolhida de forma a gerar economia
para o processo global (menos gastos com reagentes)

A Tabela 59 traz a comparacdo entre as condicoemtpara as 4 variaveis de
resposta (alta conversao, alta seletividade em Mi€dia - baixa seletividade em DAG,
baixa seletividade em TAG) da sintese de monoedtede glicerila apos 4 horas de reacao
utilizando a lipase comercial Novozym 435 como lsddor conforme indicado pelas

superficies de resposta dos respectivos planejaserperimentais.
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Tabela 59: Comparacao entre as condi¢cdes Otimasapat variaveis de resposta da sintese de
monoestearato de glicerila por via enziméatica4thoras)

Variaveis de Temperatura (°C) Relacdo massica lipase/acidoRazao molar

resposta esteérico (% m/m) glicerol/acido
estearico
X (%) 60 ou 70 2,5 4-6
MAG (%) 70 2,5 4-6
DAG (%) 60 - 70 2,5-10 4-6
TAG (%) 70 2,5 4-6
60 10

Através da Tabela 59, observa-se que, as condateas das variaveis de resposta
estudadas ndo séo contrastantes, ou seja, € passtvatrar condicdes nas quais os valores
Otimos de todas as variaveis sejam obtidos. Estadigdes sdo: 70°C, 2,5 % de Novozym
435 e razao molar 4 - 6.

As condicOes oOtimas (valores das variaveis indepreied) calculadas através dos
modelos (equacbes) obtidos a partir dos planejamseakperimentais (70°C, 2,5 % de
Novozym 435 e razdo molar de 4 - 6) coincidiram asncondi¢cdes 6timas experimentais
(experimentos 30 e 32 da Tabela 47). Os valoresvdaaveis de resposta preditos pelos
modelos nas condi¢des otimas foram: 86,7 % de csfiwe58,6 % de MAG e 8,8 % de TAG.
N&o foi possivel gerar um modelo para a seletiadesh DAG, por isso torna-se inviavel

prever para esta variavel um valor nas condi¢cdesaét

A seguir encontram-se alistados os resultados @biidra cada variavel de resposta

apos 6 horas de reacao.

Variavel de resposta: Conversao (t = 6 horas)

A partir de um Delineamento Composto Central comeF&entrada foi possivel
construir um modelo empirico para a conversdo entdo das variaveis codificadas,
incluindo apenas os termos estatisticamente sogiiifios (valor de p < 0,1) e marginalmente
significativos (Equacéo 16):

X (%) =74,4 - &2 10,2I°+ 1,8R + 1,4E.T Equacéo 16
onde X (%) é a conversédo, T é a temperatura (°@) akelacdo massica lipase/acido

estearico (% m/m) e R é a razao molar glicerolestearico.
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A Tabela 60 mostra as condi¢bes experimentais dmdenento Composto Central

com Face Centrada realizado, os valores de comvergierimentais e preditos pelo modelo

gerado e o desvio relativo entre eles.

Tabela 60: Valores experimentais e preditos de @sd@o para as diferentes condicbes
experimentais do Delineamento Composto Central Eace Centrada (via enzimética)

o Temperatura Razdo Relacdo massica X (%) X (%) Desvio
c (°C) Molar lipase/acido experimental predita relativo
g * estearico **

5 (% m/m)

o

X

(i

26 -1 -1 -1 86,6 89,4 -3,2
27 -1 -1 1 75,9 76,2 -0,4
28 -1 1 -1 90,9 93,0 -2.3
29 -1 1 1 77,0 79,8 -3,6
30 1 -1 -1 88,9 86,6 2,6
31 1 -1 1 82,6 79,0 4.4
32 1 1 -1 92,9 90,2 2.9
33 1 1 1 86,0 82,6 4.0
34 0 0 1 62,8 69,2 - 10,2
35 0 0 -1 76,6 79,6 -3,9
36 0 -1 0 69,6 72,6 -4.3
37 0 1 0 74,3 76,2 -2,6
38 -1 0 0 89,5 84,6 5,5
39 1 0 0 75,5 84,6 -12,1
40 O 0 0 76,9 74.4 3,3
41 O 0 0 81,7 74,4 8,9
42 0 0 0 78,8 74,4 5,6

* glicerol/acido estearico
** Conversao em termos de consumo de acido graxo

A Tabela 61 mostra o efeito das variaveis estafistente e marginalmente

significativas sobre a conversao baseado nos dim@elineamento Composto Central com

Face Centrada. Esta Tabela mostra que a variaeeingis influencia a conversdo € o termo

quadratico da temperatura, sendo que ela faz stéowna diretamente proporcional. As
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varidveis razdo molar e a interacdo entre a relagassica lipase/acido estearico e a
temperatura também afetam a conversdo de formgamieate proporcional. Ja a relacédo

massica lipase/acido estearico afeta a conversamdeira inversamente proporcional.

Tabela 61: Efeito das variaveis estatisticamem@gginalmente significativas sobre a
conversao baseado no Delineamento Composto CeatraFace Centrada *

Variaveis Coeficiente  Erro Testet  Valordep
padréo

Relacdo méssica lipase/acido -5,2 1,5 -6,8 0,0212

estearico (% m/m) (L)

Temperatura (°C) (Q) 10,2 2,4 8,6 0,0134

Razao molar glicerol/acido esteéaricol,8 1,5 2,3 0,1492

(L)

Relacdo méssica lipase/acido 1,4 1,7 1,7 0,2374

estearico (% m/m) (L) . Temperatura

S L)

* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quadcits

A Tabela 62 traz os dados da andlise de variaadiD{VA). O modelo apresentado
na Equac&o 16 apresentou um F calculado 2,9 vedies que o valor critico de F e & Ri
0,71. O valor de F calculado superior ao F critiabbda o modelo gerado. O erro puro foi
significativamente baixo, indicando uma otima relotbilidade dos experimentos. Além
disso, 0 modelo gerou conversdes muito similares \abores obtidos experimentalmente
(Tabela 60).

Tabela 62: Analise de variancia (ANOVA) do Delinearto Composto Central com Face

Centrada
Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variacao quadratica  liberdade quadratica
Regressao 741,1 4 185,3 7,3
Residuo 305,5 12 25,5 -
Falta de ajuste  293,8 10 29,4 -
Erro puro 11,7 2 5,9 -
Total 1046,6 16 - -

* Coeficiente de determinacéd: R0,7081; G1417 2,48
Valor de F = média quadrética da regrdss@aia quadratica do residuo
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O modelo obtido foi utilizado para a construcacsdperficies de resposta, mostrando

os valores de converséao preditos para cada paarde/eis dentro da faixa estudada (Figuras

51 a 54).
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Figura 51: Superficie de resposta para a converséingdo das variaveis temperatura e
relacdo massica lipase/acido estearico com razér ma

A Figura 51 mostra que, considerando a razdo nmo&s alta utilizada (ja que esta
variavel influencia a conversdo de maneira diretamproporcional), os valores maximos de
conversao podem ser obtidos em temperaturas magias) ou minimas (60°C) utilizando-

se relacbes massicas lipase/acido estearico migpr@smas a 2,5 % m/m).
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Figura 52: Superficie de resposta para a conversafuincdo das variaveis razdo molar e
relacdo massica lipase/acido estearico com tenyparatl

A Figura 52 mostra que os valores maximos de ce@eempodem ser obtidos
utilizando-se relacdo massica lipase/acido estearinima (2,5 % m/m) e razdo molar

méaxima (6).
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Figura 53: Superficie de resposta para a convenséiingdo das variaveis razao molar e
relacdo massica lipase/acido estearico com temyparat- 1

A Figura 53 mostra que os valores maximos de ce@eempodem ser obtidos
utilizando-se relacdo massica lipase/acido estearinima (2,5 % m/m) e razdo molar
maxima (6).

Através da comparacdo entre as Figuras 52 e 53gvpeb confirmar as informacdes
fornecidas, a sequir, pela Figura 54 de que é yelssbter valores 6timos de conversdo em

temperaturas minimas ou maximas (60 ou 70°C).
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Figura 54: Superficie de resposta para a conversafuincao das variaveis razdo molar e
temperatura com relacdo massica lipase/acido estear 1

A Figura 54 mostra que, considerando a relacaing$ipase/acido estearico mais
baixa utilizada (jA que esta variavel influenciacenversdo de maneira inversamente
proporcional), os valores maximos de conversao mpakr obtidos em temperaturas maximas
(70°C) ou minimas (60°C) utilizando-se razdes naslaglicerol/acido estearico maximas
(proximas a 6).

Através da analise das Figuras 51 - 54 pode-seluipigue a condi¢cdo 6tima para a
variavel de resposta conversdo é: Temperatura Y&, 68zao molar glicerol/acido estearico
de 6 e 2,5 % m/m de Novozym 435. A baixa tempesafualor minimo dentre os dois
6timos: 60 e 70°C) foi escolhida a fim de gerarneooia para o processo global (menos

gastos com energia).
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Variavel de resposta: Seletividade em MAG (t = 6 hras)

A partir de um Delineamento Composto Central comeF&entrada foi possivel
construir um modelo empirico para a conversdo entdo das variaveis codificadas,
incluindo apenas os termos estatisticamente sigtifios (valor de p < 0,1) e marginalmente
significativos (Equacéo 17):

MAG (%) = 50,9 - 4,E? + 1,0T + 13,41*- 6,8% - 1,6E.T+ 1,2E.R+ 1,5T.R  Equacéo 17
onde MAG (%) é a seletividade em MAG, T € a temfoeaa(°C), E € a relacdo
massica lipase/acido estearico (% m/m) e R é anaudar glicerol/acido estearico.

A Tabela 63 mostra as condicdes experimentais dimdaenento Composto Central
com Face Centrada realizado, os valores de selatigiem MAG experimentais e preditos

pelo modelo gerado e o desvio relativo entre eles.
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Tabela 63: Valores experimentais e preditos deigelade em MAG para as diferentes
condicbes experimentais do Delineamento Compostr&leom Face Centrada (via

enzimatica)

o lemperatura Razdo Relacdo massica MAG (%) MAG Desvio
c (°C) Molar lipase/acido experimental (%) relativo
= * estearico predita

5 (% m/m)

3

26 -1 -1 -1 55,2 53,5 3,1
27 -1 -1 1 55,7 54,3 2,5
28 -1 1 -1 51,7 48,1 7,0
29 -1 1 1 55,2 53,7 2,7
30 1 -1 -1 54,4 55,7 -2,4
31 1 -1 1 46,6 50,1 -7,5
32 1 1 -1 55,0 56,3 -2,4
33 1 1 1 53,8 55,5 -3,2
34 0 0 1 44,8 46,8 -4,5
35 0 0 -1 47,6 46,8 1,7
36 0 -1 0 46,2 441 4,5
37 0 1 0 40,8 441 -8,1
38 -1 0 0 54,8 63,3 - 15,5
39 1 0 0 72,6 65,3 10,1
40 O 0 0 54,0 50,9 5,7
41 O 0 0 50,2 50,9 -14
42 0 0 0 50,9 50,9 0,0

* glicerol/acido esteérico

A Tabela 64 mostra o efeito das variaveis estafistente e marginalmente
significativas sobre a seletividade em MAG baseaa® dados do Delineamento Composto
Central com Face Centrada. Esta Tabela mostra quariavel que mais influencia a
seletividade em MAG é o termo quadratico da tempexasendo que ela faz isto de forma
diretamente proporcional. Além disso, as variatensperatura, e as interagdes entre a relacao
massica lipase/acido estearico e a razao molatre artemperatura e razdo molar também

influenciam a seletividade em MAG de maneira dimetate proporcional. Ja o termo
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quadratico da relacdo massica lipase/acido estedritermo quadratico da razdo molar e a
interacdo entre a relacdo massica lipase/acidaargsiee a temperatura inflenciam a

seletividade em MAG de forma inversamente propodio

Tabela 64: Efeito das variaveis estatisticamem@ginalmente sobre a seletividade em
MAG baseado no Delineamento Composto Central care Eantrada *

Variaveis Coeficiente  Erro Testet Valordep
padrao

Relacdo méssica lipase/acido esteérico4,1 2,5 -34 0,0787

(% m/m) (Q)

Temperatura (°C) (L) 1,0 1,3 15 0,2651

Temperatura (°C) (Q) 13,4 2,5 10,8 0,0084

Raz&o molar glicerol/acido esteéarico - 6,8 2,5 -55 0,0311

Q)

Relacdo méssica lipase/acido esteéricol,6 1,43 -2,3 0,1510

(% m/m) (L) . Temperatura (°C) (L)

Relacdo méssica lipase/acido esteéric,2 1,43 1,7 0,2353

(% m/m) (L) . Razdo molar
glicerol/acido estearico (L)
Temperatura (°C) (L) . Raz&o molar 1,5 1,43 2,1 0,1752
glicerol/acido estearico (L)
* (L): Efeitos lineares / (Q): Efeitos quadraticos

A Tabela 65 traz os dados da andlise de variaadiBD{VA). O modelo apresentado
na Equac&o 17 apresentou um F calculado 1,5 vegies que o valor critico de F e & Ri
0,74. O valor de F calculado superior ao F critiabbda o modelo gerado. O erro puro foi
significativamente baixo, indicando uma otima relotbilidade dos experimentos. Além
disso, 0 modelo gerou seletividades em MAG muitmilares aos valores obtidos

experimentalmente (Tabela 63).
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Tabela 65: Analise de variancia (ANOVA) do Delineanto Composto Central com Face

Centrada
Fonte de Soma Graus de Média Valor de F*
variagédo quadratica  liberdade quadratica
Regresséao 556,5 7 79,5 3,7
Residuo 194,1 9 21,6 -
Falta de ajuste 185,9 7 26,6 -
Erro puro 8,2 2 4,1 -
Total 750,6 16 - -

* Coeficiente de determinacéd: R0,7414; b170=2,51
Valor de F = média quadrética da regreas@aia quadratica do residuo

O modelo obtido foi utilizado para a construcacsdperficies de resposta, mostrando
os valores de seletividade em MAG preditos paraa gaal de variaveis dentro da faixa
estudada (Figuras 55 a 57).
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Figura 55: Superficie de resposta para a seletei@an MAG em funcéo das variaveis
temperatura e relacdo massica lipase/acido esiezmi razdo molar = 0



184

A Figura 55 mostra que os valores maximos deigiglatte em MAG podem ser

obtidos em temperaturas maximas (70°C) ou mini®@&C() utilizando-se relagbes massicas
lipase/acido estearico medianas (proximas a 6,2%1849.
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Figura 56: Superficie de resposta para a seletieiégan MAG em funcéo das variaveis
temperatura e razdo molar com relacdo massicalgzdo estearico =0

A Figura 56 mostra que os valores maximos deigiglatte em MAG podem ser

obtidos em temperaturas maximas (70°C) ou minirG@%C| utilizando-se razdes molares
glicerol/acido estearico medianas (préximas a 5).
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Figura 57: Superficie de resposta para a seletleiémn MAG em funcéo das variaveis
relacdo massica lipase/acido estearico e razaa cwiatemperatura = 1

A Figura 57 mostra que os valores maximos deigelatie em MAG, considerando a
temperatura mais alta utilizada (ja que esta vari@vfluencia a conversdo de maneira
diretamente proporcional), podem ser obtidos aiildo-se valores medianos de razdo molar
(préximos a 5) e relacdo massica lipase/acid@sste(proximas a 6,25 % m/m).

Através da analise das Figuras 55 - 57 pode-seluipigue a condi¢cdo 6tima para a
variavel de resposta conversdo é: Temperatura Y&, 88zao molar glicerol/acido estearico
de 5 e 6,25 % m/m de Novozym 435. A baixa tempesafualor minimo dentre os dois
otimos: 60 e 70°C) deve ser escolhida de formarar ggeonomia para o processo global
(menos gastos com energia).
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Variavel de resposta: Seletividade em DAG (t = 6 has)

N&o foi possivel construir um modelo empirico lineeem quadratico para a

seletividade em DAG em funcdo das variaveis cadtiis pois nenhum dos termos foram

estatisticamente significativos (valor de p < @ lem marginalmente significativos.

A Tabela 66 mostra as condicdes experimentais alveimento Fatorial*2realizado

e os valores de seletividade em DAG experimentisiodelo linear (R= 0,40) apresentou

um ajuste um pouco melhor que o quadratico<(R,31) e, por isso, apenas os resultados do

Planejamento Fatoriaf 2stdo alistados na Tabela 66.

Tabela 66: Valores experimentais de seletividad®&@ para as diferentes condicbes

experimentais do Planejamento Fatoriaf\2a enzimatica)

Temperatura Razdo Relacdo massica DAG (%)

‘g (°C) Molar lipase/acido experimental
GE’ * estearico (% m/m)

T

o

x

L
26 -1 -1 -1 31,2
27 -1 -1 1 29,7
28 -1 1 -1 31,6
29 -1 1 1 35,6
30 1 -1 -1 33,0
31 1 -1 1 37,9
32 1 1 -1 27,6
33 1 1 1 29,2
40 O 0 0 38,1
41 0 0 0 40,9
42 0 0 0 36,5

* glicerol/acido estearico

A Tabela 67 mostra o efeito das variaveis estudadhse a seletividade em DAG

baseado nos dados do Planejamento Fatofialc@mprovando que nenhuma delas foi

estatisticamente significativa.
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Tabela 67: Efeito das variaveis testadas sobredwdade em DAG baseado no
Planejamento Fatoriaf2

Variaveis Coeficiente  Erro Testet Valor de p
padrao

Relacdo massica lipase/acido 1,1 3,7 0,6 0,5808

estearico (% m/m)

Temperatura (°C) -0,1 3,7 - 0,02 0,9800

Razao molar glicerol/acido -1,0 3,7 -0,5 0,6305

estearico

Relacdo massica lipase/acido 0,5 3,7 0,3 0,8029

estearico (% m/m) . Temperatura

(°C)

Relacdo méssica lipase/acido 0,3 3,7 0,1 0,8905

estearico (% m/m) . Razao molar

glicerol/acido esteérico

Temperatura (°C) . Razdo molar - 2,6 3,7 -1.4 0,2454
glicerol/acido esteérico

Variavel de resposta: Seletividade em TAG (t = 6 has)

N&o foi possivel construir um modelo empirico lineeem quadratico para a
seletividade em TAG em funcdo das variaveis caatifis pois henhum dos termos foram
estatisticamente significativos (valor de p < @ lem marginalmente significativos.

A Tabela 68 mostra as condicdes experimentais aloeimento Fatoria®2realizado
e os valores de seletividade em TAG experimen@isiodelo linear (R= 0,43) apresentou
um ajuste um pouco melhor que o quadratico<(R,23) e, por isso, apenas os resultados do

Planejamento Fatoriaf 2stéo listados na Tabela 68.
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Tabela 68: Valores experimentais de seletividadd A para as diferentes condicdes
experimentais do Planejamento Fatoriaf\2a enzimatica)

Temperatura Razéo Relacdo méassica TAG (%)

‘g (°C) Molar lipase/acido experimental
GE’ * estearico (% m/m)

3

Q.

=

L
26 -1 -1 -1 13,6
27 -1 -1 1 14,6
28 -1 1 -1 16,7
29 -1 1 1 9,2
30 1 -1 -1 12,6
31 1 -1 1 15,5
32 1 1 -1 17,4
33 1 1 1 17,0
40 O 0 0 7,9
41 O 0 0 8,9
42 0 0 0 12,6

* glicerol/acido estearico

A Tabela 69 mostra o efeito das variaveis estudadase a seletividade em TAG
baseado nos dados do Planejamento Fatofialc@mprovando que nenhuma delas foi

estatisticamente significativa.
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Tabela 69: Efeito das variaveis testadas sobredwsdade em TAG baseado no
Planejamento Fatoriaf2

Variaveis Coeficiente  Erro Testet Valor de p
padrao

Relacdo massica lipase/acido -0,5 2,9 -0,3 0,7441

estearico (% m/m)

Temperatura (°C) 1,1 2,9 0,7 0,5034

Razao molar glicerol/acido 0,5 2,9 0,3 0,7441

estearico

Relacdo massica lipase/acido 1,1 2,9 0,8 0,4753

estearico (% m/m) . Temperatura

(°C)

Relacdo méssica lipase/acido -15 2,9 -1,0 0,3604

estearico (% m/m) . Razao molar

glicerol/acido esteérico

Temperatura (°C) . Razdo molar 1,1 2,9 0,8 0,4939
glicerol/acido esteérico

A Tabela 70 traz a comparacdo entre as condicOormtpara as 4 variaveis de
resposta (alta conversao, alta seletividade em Mi€dia - baixa seletividade em DAG,
baixa seletividade em TAG) da sintese de monoedtede glicerila apos 6 horas de reacao
utilizando a lipase comercial Novozym 435 como lesddor conforme indicado pelas

superficies de resposta dos respectivos planejaserperimentais.

Tabela 70: Comparacao entre as condi¢cdes Otimasapat variaveis de resposta da sintese de
monoestearato de glicerila por via enziméaticagthoras)

Variaveis de Temperatura (°C) Relacdo massica lipase/acidoRazao molar

resposta esteérico (% m/m) glicerol/acido
estearico

X % 60 ou 70 2,5 6

MAG (%) 60 ou 70 6,25 5

DAG (%) 60 - 70 2,5-10 4-6

TAG (%) 60 - 70 2,5-10 4-6

Através da Tabela 70, observa-se que as condig¢iieasopara a conversao e para a
seletividade da reacéo sdo contrastantes em tefenadacao massica lipase/acido estearico e
razdo molar. Enquanto que a razdo molar de 6,2®lagio massica lipase/acido estearico de

5 % favorece uma seletividade adequada em gliaejde razdo molar de 6 e a relacdo
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massica lipase/acido estearico de 2,5 % favoresa mnaior conversdo. Assim, para a
obtencdo de resultados o6timos (alta conversdo, sdtatividade em MAG e baixas
seletividades em DAG e TAG) é necessario encontrar equilibrio entre as variaveis
independentes de forma a se obter valores de &#wer seletividade aceitaveis. Em outras
palavras, ndo é possivel conciliar uma maxima asdeecom uma maxima seletividade em
MAG.

Usando-se os modelos (equacfes) obtidos a padipldmejamentos experimentais
realizados para cada variavel de resposta, foiiymseealizar uma otimizacdo a fim de
calcular os valores das variaveis independentesvésrdos quais seria possivel obter, ao
mesmo tempo, conversao e seletividade 6timas pagacdo estudada. As condi¢des étimas
calculadas foram: 70°C, razdo molar glicerol/a@stearico de 5 e 2,5 % (m/m) de Novozym
435. Os valores das variaveis de resposta preaiios modelos nas condi¢des 6timas foram:
88,4 % de conversao e 62,8 % de MAG. Nao foi pesgjgrar modelos para a seletividade
em DAG e TAG, por isso torna-se inviavel preverpestas variaveis um valor nas condi¢ées
otimas.

As condi¢des Otimas experimentais obtidas a pdos resultados dos experimentos
(experimentos 26, 30 e 32 da Tabela 47) ndo caraoidcom as condi¢gfes 6timas preditas
pelos modelos. As condicbes Otimas calculadas peboslelos (70°C, razdo molar
glicerol/acido estearico de 5 e 2,5 % (m/m) de Nguwo 435) ndo foram reproduzidas
experimentalmente pois ndo foram contempladas pelagizes geradas a partir dos
planejamentos experimentais realizados no preseftalho. As condi¢cdes dos experimentos
30 e 32 se aproximam das condi¢Oes calculadasnpediezlo (mesma temperatura e mesma
relacdo massica lipase/acido estearico). As ramti#ares dos experimentos 30 e 32 foram,

respectivamente, 4 e 6.

A seguir serd realizada uma comparacdo entre adta@ss obtidos a partir do
planejamento experimental para os dois tempos @egaoe estudados na sintese de
monoestearato de glicerila por via enziméatica.

As Tabelas 71 e 72 comparam o0s resultados obtitteséa do planejamento
experimental (superficies de resposta) e atravédodedos melhores experimentos para 0s

dois tempos de reacdo estudados na sintese de stearaéo de glicerila por via enzimatica.
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Tabela 71: Comparacao entre as condi¢cdes 6timasapsintese de monoestearato de glicerila
por via enzimética nos dois tempos de reacao

Variaveis  Tempo  Temperatura (°C) Relagdo massica Razéo molar
de resposta de reacdo lipase/acido estearico glicerol/acido
(% m/m) estearico
X (%) 4 60 2,5 4-6
6 60 2,5 6
MAG (%) 4 70 2,5 4-6
6 60 6,25 5
DAG (%) 4e 6 60 - 70 2,5-10 4-6
TAG (%) 4 70 2,5 4-6
6 60 - 70 25-10 4-6

A Tabela 71 mostra que para a variavel de respustaersdo, o tempo de reacao sé
influenciou a variavel razdo molar. Para a variaadetividade em MAG houve diferenca
com relacdo as 3 variaveis independentes testRdas.a variavel seletividade em DAG né&o
foi possivel prever condi¢cdes 6timas em nenhumddis tempos de reacao (isto €, qualquer
valor dentro do intervalo estudado pode ser corailtecomo 6timo). Ja para a seletividade
em TAG foi possivel prever condi¢cdes 6timas no i 4 horas e ndo foi possivel fazé-lo
no tempo de 6 horas. Estes resultados mostramngdgeins casos a influéncia do tempo de
reacao é significativa, principalmente no casosidstividades em MAG e em TAG. Assim,
o tempo de reacdo deve ser levado em conta adesendear as condigdes 6timas da reacao
de sintese de monoestearato de glicerila por \@angéica utilizando-se a lipase comercial

Novozym 435.
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Tabela 72: Comparacao entre os resultados expdaamd€ixp.) e preditos (Pred.) para a
sintese de monoestearato de glicerila por via etiiennos dois tempos de reagéo

Variaveis Tempo Modelo VS* Experimento 26 **  Experimento 30 ***
de de proposto
resposta  reacgao

Exp. Pred. Desvio Exp. Pred. Desvio

X (%) 4 Quadratico T 82,5 86,7 5,1 88,4 86,7 1,9
R?=0,51
6 Quadratico T 86,6 894 -32 889 866 2,6
R?=0,71
MAG (%) 4 Linear ET 51,6 508 1,6 578 586 -14
R?=0,70
6 Quadratico T> 55,2 535 3,1 54,4 557 -24
R?=0,74
DAG (%) 4 N *xkx N 366 N 343 N
N N 31,2 33,0
TAG (%) 4 Linear ET 118 140 -186 79 88 -114
R?=0,57
6 N N 136 N 126 N

* Variavel significativa que mais afetou a respextvariavel de resposta.

** Condi¢Bes experimentais: 60°C, razdo molar gitécido estearico de 4 e 2,5 % m/m de Novozym 435

*** Condi¢cdes experimentais: 70°C, razdo molarelal/acido esteérico de 4 e 2,5 % m/m de Novozyh 43

*+x Ndo foi possivel criar um modelo empirico poigs variaveis testadas ndo foram estatisticamente
significativas.

A Tabela 72 mostra que, com relagdo aos modelgsoptas, existiram diferengas
com relac&o ao tipo de modelo, a possibilidadeederiar um modelo e em relacdo &b &e
acordo com o tempo de reacdo. Além disso, sdo aahps 0S valores experimentais e
preditos de dois experimentos que levaram a refgdtatimos.

Para a variavel de resposta conversao, o modetirdfie foi 0 que melhor se ajustou
em ambos os tempos de reacdo estudados, sendaemeocguadratico da temperatura foi a
variavel estatisticamente significativa que maifluenciou a conversdo. No entanto, o
modelo obtido a partir dos resultados de 6 horasededo apresentou um melhor ajuste
evidenciado pelo maior’Re pelos menores desvios entre os valores expedimenpreditos
do experimento 26. Os desvios entre os valoresriex@etais e preditos do experimento 30

foram bastante semelhantes. Com relacdo aos valkexpsrimentais, em ambos 0s



193

experimentos houve um aumento da conversdo conmpotale reacdo, sendo que este
aumento foi mais significativo em temperaturas rhaigas (experimento 26).

Para a variavel de resposta seletividade em MA@odelo linear foi o que melhor se
ajustou em 4 horas de reacéo (onde a interacé® &ndlacdo massica lipase/acido estearico e
a temperatura foi a variavel que mais influencioesposta), enquanto que o quadratico se
ajustou melhor apés 6 horas de reacdo (onde o tguandratico da temperatura foi a variavel
que mais influenciou a resposta). No entanto, andmosmodelos apresentaram ajustes
semelhantes. Isso pode ser evidenciado pela sitiaitir entre os e pelos desvios similares
entre os valores experimentais e preditos. Comcdelaaos valores experimentais, no
experimento 26 houve um aumento da seletividad&é&@ em funcédo do tempo de reacéo.
Ja no experimento 30 ocorreu o inverso, mostrangoagdiferenca em 10°C na temperatura
foi significativa para o comportamento da seletidd em MAG em diferentes tempos de
reacao.

Para a variavel de resposta seletividade em DAG, fo& possivel criar modelos
empiricos em ambos os tempos de reacdo. Com redagaealores experimentais, em ambos
0s experimentos houve uma diminuicdo da seletiedad DAG com o tempo de reacao,
sendo que esta diminuicdo foi mais significativa temperaturas mais baixas (experimento
26).

Para a variavel de resposta seletividade em TAG,foidpossivel criar um modelo
empirico para 6 horas de reacdo. Entretanto, paaas de reacéo foi proposto um modelo
linear onde a interacdo entre a relacdo massieadipcido estearico e a temperatura foi a
variavel que mais influenciou a resposta. Com &slagos valores experimentais, em ambos
0s experimentos houve um aumento da seletividad&€A@ com o tempo de reagéo, sendo
gue este aumento foi mais significativo em tempeaatmais altas (experimento 30).

Considerando todos os modelos propostos, o modalposto para a variavel
seletividade em TAG foi 0 que apresentou maioreyide entre 0os valores experimentais e
preditos.

Ghamgui et al. (2006) estudaram a producdo de nheim@o via esterificacao
catalisada pela lipase &aphylococcus simulamsobilizada num sistema isento de solvente
apos 48 horas de reagdo. Foi realizado um planejaneemposto central rotacional para o
estudo da influéncia das seguintes variaveis naugéo de monooleina: Raz&do molar
glicerol/acido oléico, quantidade de agua adicianad inicio da reacdo e quantidade de
lipase. As variaveis que mais influenciaram o pseoeforam a quantidade de agua

adicionada no inicio da reacéo e a razdo molauadrgdo. Os resultados demonstraram que
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a sintese de monooleina predominou em razfes raolai@res que 1, ou seja, em excesso de
glicerol. A razdo molar que resultou em maior siatde MAG foi a de 5. Raz6es molares
menores que 1 levaram a um favorecimento da prodig®AG e TAG. A quantidade ideal
de enzima para o processo foi de 100 Ul. A paréistel valor, ndo houve alteracdes
significativas na producéo de MAG.

O presente trabalho confirma o fato de que um exrcde glicerol favorece a sintese
de MAG, conforme ja relatado por Ghamgui et al.0O@O0 Além disso, foi observado que
valores minimos de enzima favorecem tanto a coaweagsanto a seletividade em MAG. O
fato de maiores concentracdes de enzima prejudicarprocesso confirma o observado por
Ghamagui et al. (2006) e pode ser explicado pelaistgteoria formulada por estes autores:
Um grande excesso de moléculas de enzima podegizan & uma agregacao protéica, o que
impediria que 0s sitios ativos enzimaticos este@ssxpostos aos substratos.

Silva (2002) estudou a sintese de monocaprina stexificacdo em meio isento de
solvente catalisada pela enzima Lipozyme IM. Falizado um planejamento fatorial a fim
de se investigar a influéncia de algumas varia(teimperatura, razao molar glicerol/acido
caprico e concentracdo de enzima) na seletividadenenocaprina apos 4 horas de reacéao.
Os resultados demonstraram que todas as variafkisriciaram o processo, sendo que 0s
niveis menores das variaveis favoreceram a sidwesgonocaprina (40°C, razdo molar de 2 e
1% m/m de enzima). A razdo molar entre os reageitiea que mais influenciou na
seletividade em monocaprina.

No caso do presente trabalho, a seletividade em MA& 4 horas de reacao foi
influenciada apenas pela relacdo massica lipade/@stearico e pela interagdo entre esta
relacdo e a temperatura, sendo que esta Ultimaveafoi a que mais influenciou o processo.

Um provavel motivo de a razdo molar ndo ter sidod@terminante para a MAG (%)
no planejamento experimental realizado no pregeab@lho assim como relatado por outros
autores € a proximidade entre os valores testatjloS ¢ 6). No item 5.4.5 sera feito um
estudo mais detalhado do efeito da razdo molag estreagentes na sintese de monoestearato

de glicerila utilizando a lipase comercial Novoz48b.

5.4.4 Estudo cinético da reac¢ao

As reacdes estudadas cineticamente foram realizamagaz&o molar glicerol/acido
estearico de 4 e 2,5 % (m/m em relagdo ao acidearsd) de Novozym 435. Os
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experimentos 43 e 44 foram conduzidos a 70 e G@¥pectivamente. Estes experimentos
foram repeticdes dos experimentos 30 e 26 do @ame)to experimental (Tabela 73),
respectivamente, os quais obtiveram 6timos resagtdé conversao e seletividade em MAG.
Os resultados estéo ilustrados na Tabela 73 eigasab 58 e 59.

Comparando a Tabela 47 com a 73, pode-se obsargavgjexperimentos originais e
suas repeticdes chegaram a valores semelhantesndersdo e teor de MAG no mesmo
tempo de reacdo (4 e 6 horas). Entretanto, observass experimentos 30 e 26 uma maior
razdo DAG/TAG em relacdo aos experimentos 43 elséb. pode ter ocorrido devido ao
aumento de escala da reacdo em duas vezes enorate;éxperimentos 30 e 26. Além disso,
€ notavel observar que em apenas 2 horas de rgag¢doossivel obter resultados aceitaveis
em termos de conversédo e seletividade em MAG. riéstdtado é excelente para uma reacao

enzimatica.

Tabela 73: Resultados obtidos do estudo cinéticealgéo (via enzimatica)

Experimento Tempo (h) X *** (04) MAG (%) DAG (%) TAG (%)

43 * 1 63,6 57,1 23,1 19,8
2 83 55,9 25 19,1
4 83,3 52,1 22,7 25,2
6 86,4 52,8 24,5 22,7
8 84,2 48,3 23,4 28,3

44 ** 0,5 29,7 49,3 13,7 37
1 51 47,8 13 39,2
2 78,2 55,7 16,0 28,3
4 85,7 49,6 26,9 23,5
6 84 54,9 22,8 22,3
8 87,4 54,1 20,6 25,3

* Raz&o molar glicerol/acido esteérico = 4; 2,5 ¥mrde Novozym 435 em relacdo ao acido esteari@e 7
** Razdo molar glicerol/acido estearico = 4; 2,5%m de Novozym 435 em relacdo ao acido esteargy@
*** Conversdo em termos de consumo de acido graxo
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Figura 58: Perfil do progresso da reacdo do exmanion43 (via enzimatica) *
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* Raz&o molar glicerol/acido estearico = 4 e 2,5%n de Novozym 435 em relagcéo ao acido estearico
Figura 59: Perfil do progresso da reacédo do exmariond4 (via enzimatica) *

Analisando os resultados do experimento 43 podess@€ue a conversao aumentou
até 2 horas de reagdo, quando atingiu o valor déileép. Um comportamento similar pode
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ser visto em relacdo aos niveis de MAG, DAG e TA&)do que neste caso o equilibrio foi
atingido apos 1 hora de reacdo. Dentre os 3 dglieesi aquele que se manteve mais estavel
em funcado do tempo foi 0 DAG. Em relacdo ao tedviédé& e TAG, observa-se, ao longo do
tempo, uma leve diminuicéo do teor de MAG e um lewmmento do teor de TAG. Isto sugere
que parte do MAG formado é esterificado posterioaeara a formacéo de TAG. E bom
ressaltar que durante toda a reagao a reacao etdiemtao do glicerol para a formacao de
MAG foi favorecida ja que os teores de MAG se maamim significativamente superiores
aos dos demais glicerideos. Os valores de DAG e 3&@antiveram praticamente iguais ao
longo da reacdo, demonstrando ndo haver preferpacsa formagcdo de DAG ou TAG. Na
altima 1 hora houve um leve aumento de TAG e uma tBminuicdo de DAG, sugerindo
uma esterificacdo do DAG para formar TAG (Figura 58

Analisando os resultados do experimento 44 podeesg€ue a conversao aumentou
até 4 horas de reacdo, quando atingiu o valor diéileip. Nos primeiros 30 minutos ocorreu
um aumento de todos os glicerideos, com uma predoia do teor de MAG seguida pelo
teor de TAG e, por ultimo, de DAG. Isto sugere qgereacdes favorecidas neste periodo
foram a esterificacdo do glicerol livre e do DAGrrhando MAG e TAG, respectivamente.
Nos 30 minutos seguintes os teores de glicerideamsgneceram praticamente constantes. Ao
longo da segunda hora, houve um leve aumento de MATAG acompanhado por uma
diminuicdo de TAG. Considerando a reacdo de hskdlie TAG desprezivel nas condigbes
estudadas, as observacdes ao longo da segundauger@m um favorecimento nas reacdes
de esterificacdo do glicerol livre e de MAG, pavariar MAG e DAG, respectivamente. No
periodo de 2 a 4 horas de reagdo ocorre uma levew¢do de MAG e TAG acompanhada
por um aumento de DAG. Isto sugere um leve favorento da reacao de esterificagdo de
MAG para formar DAG. Em 4 horas de reacdo sao igtrsgvalores de equilibrio de MAG,
DAG e TAG. E bom ressaltar que durante toda a teag&acao de esterificagdo do glicerol
para a formacdo de MAG foi favorecida ja que osregode MAG se mantiveram
significativamente superiores aos dos demais gtiees (Figura 59).

Freitas (2006) estudou a sintese de monoesteagaiairila utilizando a enzima
Lipozyme IM 20, temperatura de 60°C e razdo maedrol/acido graxo) de 3. Ela estudou
a cinética da reacdo ao longo de 48 horas. Apagdside reacao foi possivel obter 70% de
conversdo e apos 48 horas, 77,77%. Observou-seuomenéo de conversdo ao longo do
tempo, sendo que em 8 horas foi atingido um valersg manteve praticamente constante até

o término da reacdo. Comparando estes resultadnsosodo experimento 44 do presente
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trabalho, pode-se observar que as condi¢bes dizao presente trabalho se mostraram
superiores pois foi possivel obter 78,2% de codeapds apenas 2 horas de reacgéo.

Yang et al. (2003) estudaram a sintese de monoatiede glicerila em meio de
acetona, com razado molar glicerol/acido esteéaricaddcdo de peneira molecular e 5% de
Novozym 435 (m/m em relacdo ao &cido estearicoyeator fechado a 50°C. Foi realizado
um estudo cinético que permitiu observar que oligia ocorreu em 8 horas com uma
conversao aproximada de 80% e um teor de MAG G986,

Ghamgui et al. (2006) estudou a producdo de moima@olga esterificacdo catalisada
pela lipase deéstaphylococcus simulamum sistema isento de solvente a 37°C, 100 Ul de
enzima, razdo molar glicerol/acido oléico de 5 ed®gua adicionada no inicio da reacao.
Um estudo cinético realizado nestas condi¢cdes dsimmnque o equilibrio na producdo de
monooleina foi atingido em 24 horas, resultandaienrendimento em MAG de 70%. Houve
um crescente aumento no teor de MAG ao longo daweas 24 horas e, apds isso, o valor
de MAG se manteve constante até o final do expetion@8 horas).

No caso do presente estudo, pode-se observar gueparatura mais alta acelerou a
obtencédo do equilibrio, tanto em relacdo a coneeggé@nto em relacdo a composicao em
glicerideos. O equilibrio foi alcancado em 2 haa&°C e em 4 horas a 60°C, valores muito
menores do que os encontrados por Yang et al. J20@hamgui et al. (2006). Quanto a
formacdo dos glicerideos, pode-se notar ao longdoda a reacdo (a 60 ou 70°C) uma
preferéncia para a formacao de MAG, ja que seusdes® mantiveram superiores aos demais
glicerideos. Ja com relacdo a formacédo de DAG e, Tgd@e-se notar que nas primeiras 3
horas houve uma predominancia de TAG em relacdbA® a 60°C. O inverso ocorreu a
70°C. Isto demonstra que a temperatura influengiseletividade da reagcdo em DAG e TAG
ao longo das primeiras 3 horas de reacédo. Nasds lsmguintes os teores de DAG e TAG
permaneceram muito semelhantes, em ambas as téonpsrademonstrando nao haver
preferéncia para a formacgéao de DAG ou TAG (Figbgas 59).

A Figura 60 ilustra o cromatograma do produto $ird€lo no experimento 43 apoés 2
h de reacédo. Pode-se observar a quase ausénaaldesstearico (tempo de retencédo = 10 -
13 min) e a presenca de MAG, DAG e TAG com os tergmretencdo de, respectivamente,
15 - 18 min, 24 - 28 min e 30 - 36 min. Este experito (assim como o 30) levou aos
melhores resultados em termos de conversao evsddeke dentre todos 0s experimentos
realizados a 70°C. Isto se deu pois 0 mesmo apoesarma alta conversdo e uma
composicdo em glicerideos similar ao monoesteadatoglicerila comercial da marca
PROQUIMIOS (Tabela 74).
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Tabela 74: Comparacao entre os teores de glicertteoprodutos obtidos através dos
melhores experimentos realizados por via enzimétida um produto comercial

Produto MAG (%) DAG (%) TAG (%)
Experimento 30* 57,8 34,3 7,9
Experimento 43** 55,9 25 19,1
Experimento 26*** 51,6 36,6 11,8
Experimento 44**** 557 16,0 28,3
PROQUIMIOS 54,5 34,8 10,7

* Razdo molar glicerol/acido estearico = 4; 2,5 ¥nnde Novozym 435 em relacdo ao &cido estearidd®€ 7
em 4 horas de reacéo

** Razao molar glicerol/acido estearico = 4; 2,5%m de Novozym 435 em relacdo ao acido esteari@®€
em 2 horas de reacéo

*** Razao molar glicerol/acido estearico = 4; 2,5ritm de Novozym 435 em relacdo ao acido estearG®@
em 4 horas de reacéo

**** Razao molar glicerol/acido estearico = 4; 26 m/m de Novozym 435 em relacdo ao acido esteérico
60°C em 2 horas de reacéo

As Figuras 61 a 66 mostram o0s cromatogramas dodujm® sintetizados no
experimento 44 nos seguintes tempos de reacdoir8aLn®?, 4, 6 e 8 horas. Dessa forma, é
possivel acompanhar o desaparecimento do acidariestétempo de retencdo = 10 - 13 min)
e a formacé&o dos glicerideos ao longo do tempopgsmnde retencdo: MAG = 15 - 18 min,
DAG = 24 - 28 min, TAG = 30 - 36 min). Este expegmn (assim como o0 26) levou aos
melhores resultados em termos de conversao evideke dentre todos 0s experimentos
realizados a 60°C. Isto se deu pois 0 mesmo apoesarma alta conversdo e uma
composicdo em glicerideos similar ao monoesteadgtoglicerila comercial da marca
PROQUIMIOS (Tabela 74).
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* Raz&o molar glicerol/acido esteérico = 4; 2,5 #nrde Novozym 435 em relacéo ao acido estearid@®@ 6
Figura 66: Cromatograma do produto sintetizadoxpeemento 44 apés 8 h de reacao
(via enzimética) *

Apéds a andlise dos resultados de estudo cinétisoedgsdes, pode-se observar que é
possivel reduzir pela metade o tempo de reacaonétiza, sem prejuizos significativos em

termos de converséo e seletividade em MAG (Tab8laApesar da diferenca de temperatura
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de 10°C ter influenciado o perfil da reacéo ao dodg tempo (principalmente nas primeiras 4
horas de reacdo), a conversdo (a reacdo a 70°Goresm uma conversdo levemente
superior) e a seletividade em DAG e TAG (a reaca® resultou em uma maior razao
DAG/TAG), ela nao influenciou significativamentesaletividade em MAG apods 2 horas de
reacao (Figuras 58 e 59) (Tabela 74) .

Assim, comparando os resultados obtidos pelos ewprtos 43 e 44 apOs 2 horas de
reacao pode-se concluir que a reacdo a 70°C reserttouma maior conversao e uma melhor
seletividade em termos de glicerideos (mais sem&lhao produto comercial da marca
PROQUIMIOS) (Tabela 74).

5.4.5 Efeito da razdo molar entre os reagentes

Posteriormente avaliou-se unilateralmente o efééaazdo molar dos reagentes na
conversdo e seletividade da reacdo de sintese deestearato de glicerila conduzida nas
condi¢Oes descritas na Tabela 75. A Tabela 75 FEgsas 67 e 68 ilustram os resultados
obtidos.

Tabela 75: Resultados obtidos do estudo do efaitazBio molar entre os reagentes
(via enzimética)

o Temperatura Razdo Relagéo X ** MAG DAG TAG

= = (°C) Molar * massica (%) (%) (%) (%)

e = lipase/acido

5 o estearico

2 5 (% m/m)

W~

45 4 70 1 2,5 59,9 52,2 42,5 53
6 70 1 2,5 28,4 45,6 34,4 20

46 4 70 2 2,5 56,2 80,6 13,2 6,2
6 70 2 2,5 71 62,3 15,6 22,1

30 4 70 4 2,5 88,4 57,8 34,3 7,9
6 70 4 2,5 88,9 54,4 33 12,6

32 4 70 6 2,5 92,6 57 34,4 8,6
6 70 6 2,5 92,9 55 27,7 17,3

* glicerol/acido esteérico
** Conversdo em termos de consumo de acido graxo
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Tempo de reacao: 4 horas
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* 2,5 % m/m de Novozym 435 em relagdo ao acidcaesie e 70°C
Figura 67: Efeito da razdo molar entre os reageaés 4 horas de reacao (via enziméatica) *

Tempo de reacdo: 6 horas
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* 2,5 % m/m de Novozym 435 em relagdo ao acidcaesie e 70°C
Figura 68: Efeito da razdo molar entre os reageapés 6 horas de reacao (via enziméatica) *

Os resultados demonstram que, apos 4 horas deorem@dteracdo da razdo molar

entre os reagentes afetou significativamente aersée da reacdo. Para razdes menores (1 e
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2) observa-se valores de converséo similares danodke aproximadamente 60%, enquanto
para valores de razbes maiores (4 e 6) observaakees de conversdo similares de
aproximadamente 90%. Assim, pode-se concluir qutgumaior a razdo molar entre os
reagentes, ou seja, quanto maior o excesso derajlicraior sera o favorecimento da

formagao de produtos. Entretanto, a alteracdo qeard 2 ou de 4 para 6 ndo afetou
significativamente os valores de conversao.

ApoOs 6 horas de reacao, a alteracdo da razdo ertl@ os reagentes também afetou
significativamente a conversao da reacédo. Podésenaar que quanto maior a razao molar
entre os reagentes, ou seja, quanto maior o exdesglicerol, maior serd o favorecimento da
formacao de produtos.

Freitas (2006) estudou a sintese de monolauratgliderila utilizando a enzima
Lipozyme IM 20, temperatura de 60°C e tempo deaeae 4 horas. Durante o estudo foram
utilizadas as razbes molares (glicerol/acido grade) 1, 3 e 1:3. Foi observado que um
excesso de glicerol aumentou a conversdo das eaE8se comportamento € similar ao
descrito na literatura para diferentes sistemagiaoeais e diversas fontes de lipase
(PASTORE; PARK, 1993; MONTEIRO et al., 2003).

Em relacdo ao teor de MAG apdés 4 horas de reabdena-se que a razao molar de 2
foi a que mais favoreceu a formagao de MAG levaamdmn teor de 80,6%, enquanto que as
demais razdes levaram a valores semelhantes darapdamente 55%.

Ainda em relacdo ao teor de MAG, ap0s 6 horas deare observa-se que a razéo
molar de 2 também foi a que mais favoreceu a fofimale MAG levando a um teor de
62,3%, enquanto que a razao de 1 foi a que memorefzeu levando a um teor de 45,6%. As
demais razdes levaram a valores semelhantes (8@grfil da influéncia da razdo molar na
producao de MAG foi bem semelhante nos temposaig#ices4 e 6 horas (Figuras 67 e 68);

Estes resultados de seletividade em MAG sdo exeslese comparados a outros
resultados da literatura. Freitas (2006) utilizareitio molar de 3 e as condi¢des supracitadas
conseguiu apenas 28% de MAG ap6és 4 horas de resagéiny que utilizou como acido graxo
o0 acido laurico que é muito mais reativo que o&gte.

Silva (2002) estudou o efeito da razdo molar ghiéécido caprico na seletividade da
sintese de monocaprina via esterificacdo catalipatta enzima Lipozyme IM 20 em meio
isento de solvente. Os resultados demonstraranuguaumento na concentracdo de acido
caprico favoreceu a sintese de DAG e TAG, enqugo® um excesso de glicerol (razdo
molar = 2) favoreceu a taxa de formacdo de MAGgmponao resultou em um aumento

significativo na seletividade em monocaprina.
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Yang et al. (2003) estudaram o efeito da razdo mgieerol/acido esteérico sobre a
sintese de monoestearina catalisada pela enzimaziov435 (5% m/m em relacédo ao acido
estearico) em meio de acetona a 50°C, em reatbadeccom adicdo de peneira molecular.
Dentre todas as razfes estudadas (1, 2, 3:1, 46)5aerazao molar 4 foi a que resultou em
uma maior conversado (85,5%) e teor de MAG no pmdunal (82,4%) apds 8 horas de
reacdo. Os piores resultados foram obtidos comaaSes 1 (48% de MAG e 62% de
conversao) e 2 (61% de MAG e 75% de conversdo)ra&des 3, 4 e 5 apresentaram
resultados semelhantes e a razéo 6 foi levementé#ti% de MAG e 78% de conversao). Os
resultados do presente trabalho em relacdo aw eleitrazdo molar sdao semelhantes aos
encontrados por Yang et al. (2003) no sentido gumzdes 1 e 2 foram as piores e que as
razdes 4 e 6 foram as melhores em termos da obtelgca@ltas conversdes e seletividades
adequadas. Os resultados de conversdao também re@thaetes. No entando, os teores de
MAG obtidos por Yang et al. (2003) com razdo madlard e 6 foram bastante superiores aos
encontrados no presente trabalho. A principal éifea estd no meio reacional, na estratégia
de remocéao de agua e no tempo de reacdo. Segundceetal. (2003), tanto o acido estearico
guanto a monoestearina sdo sollveis em acetonae gegulta em uma alta formacéo de
MAG. No entanto, a acetona se mostrou menos adaquerd 0 presente trabalho conforme
relatado no item 5.4.2. O uso de solvente e deippemelecular (estratégias usadas por Yang
et al., 2003) acarreta uma elevacao dos gastoseagentes e com 0 processo de purificacao,
além de aumentar o tempo gasto em todo o proc€ssso de meio isento de solvente em
reator aberto para evaporacao livre de agua (égisatisada no presente tranalho) elimina
estes gastos. Adicionalmente, o monoestearato iderigl cosmético ndo precisa desta
elevada pureza. Yang et al. (2003) se esforcaranokger uma pureza elevadissima pois o
produto sintetizado por eles era para uso alimentixstes autores obtiveram estes elevados
valores em MAG apés 8 horas de reacdo, enquanto guesente trabalho conseguiu valores
adequados para o fim a que se propde em apenaa2d®reacéo, levando em consideracéo
0 estudo cinético.

Em relacéo ao teor de DAG ap0s 4 horas de reab8erna-se que a razao molar de 1
foi a que mais favoreceu a formacdo de DAG levamdmn teor de 42,5%, enquanto que a
razao de 2 foi a que menos favoreceu levando a&ande 13,2%. As demais razdes levaram
a valores semelhantes (34,5%) (Tabela 75 e Figirr&s68).

Ainda em relacdo ao teor de DAG, ap0s 6 horas algdce observa-se que a razéo

molar de 2 foi a que menos favoreceu a formaca®Alé levando a um teor de 15,6%,
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enquanto que as razoes de 1 e 4 foram as que amare¢eram levando a um teor de 34%. A
raz&do 6 levou a um valor intermediario de 27,7%€la 75 e Figuras 67 e 68).

Em relacdo ao teor de TAG apo6s 4 horas de reat@enm-se que quanto maior a
razao molar, maior o teor de TAG, sendo que a ganidoi pequena, de 5,3 a 8,6% (Tabela
75 e Figuras 67 e 68).

Ainda em relacdo ao teor de TAG, apds 6 horas dedme observa-se que a razao
molar que menos favoreceu sua formacao foi a d2 £%). As demais razdes apresentaram
valores semelhantes de TAG (17,3 a 22,1%) (TallelaFiguras 67 e 68).

E interessante notar que as razdes 4 e 6 nio mevaralteracdes significativas de
conversao e seletividade com o acréscimo de 2 lierasacao, ou seja, 0s tempos de reacdo
4 e 6 horas levaram a resultados semelhantes panéoa razdo 4 quanto para a razéo 6
(Figuras 67 e 68).

J& com as razbes 1 e 2, pode-se observar alteraigieficativas de conversao e
seletividade em MAG e TAG com o acréscimo de 2$drareacdo (Tabela 75 e Figuras 67 e
68).

Com a razéo 1 observa-se uma diminuicao drasticahersao, uma diminuicdo de
MAG e DAG e um aumento grande de TAG de 4 parar@shde reagédo. Estes resultados
mostram que, provavelmente, apos 4 horas de resstdocomecou a ocorrer no sentido
inverso (hidrélise), levando a uma diminuicdo dawvessdo O ndo excesso de um dos
reagentes pode ter favorecido este acontecimeni&m Adisso, deve ter ocorrido um
favorecimento da hidrolise de MAG e DAG (Tabelae/bBiguras 67 e 68).

Com a razao 2 observa-se um aumento significavcotiversdo, uma diminuigéo de
MAG e um aumento grande de TAG de 4 para 6 horasededo (o valor de DAG
permaneceu constante). Estes resultados mostranamase 4 horas de reacdo a reacao
continuou a ocorrer no sentido de esterificacdodseque as reacdes de esterificacdo de
MAG para formar DAG e a posterior esterificacadhG formado para a formacao de TAG
estavam sendo favorecidas durante este periodelél @b e Figuras 67 e 68).

A andlise da Tabela 75 mostra que tanto a razaarmMaofjuanto a 6 apresentaram-se
adequadas, dentre as razdes estudadas, parase si@t®IAG por via enzimatica pois ambas
resultaram em uma alta conversdo e em uma sebdwiddequada para o MAG de uso
cosmético. Dentre estas duas, a melhor é a razér hgpois implica em um gasto menor
com reagentes (glicerol), com tempo de reacaolaeak. As razdes molares de 1 e 2 levaram

a valores baixos de converséo, tornando-as ingaagiesar da boa seletividade em MAG.
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Assim, conclui-se que nao foi possivel otimizacasdi¢cdes do processo alterando-se a razédo

molar entre os reagentes.

5.5 Comparacao entre a via quimica e a enzimatica

5.5.1 Planejamento experimental

A Tabela 76 traz a comparacéo entre os resultdokidos a partir dos planejamentos
experimentais com os catalisadores quimico (2 hdeaseacdo) e enzimatico (4 horas de

reacao) para a sintese de monoestearato de gliceril

Tabela 76: Comparacao entre os resultados obticgea dos planejamentos experimentais
com catalisadores quimico e enzimatico para asgnte monoestearato de glicerila

Variaveis de resposta Catalisador  Modelo proposto S

X (%) Quimico Quadratico T
R*=0,75
Enzimatico  Quadratico T
R*=0,51
MAG (%) Quimico Linear R
R*=0,82
Enzimatico  Linear ET
R*=0,70
DAG (%) Quimico Quadratico T
R*=0,82
Enzimatico N **
TAG (%) Quimico Quadratico
R*=0,63
Enzimatico Linear ET
R*=0,57

* Variavel significativa que mais tfe a respectiva variavel de resposta.
** N&o foi possivel criar um modelmpirico pois as variaveis testadas ndo foram eStainente
significativas.
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Através da analise da Tabela 76 pode-se obsenarfa@uproposto um modelo

quadratico para a variavel de resposta X (%) tanmtoplanejamento quimico quanto no

enzimatico. A mesma similaridade ocorreu para &ver de resposta MAG (%), sendo que,

neste caso, 0 modelo proposto foi linear. Ndo haiwvdélaridade entre os tipos de modelos

propostos para as variaveis de resposta DAG (%A@ (). Em todos os casos, ¢ Ro

modelo quimico foi superior ao do enzimatico, sumgler um melhor ajuste. Além disso, as

variaveis estatisticamente significativas que nadgtaram cada variavel de resposta foram

diferentes comparando-se os planejamentos quinmeoaimatico.

5.5.2 Estudo cinético

Comparando-se o estudo cinético da reacdo de esideesnonoestearato de glicerila

por via quimica e enzimatica, pode-se observar que:

O estudo por via quimica utilizou o triplo das digades de reagentes e catalisador
em relacdo ao experimento original, enquanto gestwdo por via enzimatica utilizou
o dobro;

No estudo quimico, 4 horas foram necessarias paoater os mesmos resultados que
foram obtidos no experimento original em 2 horas;

No estudo enzimatico foram obtidos resultados dmsnéts no mesmo tempo de
reacdo dos experimentos originais, com excecaceldivéddade em DAG e TAG.
Observou-se uma diminuicdo indesejavel da razdo/MAG;

A partir do estudo enzimético foi possivel obsergae apds 2 horas de reacdo ja
podem ser obtidos resultados aceitaveis em termasmversao e seletividade a 70°C
(Figura 69);

O perfil das reagBes por via quimica e enzimatama, termos de conversdo e
seletividade, foi bem diferente: A reacdo por viangica demorou mais tempo para
atingir o valor de equilibrio de conversao e aprese variagcbes mais bruscas dos
teores de glicerideos ao longo do tempo do quagdoeconduzida por via enzimatica
(Figura 69).
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Figura 69: Comparacao entre os perfis cinéticoseklgdes de sintese de monoestearato de
glicerila por via quimica - A (140°C, razao molare 15% de estearato de zinco) e
enzimatica - B (70°C, razao molar: 4 e 2,5% de Mgne 435)

5.5.3 Efeito da razdo molar entre os reagentes

O efeito da razdo molar glicerol/acido esteari@zdes testadas: 1, 2, 4 e 6) sobre a
conversao e seletividade das reacfes de sintesermestearato de glicerila por via quimica

e enzimatica foi bastante diferente (Figura 70).
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Figura 70: Comparacao entre o efeito da razdo malareacdes de sintese de monoestearato
de glicerila por via quimica - A (140°C e 15% dteagrto de zinco) e enzimatica - B (70°C e
2,5% de Novozym 435)

Na reacdo conduzida por via quimica, observou-sediferentes razbes molares néo
influenciaram significativamente a conversao dasdes, entretanto, influenciaram bastante a
seletividade das mesmas. A Unica razdo molar opael la resultados aceitaveis em termos de
conversao e seletividade foi a 4 (Figura 70).

Na reacdo conduzida por via enzimatica (4 horasred&gdo), observou-se que

diferentes razbes molares influenciaram signifigatiente a conversdo das reacdes. Para
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todas as razbées molares, houve um favorecimentMA®, seguido por DAG e TAG,
destacando a alta seletividade da Novozym 435a2&eas molares 4 e 6 levaram a resultados

aceitaveis de conversao e seletividade (Figura 70).

5.5.4 Condicao otima experimental

A Tabela 77 mostra a comparacdo entre os expemsneuie forneceram os melhores
resultados por via quimica (experimento 6) e entzaadexperimento 30 e 43) tendo como
critério altas conversdes e composicdo em glicesidgemelhante a um dos produtos
comerciais em um menor tempo de reacdo possivelreQdtados mostram que a via
enzimatica (experimento 30) se demonstrou levemsuperior a quimica pois levou a
conversao e seletividade em MAG levemente supeariera um teor um pouco menor de
TAG. O experimento 43 foi o estudo cinético da &aenzimatica realizado nas mesmas
condicBes que o experimento 30. Através dos remdtdo experimento 43 é possivel notar
que em 2 horas ja é possivel alcancar uma converssaletividade em MAG elevadas.
Entretanto, observa-se um aumento no teor de TA@adiminuicdo do teor de DAG, que é
indesejavel considerando-se o teor de MAG obtidn.oSeor de MAG fosse maior, esta
condicdo de DAG e TAG poderia até ser aceitavefatore mostram os resultados das
analises dos produtos comerciais (Tabela 27). Comoiwe um aumento da escala da reacéo
em duas vezes para a realizacdo do estudo cingficgsperadas mudancas nos resultados do
experimento 43 em relacdo ao 30. Estas variacédenpoir a ser corrigidas através da
modificacdo de alguns parametros da reacdo paramu@imo resultado possa ser alcancado

em 2 horas de reacdo, 0 mesmo tempo da reacacapprimica.
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Tabela 77: Comparacao entre os experimentosaguederam os melhores resultados por
via quimica e enzimatica

Razdo Relacdo massica X ** MAG DAG TAG

g g Molar *  catalisador/acido (%) (%) (%) (%)

s = =B estearico (%m/m)

£33 g

8 E E~

X o 090

b - <

30 4 70 4 2,5 88,4 57,8 34,3 7,9
43 2 70 4 2,5 83 55,9 25 19,1
6 2 140 4 15 83,9 52,3 37,2 10,5

* glicerol/acido estearico
** Conversao em termos de consumo de acido graxo

A Figura 71 ilustra a comparacgdo, em termos de osig@io em glicerideos, entre 0s
experimentos que forneceram os melhores resultpdosvia quimica (experimento 6) e
enzimatica (experimento 30) e o produto comercaahthrca PROQUIMIOS, que € o que
mais se assemelha aos produtos obtidos experimmamted em termos de composicao. Os
resultados mostram que ambos o0s produtos obtidosrimyentalmente sdo adequados para
uUsSo cosmeético pois apresentam composicdo semelaanpeoduto comercial, entretanto, o
produto obtido por via enzimatica ainda € supe@produto comercial pois possui um maior

teor de MAG e um menor teor de TAG.
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* Via quimica: Razdo molar glicerol/acido estearicd; 15 % m/m de catalisador em relagdo ao &estiearico

e 140°C em 2 horas de reacéo

Via enzimatica: Razao molar glicerol/acido estearic4; 2,5 % m/m de novozym 435 em relagcdo aooacid
estearico e 70°C em 4 horas de reacéo

Figura 71: Comparacao entre a composi¢cao de predbiitdos por via quimica, enzimatica e
comercial *

A Figura 72 traz uma comparagao entre os cromatwggado produto comercial da
marca PROQUIMIOS e dos produtos obtidos utilizasdoas condi¢cdes o6timas da via
quimica (experimento 18, que foi uma repeticdo de 8a via enzimatica (experimento 43).
Assim, é possivel observar de forma mais detall@ademilaridade entre a composicao de
glicerideos dos produtos citados acima.

Primeiramente, é preciso lembrar que os cromatoagad e C foram obtidos a parir
de uma coluna com dimensdes levemente diferent8s plar isso ha uma pequena diferenca
entre os tempos de retencdo destes cromatograviesmo assim, é possivel observar que o
perfil cromatografico dos 3 produtos é bastanteefiemmte. E importante notar que no
produto comercial (C) também ha glicerideos dengsade dois acidos graxos (palmitico e
estearico), assim como nos produtos sintetizadss. fica bem evidente pela presenca de 2
picos principais de monoglicerideos (monopalmignemonoestearina) no cromatograma C,

assim como nos demais.
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* Via gquimica (A): Raz@o molar glicerol/acido esteé = 4; 15 % m/m de catalisador em relagdo adoac
estedrico e 140°C

Via enzimatica (B): Raz&o molar glicerol/acido ésie = 4; 2,5 % m/m de novozym 435 em relacdda@do
esteérico e 70°C

Figura 72: Comparacao entre os cromatogramas ddsifors sintetizados por via quimica
(A), por via enzimatica (B) e do produto comercialmarca PROQUIMIOS (C) *

5.5.5 Aspecto do produto final da reacéo

Um fator muito importante para um insumo cosmeééicgua cor. Isto porque a cor do
insumo pode influenciar a cor final do produto céson. Quanto mais clara for a matéria-
prima, menores serdo as chances de haver influéac@or do produto final. A Figura 73
mostra a coloracdo de varios produtos obtidos deiranpresente trabalho tanto por via
guimica quanto por via enziméatica.

Analisando as coloracdes de todos os produtosasbfdr via quimica foi possivel
observar que os parametros que influenciaram &rardo produto foram a temperatura e a
razao molar glicerol/acido estearico. Dentre agpaturas utilizadas nos experimentos por
via quimica, observou-se que em temperaturas abdéxd40°C (Produto A) o produto
apresenta uma coloragdo marfim enquanto que a garfi40°C o produto passa a apresentar
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uma coloragcdo mais amarronzada (Produto B). Ent&ela razdo molar, considerando
temperaturas a partir de 140°C, observou-se queagéo molar 1 a coloracdo fica mais
escura (Produto C) do que nas demais razbes melstietadas.

Ja nos experimentos realizados por via enzimatbagrvou-se que em todas as
temperaturas estudadas o produto apresentou unrag@b branca (Produto D). Entretanto, a
razao molar influenciou o aspecto do produto fiah razao molar 6 observou-se a formacéo
de duas fases com polaridades distintas, uma delaposta pelo glicerol em excesso e a
outra formada pelos glicerideos e acido esteanmo rifio reagiu (Produto E). Nas demais
razBes molares, ndo houve separacdo de fases (@ iDHu Uma possivel explicacdo para
este fato é que em situacBes de grande excesdeel®igrazdo molar 6), 0 monoestearato
de glicerila formado néo foi capaz de emulsionates fases de polaridades distintas.

Enquanto que em razdo molar 6 ocorre separacaasde ho produto obtido por via
enzimética (Produto E), no produto obtido por vidngjca isto ndo ocorre. Uma possivel
explicacdo para este fato € que o estearato de age juntamente com o monoestearato de
glicerila formando um filme interfacial que diminaitensdo entre as duas fases, mantendo,
assim, uma fase emulsionada na outra, o que, anolhaparece como uma fase Unica. Esta
observacéo reforca a hipotese de que o estearainateaja como emulsionante facilitando a
reacdo, conforme discutido no item 5.3.1 destelnab

Comparando os produtos obtidos por via quimica csrobtidos por via enzimatica,
pode-se notar que o aspecto dos produtos correspi@scaos melhores resultados de cada via
foram o produto B (via quimica) e o produto D (eiazimatica) da Figura 73. Através da
observacdo da Figura 73 é possivel observar clatemgue o produto obtido por via
enzimatica apresenta uma coloracao significativéenemais clara do que o obtido por via
quimica, sendo, portanto, mais adequado para usw ¢osumo cosmético. Inclusive é
importante ressaltar que a coloracdo dos produboserciais € bastante semelhante ao

produto D da Figura 73.



216

* A: Via quimica / Temperatura < 140°C
B: Via quimica / Razao molar glicerol/acido estedd / Temperatura: 140°C
C: Via quimica / Razao molar glicerol/acido este@tl / Temperatura: 140°C
D: Via enzimatica / Razdo molar glicerol/acido ésto 4
E: Via enziméatica / Razdo molar glicerol/acido ést® 6
Figura 73: Produtos obtidos nas reacdes de sidéees®noestearato de glicerila por via

guimica e enzimatica *

5.5.6 Consideracdes finais

Comparando a via quimica com a enzimatica podexselwir que o tempo gasto com
areacao é o mesmo (2 horas). O custo com reagantbém € o mesmo, ja que em ambos 0s
casos a razao molar glicerol/acido estearico d@ 4 €scolhida como 6tima. Em relagdo aos
gastos com energia, 0 processo quimico tem competura 6tima (140°C) o dobro da
temperatura utilizada no processo enzimatico (70%CY)m relacdo aos gastos com
catalisadores, a enzima comercial Novozym 435 ésideravelmente mais cara que 0O
estearato de zinco. Além disso, este pode sernfewte sintetizado. Porém, deve-se
considerar a possibilidade de reuso da enzima,eopgumite que a mesma enzima seja
utilizada em varios ciclos de reacao.

Yang et al. (2003) estudaram o reuso da enzima Novo435 para a sintese de
monoestearina via esterificacdo em meio de ace&t&@®C. O tempo reacional total estudado
por eles foi de 24 horas de reacdo. Apoés o finaladia reacao, a enzima foi filtrada, lavada
com acetona por 3 vezes e seca com uma correrae sieco (50°C). Os resultados deste

estudo demonstraram que a enzima Novozym 435 moddibzada para realizar 14 ciclos de
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reacao (de 24 horas cada), mantendo 90% de su@dadivem termos de formacdo de MAG
apos estes ciclos. Se na presenca de acetonapdeerejudicar a atividade da enzima por
ser um solvente polar e capaz de remover a ageacskpara sua atividade, e com um
tempo grande de reacéo (24 horas), o reuso da Mwové35 pode ser realizado com sucesso,
podemos inferir que, provevelmente, nas condic@#igagdlas pelo presente trabalho (meio
isento de solvente e tempo de reagdo de 2 a 4)horesuso também sera perfeitamente
possivel. A possibilidade de reuso viabiliza sigaiivamente o uso de enzimas em processos
realizados em grande escala pois reduz o gastacmisicdo de novas enzimas. O elevado
custo das enzimas € 0 que muitas vezes oneraapbcacdo a nivel industrial. Entretanto, é
importante lembrar que insumos de alto valor agtega&omo € o caso de insumos
cosmeéticos, justificam e até possibilitam o usoedeimas na sua sintese. Além disso, a
sintese enzimética é encarada como uma via deaim@s limpa, branda, segura e "natural”,
0 que é bastante interessante para uma matéria-pasmética e pode aumentar ainda mais o
valor do produto final.

Os produtos sintetizados por ambas as vias podempusificados para a remocéo do
excesso do glicerol ou utilizados diretamente cdolends contendo monoestearato de
glicerila (emulsionante, emoliente, aglutinante)gkcerol (umectante), ambos insumos
largamente utilizados em cosméticos. O acido astegue nao reagiu, de acordo com sua
concentracdo, pode entrar na composicdo do momwastade glicerila (Tabela 26 - acidez
maxima permitida) ou fazer parte da composicabldndcomo emoliente. Com relacao ao
catalisador, a enzima seria reutilizada e o edteata zinco poderia ser removido ou
participar da composicao didendja que também é um insumo muito utilizado em coismé
apresentando diversas aplicagbes (emulsionantdyulpidicante, corante). A producdo do
blend apresenta duas vantagens principais: Aumento bw agregado do produto final e

diminuicdo dos gastos com purificacdo durante agsso industrial.

6 CONCLUSOES

A principal conclusdo a que se pode chegar aptabalho realizado € que € possivel
sintetizar monoestearato de glicerila de uso casmatpartir de esterificacao catalisada tanto
por via quimica (estearato de zinco) quanto por emimatica (Novozym 435), com

excelentes conversoes e seletividade apropriadagsmo tempo de reacao.



218

Através do planejamento experimental realizada paesterificacdo por via quimica
(estearato de zinco) foi possivel concluir que raperatura € a variavel que mais afeta a
conversao, sendo a seletividade em MAG influencipdacipalmente pela razdo molar
glicerol/acido estearico.

Apos todos os estudos realizados para a esteéficaor via quimica foi possivel
concluir que a condigdo étima para a sintese deesde@arato de glicerila utilizando estearato
de zinco como catalisador foi: 140°C, razdo mdiaeml/acido estearico de 4, 15 % m/m de
catalisador em relacéo ao acido estearico e 2 klerasacao, em meio isento de solvente com
livre evaporacdo da agua formada na reacao defiesigio.

A partir de estudos prévios sobre o efeito do tipdipase e do meio reacional sobre a
sintese de monoestearato de glicerila a partirsteriicacdo catalisada por via enzimatica
(lipase), foi possivel identificar as condicbes snadequadas, em termos de conversao e
seletividade, para a sintese em questdo: Lipaserc@hNovozym 435 e meio isento de
solvente.

Através do planejamento experimental realizadoa par esterificacdo por via
enzimatica (Novozym 435 - 4 horas de reacao) fespu@l concluir que o termo quadratico
da temperatura é a variavel que mais afeta a csfweisendo a seletividade em MAG
influenciada principalmente pela interacdo entrelacdo massica lipase/acido esteérico e a
temperatura.

Apos todos os estudos realizados para a esteéficpor via enzimatica foi possivel
concluir que a condicdo o6tima para a sintese deoest@arato de glicerila utilizando
Novozym 435 como catalisador foi: 70°C, razdo mglarerol/acido esteérico de 4, 2,5 %
m/m de catalisador em relagdo ao &cido estearizcheras de reacdo, em meio isento de
solvente com livre evaporacdo da agua formadaat@ioede esterificacao.

Apesar das duas vias terem se mostrado adequadaa pintese de monoestearato de
glicerila de uso cosmético, a via quimica apresewotgrande inconveniente de resultar em
um produto de coloragcdo muito escura, o que pogjedicar sua aplicagdo cosmética ja que
pode influenciar a cor final do produto cosmétiéste prejuizo é somente em termos
estéticos, ndo funcionais, e sua relevancia dependéo das demais matérias-primas
utilizadas para a formulacao do produto e do p&oal propriamente dito.

Ambos os catalisadores apresentam vantagens psirdese de uma matéria-prima
cosmeética. Por um lado, a sintese enzimatica éraeaomo uma via de sintese limpa,

branda, segura e "natural”. Por outro lado, o estiea@e zinco € um catalisador quimico nao-



219

convencional que ndo precisa ser removido do poofilsél da reacdo, ja que é amplamente
utilizado como insumo cosmeético.

Os produtos sintetizados por ambas as vias pogkmpurificados ou utilizados
diretamente comdlends jA que todos os componentes do produto final isBamos
cosméticos (glicerol, monoestearato de glicerigstearato de zinco), com excecao da enzima
que poderd ser reutilizada. A producdo llend apresenta duas vantagens principais:
Aumento do valor agregado do produto final e dingi&o dos gastos com purificacado durante

0 processo industrial.
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros, destacassaguintes pontos:

* Fazer uma analise econdbmica comparativa dos paxesssintese de monoestearato
de glicerila por via quimica e enzimatica desendals no presente trabalho;

» [Estudar processos de purificacdo e separacéo @a@céo do glicerol em excesso e
do catalisador quimico, no caso de o objetivo daesé ser a obtencdo do
monoestearato de glicerila de uso cosmético e addedd

* Estudar a possibilidade de recuperacédo e reusoodazhm 435 em novos ciclos
sintéticos a fim de aumentar a viabilidade de qliaa;do a nivel industrial;

« Verificar experimentalmente o EHL do monoesteadgoglicerila purificado e dos
blendssintetizados por via quimica (monoestearato dmila + glicerol em excesso
+ estearato de zinco) e enzimatica (monoesteaeatficerila + glicerol em excesso) a
fim de direcionar a aplicacdo de tais produtos esmeticos;

* Aplicar os produtos obtidos (monoestearato de wlicgurificado eblendg em
formulacdes cosméticas, bem como avaliar a esdaliéi destas formulacdes;

» Estudar a possibilidade de substituicdo da Novo4gmm (enzima comercial de alto
custo) por uma preparacao enzimatica recombinataehor custo desenvolvida no
Laboratério de Biotecnologia Microbiana - LabinQ 1 UFRJ;

» Estudar a possibilidade de substituicdo do gliceomhercial por glicerol oriundo da
sintese de biodiesel a fim de diminuir o gasto aemgentes e reaproveitar um

subproduto de outra via sintética.
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