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Resumo: Este trabalho apresenta um estudo da glicerdlise de dleo de oliva usando
a enzima Novozym 435 em sistema com solvente organico terc-butanol na produ-

¢do de monoacilglicerois (MAGs) e diacilglicerdis (DAGs). Os experimentos foram
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desenvolvidos em sistema batelada para avaliagdo dos efeitos da temperatura, concen-
tragdo de enzima imobilizada e relagio molar de glicerol: 6leo (G:O). Os resultados
mostraram que ¢ possivel maximizar a produgio de MAGs e/ou DAGs, dependendo
da relagio molar de G:O utilizada. Altos contetidos de MAGs (~73% m/m) e DAGs
(~56% m/m) foram obtidos usando relagio molar de G:O de 9:1 € 0,8:1 e concentra-
¢Oes de enzima de 15 e 10% (m/m), respectivamente, ambos em 12 horas de reagio
a 55°C e 600 rpm. Os maiores contetidos da mistura de MAGs + DAGs (~ 89%
m/m) foram obtidos utilizando relagio molar de G:O de 6:1, a 70°C, 600 rpm e con-
centragdo de enzima de 10% (m/m). Este trabalho também apresenta um estudo de
modelagem matematica dos dados experimentais. Reagdes paralelas de glicerolise e
hidrélise foram consideradas para estimar as constantes da velocidade por minimiza-
¢do da fungio objetivo. De um modo geral, correlagdes satisfatérias foram obtidas

entre os dados experimentais e o modelo proposto.

Palavras-chave: enzima imobilizada; estudo cinético; glicerélise enzimatica; dleo de

oliva.

Abstract: This work reports a study regarding the glycerolysis of olive oil using
Novozym 435 in tert-butanol organic system aiming at the production of mono-
acylglycerols (MAGs) and diacylglycerols (DAGs). Experiments were performed in
batch mode, recording the reaction kinetics and evaluating the effects of tempera-
ture, immobilized enzyme concentration, glycerol:oil molar ratio and using tert-
butanol:oil/glycerol. Experimental results showed that it is possible to maximize
the production of MAGs and/or DAGs, depending on the glycerol to oil molar ra-
tio employed in the reactional system. Higher contents of MAGs (~73wt%) and
DAGs (~56wt%) were achieved using glycerol to oil molar ratio of 9:1 and 0.8:1, and
enzyme concentration of 15 and 10wt%, respectively, both in 12 hours of reaction
at 55°C and 600 rpm. Higher contents of the mixture of MAGs + DAGs (~89wt%)
were achieved using glycerol to oil molar ratio of 6:1, at 70°C, 600 rpm, enzyme
concentration of 10% (wt%). This work also reports the kinetic modeling of experi-

mental data. The glycerolysis and hydrolysis parallel reactions were considered with
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rate constants estimated by minimizing a maximum likelihood function. In general,

a satisfactory agreement between experimental data and model results was obtained.

Key words: enzymatic glycerolysis; immobilized enzyme; kinetic study; oil olive.

1 Introducio

Ha4 um grande interesse nas areas da biotecnologia visando obter novos produtos
a partir de dleos e gorduras pelo fato destes serem derivados de recursos renovaveis
[1]. Adicionalmente, o uso de enzimas para modificar a estrutura e a composi¢io
de dleos e gorduras vem crescendo consideravelmente, caracterizando-se em avangos
significativos na area de biotransformagio [2].

Os mono (MAGs) e diacilglicer6is (DAGs) sdo os emulsificantes mais utilizados
na industria alimenticia, cosmética (como estabilizantes de emulsdes) e farmacéutica
(como ligantes em comprimidos e como emolientes) [3, 4]. Além disso, os DAGs
tém grande aplicagio como aditivos funcionais em alimentos, trazendo beneficios
para saude, tal como, a redugdo da gordura abdominal visceral [5]. Pelo método con-
vencional, a produgdo de MAGs e DAGs ¢ realizada pela reagdo de transesterificagio
empregando-se temperaturas acima de 240°C e catalisadores quimicos. Os rendimen-
tos obtidos sio relativamente baixos e os produtos sio de baixa qualidade [6]. Por
outro lado, os processos enzimaticos destacam-se por utilizarem baixas temperaturas
de operagio e lipases especificas como catalisadores [7], podendo garantir maiores
rendimentos em reagdes com temperaturas proximas a ambiente, o que proporciona
produtos de qualidade superior, com economia de energia e reduzida ocorréncia de
subprodutos [8]. A produgio destes emulsificantes através da reagdo de glicerdlise é
também de grande interesse econdmico e tecnoldgico por haver a possibilidade de se
utilizar como um dos substratos o glicerol, subproduto do processamento de biodie-
sel [9].

Além da glicerdlise enzimaética, outros estudos foram desenvolvidos para a pa-
rodugio de MAGs e DAGs, como por exemplo, o uso da tecnologia de fluidos su-
percriticos e/ou gases pressurizados como solventes [10-13] que também procuram

melhorar o rendimento e a qualidade dos produtos obtidos. Porém, fica evidente que
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o maior nimero de estudos em glicerélise envolvem a aplicagdo de lipases, principal-
mente da enzima Novozym 435 [7, 14-17].

Devido a natureza polar do glicerol e apolar dos 6leos vegetais, tais compostos
apresentam miscibilidade mutua bastante limitada e uma alternativa para dispersar o
glicerol no dleo é utilizar um solvente organico. Um meio reacional com um solvente
satisfatorio melhora a miscibilidade entre os substratos tornando o sistema mais ho-
mogéneo e com melhor transferéncia de massa [18].

Objetivou-se realizar um estudo cinético da glicerélise de dleo de oliva, catalisada
por uma lipase imobilizada em meio com solvente organico e tratar matematica-
mente os dados experimentais, buscando um maior entendimento da influéncia das

variaveis nesta reagio.

2 Material e métodos

2.1 Condigdes cromatograficas e preparo das amostras

O azeite de oliva comercial da marca Arisco (extra virgem) e glicerol (99,5%,
Merck) foram utilizados como substratos. O solvente organico foi o terc-butanol
(99%, Vetec) e o catalisador foi a lipase comercial Novozym 435 (Candida antarctica -
EC.3.1.1.3) Novozymes A/S), imobilizada em resina acrilica ani6nica macroporosa
(didmetro na faixa de 0,3 - 0,9 mm), a qual atua randomicamente nas trés posi¢des do
triglicerideo. O solvente n-hexano (Quimex, 99,5%) foi utilizado na etapa de lavagem
das enzimas ao final da reagio.

Nas anélises cromatograficas, foram utilizados n-heptano, piridina, derivatizante
MSTFA (N-methy-N-trimethysiltrifluoroacetamide), padrdes externos: monooleina,
dioleina, trioleina e acido oléico (acido graxo livre), todos de grau cromatografico e
de procedéncia da Sigma-Aldrich, os quais foram escolhidos para a calibragdo por
serem os majoritarios em cada uma de suas classes, no caso do 6leo de oliva.

As analises das amostras foram realizadas em cromatdgrafo gasoso (GC), - Shi-
madzu 2010, com injetor automatico on-column e detector de ionizagio de chama

(FID). Utilizou-se a coluna capilar DB-5 (5% fenil, 95% metilsiloxano) de 30 m x 0,25
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mm X 0,1um (J e W Scientific, n° de série: US7162944H). As condi¢Bes de opera-
¢do, calibragio e analise das amostras foram baseadas na Norma n® 14.105, do Comité
Europeu para Padronizagdes [19], sendo a programagio de temperatura da coluna:
50°C por 1 min, seguido pelo aumento de 15°C/min até 180°C, 7°C/min até 230°C
e 10°C/min até 380°C, permanecendo por 8 min. A temperatura do detector era
380°C, pressdo do gas de arraste (hélio) de 80 kPa e o volume injetado foi de 1uL.
As amostras encaminhadas para analise apresentavam concentragdo de 5 mg amos-

tra/mL n-heptano.

2.2 Descrigio do aparato e procedimento experimental utilizado nas

reacdes de glicerdlise enzimatica em batelada

A unidade experimental utilizada na condugio das reagdes consistiu em um rea-
tor encamisado de vidro de 40 mL, conectado a um banho termostético para controle
da temperatura e a um agitador mecanico (IKA, modelo RW 20).

A obten¢io das amostras do meio reacional foi realizada de forma destrutiva e o
procedimento experimental consistiu nos seguintes passos: primeiramente a enzima
era colocada em estufa a 40 °C/1 h para acondicionamento. Apds, eram adicionados
a0 reator, o 0leo de oliva e o glicerol, no volume total de 15 mL, o solvente organico
(15 mL) e a enzima (na concentragio pré-definida para cada experimento) e a reagio
era iniciada. Ao final do tempo da reagio, todo o meio reacional era recolhido e
filtrado a vacuo com sucessivas lavagens com n-hexano para separar toda a amostra
da superficie das enzimas imobilizadas. As amostragens foram feitas nos tempos: 0,
15, 30, 45, 60, 120, 240, 480 e 720 min. As amostras eram transferidas para frascos
de amostragem e levadas a estufa a vacuo (70°C; 0,5 bar) até peso constante para

eliminagdo dos solventes.

2.3 Estudo da cinética enzimatica na presenga de solvente organico

As faixas de temperatura utilizadas nos testes cinéticos foram baseadas na tempe-

ratura Otima de atuagdo da enzima (Novozym 435) fornecida pelo fabricante (Novozy-
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mes A/S), que é de 70°C e em dados da literatura que sugerem outras temperaturas
para a reagdo de glicerdlise utilizando lipases, entre 35°C e 65°C [20, 21]. A faixa
da relagio molar G:O, da concentragio de enzima e a agitagdo de 600 rpm foram
baseadas nos resultados obtidos em estudos anteriores [17, 22]. A concentragio de
solvente terc-butanol utilizada foi de 1:1 (v/v) em relagdo aos substratos em todos
os estudos. Para uma melhor visualizagdo da influéncia das variaveis, as velocidades
iniciais de cada reagio (r) da produgdo de MAGs e DAGs foram calculadas, por meio
da equagdo 1:

Yy = —
At t—ty

em que r = velocidade inicial da reagio (mol.min~!); C = conversio de MAGs ou
DAG:s no tempo ¢ (mol); Cy = conversio de MAGs ou DAGs no tempo 0 (mol); t =

tempo (min) e ¢, = tempo do inicio da reagdo (min).

2.4 Modelagem matematica da reagio de glicerdlise

Considerando a complexidade dos mecanismos cinéticos que envolvem reagdes
enzimaticas, os quais, nem sempre sio claros, se propds neste trabalho, a obtengio de
um modelo matematico para glicerdlise enzimatica, adicionando apenas um parame-

. . ey o . .
tro empirico de reducio da atividade enzimatica aparente, o qual considera a redugio
pelo excesso de glicerol e por perda natural de atividade.

As equagdes cinéticas utilizadas estdo apresentadas a seguir, sendo para as etapas
de glicerdlise, as equagdes 2 a 4 e para as etapas de hidrolise, as equagdes 5 a 7 (que

ocorrem paralelamente se houver presenca de d4gua no sistema).

TAG + Gly % MAG + DAG )
2
DAG + Gly % 2MAG 3)
TAG + MAG % 2DAG @)
6
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TAG + H,0 % DAG +AGL 5)
8

DAG + H,0 % MAG +AGL ©)
1

MAG + H,0 «% Gly +AGL ?)

em que TAG, DAG, MAG, AGL, Gly e H,O sio as fragdes molares em termos de
triacilglicerdis, diacilglicerdis, monoacilglicerdis, acidos graxos livres, glicerol e agua,

respectivamente.

A partir das equagdes e do balan¢o de massa realizado, em reator batelada para
cada componente, foram obtidas as equagdes 8 a 13, que representam as velocidades

das reagdes que envolvem a produgdo de MAGs e DAGs obtidas:

dTAG
= —k (Gly)TAG) + ky(DAG)(MAG) — ks(TAG)(MAG) @)
+k(DAGY — k,(TAG)(H,O) + ks(DAG)(AGL)
dDAG 2
= k,(Gly)TAG) — ky(DAG)MAG) — ky(Gly)(DAG) + k,(MAG)*  (9)

+2ks(TAG)Y(MAG) — 2k (DAG)* + k,(TAG)(H,0) — ky(DAG)(AGL)

—ko(DAG)(H,O) + kio( MAG)AGL)

AMAG
dt

=k, (Gly)(TAG) — ky(DAG)(MAG) + 2k5(Gly)(DAG) — 2k, (MAG)?* (10)
—ks(TAG)(MAG) + ky(DAG)? + ko( DAG)(H,O) — kyo( MAG)(AGL)

—k | (HyO) MAG)+ ki,(Gly)AGL)
% = —k(Gly)TAG)+ ky(DAG)(MAG) — k;s(Gly)(DAG) + k4(MAG)2 (11)
+ky (MAG)(H,0) — ky,(Gly)(AGL)
dAGL
dt

—ko(MAG)AGL) + k| (H,O)MAG) — k,(Gly)(AGL)

= k,(TAG)(H,0) — kg(DAG)(AGL) + ko(DAG)(H,O) (12)
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dH,0
—— = ~k(TAG)(H,0) + ky( DAG)AGL) ~ ky(DAG)(H,0)  (13)

+ko(MAG)AGL) — k| (MAG)(H,O) — k,(Gly)(AGL)

em que kb, =K,-[E,],sendo i = 1,...,12 e [ E,] = concentragdo de enzima no meio
reacional (g enzima/g substratos).
Os parametros do modelo (ky;, Ea; /R e kd) foram estimados do ajuste dos dados

experimentais através da minimizagio da fungdo objetivo, como segue:

NOBS Nvar

ex
f= ; Zk] (Co = Ciey? (14)
em que C;/: e C].CZI ¢ representam as concentragdes de TAGs, DAGs, MAGs e AGLs
experimentais e calculadas pelo modelo (Equagdes 2 a 7), expressas em fragio massica
percentual em base livre de solvente, agua e glicerol. NOBS refere-se ao nimero de
observag3es experimentais e Nvar o niimero de varidveis usadas na regressio (TAGs,
DAGs, MAGs e AGLs).

Um programa computacional foi desenvolvido para o procedimento de estimagio
dos parametros utilizando o software Matlab 7.0. A subrotina “ode23s” (ferramenta
da biblioteca do Matlab 7.0) foi usada para a resolugdo das equagdes diferenciais. Para
a estimagio de parametros cinéticos da reagido foi empregado o Método de estocastico
Enxame de Particulas (Particle Swarm Optimization) [23] e a subrotina de otimizagio
“fmincon” (ferramenta da biblioteca do Matlab 7.0) foi implementada para a minimi-

zagio da fungdo objetivo.

3 Resultados e discussio

3.1 Analise das solugdes de calibragio

As equagdes obtidas com as curvas padrdes (concentragio versus area) para cada
componente foram:
y = 0,0000325.x; y = 0,0000513.x; y = 0,0000634.x; y = 0,0000434.x;
respectivamente para MAGs, DAGs, TAGs e AGLs, em que y = concentragio (mg/L)
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e x = Area (UA). O resultado encontrado para cada composto era dividido pela con-
centragdo inicial da amostra e multiplicado por 100, obtendo-se, assim, resultados
em porcentagem do componente em relagdo a massa total da amostra (% m/m). Em
relagido ao glicerol, optou-se por determina-lo por diferenga entre a massa total e a

soma dos demais constituintes.

3.2 Desenvolvimento do modelo e determinagio dos parametros ciné-

ticos

Foi adicionado a0 modelo um termo de desativagio enzimatica pelo excesso de
glicerol ao longo da reagdo [24]. Para o calculo desta desativagido, definiu-se primei-
ramente, a atividade da enzima que € representada pelo termo “a”, e é definida como
a relagdo entre a concentracio de enzima ativa ([E,,]) e o total da concentragio de

enzima ([£T]), como segue:

a=[E,.]/ET] (15)

Para representar a sensibilidade da reagio de glicerdlise em relagdo a variagio da
temperatura (7'), constantes da velocidade aparente (K;) foram expressas em termos
de temperatura por uma equagio tipo Arrhenius (Equagio 16):

—Eﬂi .
k; =ky; - exp( =T ) i=1,...,12 (16)

em que k; (1 = 1,...,12) = constantes de velocidade aparente (mol/(g.min)); kq;

(1 = 1,...,12) = fatores pré-exponenciais (mol/(g.min)); Ea;/R @ = 1,...,12) =
parametros de energia.

Um fator empirico de redugio da atividade enzimatica foi proposto para descre-
ver a desativagdo da enzima em fungio da concentragio do glicerol no meio reacional,
a qual segundo Fogler [25] pode ser expressa como a equagdo 17:

da

E:—kd-a”-[G]q n=1ou 2, g=1 ou 2 (17)
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em que kd = constante de redugio da atividade enzimatica (min.moly ..,)™"); 4
= termo relacionado a atividade residual da enzima; [G] = concentragdo de glice-
rol (mol/g  bseraro)s # = ordem da redugio da atividade da enzima e ¢ = ordem da

redugio da atividade enzimatica relacionada com a concentragio de glicerol.

No inicio da reag¢io o valor de 4 é assumido ser unitario (z = 1). A determinagio
de 7 e g esta detalhada no estudo de Kruger [24], onde se fixoun =2 e g = 1. Os pa-
rametros estimados pelo modelo cinético proposto para esta abordagem encontram-

se nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Constantes cinéticas obtidas na modelagem dos dados experimentais

i Ea, /R(K) K. (mol.g™!.min™")
1 4.775,03 837,55
2 2.324,87 2.263,72
3 815,99 956,10
4 1.529,71 1.036,06
5 1.945,2 1.183,76
6 3.572,25 2.509,06
7 1.804,99 429,76
8 2.641,07 953,45
9 454451 962,34
10 108,59 1.092,09
11 938,91 1.245,96
12 3.930,29 609,25
Valor da fungio f (Eq. 4.7) 630,43

Para o ajuste dos parametros foram utilizados os dados obtidos no estudo da
cinética da glicerdlise enzimatica deste trabalho, compreendendo 13 conjuntos de ex-

perimentos (cinéticas), com seis a nove pontos cada conjunto, totalizando 110 pontos

experimentais do contetido de TAGs, DAGs, MAGs e AGLs.

Tabela 2. Parametros estimados pelo modelo cinético (Equagio da reducio da atividade
enzimadtica)

/e0,’(min.molgucerol)_1 " 4
21,89 2 1
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Para o calculo dos valores dos desvios quadraticos médios (rmsd) utilizou-se a

equagdo 18, como segue:

ZNOBS(X?XP _X§alc)2
! N]O = ! k= TAG,DAG,MAGeAGL  (18)

rmsd, =

Assim, os valores obtidos foram: rmsdy,; =18,39; rmsdp,;=7,87;
rmsdy e = 5,50 e rmsd = 1,59 para TAGs, DAGs, MAGs e AGLs, respectiva-

mente.

3.3 Estudo da cinética enzimatica na presenca de solvente organico

O:s resultados encontram-se em termos de fragdo massica do sistema em base li-
vre de solvente e de glicerol. Todos os experimentos foram realizados utilizando a
agitagdo de 600 rpm, relagdo volumétrica de solvente:substratos de 1:1 e enzima imo-
bilizada Novozym 435. As velocidades iniciais de formagio de DAGs e MAGs e de
consumo de TAGs foram calculadas para os primeiros 60 minutos de reagio, os quais
corresponderam a faixa linear da curva. No decorrer do item 3.3 estdo discutidos os
resultados obtidos para as velocidades iniciais de formagio dos produtos, bem como
o ajuste dos dados experimentais com o modelo desenvolvido (com os parimetros

cinéticos da tabela 1).

3.3.1 Influéncia da concentragio de enzima imobilizada no meio reacional

Na figura 1, sio comparadas trés cinéticas realizadas nas mesmas condigdes, po-
rém variando a concentragio de enzima utilizada nas reagdes.

Pode ser observado, a partir das figuras 1(a) e (b), que 0 aumento da concentragio
do catalisador aumenta a velocidade da reagdo, o que fica evidenciado ao se observar
as velocidades iniciais obtidas: 0,514 e 1,872 mmol.min~! para produgio de MAGs e
0,155 € 0,394 mmol.min~! para a produgio de DAGs, respectivamente para as reagdes
com 2,5 e 10% (m/m) de enzima no meio reacional. Porém, a partir da figura 1(c)

observa-se que a variagio na concentragio de enzima de 10 para 15% (m/m) pouco

341



Revista Ciéncias Exatas e Naturais, Vol.13, n° 3, Edi¢do Especial, 2011

altera o comportamento cinético, principalmente em relagio ao rendimento, apos
12 h de reagio, em MAGs (55,6 € 56,4% (m/m), respectivamente). Observando as
velocidades iniciais desta Gltima cinética (com 15% de enzima (m/m)), os valores
obtidos se aproximam aos da cinética com 10% de enzima (m/m): 2,021 e 0,501

mmol.min~! para produgio de MAGs e DAGs, respectivamente.
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Figura 1. Modelo e dados experimentais do efeito da concentragio de enzima na reagio de
glicerdlise de dleo de oliva na presenga de solvente terc-butanol. Condigées experimentais:
relagio molar G:O de 6:1 e 70°C. Concentragio de enzima (m/m): (a) 2,5%; (b) 10%; (c)
15%

Segundo Valério e al. [13], Yang et al. [21] e Damstrup et al. [26], a partir de
uma determinada concentragio de enzima, podem ocorrer limitagdes de homogenei-
dade do meio pela formagio de agregados, o que afetaria a transferéncia de massa pela
dificuldade de contato entre o sitio ativo da enzima com os substratos.

Deste grupo de experimentos, pode-se observar que o aumento da concentragio

de enzima de 10 a 15% (m/m) nfo se justifica, ou mesmo pode ser desnecessario,
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uma vez que os rendimentos dos produtos finais sio pouco influenciados. Em rela-
¢d0 ao comportamento do modelo, obteve-se um ajuste satisfatorio para as cinéticas

utilizando 10 e 15% (m/m) de enzima e um ajuste mais pobre para a concentragio de
2,5% (m/m).
3.3.2 Influéncia da temperatura da reagdo

Na figura 2, s3o comparadas as cinéticas realizadas em diferentes temperaturas na
faixa de 40 2 70°C.

sncanttagBio % (mim)

S
Concartragho % (mim)
4 8 8 8 2 B & 8

c
=]
=
o
J
[

._‘
F
H

L] 160 o n 4m el LU m o
tampa fminh

% (]

Concertiag bs

Figura 2. Modelo e dados experimentais do efeito da temperatura na reagio de glicerdlise

de dleo de oliva na presenca de solvente terc-butanol. Condicies experimentais: relaggo
molar G:O de 6:1 e 10% (m /m) de enzima. (a) 40°C; (b) 55°C; (c) 70°C

Em relagdo a temperatura de rea¢do nio se observa influéncia significativa desta
na faixa de 55 a 70°C na velocidade da reagdo, uma vez que com duas horas de rea-
¢do os rendimentos atingiram valores acima de 50% (m/m) para MAGs e acima de
13% (m/m) para DAGs para ambas as cinéticas. As velocidades iniciais foram muito

préximas para as reagdes na temperatura de 55 e 70°C: 2,047 e 1,940 mmol.min~!
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para a produgio de MAGs e 0,228 e 0,293 mmol.min~! para a produgio de DAGs,
respectivamente. A temperatura de 40°C apresentou um perfil semelhante as demais
temperaturas, tendo, porém uma velocidade inicial da reagdo menor (1,324 e 0,187
mmol.min~! para a produgio de MAGs e DAGs, respectivamente). No entanto, ao
final das 12 h de reagdo a 40°C foi obtido um rendimento em DAGs semelhante ao
experimento a 55°C (19,0 e 18,4% (m/m), para as reagdes a 40 e 55°C, respectiva-
mente) e rendimento em MAGs em torno de 5 e 8% (m/m) menor que as reagdes a
55 e 70°C, respectivamente.

Os resultados observados na figura 2 estdo de acordo com resultados encontra-
dos na literatura sobre a temperatura de atuagio da Novozym 435 ser entre 40 e 70°C
[1,9, 21]. Cabe enfatizar que a temperatura apresenta um papel importante no sis-
tema reacional. Um aumento da temperatura pode reduzir a viscosidade da mistura,
aumentar a solubilidade e o processo de difusio entre os substratos, e assim, limi-
tagOes de transferéncia de massa podem ser reduzidas acarretando em aumento da
velocidade de reagdo. Por outro lado, a perda da atividade da enzima pode ser acele-
rada com o aumento da temperatura.

Em relagdo ao ajuste do modelo ao grupo de experimentos da figura 2, pode-se

observar que o ajuste foi satisfatorio, representando fielmente os dados do estudo.

3.3.3 Influéncia da relagdo molar de glicerol:6leo (G:O)

Na figura 3, pode-se observar a influéncia da relagdo molar de G:O de 3:1 2 9:1,
utilizando 55°C, 15% (m/m) de enzima e relagdo volumétrica de solvente:substratos
de 1:1 (v/v).

As cinéticas utilizando relagdo molar de G:O de 3:1 e 6:1 apresentaram seme-
lhante comportamento no rendimento de DAGs ao longo da reagio, inclusive com

velocidades iniciais bem préximas, 0,327 e 0,360 mmol.min~!

, respectivamente. Por
outro lado, para a relagio molar de 9:1, a velocidade inicial da reagdo foi de 0,233
mmol.min~!. E interessante observar que o rendimento de DAGs é maior quanto
menor a relagdo molar de G:O. Ao final das 12 h de reagdo, para as cinéticas com
relagdo molar 3:1 e 6:1, a concentragio de DAGs ¢ cerca de 23% (m/m) em ambas

e, para a relagdo molar 9:1 € cerca de 13% (m/m). A indicagdo de que a diminuigio
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da concentragdo de glicerol aumenta a produgio de DAGs vem a colaborar com o

entendimento de estudos semelhantes [11, 27].
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Figura 3. Modelo e dados experimentais do efeito da relagio molar de glicerol:6leo na
glicerdlise enzimadtica de dleo de oliva na presenca do solvente terc-butanol. Condicdes
experimentais: 55°C e 15% (m /m) de enzima. Relagio molar G:O: (a) 3:1; (b) 6:1; (c) 9:1

Por outro lado, o rendimento em MAGs, ao final das 12 h de reacio, é influ-
enciado pelo aumento da relagdo molar de G:O, cerca de 54, 64 e 73% (m/m) para
as relagdes molares de 3:1, 6:1 e 9:1, respectivamente. Esta afirmacio fica clara ao
ser observado as velocidades iniciais na formagio de MAGs, para as condi¢des com
3:1 e 6:1 que foram de 1,994 e 2,351 mmol.min™!, respectivamente. A cinética utili-
zando a relagio molar de G:O de 9:1 conduziu a uma velocidade inicial mais baixa,
1,474 mmol.min~!, aparentemente pelo aumento da viscosidade do meio causada
pela grande quantidade de glicerol e consequente diminuigio da transferéncia de

massa inicial. Porém, a partir de 8 horas de reagdo, o rendimento desta dltima re-
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agio ultrapassou as outras duas cinéticas que utilizaram relagdo molar de G:O de 3:1
e 6:1.

Observa-se, na figura 3, que para as reagSes que utilizam uma relagio molar de
G:O de até 6:1 0 modelo apresenta ajustes satisfatorios . Porém, para a relagio molar
de 9:1, 0 modelo n3o ¢ capaz de correlacionar de forma adequada os dados e assim, o
ajuste € prejudicado. Isto se deve aos fendmenos causados pela aderéncia do glicerol
no suporte da enzima. Estes fendmenos envolvem as alteragdes na transferéncia de
massa, a formagio de aglomerados e a formagio da “capa” de glicerol ao redor da en-
zima, entre outros. A consideragio de todos estes fendomenos pelo modelo o tornaria
altamente complexo.

Foram realizados dois experimentos, na presenga de solvente organico terc-buta-
nol e com restri¢io de glicerol. Isto porque simulagSes preliminares [26] confirma-
ram que a maior produgio de DAGs esta intimamente ligada a baixa concentragio
de glicerol no meio reacional. Os resultados obtidos com razdes molares de G:O
de 0,8:1 e 0,33:1 encontram-se na figura 4 e mostram a tendéncia de que quando ha

restrigdo de glicerol no meio, prioriza-se a produgio de DAGs.

Concanirag o % {m
£

Figura 4. Modelo e dados experimentais do efeito da relacio molar de glicerol:6leo na
glicerdlise enzimatica de dleo de oliva na presenca do solvente terc-butanol. Condicoes
experimentais: 55°C e 10% (m/m) de enzima. Relagio molar G:O: (a) 0,8:1; (b) 0,33:1.

Na figura 4(a) observa-se um rendimento em DAGs em torno de 57% (m/m) ao

final da reagio e na condigio de maior restrigio de glicerol (Figura 4(b)) obteve-se
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em torno de 51% (m/m) de DAGs em 8 h de reacio. E interessante observar na fi-
gura 4(b) que ao final das 12 h de reagdo, ainda ha uma quantidade significativa de
TAGs (em torno de 37% (m/m)), indicando, por exemplo, se para estas condi¢Oes
fosse adotado um sistema de batelada alimentada e alimentando de forma contro-
lada o glicerol, poderiam-se conseguir altos rendimentos em DAGs. Para este grupo
de experimentos, nio se obteve uma correlagdo satisfatoria, principalmente para a
menor concentragio de glicerol, em parte justificada pelos poucos dados cinéticos
disponiveis nestas condi¢des de restri¢io de glicerol, comparado ao volume de dados

em outras condi¢des experimentais.

4 Conclusoes

Ao final deste estudo, pode-se concluir que a relagio molar de G:O é um fator se-
letivo, onde valores mais altos de glicerol favorecem a formagio de MAGs, enquanto
que valores mais baixos favorecem a formagio de DAGs. Em relagdes molares médias
de glicerol e 6leo (6:1) pode-se obter a maximizagdo da mistura de MAGs + DAG:s.

O modelo desenvolvido mostrou que ha uma grande dificuldade de correlacionar
as reagOes que utilizam relagio molar G:O de 9:1, provavelmente pelos fendmenos
causados pela aderéncia do glicerol no suporte da enzima, apesar de o modelo con-
siderar um termo de desativagio da enzima pelo excesso de glicerol. Por outro lado,
para todas as demais cinéticas, o modelo foi satisfatorio, apesar de nio considerar os
complexos enzimaticos formados ao longo das reac¢des, e por consequéncia ser um
modelo mais simples. O modelo apresentado trouxe uma contribuigdo impar para
o estudo das reagbes de glicerdlise. Isto porque nio foi encontrado, até o presente
momento, outro estudo na literatura que explore a modelagem matematica da gli-

cerdlise enzimatica de 6leo de oliva na presenca de terc-butanol para a produgio de
MAGs e DAGs.
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