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Resumo

Os monoacilgliceréis (MAG) e diacilglicerdis
(DAG) sdo dos emulsionantes mais utilizados na industria
alimentar e farmacéutica.

Neste trabalho pretendeu-se selecionar preparacdes
enzimaticas imobilizadas adequadas a biocatélise da
glicerélise do 6leo de bagaco de azeitona refinado em n-
hexano para a produgdo de glicéridos parciais (MAG e DAG).
Para tal, testaram-se duas preparac¢des enziméticas da Candida
rugosa imobilizadas em espumas de poliuretano (Hypol) com
diferentes aquafilicidade (FHP X4300 e FHP 2002).

A modelagdo e otimizagdo da glicerdlise foram
efetuadas recorrendo a metodologia das superficies de
resposta. Os ensaios foram realizados em funcdo da razdo
molar glicerol/triacilglicerdis e o valor da a,, inicial.

Os valores mais elevados de MAG (32%, m/m) e
DAG (18%, m/m) foram obtidos quando a lipase se
encontrava imobilizada em espuma de poliuretano FHP
X4300.

Palavras-chave: monoacilglicerdis, diacilgliceréis, lipase,
glicer6lise, método de superficies de resposta.



Correia, A. C., Fonseca, M. M. R. & Ferreira-Dias, S.(2011). Produgdo de Emulsionantes
através da Glicerdlise de Oleo de Bagaco de Azeitona Catalisada pela Lipase da Candida Rugosa
Imobilizada em Espumas de Poliuretano. Millenium, 41 (julho/dezembro). Pp. 7-15.

Abstract

In food and  pharmaceutical  industries,
monoacylglycerols (MAG) and diacylglycerols (DAG) are
among the most important emulsifiers.

The aim of this study was to select adequate
immobilized lipases to be used as catalysts for the glycerolysis
of refined olive residue oil in n-hexane for the production of
partial glycerides (MAG and DAG). The lipases from Candida
rugosa, immobilized in two different biocompatible
polyurethane foams (Hypol), with different aquaphilicities
values, were tested (FHP X4300 e FHP 2002).

The modeling and optimization of glycerolysis was
attempted via the Response Surface Methodology. The
experiments were carried out as a function of the initial water
activity (a,) of the biocatalyst and the molar ratio
glycerol/triglycerides.

The best MAG (32%, w/w) and DAG (18%, w/w)
productions were achieved when the lipase was immobilized
at FHP X4300 polyurethane foam.

Keywords: monoacylglycerols, diacylglycerols, lipase,
glycerolysis, response surface methodology.

1. Introducéo

Os alimentos que na sua constituicdo contém gordura sdo geralmente emulsdes
(Becher, 1957). Uma emulsdo é um sistema heterogéneo que consiste em pelo menos
um liquido imiscivel disperso noutro sob a forma de goticulas. No entanto, este sistema
apresenta uma grande instabilidade termodindmica tendo tendéncia para regenerar as
duas fases que lhe deram origem. Deste modo, a adicdo de agentes de superficie, como é
0 caso dos emulsionantes, vai diminuir essa tensdo interfacial, promover a mistura
homogénea e estabilizar as emuls6es.

Os monoacilglicerois (MAG) e diacilglicerois (DAG), sdo dos emulsionantes
mais utilizados na IndUstria Alimentar (cerca de 70% da produgdo total) sendo
amplamente utilizados na producdo de margarinas, chocolates, gelados, molhos e
massas (Fisher e Parker, 1988). Possuem ainda o estatuto GRAS (Generally Recognized
as Safe, alimentos reconhecidos como seguros) atribuido pela FDA (Food and Drugs
Administration, USA).

Quimicamente, o0s MAG e DAG sdo ésteres formados por ligacdo entre 0
glicerol e, um ou dois, acidos gordos, respetivamente.
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Ao nivel industrial os MAG e DAG séo obtidos por via quimica a partir da
interesterificacdo dos triacilglicerois (TAG) com glicerol (Gli) (glicerolise) na presenca
de catalisadores inorganicos alcalinos a elevadas temperaturas (200-250°C) e pressdes
(5MPa) (Sonntag, 1982; Noureddini e Medikonduru, 1997). A via enzimatica, com
recurso a lipases como catalisadores, apresenta vantagens nomeadamente na reducéo
dos efeitos poluentes, nos consumos de energia (condigdes moderadas de pressdo e
temperatura), na eliminagdo de reacfes secundarias indesejaveis e no aumento do
rendimento (Armstrong e Yamazaki, 1986; Rosu et al., 1997).

Os TAG, principais constituintes dos dleos e gorduras, sdo 0s substratos
naturais das lipases e quimicamente sdo ésteres de uma molécula de glicerol com trés
moléculas de acidos gordos.

A reacdo da glicerdlise catalisada por catalisadores quimicos baseia-se nas
seguintes reacdes em cadeia (Sonntag, 1982):

TAG +Gli — >  DAG + MAG 1)
‘___

.
DAG+Gli ——> 2MAG )

Logo, a reacdo global sera:

TAG +2Gli &> 3MAG ©)

O mecanismo geral da glicer6lise por via enzimatica consiste inicialmente na
hidrélise de uma ligagao éster no glicérido com libertacdo de acido gordo livre, seguida da
esterificacdo desse acido gordo ao glicerol (Macrae, 1985; Goderis et al., 1987; Heisler et al.,
1991; Zu-Yi e Ward, 1993; Ferreira-Dias e Fonseca, 1995).

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil-hidrolases,
E.C. 3.1.1.3) que atuam sobre a ligacdo éster de varios compostos e que se encontram
amplamente na natureza, podendo ser obtidas a partir de varias fontes animais, vegetais e
microbianas. As lipases de origem microbianas apresentam, presentemente, uma enorme
aplicabilidade (Kazlauskas e Bornscheuer, 1998). As lipases ndo especificas, como € o caso da
Candida rugosa, quebram as moléculas dos TAG produzindo 4cidos gordos livres (AGL), Gli,
MAG e DAG como produtos intermédios. A lipase da Candida rugosa tem sido utilizada
industrialmente na producéo de biodisel € modificagdes de 6leos (Nandi et al., 2005; Shao et
al., 2008).
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A producdo de emulsionantes por via enzimatica s6 podera competir com a via
quimica se a lipase for imobilizada, de modo a permitir a sua reutilizagdo ou utilizacdo em
reatores continuos, com consequente redugéo dos custos do biocatalisador. Com a imobilizacéo
consegue-se ainda proteger a lipase da agao de alguns compostos inibitorios, pela criagdo dum
micro ambiente propicio a atividade enzimética (Persson et al., 2002). A imobilizagdo do
biocatalisador pode ser efetuada recorrendo a métodos quimicos, fisicos ou por ambos, de
modo que as moléculas da lipase fiquem retidas tornando-se insolUveis em meio aquoso.

Os poliuretanos tém sido muito utilizados como suportes enzimaticos nas reagdes em
meio organico devido a sua resisténcia aos solventes organicos. Na imobilizagdo em espumas
de poliuretano a lipase fica retida na estrutura porosa da matriz por meio de ligagBes covalentes
(Kennedy e Cabral, 1987). A lipase da Candida rugosa imobilizada em espumas de
poliuretano tem sido empregue, com grande sucesso, em reagBes de esterificagdo do &cido
butirico com etanol (Pires-Cabral et al., 2007), glicer6lise e hidrélise do azeite (Ferreira-Dias e
Fonseca, 1995; Balcao et al., 1996).

O bagaco de azeitona é um subproduto da extracdo do azeite que pode conter ainda 8
a 12% (m/m) gordura (Uzzan, 1996) e que apresenta uma composicdo quimica muito
semelhante a do azeite. Ambas as gorduras provém da polpa da azeitona, sendo o azeite
extraido por meios fisicos, enquanto o 6leo de bagaco de azeitona é obtido recorrendo a
solventes orgénicos. A utilizacdo do dleo de bagago de azeitona na obtengao de produtos com
maior valor acrescentado (como é o caso dos emulsionantes) podera ser uma alternativa para a
sua rentabilizac&o.

Com este trabalho pretendeu-se modelar a reagdo de glicerolise de dleo de bagago de
azeitona refinado, em n-hexano, catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada em duas
espumas de poliuretano de diferentes hidrofilicidades para a producdo de compostos (MAG e
DAG) com caracteristicas emulsionantes.

2. Materiais e Métodos

Materiais: Oleo de Bagaco de Azeitona refinado, cedido por José Carvalho
Coimbra, Portugal; lipase da Candida rugosa (lipase AY) oferta da Amano, Reino Unido; dois
pré-polimeros de poliuretano de diferentes hidrofilicidades Hypol (FHP X4300 e FHP 2002,
com aquafilicidades de 2,8 e 3,7, respetivamente) oferecidos pela Hampshire Chemical GmbH,
Alemanha.

Imobilizagdo: A lipase (350mg) foi imobilizada em espumas de poliuretano
preparadas a partir de 0,4g e 0,69 de pré-polimero de FHP X4300 e FHP 2002, respetivamente
(Ferreira-Dias et al., 1999). As preparacdes foram utilizadas a diferentes valores de atividade
da agua (ay), conseguidas por secagem em estufa sob presséo reduzida. A a,, foi avaliada, a
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30°C, num higréscopo munido de sensor de humidade de cloreto de litio, ROTRONIC
HYGROSKOP DT (DMS-100H).

Reacdo de glicerdlise: A lipase imobilizada nas espumas foi adicionada a 12 cm® de
um sistema reacional constituido por uma solucdo a 30% (m/v) de 6leo de bagaco de azeitona
refinado em n-hexano e quantidades varidveis de glicerol. Os ensaios decorreram em reatores
cilindricos (50 cm®) sob agitacdo magnética, a 30°C (temperatura inferior & do ponto de fusio
dos MAG). Apbs 24 horas de reagdo foram retiradas amostras do meio organico onde se
analisaram os TAG ndo consumidos e os produtos de glicerdlise presentes.

Para a modelagao da reacdo de glicerdlise recorreu-se a metodologia das superficies
de resposta (RSM) que se baseia em delineamentos experimentais adequados de modo a
abranger 0 méaximo das situacdes possiveis com um pequeno nimero de ensaios selecionando
as variaveis operatérias com efeito significativo na reacéo, modelar e otimizar as condi¢cdes que
maximizam a producdo de MAG e DAG. Os ensaios foram realizados segundo uma matriz
“Central Composite Rotatable” (CCDR) (Vuataz, 1986), em funcdo da razdo molar
glicerol/triacilglicerois (Gli/TAG) (0,5-2,0), e do valor de a,, inicial das espumas (FHP X4300:
0,37-0,91; FHP 2002: 0,24-0,91).

Métodos analiticos: Os DAG e TAG foram separados por cromatografia em camada
fina e quantificados por cromatografia gasosa (GC) sob a forma de ésteres metilicos dos acidos
gordos constituintes (FAME) recorrendo a um GC CARLO ERBA modelo VEGA 6000
série 2, munido com uma coluna capilar Supelco™ 2380 (60m de comprimento; 0,25mm de
didmetro interno; 0,20um de espessura de filme), um injetor com divisdo de fluxos e um
detetor de ionizacdo de chama (FID). O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio com uma
pressao a entrada da coluna de 60kPa. O injetor e 0 FID encontravam-se a 250°C e a coluna
sujeita a uma temperatura constante de 230°C. Os AGL, resultantes de eventual hidrélise dos
glicéridos e do mecanismo de glicerélise enzimatica, foram quantificados pelo método de
Lowry e Tinsley (1976) modificado e os MAG foram calculados por via indireta (Ferreira-Dias
e Fonseca, 1993).

3. Resultados e discusséo

As produges de glicéridos parciais pela lipase da Candida rugosa imobilizada nas
espumas de poliuretano, a diferentes valores de a,, e Gli/TAG, encontram-se nas figuras 1 e 2
para 0s MAG e nas figuras 3 e 4 para 0s DAG.
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Bl 4,360
B 5,457 R
I 6,554
3 7,651
[ 8,748
[ 9,845
[ 10,942
N 12,038
B 13,135
Il 14,232
Il above

Fig. 1 - Superficies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da produgédo de
monoacilgliceréis (MAG) durante a glicerélise do 6leo de bagaco de azeitona em n-hexano
catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada na espuma FHP 2002, em funcéo da razéo
molar Gli/TAG e de a, inicial das espumas.

Il 9,040
Bl 14,737
[ 20,434
[ 26,132
[ 31,829
137,526
[ 43,224
Bl 48,921
B 54,618
Il 60,316
Il above

Fig. 2 — Superficies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da producdo de
monoacilgliceréis (MAG) durante a glicer6lise do dleo de bagaco de azeitona em n-hexano
catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada na espuma FHP X4300, em funcéo da razéo
molar Gli/TAG e de a, inicial das espumas.

Quando se utilizou a lipase em FHP X4300, as produces de MAG e DAG
puderam ser descritas por modelos polinomiais de segunda ordem, correspondentes a
uma superficie concava (Fig. 2) e em sela (Fig. 4), respetivamente.
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Il 2661 =
Il 4,089
[ 5,516
[ 6,943
[ 8,370
19,798
[ 11,225
Bl 12,652
B 14,079
Bl 15,507
Il above

Fig. 3 - Superficies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da producéo de diacilglicerdis
(DAG) durante a glicerélise 6leo de bagaco de azeitona em n-hexano catalisada pela lipase da
Candida rugosa imobilizada na espuma FHP 2002, em funcéo da razdo molar Gli/TAG e de ay
inicial das espumas.

Il 0,542

Il 3,900

I 7,258

[ 10,615
[ 13,973
117,331
[ 20,689
B 24,047
Bl 27,405
Il 30,763
Il above

Fig. 4 - Superficies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da producao de diacilgliceréis
(DAG) durante a glicerélise do 6leo de bagaco de azeitona em n-hexano catalisada pela lipase da
Candida rugosa imobilizada na espuma FHP X4300, em fung&o da razdo molar Gli/TAG e de a,
inicial das espumas.
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Com a lipase em FHP 2002, as conversdes em MAG e DAG foram descritas
por polinémios de primeira ordem (superficies planas) (Fig. 1 e 3). A conversdo em
MAG observada com a lipase na espuma FHP X4300 (32%, m/m) foi superior & obtida
com a lipase na FHP 2002 (14%, m/m). Essa diferenca pode ser explicada pela
diferenca de valores de aquafilicidade das espumas pois, sendo o glicerol um composto
hidrofilico, tera tendéncia para migrar preferencialmente para o interior da espuma de
maior aquafilicidade (FHP 2002) (Ferreira-Dias e Fonseca, 1995). Tal podera ocasionar
no microambiente condi¢des de inibi¢do da lipase e/ou dificultar o acesso dos substratos
hidrofébicos, como é o caso do dleo de bagago de azeitona.

Com a espuma FHP X4300, verifica-se um minimo na producao de MAG para
valores de a, cerca de 0,5 (Fig.2). Abaixo e acima desse valor de a, ocorreu um
aumento da producdo de MAG, que podera resultar da predominancia da reacdo de
glicerdlise para valores baixos e da reacdo de hidrélise para valores mais altos. Nos
sistemas de a,, elevada as reacBes de esterificacdo sdo reprimidas e 0s MAG presentes
provém fundamentalmente da reacdo de hidrélise (Ferreira-Dias e Fonseca, 1995).

A maior producdo de DAG, observada com a lipase imobilizada em
FHP X4300 (fig. 4), coincidiu com o minimo na producéo de MAG (Fig. 2). E possivel
que, para valores intermédios de a, a conversdo de DAG em MAG seja um passo
limitante da reacdo (compromisso entre a reagdo de hidrolise e a da glicerolise).

Nas duas preparacdes enzimaticas observou-se uma elevada producéo de AGL
(20%, m/m), para valores elevados de a,, e razdes molares de Gli/TAG baixas.

4. Concluséo

A lipase da Céndida rugosa imobilizada nas espumas de poliuretano
FHP X4300 foi a matriz que se mostrou mais adequada para a producdo de MAG e
DAG. Com esta preparacdo enzimatica a uma a, inicial de 0,83, conseguiu-se uma
conversdo de 62% (m/m) dos TAG, com producgdo de 32% (m/m) de MAG e 18% de
DAG (m/m), ap6s 24 horas de reacdo, quando a razdo Gli/TAG foi de 1, enquanto que
na preparagdo cuja lipase se encontrava imobilizada em FHP 2002, a conversdo dos
TAG foi apenas 36% (m/m).
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