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ESTUDO PRELIMINAR DA GLICEROLISE ENZIMATICA DOS OLE OS DE
CANOLA, GIRASSOL E TABACO ENERGETICO

Jéssica Thonté
Rosana Louzada Mullér
Rosana de Cassia Souza Schnelder

RESUMO

Atualmente muitas politicas governamentais levaioress para o desenvolvimento de
tecnologias para que seja possivel obter o biddidsssa producdo gera como
coproduto glicerina, que representa cerca de 10%oflame total. O método mais
utilizado nas industrias € a glicerdlise quimicarém a glicerdlise enzimatica € uma
alternativa ambientalmente mais correta para &ag#o de glicerina na producao de
monoacilgliceréis (MAG) e diacilgliceréis (DAG) aagiir de 6leos vegetais. Neste
estudo foram realizados 16 ensaios de glicerolisgngtica dos 6leos de canola,
girassol e tabaco, com variagcdo na quantidadeiderqgl lipase, tempo e temperatura
em cada ensaio. Os produtos das reacdes foranadomlpor Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) e Espectroscopia de Inframetho (IV). Com o dleo de
girassol, se obteve um porcentual de conversdoedsa ae 40% de triacilglicerol
(TAG) em MAG e DAG. Com 0leo de canola e de tabaamnversao foi menor. Foi
verificado que a quantidade de lipase é um faterigfluencia diretamente a reacéo de
glicerdlise, proporcionando o desenvolvimento demétodo mais limpo que reduz os
impactos ambientais do procedimento quimico tradal
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ABSTRACT

Currently, lots of governmental policies are makiafforts in order to develop
technologies making it possible to obtain biodie3élis production generates as co-
product glycerine, representing 10% of the totdune. The most used method inside
industries is the chemical glicerolysis, howevee tenzymatic glycerolysis is a
alternative more environmentally correct for thee usf glycerine to produce
monoacylglycerols (MAG) and diacylglycerols (DAGYIm vegetable oils. In this study
were made 16 assays of enzymatic glycerolysis nblea sunflower and tobacco oils,
ranging the quantity of glycerine, lipase, time aedhperature in each assay. The
products from the reactions were evaluated throljgh Performance Liquid
Cromatography (HPLC) and Infrared Spectroscopy.(48ing the sunflower oil, it was
possible to get a conversion percentual of aboté 40triacylglycerol (TAG) in MAG

! Aluna do Curso de Quimica Industrial na Univerdilade Santa Cruz do Sul — UNISC.
<jehthome@hotmail.com>

2 Professora do Programa de Pés-graduacdo em Tgandimbiental pela Universidade de Santa Cruz
do Sul — UNISC <ro-muller@bol.com.br>

% Professora do Departamento de Quimica e Fisicastratio de Tecnologia Ambiental da Universidade
de Santa Cruz do Sul — UNISC <rosana@unisc.br>

Revista Jovens Pesquisadores, Santa Cruz do Sylnvl, p. 34-50, 2013



35

and DAG. With canola or tobacco oil the conversiaas minor. It was verified that the
quantity of lipase is a factor that directly infhees in the glycerolysis reaction,
providing a cleaner method development, reduciegetivironment impact compared to
traditional chemical procedures.

Keywords: Glycerine. Enzymatic glycerolysis. Vegetable dilpase.

1 INTRODUCAO

O aumento das preocupacdes ambientais com a qimlitbaar atmosférico tem
levado a induastria a tornar viavel a utilizacdo cdambustiveis alternativos que
proporcionam uma queima mais limpa (MUNIYAPPA, 1p96

Com a producéo de biodiesel em escala industatipesendo geradas toneladas
a mais de glicerina por ano, esta sendo o maigrraeddto do processo (FREITAS,
2009). Neste contexto surge a possibilidade dézag#io do glicerol como matéria
prima para obtencdo de monoacilgliceréis (MAG) acilijliceréis (DAG) (Freitas,
2006).

A sintese de MAG e DAG catalisada por lipases t&ho studada como
alternativa ao método classico devido a seletivedadas lipases e também a utilizacédo
de condi¢Oes reacionais brandas, resultando enujmde melhor qualidade e menor
custo de energia (ZHU, 2011Qs substratos naturais utilizados pelas lipases séao
triacilglicerdis (TAG) e, sob condicbes naturais, lgpases catalisam a hidrélise da
ligacdo éster da molécula (FREITAS, 2006).

Monoacilglicerois (MAG) séo surfactantes extensieate utilizados devido as
suas excelentes propriedades emulsionante, estailtdi condicionante e plastificante.
MAG consistem de uma cadeia de acido graxo ligad@alentemente a uma molécula
de glicerol através de uma ligacdo éster (ZHU, REles representam cerca de 70%
dos emulsificantes sintéticos nessas industriaoeasnplamente utilizados por nao
apresentarem efeitos colaterais quando ingeridasitagdes na pele (VOLL, 2011).

Diacilglicerdis (DAG) séo ésteres de glicerol ene glois dos grupos hidroxila
sdo esterificados com acidos graxos. Eles existem deas formas isomeéricas
diferentes, 1,2-(2,3)-DAG e 1,3-DAG, e ocorrem comammponentes naturais de
glicerideos em vérios 6leos e gorduras em nivgiergres a 10% (GONCALVES,
2012).
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Ha afirmacdes recentes de que os 0leos enriqguecainsDAG podem superar
problemas de obesidade e de doencas associadassamno excessivo de gordura. Por
este motivo, esfor¢cos tém sido tomados para pro@&G de uma forma mais rapida e
econbmica (PHUAH, 2012).

Os MAG e DAG séao produzidos industrialmente atradés glicerolise de
triacilglicerdis com glicerol a altas temperatuga®00 °C), na presenca de catalisadores
inorganicos. Devido as altas temperaturas utiligadssta reacdo gera subprodutos
indesejaveis, decorrentes de reacfes de polimédzale acidos graxos. Estes
componentes conferem cor escura e odor desagradavptoduto (FREGOLENTE,
2009). A glicerdlise quimica ndo é adequada papoducdo de monoacilgliceréis
insaturados, pois estes ndo sao estaveis a atipsraturas (ZHU, 2011).

Nos ultimos quinze anos tem surgido um cresceriggesse na tecnologia de
modificacdo dos Oleos e gorduras. Esta tendénda per atribuida principalmente ao
fato desses materiais serem obtidos de fontesamateirempregados como importantes
matérias-primas para as industrias quimicas, fa&uoimas e alimenticias (CASTRO,
2004). A (glicerdlise é um tipo de reacdo de interestaadfdm utilizada para a
transformacao de Oleos e gorduras (YAHVA, 1998).

A substituicdo dos catalisadores inorganicos paasks na sintese de gliceréis
traz vantagens como temperaturas mais baixas, ompesle a coloracdo e formacéo de
subprodutos e diminui o consumo de energia e gerdedpoluentes. Aléem disso,
possibilita a sintese de glicer6is com acidos graxsaturados, que € dificilmente
alcancado pelo método quimico (ZHAO, 2011).

A glicerdlise catalisada por enzimas oferece urmagle nivel de conversao de
substrato: 3 mol de MAG podem ser formados a pdetil. mol de Oleo. A glicerdlise
enzimatica para a producdo de MAG resulta em naistude monoacilgliceradis,
diacilglicerais, triacilglicerdis e um pouco deggiol (ZHU, 2011).

A composicéo final do meio reacional dependerawddsres das constantes de
equilibrio de ambas as reacdes (formacdo de mondiamilglicerois), sendo que o0s
produtos sdo dependentes da temperatura e da géioparcial de glicerol em relacédo a
concentracao do triacilglicerol de partida (YAHVEQ98).

Varios pesquisadores tém centrado seus estudosrangfo enzimética de
DAG por esterificacdo, glicerélise e hidrélise parae 6leos e gorduras devido as
vantagens relacionadas as enzimas, tais como @éasdigeacionais brandas, alta
seletividade e eficiéncia de catalise (WANG, 2011).
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A minimizacdo da degradacéao térmica dos produtbs@nomia de energia sdo
provavelmente os maiores atrativos na substituigéao glicerolise quimica pela
enzimatica. Além do crescente interesse das indsistlimenticias em fabricar produtos
mais saudaveis devido as exigéncias de mercaddyupoa produtos livres de reacoes
de polimerizacdo e de gorduras (FREGOLENTE, 2009).

Considerando 0 exposto, 0 objetivo desse trabalbio obter mono e
diacilglicerdis a partir da reacdo de glicerina cdimersos tipos de 6leos vegetais
(canola, girassol e tabaco) através da glicer@isamatica e avaliar tais produtos.
Inicialmente foram realizados ensaios preliminagega otimizar as condicdes
reacionais para testar a capacidade da enzima ewerter triacilglicerol a mono e
diacilglicerol.

2 MATERIAIS E METODOS

Visando a otimizacdo das condi¢Bes reacionais iderglise enzimatica para
obter o melhor rendimento, foram planejados 16 ieasa serem realizados com
glicerina comercial (PA) e 6leos de canola, giraedabaco refinados. O 6leo de tabaco
foi parcialmente refinado.

Conforme o ensaio houve variagBes na quantidadgickrol (razdo massica
glicerol/6leo), porcentagem de lipase, tempo e tgatpra de reacdo. A quantidade de
oleo foi mantida fixa, bem como a quantidade dead8&6 em relacdo a massa do 6leo).
A relacdo massica de glicerina/dleo, quantidadégie e porcentagem de lipase foram
baseadas em metodologia desenvolvida por FregolehteTabela 1 mostra o
planejamento experimental com as condicdes redsiona

A Figura 1 mostra o fluxograma das reacfes, nass qus reagentes sao
adicionados a um erlenmeyer com tampa e séo agitanp shaker orbital modelo
Marconi 420M, a temperatura e tempo determinadgglarmejamento representados na
Tabela 1. Apds o término da reacdo, as amostrasos@cadas em repouso para haver a
separacao das fases e, em seguida, sédo retiragastas dos produtos para analises

atraveés de cromatografica liquida de alta efice&idiPLC).
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Os Oleos vegetais (canola, girassol e tabaco)zaditis nas reacbes foram

analisados por cromatografia liquida de alta efwi& (HPLC), cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) e extexmropia de infravermelho

(IV), para assim determinar suas condi¢c0es ini@ggsteriormente compara-los com a

mistura de produtos para confirmar a ocorrénciaeagdes.

Tabela 1 —Planejamento — ensaios de glicerdlise enzimatitaamndo os 6leos de
canola, girassol e tabaco.

Glicerina/6leo

Temperatura

Ensaio* (m/m) Lipase (%)** Tempo (h) )

1 0,9 10

2 1,2 o4

3 0,9

4 1,2 20

5 0,9 10 45
6 1,2 36

7 0,9 20

8 1,2

9 0,9 10

10 1,2 o4

11 0,9 20

12 1,2

55

13 0,9 10
14 1,2 36
15 0,9 20
16 1,2

* Utilizacdo de quantidades fixas de 6leo e agda €Bn relacdo a massa do 6leo).

** Porcentagem em relacdo a massa de 6leo
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Figura 1 - Fluxograma com as etapas da reacéo de glicerdismatica.

3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As andlises por HPLC foram realizadas em um crognatd Shimadzu
modelo UFLC, com coluna empacotada Phenomenex CdBade silica gel ou coluna
Waters C18 e detector UV-VIS de arranjo de diodo.

As fases moveis utilizadas foram denominadas cofviee*B”, sendo a fase
“A” acetonitrila com metanol (relagdo 4:1 v/v) e€ase “B” hexano com isopropanol
(relacao 8:5 v/v). A eluicao foi realizada em gesie, conforme mostrado na Tabela 3,
gue também apresenta os demais parametros desanalis

Os Oleos vegetais e os produtos das reacdes forgparpdos para andlise
através de diluicdo em fase movel “B” com rela¢@® {v/v). O mesmo procedimento
foi realizado para os 6leos vegetais de partida.

O processamento dos dados gerados nas analisggadhgos foi realizado
pelo software LabSolutions. Para obter o porcentlativo de conversédo de TAG em
MAG+DAG e AGL foram utilizados os valores de aremgentagem relativa de area de

um pico com relagdo ao total de &rea de todoscos pi

3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometrige massas (GC/MS)

As amostras de Oleos vegetais foram preparadasapalise de cromatografia
gasosa por derivatizagdo comsB#etanol.

As analises por GC/MS foram realizadas em um cragnato gasoso
Shimadzu modelo QP 2010 Plus, equipado com coliB@a MS (30m x 0,25 mm X

0,25 um) e detector de espectrometria de massasodd de injecdo utilizado foi do
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tipo Split (15:1), o modo de aquisicéo foi do t8GANe o tempo de corrida foi de 50
minutos. A temperatura do injetor foi mantida er0%25 a fonte de ionizacéo a 290°C e
a interface em 280°C. A programacédo de temperdmifarno iniciou em 80°C e apos

foi elevada a 280°C com rampa de aguecimento deni¥@ mantida por 10 minutos.

3.3 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

As analises foram realizadas em um espectrémetiofiderermelho do tipo FT-
IR/FT-NIR (infravermelho médio com transformada Fturier), marca Perkin Elmer
modelo Spectrum 400, equipado com acessorio pletarecia total atenuada universal
(UATR). A leitura foi executada na regido do infeamelho médio em faixa espectral
de 650 a 4000 cih) com 32 varreduras com resolucéo de 4,3,capds ser realizada a

leitura do branco.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise dos 6leos vegetais de partida

A andlise realizada por HPLC revelou o perfil ddacaéleo, o qual representa
0s sinais referentes aos triacilgliceréis presemes mesmos. Essa informacdo é
bastante relevante, pois indica o ponto de pad&s reacdes. As Figuras 2, 3 e 4

mostram os cromatogramas dos 0leos de canolasgiimsabaco, respectivamente.
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Figura 2 - Cromatograma obtido por HPLC do 6leo de canola.
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Figura 3 - Cromatograma obtido por HPLC de dleo girassol.
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Figura 4 - Cromatograma obtido por HPLC do dleo de tabaco.

A Figura 5 (A, B e C) mostra os cromatogramas aistigor cromatografia
gasosa-espectrometria de massas para os Oleostidados de canola, girassol e
tabaco, respectivamente, onde pode ser observapeeseanca dos acidos graxos:
palmitico (C 16:0), estearico (C 18:0) e oléical@1) e linoléico (C 18:2).

A andlise por espectroscopia de infravermelho eewas principais ligagbes
constituintes dos triacilglicerdis dos 6leos veget@rigura 6 - A, B e C). No
comprimento de onda de aproximadamente 1740 erifica-se as deformacdes axiais
da ligacdo C=0 corresponde ao éster, entre 2800@ @n' as deformacdes axiais das
ligaces C-H (Chie CHs), em ~1460 cm a deformacdo angular da ligacdo C-H e em
1150 cnt* a deformac&o axial da ligacdo C-O-C éster.
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4.2 Glicerolise enzimatica

Primeiramente foi realizada a analise qualitatiea dromatogramas obtidos
com base no perfil cromatografico dos produtosedgdo comparados aos dos 0Oleos de
partida, conforme Figura 5. Nos cromatogramas obtido decorrer das reacdes se
observa a diminui¢cdo do tamanho dos picos refesexus triacilglicerdis e consequente
aparecimento de picos adjacentes. Como nao fordiradbs padrbes de glicerideos
para comparacéo e quantificacdo dos produtogauHse de conhecimento de interacao
dos compostos com a fase movel e coluna do cromsdtogara identificar os
compostos. Sabe-se que a reacao de glicerdlisalévanacdo de MAG, DAG e AGL
e gque uma quantidade de TAG néo reagida pode tarasgmpresente.
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Figura 5 - Cromatogramas ion total obtido por GC/MS dos éstaretilicos dos 6leos de canola, girassol
e tabaco.
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Figura 6 —Espectros de infravermelho obtidos para os 6leaadela (A), girassol (B) e tabaco (C).

Os sinais correspondentes ao 0Oleo (TAG) foram ifigados através de
comparacao com o perfil de cada 6leo, uma vez quaenf analisados por HPLC os trés
Oleos utilizados nas reacdes.

Os cromatogramas que representam amostras dadfiieeenzimatica estéo

representados na Figura 7 (A, B e C).
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As areas dos picos foram quantificadas em Area%adav de conversdo de TAG
em MAG e DAG foi calculado relagdo a quantidadeiaitide TAG presente no inicio
da reagéo.
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Figura 7 - Cromatogramas obtidos por HPLC dos produtos @ergliise dos 6leos de canola (A),
girassol (B) e tabaco (C).

Analisando os resultados de conversdo para os dleogirassol, canola e
tabaco, observa-se que houve pouca conversao ausliglicerdis em mono e
diacilglicerdis, e alto valor de conversao parad@si graxos livres. Isso pode ser

explicado pelo fato de terem sido utilizadas quimties pequenas dos reagentes no
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primeiro estudo, o que dificultou a agitacdo e hgemeizacdo do meio reacional,
condicao esta verificada visualmente

Desse modo, o contato entre as superficies dorglie do O6leo fica
prejudicado e a lipase apds quebrar a ligacdo dstériacilglicerol encontra a agua
como reagente disponivel. A presenca de agua neissasstancias favorece a reacéo
inversa (hidrolise do éster) de reacao, formanddapto, acidos graxos livres ao invés
do produto de interesse. Por outro lado, a conwepsécial do triacil em mono e di,
também é desejada, porque sdo produtos que podemntilseados em diferentes
propor¢cdes para emulsionar.

Conforme os resultados dos gréaficos das convesstigzercentual de TAG em
DAG e MAG para os trés oOleos estudados, obsenguseas melhores conversdes
foram nos ensaios com o 6leo de girassol e de @asejuido pelo 6leo de tabaco. Nas

figuras 8, 9 e 10, a faixa vermelha do graficoqua identifica a quantidade de MAG e
DAG no produto final da reacao.

100

80
X
~ 60
()
< 40 AGL

20 B MG + DG

0 B TAG

1 3
5 7
9 11 43 15
Ensaios

Figura 8 —Conversdes dos Triacilgliceris em Mono, Di e Asidjraxos livres do 6leo de Girassol.

Revista Jovens Pesquisadores, Santa Cruz do Suinvl, p. 34-50, 2013



a7

100
80
§ 60
< 40 AGL
20 u MG + DG
0 uTAG

1 3
5
79111315

Ensaios

Figura 9 — Conversdes dos Triacilgliceris em Mono, Di e Asidjraxos livres do 6leo de Canola.
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Figura 10 —Conversoes dos Triacilglicerdis em Mono, Di e Asidraxos livres do 6leo de Tabaco.

Percebe-se um comportamento parecido para os deagrassol e canola,
porém para o Oleo de tabaco ha muita formacao idesagraxos livres. Isso ocorre,
pois a reacdo de hidrdlise pode ser preferencambstormando os triacilglicerois em
AGL. Com a conversdo de TAG em MAG e DAG do élegytassol chegando a 40%,
no ensaio 14, observa-se uma condi¢cdo satisfati@iaonversdo. Para evitar que a
reacao de hidrolise esteja tdo presente nos endarmportante otimizar o sistema de
agitacao, convertendo melhor os triacilglicerois.

Diversos autores desenvolveram estudos atravéslickerogse enzimatica
utilizando o6leo como substrato em meio livre deveole, obtendo resultados
semelhantes. Fiametti e colaboradores (2011) atdim a enzima Novozymes 435
imobilizada para catalisar a reacdo com 0Oleo depbbtendo assim cerca de 39% de
DAG.

No estudo desenvolvido por Fregolente e colaboesd(009) foi utilizado

o0leo de soja como fonte de triacilglicerol, que @aitalisado pela lipas€andida
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antarctica imbolilizada, resultando em 24% de MAG e 48% de@Ala Freitas e
colaboradores (2009) desenvolveram um método arifia Lipase PS imobilizada e
0leo de babassu, obtendo rendimento de 25% de M@®ede DAG.

A enzima Lipozyme foi a lipase utilizada por Goweal e colaboradores
(2012) na glicerdlise do Oleo de palma realizadasestema com ultrassom, o qual
resultou em um rendimento de 39,8% de DAG. Liu lalmmradores (2012) obtiveram
cerca de 54% de DAG através da reacdo de glicerdbsoleo de soja catalisada pela

enzima Lecitase ultra imobilizada.

5 CONCLUSAO

Conforme o0s ensaios e 0s resultados encontradale-g®0 concluir que a
metodologia de glicerdlise enzimatica de O6leos tageestudada se mostrou uma
alternativa promissora na obtencdo de mono e di@etois sem uso de solvente. Além
disso, houve comprovacdo do potencial de enzimaw aratalisadores da reacédo de
glicerolise, neste caso a lipase Novozyme 435, cmmrersao de triacilgliceréis a mono
e diacilglicer6is em 40% para o Oleo de girassehetorno de 30% com o Oleo de
canola. O dleo de tabaco ndo se mostrou tdo dfigemnte os ensaios, havendo muita
conversao de TAG em AGL. Através de analises fespel verificar que a quantidade
de lipase € um fator determinante na ocorréncieagéo de glicerdlise, porém, quando
associado a maior temperatura, pode levar & maioraicdo de acidos graxos livres. A
homogeneizacdo do meio e o contato 6leo/glicernbém é fator determinante para a
formacdo de MAG+DAG.
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