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Resumo Geral

Lipidios estruturados especificos (LE) constituem uma fonte lipidica de
elevado valor nutricional em funcdo das modificagbes ocorridas em sua
composi¢ao e distribuigdo especifica de acidos graxos na molécula do glicerol,
visando aplicagbes médicas, nutricionais e alimenticias. Este trabalho teve como
objetivo a obtengdo enzimatica de LE a partir da interesterificagdo entre
triacilglicerdis de cadeia média (TCM) e ésteres etilicos de acidos graxos de
cadeia longa (EEAGCL), aplicando a tecnologia de membranas, associada ou ndo
a tecnologia de fluido supercritico, durante a sintese efou purificagdo dos LE. As
condiges de obtengdo dos EEAGCL, utifizados como substratos na obtengéo dos
LE, foram otimizadas através de planejamento experimental 2°. Obteve-se taxa de
conversdo maxima de 95%, a 40°C, 1% de NaOH, 36% de etanol anidro, tempo
de reagdo de 5 minutos e agitagdo de 600 rpm. Par@metros reacionais como,
diferentes valores de atividade de agua (aw), uso de peneira molecular (10%p/p),
razdo molar de substratos de 1:2 e 1.4 (TCM/EEAGCL) e diferentes enzimas
(Lipozyme TL IM e RM IM) foram avaliados na cinética de interesterificacao do LE
em reator por batelada, a 60°C. Verificou-se maior cinética para a enzima
Lipozyme TL IM, para aw entre 0,30 — 0,43 e razdo molar de 1:4. O uso de peneira
molecular (10% p/p) conferiu discreto aumento na incorporagdo de EEAGCL nos
TCM. No sistema de reator de interesterificag@o piloto foram avaliados o efeito do
condicionamento da enzima na mistura reacional (TCM + EEAGCL) e a influéncia
da razao molar de substratos. A enzima agindo com aw original (0,33} conferiu
maior incorporagdo quando comparada com a enzima previamente condicionada
na mistura reacional, para 30 horas de reacdo, 67 e 48%, respectivamente.
Quando se passou a razao molar dos substratos de 1:3 para 1:4 houve aumento
no percentual de incorporacdo e 0 tempo necessario para a incorporagdo maxima
no TCM (~66,6%) foi reduzido de 30 para 10 horas. A aplicagdo da tecnologia de
membranas no sistema de obiencdo enzimatico de LE foi avaliada em reator de
membrana plana (poliméricas) a 60°C, com agitacdo de 600 rpm, utilizagdo da
enzima Lipozyme TL IM (5% peso/substrato) e razdo molar de 1:3 -
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TCM/EEAGCL. O uso de membranas favoreceu a incorporagdo de EEAGCL nos
TCM a partir de 54 horas de reagéo e ao final de 102 horas foide 70 e 57%, com e
sem membrana, respectivamente. Os teores de AGE ©-6 e w-3 observados foram
de 23,5 e 11,7%, respectivamente. No entanto, a razo entre os AGE w-6/w-3 ndo
apresentou variagdo significativa. A associagdo do processo de membrana
enzimatica e fluidificag&o por didxido de carbono supercritico (CO2SC) também foi
avaliada. A enzima Candida antartica foi imobilizada por ligagd@o covalente a uma
camada de biopolimero (Gelatina/PEl), adsorvida na membrana tubular (a-
alumina). Os experimentos foram conduzidos a 60°C e press&o transmembrana de
0,05MPa. PressGes de CO; (PCQO,) de 6, 12 e 18MPa foram avaliadas. Verificou-
se uma grande influéncia da PCQO, sobre a cinética de interesterificagdo, tendo a
PCO; de 18MPa permitido incorporagdo maxima de 34,5% de EEAGCL no TCM:
dentre os quais 24,7% de &cidos graxos essenciais. Experimentos foram
conduzidos com o objetivo de purificar o LE através da extraciio por CO,SC dos
subprodutos do meio reacional e retengao seletiva do LE através de membrana de
osmose reversa. Foram avaliadas diferentes pressées de CO, (9, 11 e 13MPa) e
pressbes transmembranas (1, 2, 3 e 4MPa), a 40°C. A membrana de osmose
reversa BW-30 apresentou boa resisténcia as pressdes utilizadas e maior
retencao de triacilglicerdis nos testes seletivos. Incrementos na PCO, de 9 a
13MPa ocasionaram decréscimos no fator de retencéo de triacilgliceréis devido ao
aumento na solubilizag&o dos solutos e consequente reducdo na seletividade da
extraggo. O fator maximo de retengao de triacilglicerois foi obtido com baixa PCO,
(9MPa) e baixa pressdo transmembrana (0,7MPa). A membrana apresentou, no
periodo de estabilizagdo, um fator de retengao de triacilglicersis médio de 95% e
maximo a partir de 3 horas de filtragéo. A utilizagdo de baixa temperatura (40°C)
na extracdo e purificagdo do LE confere boa protecdo aos &cidos graxos
poliinsaturados contra a oxidagdo e migracéo acila.

Palavras-chave: membranas, fluido supercritico, lipidio estruturado, enzima.
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Summary

Specific-structured lipids (SL) are a lipid source with high nutritional value
due to changes in its glycerol backbone’s fatty acid composition and specific
distribution aiming medical, nutritional and food applications. This study had as
objective the production of SL through enzymatic interesterification between
medium chain triacylglycerol (MCT) and long chain fatty acid ethyl esters (LCFAE)
applying membrane technology, with or without supercritical fluid technology for
synthesis and/or SL purification. The production conditions of LCFAEt, used to
obtain SL, were optimized according to an experimental planning (2%). Ethyl esters’
conversion rate was 95%, at 40°C, 1% NaOH, 368% ethanol, running 5 minutes
under 600rpm stirring speed. Reaction parameters like water activity (aw), moisture
absorbent (10%w/w), molar ratio between substrates of 1:2 e 1:4 (MCT/LCFAEY)
and types of enzymes (Lipozyme TL IM and RM IM) were evaluated according to
their influences on the SL interesterification in the batch reactor, at 60°C. The best
incorporation results were obtained using Lipozyme TL IM with aw between 0,30-
0,43.and molar ratio of 1:4. 10% (p/p) of moisture absorbent the interesterification
kinetic presented a discreet increase. The impact of the enzyme conditioning
process in the blend and the influence of the molar ratio of substrates were
evaluated in the pilot reactor system. The usage of the enzyme with original water
activity (0,33) provided higher kinetic incorporation in comparison with the
conditioned enzyme, for a reaction time of 30 hours, 67 and 48%, respectively. The
increase in the molar ratio of substrates from 1:3 to 1:4 improved the kinetic
incorporation and reduced the maximum incorporation reaction time (66,6%) from
30 to 10 hours. The usage of membrane technology in the enzymatic system to
obtain SL was evaluated in a plain membrane reactor (polymeric) under 60°C
temperature; 600rpm stirring speed; Lipozyme TL IM enzyme (5% based on
substrates’ weight) and molar ratio of substrates of 1:3(MCT/LCFAEt). The
application of membranes increased the kinetic incorporation of LCFAEt in the
MCT after 54 hours of reaction. In the end of 102 hours incorporation was 70 and
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57%, with and without membrane in the reactor, respectively. The final SL,
obtained with and without membrane, showed fatty essential acids composition of
23,5 and 11,7%, respectively. However, the ratio between the essential fatty acids
-6/ -3 was not significantly different. The coupling of the membrane filtration
process and fluidification by supercritical carbon dioxide (SCCO,) was also
evaluated. The enzyme (Candida antartica) was immobilized on the membrane
support (g-alumina) by covalent attachment to a gelatin/PE| layer previously
adsorbed. Tests were performed at 60°C and 0,05MPa of transmembrane
pressure. CO, pressures (PCOz) of 6, 12 and 18MPa were evaluated. This
parameter showed a high influence in the kinetic interesterification, with highest
incorporation value of LCFAEt in the MCT (34,5%) at 18MPa, being 24,7% of
essential fatty acids. Tests to purify the SL by SCCO, extraction of the undesired
solutes and triacylglycerol retention by reverse osmosis and nanofiltration
membrane were also performed. PCO, of 9, 11 and 13MPa and transmembrane
pressure of 1, 2, 3 and 4MPa were evaluated at temperature of 40°C. Reverse
osmosis membrane (BW-30) demonstrated good resistance to the pressure
conditions and higher triacylglycerol retention. The increment in the PCO, from 9 to
13MPa reduced the triacylglycerol retention factor by increasing solute’'s
solubilization. The highest triacilglicerol retention factor was obtained at the lowest
PCOz (SMPa) and at low transmembrane pressure (0,7MPa). The membrane
showed, in the initial time, triacylglycerol retention factor of 95% and the maximum
value with 3 hours of filtration. The low temperature (40°C) usage in SL extraction
and purification reactions provided good protection to the polyunsaturated fatty
acids against the oxidation and acyl migration.

Keywords: structured lipids, supercritical fluid, membrane, enzyme.
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INTRODUGAO GERAL

Nas tltimas décadas, tem-se explorado topicos voltados acs problemas de
satide e sua possivel associagio ao tipo de dieta lipidica. Estudos epidemiologicos
tém verificado a influéncia da dieta lipidica sobre a incidéncia de doencas
coronarianas, onde se verifica o efeito protetor da ingestdo de acidos graxos
essenciais -3, eicosapentaendico (EPA, C20:5 v-3) e docosahexaendico (DHA,

C22:6 w-6), presentes em animais marinhos (CONNOR, 1994).

Baseando-se nestas perspectivas, muita atencdo tem sido direcionada a
sintese de lipidios estruturados especificos que, sendo moléculas com estrutura
particuiar em termos de composicao e distribuicdo de acidos graxos na cadeia do
glicerol, apresentam caracteristicas fisico-quimicas especiais. A estrutura
molecular dos triacilglicerdis {TG) influencia o seu metabolismo no organismo (isto
¢, digestdo e absorgdo) e suas caracteristicas fisicas (ponto de fusdo).
Consequentemente, através da sintese de lipidios estruturados (LE) € possivel
controlar o comportamento dos TG e melhorar suas propriedades nutricionais e
farmacéuticas (IWASAKI e YAMANE, 2000).

A sintese de lipidios estruturados através de interesterificac&o enzimatica
apresenta diversas vantagens quando comparada a interesterificagdo quimica:
pode ocorrer sob condigcdes brandas de temperatura, pH e pressao, exige menor
consumo energético, minimiza a degradagdo térmica dos produtos obtidos;
confere maior controle sobre a distribuicdo dos acidos graxos no produto final
devido a especificidade e regioseletividade enzimatica e possibilita a obtengéo de
produtos especificos, que dificilimente seriam obtidos por reagdes quimicas
convencionais. As lipases podem catalisar reacdes de hidrdlise, esterificagéo,
alcodlise, aciddlise e transesterificagcdo (GUNSTONE,1999; LEE, AKOH, 1998).
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A utilizaco de enzimas na forma imobilizada, visando reacées com maior
uniformidade tecnolégica e viabilidade econémica, resulta em consideravel
aumento na estabilidade enzimatica e permite, assim, maior diversidade de
aplicagbes de fundamental importancia para o desenvolvimento de processos
associados a bioconvers&o (HILAL, NIGMATULLIN, ALPATOVA, 2004). Segundo
Swaisgood (1991), as vantagens da utilizagdo de enzima imobilizada s&o: maior
produtividade, facilidade na automagao de processos e operacdes continuas,
controle preciso da extensdo das reagdes, facilidade de separacdo dos produtos
obtidos, estabilizagdo da atividade enzimatica, facilidade de recuperagdo e
reutilizagdo das enzimas.

A aplicagdo da tecnologia de membranas no processo enzimatico de
obtengdo de lipidios estruturados favorece a integragdo da reacdo de
interesterificacéo e a separag&o dos lipidios estruturados obtidos, processos que
acorrem simultaneamente. Representa uma forma de otimizar a reacéo, visto que,
a separagao simulténea de substratos indesejaveis do meio reacional pode alterar
a concentragdo durante o processo e conduzir a reacéo para um melhor nivel de
equilibrio (XU et al., 2000).

Reatores de membranas visam integrar a converséo catalitica & separacio
e/ou concentragdo de produtos e a recuperacdo do catalisador em uma Unica
etapa. As membranas também podem funcionar exclusivamente como matriz para
imobilizagao da enzima, sem visar a separagdo (PRAZERES e CABRAL, 1994).

A associagdo do processo de extragdo por FSC e separagdo por
membranas permite a integragdo da reacéo de extragdo pelo CO.SC (favorecida
pelo alto poder solvente do CO,SC) e a separagio seletiva pela membrana,
através da filtragdo da mistura supercritica (CO,SC + solutos extraidos). O sistema
CO,5C/membrana melhora o potencial de separacdo da membrana e a
seletividade da extragdo, o que permite a obtengo de fragdes extraidas sob
estreita faixa de massa molar (SARRADE, RIOS, CARLES, 1998).
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Este trabalho teve como objetivo a obtengdo enzimatica de lipidios
estruturados especificos a partir da interesterificacdo entre triacilglicerdis de
cadeia média (TCM) e esteres etilicos de acidos graxos de cadeia longa
(EEAGCL) e a aplicacdo da tecnologia de membranas, associada ou ndo a
tecnologia de fluido supercritico, durante a sintese e/ou purificagao dos LE.
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Lipidios estruturados especificos: obtengéo e aplicagdes nutricionais

Resumo

O interesse na produg&o de lipidios estruturados especificos (LE) term aumentado
continuamente devido as suas aplicagdes médicas, nutricionais e alimenticias. LE
s&o triacilglicerdis modificados quimicamente ou enzimaticamente contendo, por
exemplo, acidos graxos de cadeia média (AGCM) e acidos graxos de cadeia longa
(AGCL). Esta combinagado de acidos graxos confere efeitos de rapida absorcéo e
oxidagdo, devido a presenca de AGCM, e outros beneficios a salude em
decorréncia dos AGCL. Através da utilizagdo de enzimas régio-especificas pode-
se obter triacilglicer6is, contendo a&cidos graxos desejados em posigdes
especificas, denominados lipidios estruturados. As reagbes de interesterificagéo
enzimaticas sdo fortemente influenciadas por parametros operacionais, tais como:
temperatura, tempo de reacgdo, atividade de agua, presenga de solventes
organicos, raz&o molar de substratos, quantidade e tipo de enzima. Estes fatores
operacionais influenciam n&o apenas o rendimento e a velocidade da reagéo, mas
também a pureza dos produtos finais obtidos. Os lipidios estruturados tém sido
utilizados em nutricdo infantil, parenteral e enteral, para pessoas com problemas
de absorcdo de gorduras e insuficiéncia pancreatica e em formulagGes para
desportistas.

1 Consideragdes gerais

Nas Ultimas décadas muita atengdo esteve voltada aos problemas de satde
e sua possivel associagdo ao tipo de dieta lipidica utilizada. As doengas
coronarianas, responsaveis por grande nimero de mortes nos Estados Unidos,
constituem-se numa desordem complexa e estio relacionadas a uma série de
fatores de risco, tais como, hiperlipidemia e outras anormalidades lipoprotéicas
resultantes de fatores genéticos e interagdes com a dieta, hipertenséo, tabagismo,
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obesidade, diabetes, sedentarismo e estresse. Estudos epidemioldgicos tém
relacionado a maior ou menor incidéncia de doengas coronarianas as diferengas
na composi¢ao lipidica de gorduras provenientes de animais marinhos e terrestres
e as de origem vegetal. Estudos epidemioldgicos verificaram a influéncia da
composicao lipidica da dieta dos esquimés, que se alimentavam quase
exclusivamente de animais marinhos (ricos em colesterol e gorduras) e dos
dinamarqueses que viviam na mesma regido, mas que se alimentavam de animais
terrestres. Os  esquimdés ndo  desenvolveram doengas coronarianas
ateroscleroticas na mesma extensdo dos dinamarqueses. A dieta lipidica dos
esquimos, proveniente de animais marinhos, & rica em acidos graxos
polinsaturados ©-3, eicosapentaendico (EPA, C20:50-3) e docosahexaendico
(DHA, C22:6 -6), ndo encontrados em alimentos provenientes de animais
terrestres (CONNOR, 1994).

2 Importancia dos acidos graxos ©-3 (EPA e DHA) e 0-6

Estudos sobre a nutrigao paleolitica e nutricdo moderna tém demonstrado
grandes diferengas em termos de composig&o lipidica das dietas ingeridas. A dieta
dos palecliticos era constituida por um baixo teor de gorduras saturadas e
quantidades similares de acidos graxos »-3 e o-8, apresentando uma razdo de o-
6/0-3 de aproximadamente 1:1. O desenvolvimento tecnolégico contribuiu para
alteragbes marcantes no tipo de dieta lipidica consumida pelas populacdes. A
ingestdo de acidos graxos trans, provenientes dos produtos hidrogenados, e de
acidos graxos «-6, provenientes de 6leos vegetais e produtos de origem animal,
tém aumentado significativamente. Comparada com a dieta da era paleolitica, a
dieta moderna é rica em acidos graxos saturados, 4acidos graxos -6 e acidos
graxos frans, mas pobre em Aacidos graxos ©-3. Os &cidos graxos w-3 sdo
necessarios ao bom crescimento e desenvolvimento infantil, atuam prevenindo
doengas cardiovasculares, trombose, hipertenséo, alteragdes inflamatérias e auto-
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imunes. A razao -6/w-3 na dieta norte americana atual varia entre 10:1 e 25:1, o
que reflete a caréncia em termos de acidos graxos o-3. A FAO/WHO recomenda a

ingestdo de uma dieta lipidica que fornega uma razdo w-6/e-3 entre 5:1 e
10:1(FLAXSEED COUNCIL OF CANADA, 2002).

Oleos de peixes e outros bioativos marinhos (tais como cartilagem de
tubardo e Oleo de figado de tubardo) sdo considerados, atuaimente, como
compostos nutracéuticos e funcionais devido a sua composicdo especifica em
termos de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (PUFAs) como EPA e
DHA. A maioria da populagdo ocidental ndo ingere niveis adequados de acidos
graxos da série -3 através de fontes naturais como peixe. Suplementos de Oleos
de peixes sdo uma alternativa bastante popular na Europa e no Japdo. O
enriquecimento de produtos alimenticios com acidos graxos ©-3 de cadeia longa
mostra-se uma aiternativa bastante atrativa (GARCIA, 1998).

Um aito contetdo de DHA no cérebro e na retina é importante para o
funcionamento adequado do sistema nervoso e visual. Uma ingestao balanceada
de ambos os acidos graxos poliinsaturados -3 e w-6 parece necessaria para um
desenvolvimento satisfatdrio do cérebro e da retina. O dleo de peixe € rico em
DHA, entre outros poliinsaturados -3, sugerindo gque a ingestao de peixe é
recomendavel tanto sob o ponto de vista nutricional quanio fisioldgico.
Recentemente, esforgos consideraveis tém sido alocados para o desenvolvimento
de técnicas para a produgdo e concentragdo de DHA através de métodos
biotecnolégicos (LINKO e HAVAKAWA, 1996).

3 Definigao

Lipidios estruturados (LE) sdo definidos como triacilglicerdis (TG)
modificados quimicamente ou enzimaticamente em sua composigdo de acidos
graxos efou na sua distribuicdo posicional na molécula do glicerol. No sentido
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estrito, sdo definidos como moléculas especiais de TG com estrutura definida. A
estrutura molecular dos TG influencia o seu metabolismo no organismo (isto &,
digestao e absorg@o) e suas caracteristicas fisicas (ex; ponto de fusdo).
Consequentemente, através da sintese de lipidios estruturados (LE) é possivel
controlar o comportamento dos TG e melhorar suas propriedades nutricionais e
farmacéuticas (IWASAKI e YAMANE, 2000).

A Figura 1 apresenta a estrutura geral de um tipo de LE. O seu potencial
aumenta se na mesma molécula do glicerol existirem acidos graxos de cadeia
curta/meédia (AGCC/AGCM) e 4cidos graxos de cadeia longa (AGCL)
(AKOH,1998).

i

[(1) Hy707C T ou M

L—=C—0O0—C—H %
Hy7O07C—C ou M

Figural. Estrutura geral dos triacilglicerois estruturados: onde C, M e L s&o acidos
graxos de cadeia curta, média e longa, respectivamente. As posicdes C, M e L sdo
intercambiaveis.

Os LE podem ser classificados de acordo com a sua estrutura. Baseando-
se no numeroc de acidos graxos constituintes e na sua distribuicdo na molécula do
glicerol, os TG podem ser classificados em TG monoacido (tipo AAA, onde A
representa um UGnico tipo de acido graxo), TG diacido (tipo ABA, AAB e BAA,
isdbmeros posicionais) e TG tridcido (tipo ABC, com diferentes acidos graxos)
(IWASAKI e YAMANE, 2000).
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Lipidios estruturados especificos obtidos através de enzimas sn-1,3
especificas podem apresentar as seguintes estruturas em funcéo da distribuicao
dos acidos graxos na molécula do glicerol: acidos graxos de cadeia média nas
posicbes sn-1,3 e acidos graxos de cadeia longa na posicéo sn-2 (MLM) ou acidos
graxos de cadeia longa nas posi¢cdes sn-1,3 e acidos graxos de cadeia média na
posicao sn-2 (LML). Lipidios estruturados do tipo MLM fornecem energia de rapida
absorgdo pela oxidagdo dos AGCM, rapidamente hidrolisados pela lipase
pancreatica, e favorecimento na absorgdo dos AGCL na forma de 2-
monoacilglicerol (IWASAKI e YAMANE, 1999; XU et al, 1998: YANG,
FRUEKILDE, XU, 2005). Lipidios estruturados do tipo LML s3o considerados
como TG de superior digestibilidade e absorgao (SETO e YAMADA, 1988). Varias
composigdes em acidos graxos podem ser encontradas nos lipidios estruturados,

cuja escolha vai depender do tipo de aplicagao nutricional ou alimenticia desejada.

4 Desenvolvimento dos lipidios estruturados

Durante muito tempo, os triacilgliceréis de cadeia longa (TCL),
predominantemente Oleo de soja e cartamo, foram utilizados como lipidios
padrdes na formulagdo de emulsdes gordurosas para aplicagdes em nutricdo
parenteral e enteral. A emulsdo fornece energia e serve como fonte de acidos
graxos essenciais {AGE). No entanto, os AGCL sdo metaholizados lentamente no
corpo. Foi proposta a utilizag&o de triacilglicerdis de cadeia média (TCM) devido a
sua rapida metabolizagdo pelo organismo (AKOH,1998).

Os TCM, geralmente contendo acidos graxos saturados C6 a C10, tém sido
utilizados em aplicagbes clinicas. Enquanto as gorduras e os 6leos convencionais
s80 absorvidos lentamente e transportados via sistema linfatico, os TCM sao
absorvidos rapidamente e transportados via sistema portal. Devido & sua
capacidade de atravessar a membrana intestinal diretamente para o sistema
portal, os TCM tém se tornado um lipidio padrdoc no tratamento de varias
sindromes de ma absorgao de gorduras. Outras aplicagdes de TCM incluem o seu
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uso como fonte de gordura rapidamente absorvivel para pacientes com problemas
intestinais e para bebés prematuros. Em certas férmulas de dietas liquidas e fluido
intravenoso, os TCM podem ser combinados em propor¢ées variadas com 6leo de
milho, soja ou girassol. Recentemente, trabalhos tém sugerido que a combinagéo
de TCM e acidos graxos de cadeia longa (AGCL) para sintese de triacilglicerdis
podem ajudar em certas situagbes clinicas (ZILLER et al, 1994). Os TCM
isoladamente n&o podem prover &cidos graxos essenciais ou acidos graxos
funcionais como o acido eicosapentaendico, docosahexaendico e gama linolénico,
aléem de que a ingestdo de grandes doses de TCM pode levar ao actimulo de
corpos cetonicos, condigéo conhecida como acidose ou cetonemia (AKOH, 1998).

O beneficio da ingestdo de lipidios estruturados especificos esta
relacionado com a composigéo e balango adequado entre AGCM e AGCL (©-6, o-
3 e w-9), refletindo-se na reducdo dos niveis séricos da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e nivel de triacilglicerois, prevencdo de trombose, melhoria na
funcao imunologica, etc. Emuisdes de TCM e TCL s3o denominadas misturas
fisicas; contudo, estas misturas ndo sido equivalentes ao lipidio estruturado obtido
pela interesterificacdo (AKOH,1998).

CHAMBRIER et al. (1999) avaliaram as diferencas resultantes da ingestio
de TCL e TCM, sob a forma de mistura fisica e de lipidios estruturados (Figura 2),
por pacientes em estado pés-operatdrio. A ingestdo do LE foi bem tolerada, nao
ocasionando disturbios nas fungdes hepéticas. Os niveis de ftriacilglicerdis
permaneceram normais com a ingestdo do LE, havendo significativa elevagéo dos
mesmos com a ingestdo da mistura fisica.
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c18
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Estruturados

Figura 2. Estrutura de uma mistura fisica de TCL e TCM e especies de lipidios
estruturados.

5 Produgdo de lipidios estruturados

5.1 Fontes de acidos graxos para sintese de lipidios estruturados

Os LE, contendo acidos graxos especificos em posi¢des pré-determinadas,
tém sido propostos como uma alternativa a utilizagdo das misturas fisicas de
diferentes triacilglicerois. A composicdo em acidos graxos e sua posigdo no
triacilglicerol determinam suas propriedades funcionais e fisicas, metabolismo e os
beneficios conferidos & salde. Estes acidos graxos incluem é&cidos graxos de
cadeia curta/média, acidos graxos saturados, poliinsaturados € monoinsaturados.
A Tabela 1 sugere niveis de determinados acidos graxos nos LE e suas
aplicagdes clinicas (AKOH, 1998).
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Tabela 1. Niveis sugeridos de acidos graxos para LE em nutricdo clinica

Acido ]
Niveis e fungao

Graxo
3 2-5% - eleva a fungdo imune, reduz coagulagdo sanguinea, diminui
(Ds-
niveis de TG e riscos de doencas cardiovasculares
©-6 3-4% - satisfaz a exigéncia de acido graxo essencial na dieta
®-9 C18:10-9 para balango dos acidos graxos de cadeia longa
30-65% - energia de rapida absorg3o, especialmente para neonatos
*LE prematuros, pacientes hospitalizados e individuos com doengas

relacionadas a ma absorgéo lipidica

LE — AGCC/AGCM - Lipidio estruturado contendo acidos graxos de cadeia curta
e/ou média como principal componente.

Os TCM, excelente fonte de acidos graxos para a sintese de LE, sdo
utilizados puros ou misturados com TCL nas emulsdes lipidicas para nutricdo
enteral e parenteral. Os AGCM sdo comumente encontrados em oleos lauricos
como, por exemplo, o 6leoc de coco e babagu que contém 10 a 15% de C8:0 —
C10:0, sendo extremamente estaveis a oxidag¢do. Os TCM possuem valor calérico
de 8,3Kcal comparando-se com as 9,0Kcal fornecidas pelos TCL, caracteristica
gue os torna desejaveis na elaboragdo de sobremesas de menor valor calérico. A
ingestdo de TGCM/AGCM apresenta algumas vantagens, tais como: a) os AGCM
$80 mais rapidamente oxidados do que 0s AGCL; b) n2o é necessaria a presenca
de carnitina para o transporte dos TCM para a mitocdndria; ¢) nao necessitam da
formagao de quilomicrons; d) sdo transportados de volta para o figado diretamente
pelo sistema portal; €) ndo sido prontamenie reesterificados em TG e apresentam
maior densidade caldrica que proteinas e carboidratos, podendo ser absorvidos e
metabolizados tao rapidamente como a glicose, enquanto que os TCL sdo
metabolizados mais lentamente (AKOH, 1998).
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Os acidos graxos poliinsaturados C18:2w-6 e C18:3w-3 sofrem diversas
elongacdes e dessaturagdes ate a producdo de metabdlitos, tais como, acido
araquiddnico e acido docosahexaendico, respectivamente. O acido graxo mais
comum em nossa dieta, o acido linoléico, considerado como precursor da familia
-6, inicialmente & dessaturado (dessaturase-n-6) de 18:2w-6 para 18:3w-6 (y-
linolénico). Esta primeira dessaturacdo é considerada fator limitante em bebés
prematuros, idosos e em determinados estados doentios, dai o grande interesse
em alguns 0leos que contém acido graxo y-linolénico. Fontes relativamente ricas
em acido y-linolénico incluem a groselha preta, primula e 6leo de borage. O acido
v-linolénico € elongado para C20:3w-6, acido dihomo y-linolénico, sendo este o
precursor da série 1 de prostaglandinas. Apos dessaturagdo (dessaturase n-5), o
acido dihomo vy-linolénico origina ¢ acido araquiddnico, C20:4 ©-6, precursor da
série 2 de prostaglandinas. O &cido araquiddnico pode vir a ser dessaturado e
elongado a C22:50-6 e C22:6w-6, no entanto, a funcdo destes acidos ainda ndo
esta bem definida (O’KEEFE, 1998).

A auséncia de acido linoléico na dieta é caracterizada por dermatite
escamosa, perda de agua excessiva através da pele, comprometimenio no
crescimento, na reproducao e na cura de lesdes (AKOH, 1998).

Os acidos graxos o-3, representados pelo acido linolénico, sdo comumente
encontrados em certos 6leos vegetais, como 6leo de soja, canola e linhaga. Os
oleos provenientes de peixes marinhos contém grandes gquantidades de &cidos
graxos poliinsaturados de cadeia longa »-3 que sdo oriundos do acido linolénico
advindo das plantas utilizadas na sua alimentacdo. Os principais acidos graxos
desta classe sdo o EPA e DHA, chegando a representar cerca de 26% dos acidos
graxos presentes no 6leo de peixe. Pesquisas anteriores sugerem que o acido
linolénico e outros acidos graxos w-3, EPA e DHA, {ém o0 mesmo efeito sobre os
niveis de colesterol LDL que o acido linoléico. Contudo, EPA e DHA na dieta
apresentam uma maior influéncia no metabolismo dos triaciiglicerdis do que uma
dieta rica somente em acido linoléico. Ingestbes altas de EPA e DHA ativam
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triacilglicerdis menores, especialmente em pacientes com hipertrigliceridemia.
Estes acidos graxos podem apresentar outros beneficios além da redugao no risco
de doengas cardiovasculares, podendo interferir na agregacdo plaquetaria e
reduzir o risco de trombose coronariana. Alguns pesquisadores tém sugerido que
estes compostos podem alterar as respostas na parede celular prevenindo a
aterogénese (GRUNDY, 1994)

O acido linolénico, precursor do EPA e DHA, ndo apresenta a mesma
atividade biologica que o EPA e DHA. O processo de conversdo do acido
linolénico em EPA e DHA envolve uma série de etapas bioguimicas de
dessaturagdo e elongacgdo que, por vezes, limitam sua eficacia da conversio.
Portanto, fontes ricas em éacido linolénico provenientes de sementes de plantas,
como a linhaga, nozes, canola, ndo apresentariam o mesmo efeito bioldgico e
efeitos médicos do EPA e DHA provenientes de peixe e 6leo de peixe {(CONNOR,
1994). As elongagbes e dessaturagbes do acido linolénico, C18:3w-3, levam ao
acido docosahexaendico, C22:6w-3. Inicialmente, o acido linolénico, C:18:3w-3, é
dessaturado (dessaturase n-6) para C18:40-3, que apds sofrer elongacéo resulta
no &cido C20:40-3 que, apos dessaturacio (dessaturase n-5), converte-se no
acido eicosapentaendico, C20:50-3. O acido eicosapentaendico é elongado a
docosapentaendico, C22:5¢-3, que sofre nova elongacdo originando o acido
tetracosapentaendico, C24:5¢-3. O acido tetracosapentaenéico é dessaturado
(dessaturase n-6) a tetracosahexaendico, C24:6w-3 que, através de B-oxidagao,
transforma-se no acido docosahexaenodico, C22:6w-3 (O'’KEEFE, 1998).

Ambas as séries de acidos graxos w-3 e ©-6 sdo importantes constituintes
das membranas celulares fosfolipidicas e estdo particularmente presentes no
cortex cerebral, na retina e nos espermatozdides. Em concentraces menores o
acido araquidbnico e docosahexaenbico estdo presentes na maioria das
membranas celulares fosfolipidicas do corpo. Além da importancia na composicao
celular, estes acidos graxos poliinsaturados atuam como precursores das
prostaglandinas e uma série pode antagonizar a ag¢do da outra. Os acidos graxos
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w-3, presentes no dleo de peixe, exibem oulras agbes bioldgicas relevantes:
atuam como precursores das prostaglandinas e leucotrienos; apresentam
propriedades antiinflamatorias; anti-cancerigenas, anti-plaquetarias, propriedades
hipolipidémicas, efeito no colesterol do plasma, nos triacilglicerdis e nas
lipoproteinas (CONNOR, 1994).

5.2 Sintese de lipidios estruturados

A sintese de um LE de estrutura particular requer modifica¢des especificas
nas posicdes desejadas na molécula do TG. O processo de interesterificagdo €
uma ferramenta bastante utilizada no processo de alteragéo das caracteristicas de
fusdo e cristalizacdo das gorduras (ponto de fusdo, curva de solidos,
espalhabilidade, estrutura dos cristais, etc). A interesterificacdo envolve a troca e
redistribuicdo de grupos acilas de triacilglicerdis e pode ser dividida em trés
categorias de acordo com o tipo de reaggo: aciddlise, alcodlise e transesterificagao
(HUYGHEBAERT ef al., 1994).

A interesterificacdo pode ocorrer de duas formas especiais: pode ser de
natureza randomizada ou dirigida. Na interesterificacdo randomizada ocorre a
distribuicdo dos grupos acila de maneira aleatoria, ou seja, em todas as possiveis
combinagdes. Através de equagoes especificas (onde se leva em consideragao a
porcentagem molar dos acidos graxos presentes) pode-se calcular a composigao
do oleo interesterificado randomicamente. Através da remogdo de parte dos
acidos graxos da mistura de reagao, o equilibrio tende a se restabelecer através
da continuidade da reagio. Na interesterificagdo dirigida, acidos graxos de baixo
peso molecular ou ésteres de acidos graxos podem ser continuamente destilados
da gordura ou também a interesterificagdo pode ser conduzida a baixas
temperaturas, onde triacilglicerdis de maiores pontos de fusdo estao cristalizados.
A cristalizagdo seletiva para a remog3o dos TG ftrissaturados do produto de
interesterificacdo de uma gordura ou mistura de gorduras pode ser efetiva na
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conversdo de todos os acidos graxos saturados em TG triinsaturados
(SONNTAG,1982).

A interesterificacdo pode ocorrer sem a adicdo de catalisadores, mas altas
temperaturas s&0 necessarias, a reagao tende ao equilibrio de forma lenta e os
TG sofrem decomposic&o e polimerizacdo resultando no aparecimento de acidos
graxos livres. E conveniente a utilizacéo de catalisadores que acelerem a reacao e
possibilitem 0 emprego de temperaturas mais baixas. A interesterificago pode ser
realizada quimicamente ou enzimaticamente.

5.2.1 Sintese quimica

A sintese quimica do LE envolve a hidrélise de uma mistura de TGCL e
TGCM e posterior reesterificacdo ap6s mistura randomizada destes TG. A
interesterificagdo quimica & catalisada por metoxidos de metais alcalinos, sendo
uma reacgao simples e ndo dispendiosa. Este processo requer altas temperaturas e
condicdes anidras. No entanto, devido & natureza randomizada da reagao, nado é
possivel obter modificagées em posicdes especificas, 0 gue ocasiona a produgéo
de LE desejados e outros compostos nido desejaveis, que podem ser de dificil
remogao (IWASAKI e YAMANE, 2000; AKOH,1998).

5.2.2 Sintese enzimética

As enzimas apresentam diversas vantagens quando utilizadas em
processos industriais, pois apresentam especificidade, permitem o uso de
condicbes suaves de processo e redugdo de aguas residuais. Atfraves da
especificidade obtém-se um produto final sob controle. Enzimas usualmente
atuam em locais especificos da molécula, ao contrério das reagdes quimicas
(reacdo randomizada). A especificidade pode também aumentar o rendimento da
reacdo atraveés da redugdo de reacdes laterais. Enzimas sdo biodegradaveis e
devido a sua especificidade produtos indesejaveis que normalmente aparecem na
agua de descarte sdo reduzidos ou eliminados (POSORKE,1984). As lipases
podem apresentar diferentes tipos de especificidade, algumas relacionadas com o
substrato (TG/DG/MG ~ onde TG corresponde ao triacilglicerol, DG - diacilglicerol
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e MG- monoacilglicerol}, posigao e tipo de acidos graxos (HUYGHEBAERT et al..,
1994).

Varios meétodos podem ser ulilizados na producgdo enzimatica de lipidios
estruturados, cuja escolha vai depender do tipo de substrato disponivel e dos
produtos desejaveis:

» Esterificag@o direta — pode ser utilizada na preparagao dos LE pela reagao
de acidos graxos e glicerol. O maior problema € que o contetido de agua
decorrente do processo de esterificagdo deve ser removido para prevenir a
hidrolise do produto obtido. Esta reag&o, descrita a seguir, raramente &
utilizada na sintese de LE:

Glicerol +AGCM ou AGCL P3¢ LE + agua,

onde AGCM —acidos graxos de cadeia média, AGCL — acidos graxos de cadeia
longa e LE- lipidios estruturados.

» Acidolise — envolve a troca de grupos acila entre um ester e um acido graxo

livre:
lipase

TCM+AGCL  — P LE +AGCM,
TCL+AGCM  1Pase | e . AGCL,

onde TCM e TCL — séo triacilglicer6is de cadeia média e longa, respectivamente.

+ Alcodlise — envolve a troca de grupos acila entre um éster e um alcool:

lipase
C3Hs(OOCR); + 3R-OH ™~ 3R - OCOR + C3H5(OH)s,

+ Transesterificagdo — envolve a troca de grupos acila entre ésteres:

lipase

TCM + TCL  ——p LE,

14
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)
TOL + EEAGCM —Xo9 |E + EEAGCL,
TCM + EEAGCL P3¢y, |E + EEAGCM.

onde EEAGCM e EEAGCL - ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia média e
longa, respectivamente (AKOH, 1998; WILLIS e MARANGONI, 1998; SONTAG,
1982).

A transesterificagdo utilizando lipase sn-1,3 resulta em LE onde o acido
graxo da posigdo sn-2 permanece praticamente inalterado. Isto & bastante
importante sob ponto de vista nutricional, pois os 2-monoacilglicerdis produzidos
pela lipase pancreatica s&o os principais carreadores dos &cidos graxos através
da parede intestinal. Além de serem mais facilmente absorvidos do que os acidos
graxos esterificados nas posicdes sn-1,3. Os triacilglicerdis contendo acidos
graxos essenciais na posicéo sn-2 e acidos graxos de cadeia média nas posicdes
sn-1,3 apresentam a vantagem de prover energia de rapida absorcdo além dos
acidos graxos essenciais (AKOH,1998).

A sintese de lipidios estruturados do tipo MLM pode ser realizada através
da interesterificagdo entre TCM e TCL, da aciddlise dos TG ou ainda pela
interesterificacdo de TG com ésteres de acidos graxos (EEAG) (Figura 3). No
primeiro caso, a mistura de TCM e TCL reage com uma lipase 1,3 - especifica.
Nesta reagdo, todas as substancias na mistura de reacdo (isto é, produtos
interesterificados e n&o interesterificados) s&@o consideradas, teoricamente, TG,
caso a hidrolise do substrato seja evitada. No entanto, a reacdo produz uma
mistura ndo homogénea de muitas espécies de TG (isto €, MLM, LML, MLL, LMM,
TCM e TCL), dificeis de serem isoladas por meios praticos. No segundo caso, a
estratégia € substituir os residuos de acidos graxos especificamente nas posigées
1,3 do TG com a lipase 1,3 especifica, deixando o residuo de acido graxo na
posicéo sn-2 do TG inalterado. Teoricamente, estas reagbes dio misturas de TG,
contendo os lipidios estruturados desejados e acidos graxos ou seus ésteres. Os
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acidos graxos ou ésteres de acidos graxos podem ser removidos, depois da
reacdo, atraves de destilagdo, para ambos, ou por extragdo alcalina para acidos
graxos. No entanto, se todos os residuos de acidos nas posicdes 1,3 forem
substituidos pelos acidos graxos desejados, eventualmente as espécies de TG
com estruturas especificas podem ser obtidas com alto grau de pureza (IWASAKI
e YAMANE, 2000).

A S —
L M M - B
M - L
L ¢ M W—- L e L b p —
Lipase 1,3-especifica ML TCL
—t — M L wm M — M
MLM L L
TCL TCM MLM M M
N S
T LMM oM
B
L — M L
na N AGCL ou EtAGCL
H—— 1 e AGCM ou EtAGCM =l —— | & TCL
Lipase 1,3-especifica — AGCM ou EtAGCM
b L L M -
TCL MLM

— L
MLL

Figura 3: Sintese de LE do tipo MLM. A) interesterificacdo entre TCL e TCM, B)
Aciddlise de TCL com AGCM ou interesterificagdo entre TCL e EEAGCM. Os
triacilglicerdis estdo representados esquematicamente. “M” e “L” indicam os
residuos de AGCM e AGCL, respectivamente. Os subprodutos possiveis
(impurezas) sdo mostrados em tamanho menor no esquema.

XU et al. (1998) realizaram uma investigagdo preliminar sobre o efeito da
incorporagao e migragao acila na obtengdo enzimatica de lipidios estruturados por
batelada. Foram avaliados os efeitos do conteudo de agua, tempo de reagao e
suas relagdes na produgdo de dois tipos de lipidios estruturados especificos (MLM
e LML) em sistema livre de solvente. Utilizaram Lipozyme IM como catalisador e
os substratos para os tipos MLM e LML foram, no primeiro caso, 6leo de peixe e
acido caprico e, no segundo, triacilglicerdis de cadeia média e acidos graxos livres
de dleo de girassol. A incorporagdo seguiu em concordancia com a equagéo de
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Michaelis-Menten em fungdo do tempo, enquanto que a migracado acila foi
proporcional ao tempo até uma raz&o de 20%(mol). Considerando MLM e LML, o
contetdo de agua (% peso sobre a enzima) variou de 3,0 a 11,6% e 3,0 para 7,3%
e a razdo de incorporagdo, nas primeiras cinco horas, aumentou de 3,34 para
10,30 %(mol) e de 7,29 para 11,12%(mol), mas, por outro lado, a migracao acila
tambem aumentou de 0,22 para 1,12%(mol) e de 0,56 para 1,37%(mol),
respectivamente. Diferentes efeitos na produgiio dos dois tipos de lipidios
estruturados foram observados, provavelmente devido aos diferentes
comprimentos das cadeias dos acidos graxos envolvidos. Observaram, finalmente,
que as relagdes entre tempo de reagdo e contetido de agua sio inversas e podem
predizer quantitativamente a incorporagdo e migragdo acila em condicbes
seletivas de reacdes.

SCHMID et al. (1999) sintetizaram o sn-1,3 oleoil — 2-paimitoilglicerol
(OPO), um lipidio estruturado importante para nutrigdo infantil, através de um
processo que compreende duas etapas, produzindo um LE com alto rendimento e
pureza através da utilizagdo de lipase sn-1,3 especifica. No primeiro passo,
procedeu-se a alcodlise do tripalmitoilglicerol (TP) em solvente organico, utilizando
lipase sn-1,3, da qual resultou o 2-monopalmitoilglicerol (2-MP). O 2-MP foi isolado
(em ate 85% de rendimento e com pureza superior a 96%) através de cristalizacio
e esterificado com acido oléico para formar o triacilglicerol OPO, contendo acido
palmitico na posi¢ao sn-2. A importancia do OPO em nutricdo infantil deve-se ao
fato do leite materno conter em sua estrutura o acido palmitico,
predominantemente, na posi¢do sn-2, ao passo que na maioria das formulagGes
infantis 0 acido se encontra nas posigdes sn-1,3. Isto faz com que, durante a sua
digestdo e liberagdo, ocorra a formagio de sabdes de calcio fracamente
absorviveis ocasionando indigestdo e perda de célcio. Os 2-monoacilglicerois sdo
melhor absorvidos na parede intestinal independentemente do seu acido graxo
constituinte.

KIM et al. (2001) realizaram a transesterificacdo entre TCM e ésteres de
acido linoléico utilizando seis lipases comerciais e sete diferentes solventes. A
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reacdo de transesterificagio foi conduzida com razdo molar entre TCM/ éster de
acido oléico de 1:2 em 3mL de solvente a 55°C. Os produtos foram analisados por
cromatografia gasosa. Foram escolhidas trés lipases para efeito de comparagéo
de suas atividades: Novozymes 435, Lipozyme IM e lipase PS-C. A maior
incorporacao de acido oléico com Novozymes 435 e Lipozyme IM foi obtida com
hexano, tendo o isooctano promovido maior incorporagdo com a utilizagdo da
lipase PS-C. Novozymes 435 foi a enzima mais efetiva na incorporagio de acido
linolénico em TCM.

JENNINGS e AKOH (2001) utilizaram lipase imobilizada IM60 na acidélise
de dleo de peixe com acido caprico em meio contendo, ou ndo, hexano. Apos 24h
de incubagao, obteve-se uma incorporacao média de 31,1 £ 4,6 mol% e de 28,8 +
4,7mol% de acido caprico (C10:0) no dleo de peixe para o meio contendo hexano
e em sua auséncia, respectivamente. Foram avaliados o efeito do tempo de
incubagdo, razdo molar de substrato, quantidade de enzima e agua adicionada
sobre a incorporagdo do C10:0. Considerando o tempo de reacgdo, a maior
incorporacdo de C10:0 ocorreu em 72h para reagdo em hexano (33,5 mol%) e
isento de hexano (36 mol%). Em fung&o da raz8o molar de substratos os maiores
valores foram para 1:8: 50,7 mol% em hexano e 36,7 mol% em meio isento de
hexano.

LEE e AKOH (1998) sintetizaram lipidios estruturados a partir de dleo de
amendoim e acido caprilico através de catdlise enzimatica em meio isento de
solvente. Diferentes razfes de substratos foram utilizadas (1:1 — 1:4 dleo de
amendoim/acido caprilico) e a maior incorporagao foi obtida com a razdo molar
1.2, 28% superior quando comparada & obtida com a razdo 1:1, apds 72h de
reacdo. Empregando velocidade de agitagdo de 640rpm foi observada a maior
incorporagdo de &cido caprilico (14,3%), sob 200rpm a incorporagéo foi de apenas
2,2%, evidenciando a influéncia da agitacéo sobre a reagao.

18



Capitulo | - Lipidios estruturados: obtencdo e apticagdes nutricionais

5.2.3 Sintese enzimatica em reator de membrana

XU et al. (2000) investigaram a utilizagio de reator de membrana na sintese
enzimatica de lipidios estruturados (LE) buscando integrar a reacdo de
interesterificacdo e a separagdo dos LE, processos gue acontecem
simultaneamente, permitindo assim uma forma de otimizagdo. A integracdo de
reacbes catalisadas enzimaticamente com a tecnologia de separagdo por
membranas resulta em melhor desempenho em alguns processos. A separacgao
simultanea dos substratos indesejaveis do meio reacional pode alterar a
concentragdo durante o processo de reagdo, conduzindo a reacdo a um melhor
nivel de equilibrio. Os autores avaliaram vinte e seis membranas planas de
distintos materiais poliméricos. As membranas foram selecionadas quanto a
habilidade em separar os 4cidos graxos de cadeia média (AGCM), liberados dos
triacilglicerdis de cadeia média (TCM), sob processo de aciddlise com concentrado
de acidos graxos poliinsaturados de 6leo de peixe, e menor taxa de permeacao de
Oleo de canola, que atuou como oleo extrator. Também avaliou-se a estabilidade
das membranas e o efeito do comprimento da cadeia dos acidos graxos nos fluxos
de permeado. As reagbes foram conduzidas em reator de membrana com base no
processo de difusdo. Utilizou-se enzima Lipozyme TL IM sn-1,3 especifica como
biocatalisador e dleo de canola como extrator. A incorporagdo de acidos graxos
polinsaturados n-3 (PUFA), para 90h de reagdo, e nas mesmas condicdes
operacionais, foi 15% maior quando se efetuou a separacdo simultanea dos
AGCM liberados da reagdo de interesterificagdo, do que com a sua ndo
separagao.

XU et al (2000a) investigaram a produgdo enzimatica de lipidios
estruturados especificos em reator de membrana de ultrafiltracdo. A reacéo de
interesterificagio enzimatica ocorreu entre TCM e acidos graxos polinsaturados
de cadeia longa de 6leo de peixe, razdo molar de 1:4, respectivamente. Utilizou-se
como catalisador Lipozyme TL IM, sn-1,3 especifica (5%p/p), com umidade de 3%.
Os experimentos foram realizados em célula de ultrafiltragdo, sob atmosfera de
nitrogénio, temperatura de 50°C e agitacgo de 200-400 rpm. A press&o no reator
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foi regulada a 1 bar apds 5 horas de reagdo. A incorporacao de acidos graxos
‘po[iinsaturados nos TCM aumentou cerca de 15%, para 80h de reacao, através da
separagao simultanea dos acidos graxos de cadeia média liberados da reacao de
interesterificagdo, do que com a néo utilizacdo de membranas.

5.3 Parametros de processo

5.3.1 Tempo de reagao

O tempo de reagéo foi considerado o fator mais critico na produgéo de
lipidios estruturados por interesterificagdo enzimatica em reator continuc em
escala laboratorial por MU et al. (1998). Um maior tempo de reagio resultou em
maior rendimento, mas foi acompanhado pelo aumento na migracdo acila. A
migrag&o acila € o maior problema em reatores de batelada, resultando num
decrescimo da pureza dos lipidios estruturados especificos até mesmo com a
utilizagao de lipases 1,3 especificas.

Diferentes tempos de reagéo de substrato, em coluna de vidro (38cm,
d=5cm e d.i= 2.6cm) empacotada com 58g de Lipozyme IM (Comprimento =
28cm) e coberta com folha de aluminio para prevenir foto-oxidagio, foram
investigados por MU ef al. (1998). Houve uma incorporagao de acido caprico no
triacilglicerol de 42% mol nas duas primeiras horas e, depois de 7 horas de
reag&o, essa incorporag&o atingiu valores de 48% mol. A migracao acita aumentou
de 0,4 para 4,2 mol% durante todo o periodo de reagao.

O reator continuo apresenta menor migragao acila que o reator de batelada,
mesmo para maiores tempos de reag@o. Para uma incorporacdo de 48% de acido
caprico, a migrag&o no reator de batelada foi de 10%, para 50h de reagdo (XU et
al., 1998), mas apenas 4%, para 7 horas de reagao (MU et al., 1998). Em reator
continuo, menor migragdo acila resulta do menor tempo necessario de reacdo
devido a uma maior eficiéncia entre o contato do substrato e da lipase (MU et al.,
1998).
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8.3.2 Temperatura do reator

A incorporagdo de acido caprilico aumentou de 13 para 40% quando a
temperatura do reator continuo mudou de 30 para 60°C, enquanto que a migragao
de acido caprilico para a posigdo sn-2 aumentou de 0,3 para 0,6%. Quando se
elevou a temperatura para 70°C a incorporacdo de acido caprilico acresceu em
2%. Por outro lado, a migragdo acila aumentou de 0,6 para 1,4%. A temperatura
de 60°C foi a melhor condicdo para o rendimento maximo quando se usou
Lipozyme IM neste reator. Isso sugere que uma maior temperatura no reator pode
ser utilizada para aumentar o contelido de triacilglicerdis desejados na
interesterificagdo de produtos. No entanto, altas temperaturas também podem
acelerar a inativag&o enzimaética e aumentar a migracso acila (MU et al., 1998).

5.3.3 Contetdo de agua

A atividade enzimatica em um sistema de reacdo anidro esta relacionada
com o contetdo de agua. Geralmente, um contetido minimo (critico) é necessario
para ativar a enzima. Se o conteldo for muito alto, a reac@o de hidrolise sera
favorecida e o rendimento ird decrescer. Se o conteGdo for muito baixo, a
atividade da enzima ira decrescer. O contelido de agua recomendado para a
Lipozyme IM (Novo Nordisk) ¢ 10%. O conteudo adequado de agua devera levar
em consideracdo tanto o efeito da incorporagéo de acidos graxos como o efeito da
migragéo acila. A incorporagio acila ¢ definida como a quantidade desejavel de
acidos graxos incorporados nas posigdes sn-1,3 ou nas posigbes sn-1,2,3,
levando-se em consideragao o triacilgliceridio total. Ja a migragdo acila é definida
como a quantidade de acidos graxos que migram para a posicédo sn-2 (XU et al,,
1998).

FACIOLI e GONCALVES (1998) utilizaram enzima Lipozyme IM TL na
reagao de interesterificacdo entre dleo de piqui e acido estearico com duas
umidades diferentes: a original (2,4%) e com 10% como recomendada pelo
fabricante. A incorporagéo do &cido estearico nos triacilglicerois do piqui utilizando
a enzima com sua umidade original mostrou-se mais efetiva. Nio houve
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diferengas significativas na composigdo em acidos graxos dos produtos obtidos
sob os dois niveis de umidade testados. Apenas o tempo de reagdo foi diferente,
ou seja, de 40 minutos para a umidade original e 60 minutos para a de 10%.

Com o aumento do conteldo de agua, baseado na % de peso da enzima,
de 3,0 para 11,6% para triacilglicerdis do tipc MLM e de 3,0 para 7,2% para os de
tipo LML, a razao de incorporagdo nas primeiras 5 horas aumeniou de 3,34 para
10,30% e de 7,29 para 11,12%, respectivamente. No entanto, a migragdo acila
aumentou de 0,22 para 1,12% e de 0,56 para 1,37%, respectivamente (XU et
al.,1998).

O contelido de agua é expresso como uma percentagem relativa da
quantidade de enzima utilizada. SHIMADA et al. (1996) reportaram o efeito do
conteudo de agua utilizado na producgao de lipidios estruturados especificos com a
lipase imobilizada Rhizopus delemar. Com o aumento do contetido de agua de 0
para 100% a incorporagdo de acido caprilico aumentou de 0,4 para 29% (mol), no
entanto, os acilglicerdis parciais aumentaram de 7 para 28%. Com adigdo de 50%
de agua, a incorporagao de acido caprilico atingiu niveis de 34% (mol) e a geragéo
de diacilglieréis parciais foi minimizada a valores de 15%. Verificou-se que a
reutilizag&o da lipase, sob as mesmas condigdes de reagdo, mas sem adigdo de
agua (agua foi adicionada apenas na primeira reacao — 50%) reduziu a produgado
de acilglicerdis parciais de 18 para 1% (quarta reagdo), mostrando que a hidrolise
simultanea pode ser reprimida pela reutilizagdo da enzima imobilizada sem adicao
de agua e sem perdas no rendimento. A lipase, ap6s duas reutilizagtes,
apresentou o melhor rendimento na obtencao do lipidio estruturado.

5.3.4 Razdo molar enfre substratos

MU et al. (1998) verificaram a influéncia do efeito da razdo molar entre
substratos na incorporagao de acidos graxos e na migragdo acila quando a reagdo
de interesterificagdo n&o tinha atingido o equilibrio. A incorporacdo de acido
caprilico aumentou com o aumento da razdo molar entre acido caprilico e dleo de
girassol (de 1:1 para 1:8), enquanto que a migragdo acila foi menor que 0,5%.
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Portanto, uma maior razdo molar pode aumentar a razao de reagao, diminuindo o
tempo necesséario para reacdo e resultando na reducdo de migragdo acila. A
analise dos TG nos produtos de interesterificacéo também mostrou que o aumento
da raz&o molar na reagdo do substrato pode aumentar o rendimento dos TG
desejados nos produtos da interesterificagdo. Contudo, com o aumento da razdo
molar podem surgir problemas decorrentes do aumento da viscosidade, como a
dificuldade de separagdo entre os TG e acidos graxos. A utilizagdo de uma

elevada quantidade de acido caprico ndo é economicamente viave!l devido ao seu
elevado custo.

5.3.5 Quantidade de enzima

Analises de varidncia indicaram que a incorporagio de &cido caprico
(mol%) em dleo de peixe ndo foi significativamente diferente para quantidades de
enzima variando entre 10, 15 e 20%, exceto por um pequeno aumento observado
com a quantidade de 20% de enzima em reacéo livre de solvente. Um aumento na
concentrac@o apenas vai aumentar a velocidade da reacdo. Uma avaliacio custo-
beneficio deve ser feita, levando-se em consideracdo o custo dos substratos, da
enzima, consumo de energia e as caracteristicas desejaveis do produto a ser
obtido, para a determinacdo da quantidade de enzima a ser adicionada
(JENNINGS e AKOH, 2001).

5.3.6 Avaliagdo da estabilidade oxidativa

Lipidios estruturados, em fungdo da presenca de acidos graxos
poliinsaturados, constituem uma fonte lipidica bastante susceptivel a oxidacdo. Em
fungéo de suas aplicagdes nutricionais e alimenticias, onde os mesmos podem ser
utilizados individuaimente ou como constituintes de um produto alimenticio, devem
ser avaliados quanto a resisténcia & oxidagdo e caracteristicas sensoriais.
Diversos frabalhos sobre avaliagdo da estabilidade oxidativa de lipidios
estruturados tém sido reportados na literatura (TIMM-HEINRICH et al,, 2003;
TIMM-HEINRICH et al., 2004, NIELSEN et al., 2006; HAMAM e SHAHIDI, 2005).
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6 Purificagdo dos LE

A obtencao de lipidios estruturados através da aciddlise de triacilglicerdis ou
através da interesterificacdo entre triacilglicerdis e ésteres de &cidos graxos
produz uma mistura reacional composta de triacilglicerdis, entre quais os lipidios
estruturados desejados, acidos graxos e/ou ésteres. Os acidos graxos e ésteres
de acidos graxos podem ser removidos do meio reacional através de destilagao
molecular, para ambos, ou extragdo alcalina para os acidos graxos (IWASAKI e
YAMANE, 2000). O teor de subprodutos liberados pela reagdo de
interesterificagdo depende do grau de substituigdes alcangada, bem como da
razdo molar de substratos utilizada. Com o objetivo de conferir maior protegao
oxidativa aos acidos graxos poliinsaturados e redugdo na migragdo acila os
lipidios estruturados tém sido comumente purificados atraves de destilagao
molecular, utilizando-se temperaturas maximas de 185°C, sob vacuo (XU ef al.,
2002; LAl, LOW, AKOH, 2005).

7 Absorgio, transporte e metabolismo dos lipidios estruturados

A influéncia da estrutura do triacilglicerol no metabolismo lipidico tem sido
objeto de varios estudos. Os LE podem ser transportados via sistema portal ou
linfatico. Os acidos graxos de cadeia curta e média s@o transportados via sistema
portal enquanto que os de cadeia longa s&o transportados via sistema linfatico. Ha
uma crescente evidéncia de que os AGCM podem realmente ser absorvidos como
2-monoacilglicerol, principalmente se estes estiverem esterificados na posigao sn-
2 do LE. A razdo de hidrélise da posi¢ao sn-2 do TG € muito baixa, o que faz com
que os acidos graxos da posigdo sn-2 permanegam praticamente intactos durante
a digestdo e absorgdio. Aproximadamente 75% dos &cidos graxos sn-2
permanecem inalterados durante o processo de digestdo e absorgdo. Os TCL s&o
parcialmente hidrolisados pela lipase pancredtica e absorvidos lentamente como
acilgliceréis parciais em miscelas compostas. Os AGCL resultantes s&o re-
esterificados e incorporados em quilomicrons nos enterécitos, atingindo o sistema
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linfatico através da circulag@o geral. A via metabdlica proposta para os LE vai
depender da sua natureza e composicdo em termos de acidos graxos, o que pode

determinar as diferengas em termos de caminhos de absorgao, linfatico ou portal
(AKOH, 1998).

8 Aplicagdes nutricionais

As alteragGes de composigao e distribuicio dos acidos graxos na molécula
do triacilglicerol podem ser realizadas com o objetivo de melhoria nos efeitos
metabdlicos especificos ou de suas caracteristicas fisicas. Os lipidios estruturados
tém sido aplicados em nutriggo infantil, parenteral e enteral, em pessoas com
problemas de absorgdo de gorduras e insuficiéncia pancreatica e em formulagdes
para desportistas.

CHAMBRIER et al. (1999) verificaram a influéncia da ingestdo de LE e
misturas fisicas de TCL e TCM/TCC, através de nutricdo parenteral em pacientes
em estado pds-operatorio. Foram realizados exames de sangue, urina e outros
exames laboratoriais nos pacientes. A administragdo dos LE foi melhor tolerada,
n&o apresentando distirbios nas fungdes hepaticas e alteragdes no nivel de TG no
plasma, ao passo que na dieta com mistura fisica foram observadas alteracdes
significativas no nivel de TG no plasma e outros distirbios. As emuisdes de LE
foram mais eficazes do que a mistura fisica na produgéo do balango positivo de
nitrogénio nos pacientes pds-operados.

LEE e KIM (2000) reportaram a realizag@o de varias pesquisas sobre a
utilizagdo de TCM em nutrigdo parenteral para criangas. Os resultados tém
evidenciado efeitos positivos das misturas de TCL/TCM quanto as fungbes
hepaticas e balango de nitrogénio.

Lipidios estruturados tém sido obtidos com o objetivo de mimetizar a
gordura do leite humano que apresenta peculiar composicdo em Aacidos graxos.
Nela, cerca de 60-70% de acido graxo palmitico estéo esterificados na posigéo sn-
2 do triacilglicerol. As posicdes sn-1,3 sdo obupadas principalmente por acidos
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graxos insaturados (XU, 2000b; SCHMID et al., 1999; NIELSEN et al., 2006).

Em fun¢&o da crescente preocupacido com a ingestdo de dieta com altos
valores lipidicos, lipidios estruturados com baixo valor calérico tém sido propostos
como alternativa para os substitutos convencionais de gorduras baseados em
carboidratos ou proteinas, que nac apresentam boa estabilidade a altas
temperaturas. Lipidios estruturados de baixo valor caldrico baseiam-se nas
vantagens da limitada absor¢ao dos AGCL e no baixo valor calérico dos AGCM
(OSBORN e AKOH, 2002).
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Aplicagdes da tecnologia de membranas no processamento de dleos

vegetais comestiveis

Resumo

A utilizagdo de membranas nos processos de separagcac apresenta-se
como uma tecnologia fortemente promissora no refino de dleos vegetais, uma vez
que se caracteriza por condigdes brandas de processamento, menor consumo
energético e retengdo de nutrientes desejaveis. Este artigo relata pesquisas que
tem sido conduzidas sobre a aplicagdo de tecnologia de membranas na area de
lipidios, com énfase particular nas etapas de degomagem, desacidificacdo e
remogao de pigmentos, refietindo uma tendéncia mundial por processos menos
dispendiosos e tecnologicamente mais avangados.

Palavras chaves: membranas, 6leos vegetais.

1 Introdugdo

Em termos de volume de produgado mundial, os oleos mais importantes sio
soja, palma, canola e girassol. Aproximadamente 80% dos 6leos vegetais sdo
usados para aplicagbes em alimentos que incluem 6leos para saladas, fritura,
maionese e margarinas. Os 20% restantes sdo usados para aplica¢des industriais
que incluem detergentes, cosméticos, lubrificantes, tintas, vernizes e plasticos
(HATJE, 1989).

Oleos vegetais brutos sdo constituidos por mais de 95 % de triacilglicerois e
por compostos minoritarios como fosfolipidios, esterois, pigmentos, carboidratos,
proteinas, acidos graxos livres, matéria insaponificavel, tocoferdis e seus produtos
de degradagdo. Estas substancias podem conferir “flavor” e cor indesejaveis,
podendo ocasionar uma redugdo na estabilidade do 6leo. Torna-se necessario
submeter o Oleo bruto a um processo de refino para que o mesmo adquira
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caracteristicas desejaveis (LIN, RHEE, KOSEOGLU, 1997).

O refino do dleo bruto, visando remover ou reduzir compostos minoritarios
indesejaveis, € um procedimento extensivo e consiste em um grande nimero de
estagios. Devido a importancia econdmica do refino, grandes esforcos tém sido
realizados para melhora-lo e simplifica-lo.

O interesse na aplicagdo de membranas na tecnologia de lipidios tem
crescido bastante nos Ultimos anos. Sua utilizacdo melhora o processo de
producdo, simplificando a tecnologia, reduzindo o consumo de energia e a
produgdo de aguas residuais, com a possibilidade de ndo adigdo de insumos
quimicos e de facil mudancga de escala (SNAPE e NAKAJIMA, 1996).

Logo, o processamento de dlecs por membranas pode ser considerado
uma alternativa fortemente promissora, visando processos menos dispendiosos,

tecnologicamente eficientes e que preservem as caracteristicas nutricionais da
matéria-prima.

2 Processamento convencional de 6leos vegetais comestiveis

A etapa inicial do processamento de dleos vegetais consiste na extragéo de
Oleos a partir de graos oleaginosos. O tipo de extragdo depende do teor de éleo do
material a ser processado. Para matérias-primas com teor de oleo inferior a 20 %
como, por exemplo, a soja e a torta extraida pela prensagem mecanica, utiliza-se
a extragdo por soivente, originando uma miscela 6leo/solvente que deve ser
posteriormente submetida a um complexo processo de destilagdo para obtengéo
do éleo bruto livre de solvente (SNAPE e NAKAJIMA, 19986).

O processo convencional de refino quimico consiste em quatro etapas:
degomagem, em que sdo removidos os fosfolipidios; neutralizag@o, em que os
acidos graxos livies sdo neutralizados com NaOH produzindo sabées;
branqueamento, em que os pigmentos sdo adsorvidos por terras clarificantes e
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desodorizagdo, em que s3o eliminados acidos graxos livres remanescentes,
aldeidos, cetonas e produtos de decomposigéo (HOFFMAN, 1989).

A degomagem ¢ a primeira etapa do processo de refino de éleos vegetais e
seu objetivo &, principalmente, a remogdo de fosfolipidios através da adicdo de
agentes floculantes (agua/acido), permitindo assim a precipitacdo e remocio de
gomas através de centrifugas separadoras (ERICKSON, 19953a).

O ¢leo degomado é tratado com uma solug&o alcalina de hidroxido de sodio
para reagir e precipitar os acidos graxos livres como sabdes €, a0 mesmo tempo,
remover tragos remanescentes de fosfolipidios. O uso de solucBes causticas para
remogao de nao gliceridios indesejaveis e 4cidos graxos livres é efetivo, mas pode
ocasionar a saponifica¢do de lipidios neutros e arraste dos mesmos pelos sabdes
formados (KOSEOGLU e ENGELGAU, 1990; ERICKSON, 1995b).

O oleo neutro, lavado e seco, pode ainda conter pequenas quantidades de
impurezas que devem ser removidas para produzir um élec de cor e sabor
aceitaveis ao consumo final (GUNSTONE, 1983).

O branqueamento de oOleos vegetais consiste na adicdo de terras
clarificantes, ativadas ou naturais, ao 6leo neutralizado. Resumidamente, as
fungbes do branqueamento sao a remog&o ou reducdo dos niveis dos pigmentos
(cor), sabdes, produtos de oxidacio, tragos de metais e fosfolipidios. A acdo da
terra clarificante € mais eficiente em meio anidro e, portanto, a primeira etapa do
branqueamento ¢ a secagem do 6leo, j& que o 6leo proveniente da etapa de
neutralizagéo e lavagem contém sempre umidade (ERICKSON, 1995¢).

A etapa final do processamento de éleos vegetais é a desodorizacdo, que
visa a remog3o dos sabores e odores indesejaveis. Nesta etapa as seguintes
substancias s&o removidas: compostos desenvolvidos durante armazenagem e
processamento das sementes e 6leos, tais como, aldeidos, cetonas, acidos graxos
oxidados, produtos de decomposigdo de proteinas, carotendides, esterdis,
fosfolipidios. e outros; substancias naturais presentes nos 6leos, tais como,
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hidrocarbonetos insaturados e acidos graxos de cadeia curta e média; acidos
graxos livres e peroxidos (MORETO e FETT, 1998).

3 Tecnologia de membranas

Os processos de separagdo com membranas destacam-se como
alternativas aos processos convencionais de separagdo nas industrias quimicas,
farmacéuticas, biotecnoldgicas e de alimentos. Em muitos casos, o baixo consumo
de energia, a redugdo do numero de etapas em um processamento, maior
eficiéncia na separacdo e melhor qualidade do produto final sdo os principais
atrativos para o uso destas tecnologias (STRATHMANN, 1990).

O fator que distingue 0s processos mais comuns de separacgdo por
membranas — microfiltragdo, ultrafiltragdo, nanofiltragdo e osmose reversa — é a
aplicacdo de pressdo hidraulica para acelerar o processo de transporte.
Entretanto, a natureza da membrana controla quais componentes permeardo e
quais ficardo retidos, uma vez que 0s mesmos sao diferencialmente separados de
acordo com suas massas molares ou tamanho de particula (CHERYAN, 1998).

O mecanismo de separagdo ocorre, na pratica, de maneira mais complexa
devido a influéncia de diversos pardmetros tais como: composig&o da membrana,
configuracédo do equipamento, superficie da membrana, presséo, temperatura e
dinamica do fluido (KOSEOGLU, RHEE, LUSAS, 1989).

Em um sistema de filtracdo convencional, o escoamento do fluido, liquido
ou gasoso, & perpendicular & superficie da membrana, fazendo com que 0s
solutos se depositem sobre a mesma, sendo necessaria a interrup¢ao do processo
para limpeza ou substituicdo do filtro. Na filfragdo tangencial por membranas o
escoamento do fluido é paralelo & superficie da membrana. Devido a alta
velocidade ocorre o arraste dos solutos que tendem a se acumular na superficie, o
que torna esse processo mais eficiente (PAULSON, WILSON, SPATZ, 1984). A
Figura 1 representa a comparag&o entre os dois sistemas de filtragdo, sendo que a
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filtrago com membrana pode ser classificada quanto ao tipo de membrana
utilizada e a forga motriz de separacgao.

A forca motriz usada para atingir o fluxo hidrodinamico desejado & um
gradiente de pressdo hidrostatica. Em alguns casos, os gradientes de
concentragdo e potencial elétrico podem ser usados como forcas motrizes
adicionais (ROSENBERG, 1995),

Filtragao Perpendicular Filtragdo Tangencial
Alimentacdo

T e T s At e ot P T

0 0,0.00.0.0.0 Alimentacio Retentado

0.0.70. 0
o
Membrana R s

Permeado Permeado

R k J

J R

Tempo Tempo

Figura 1. Diferenga entre a filtrag8o perpendicular (convencional) e a filtragdo
tangencial. RC é a resisténcia da torta formada na membrana devido aos solutos
impermeaveis, R € a resisténcia da membrana, J € o fluxo (Cheryan, 1998).

De um modo geral, a filtrag&o convencional separa solutos maiores que
10um, enquanto que tamanhos menores so separados pelo sistema tangencial. A
osmose reversa retém todos os componentes exceto a agua, enquanto que a
ultrafiltragéo retém macromoléculas ou particulas maiores que 0,002 a 0,2pm (ou
500 a 300.000 Daltons). Sendo assim, pode-se dizer que a osmose reversa &
essencialmente um processo de concentragdo, enquanto que a microfiltragdo e a
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ultrafiltrac@o sdo processos de fracionamento (OSTERGAARD, 1989).

3.1 Membranas

A principal fungdo de uma membrana é atuar como barreira seletiva,
permitindo a passagem de certos componentes de uma mistura e retendo outros.
Sua seletividade esta relacionada as dimensdes da molécula ou particula e ao
tamanho do poro, assim como a difusividade do soluto na matriz e as cargas
elétricas associadas (CHERYAN, 1998).

Um sistema de membranas € selecionado a partir do tipo de aplicagéo.
Além disso, a porosidade e o coeficiente de retengdo da membrana devem ser
considerados na escolha de um sistema adequado (HABERT, BORGES,
NOBREGA, 1997).

Geralmente o tamanho de poro de uma membrana € indicado na literatura e
principaimente pelos fabricantes, através da massa molar de corte (MWC), que
designa a massa molar do menor componente que sera retido com uma eficiéncia
de pelo menos 95%. De um modo geral, quando se trata da separagdo de
macromoléculas, a unidade mais utilizada para a massa molar de corte é o Dalton.
Para o poro de membranas de microfiltragdo, geralmente maior que o de
membranas de ultrafilrago, & preferencialmente dado pelo didmetro de poro em
um (MODLER, 2000). -

3.1.1 Caracteristicas das membranas

De um modo geral as caracteristicas mais importantes das membranas séo:
espessura, didmetro dos poros (seletividade), permeabilidade & agua e
porosidade. Outras caracteristicas sdo fluxos de permeado, resisténcia térmica,
quimica e mecanica (CHERYAN, 1998).

A porosidade nao deve ser confundida com o tamanho dos poros € sim,
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como uma relagdo entre a parte sélida e os poros da membrana, ou seja, a
‘quantidade de vazios” em sua estrutura (porosidade global). Pode ser relativa &
parte filtrante da membrana (pele filtrante) e, nesse caso, é expressa em
poros/cm?® (densidade dos poros). Quanto maior a porosidade da subcamada,
menor sera a resisténcia ao fluxo de solvente através da membrana. A
determinagao do diametro de poros de uma membrana ¢ de grande importancia
para sua caracterizagdo (CHERYAN, 1998).

3.1.2 Tipos de membranas

As membranas sintéticas comerciais sdo produzidas a partir de duas
classes distintas de material: os polimeros, constituidos de material organico como
acetato de celulose, poliamidas, polissulfonas, polifluoreto de vinilideno dentre
outros; e os inorganicos, como metais e materiais ceramicos (CHERYAN, 1998).
De acordo com a evolugdo tecnolégica, as membranas podem ser classificadas
em trés classes distintas;

Primeira geragdo: membranas derivadas de acetato de celulose que foram
desenvolvidas originalmente para dessalinizagio da agua do mar. Sao sensiveis
ao pH (3 — 8) e a temperatura (maximo 50°C), além de serem suscetiveis a
microrganismos e desinfetantes (CHERYAN, 1998).

Segunda geragdo: sdo membranas elaboradas com polimeros sintéticos,
principalmente derivados de polissulfona ou poliolefina. Foram introduzidas a partir
de 1975, com diferentes composigbes quimicas e propriedades funcionais, tais
como as de poliamidas e polibenzimidazoles que s3o resistentes & hidrolise e ao
ataque de microrganismos, porém degradam-se na presenga de cloro (ZANINI,
1994).

Terceira geracdo: s8o membranas constituidas de material ceramico a base
de oxido de zircdnio ou alumina depositados sobre uma superficie de grafite ou
outros materiais. Possuem grande resisténcia mecanica, suportando altas
pressGes (20 bar). Além disso, toleram toda faixa de pH (0 a 14) e temperaturas
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superiores a 400°C; sdo quimicamente inertes e de custo muito mais elevado
(SUTHERLAND e FREE, 1991).

3.2 Fendmenos envolvidos no processo

Durante o processo de separagdo por membrana, geralmente ocorre um
declinio do fluxo de permeado (4 presséo constante) com o tempo. Os principais
problemas relacionados com esse comportamento s3o: polarizacdo por
concentragado, formagdo da camada de gel e colmatagem.

A formagao da camada de gel ocorre a partir da deposicio de solutos na
superficie da membrana, polarizagio por concentragdo, ocasionando um prejuizo
no funcionamento hidrodindmico do sistema, pois constitui-se em mais uma
barreira para o fluxo de permeacdo. Essa camada de gel ocorre quando na
superficie da membrana ha uma precipitagdo de macromoléculas. A colmatagem,
entretanto, resulta da penetragdo de solutos presentes em solugdes de
macromoleculas ou de suspensdes coloidais nos poros da membrana,
acarretando também uma diminuicdo no fluxo do solvente e alterando as
caracteristicas de retengao. Além disso, durante o processo de membrana ocorre
um acumulo de solutos proximo a superficie da membrana, por transporte
convectivo, onde parte do solvente € removida do fluido, 0 que ocasiona uma
maior concentragdo de solutos na superficie da membrana em relagdo a da
solugdo. Esse aumento da concentracdo de solutos na superficie da membrana é
conhecido como polarizagdo da concentragdo e € responsavel pela diferenga
observada entre o fluxo de permeado final e inicial, comparando-se com o fluxo de
agua pura (CHERYAN, 1998).
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3.3 Parametros operacionais

Os principais parametros de operacdo que afetam o fluxo de permeado s&o:
pressao, temperatura, concentragdo de alimentagéo e velocidade tangencial. O
fluxo de permeado € diretamente proporcional a pressdo aplicada e inversamente
proporcional & viscosidade. A viscosidade pode ser controlada por dois fatores:
concentragao de solidos na alimentag&do e temperatura. Sob condigdes restritas, o
aumento da pressdo ou da temperatura acarreta um aumento de fluxo de
permeado. Entretanto, a utilizagéo de pressdes muito elevadas pode ocasionar a
compactagdo da camada de gel, aumentando a colmatagem da membrana
(CHERYAN, 1998).

O aumento na concentragdo de alimentagéo afeta a viscosidade, densidade
e difusividade da solugao de alimentacéo, ocasionando um decréscimo no fluxo de
permeado. Em geral, temperaturas maiores proporcionam maiores fluxos de
permeados em regides em que existe controle de pressdo e de transferéncia de
massa. O efeito da temperatura é decorrente da redug@o ocasionada na
viscosidade do fluido e na mobilidade das moléculas, ou seja, na difusividade. O
aumento da velocidade tangencial aumenta a taxa de permeac&o por provocar
maior turbuléncia. A turbuléncia, proveniente de agitagdo ou bombeamento do
fluxo, promove uma desorganizagéo na concentragdo de solutos na superficie da
membrana, reduzindo a espessura da camada limite. Este é um dos métodos mais
simples e efetivos de se controlar o efeito da polarizagdo da concentragdo
(CHERYAN, 1998).

A configuragdo tambem afeta o desempenho das membranas. Um alto
desempenho de uma membrana, quanto ao fluxo de permeado e retengio do
soluto desejado, deve ser balanceado quanto & sua maior propenso 2
colmatagem, custo, facilidade de limpeza e substituicdo (PORTER, 1990).
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3.3.1 Parédmetros importantes para a anéalise do desempenho e eficiéncia do
processo de ultrafiltracao
Para a analise do desempenho e eficiéncia do processo de ultrafiltragdo os
seguintes paradmetros s&o fundamentais (RENNER e SALAM, 1991):

Fluxo de permeado (F): é a quantidade obtida de permeado em kg, por m?
de membrana por hora (kg. m2.h™).

Coeficiente de retengdo: fornece uma medida quantitativa da capacidade da
membrana em reter, por exemplo, as moléculas de fosfolipidios, sob determinadas
condigbes de operagio. E dada em porcentagem. R = (1-Cp/Ci)*100, onde Ci e Cp
sdo respectivamente, a concentragdo inicial de fosfolipidios no 6leo e a
concentragéo de fosfolipidios no permeado em cada amostragem.

Fator de concentracdo (fc): quantifica a redugdo de massa atingida pela
ultrafiltragio. E calculada como a razdo entre a massa inicial na alimentagdo e a
massa final de retentado: fc = Ms/ Mg, onde M= massa na alimentagdo e Mg=
massa no retentado.

Presséo transmembrana (PTM): € a média do gradiente da press&o enire o
lado do retentado e o lado do permeado, que normalmente esta a pressao
atmosfeérica, no inicio e no fim da membrana. P = (Pent + Psaica)/2.

4 Aplicagdo de membranas em tecnologia de dleos vegetais

As pesquisas de membranas no processamento de oOleos vegetais
iniciaram-se no final da década de 80 e ainda se encontram em fase de estudos
laboratoriais.

O processo convencional de refino de dleos € caracterizado por altos
requerimentos energéticos, perdas de oleo neutro, necessidade de grandes
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quantidades de agua e insumos quimicos, perda de nutrientes e elevada producdo
de efluentes. Em contraste, o processamento através de membranas mostra-se
notadamente mais simples, oferecendo vantagens em relagdo ao processo
convencional devido ao baixo consumo energético, operagdo sob temperaturas
amenas, nao adicdo de produtos quimicos e retencdo de nutrientes e outros
compostos desejaveis (SUBRAMANIAN et al., 2001a).

Estudos de viabilidade econdmica do processo aplicado a inddstria de dleos
nao existem. Dados de 1890 relatam que a substituicdo ou complementacio do
refino convencional pela tecnologia de membranas poderia acarretar uma
economia de 15 a 21 trilhdes Btu/ano, sendo 2 trilhdes Btu/ano correspondentes &
recuperagdo do solvente. Adicionalmente, 0 decréscimo nas perdas de 6leo neutro
e nos requerimentos de terra clarificante apresenta-se como vantagem potencial
desta alternativa tecnologica (KOSEOGLU e ENGELGAU, 1990).

O processo convencional de refino de 6leos vegetais e o refino baseado na
tecnologia de membranas sdo mostrados na Figura 2.

41



Capitulo 11 - Aplicagdes da tecnologia de membranas no processamento de oleos vegetais

comestiveis
Extragéo: > Extracao:
solvente | solvente
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Recuperagao
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Agua ——bﬁ Degomagem }» Lecitina l
l’ NF
Oleo degomado Acido ‘
_ i ¢ Oleo degomado
Alcali | Desacidificagdo {» Sabdo 'L
Clarificaggo AGL's NE > AGL’s
Desodorizagao Desodorizagéo
y '
Oleo refinado Oleo refinado

Figura 2. Comparagio entre os processos convencional e baseado na tecnologia
de membranas. Fonte: SNAPE e NAKAJIMA (1996).

4.1 Degomagem

Segundo Subramanian e Nakajima (1997), é dificil separar triacilglicerois
(massa molar média de 900 Da) e fosfolipidio (massa molar 800 Da) por
membranas de ultrafiliracdo devido & similaridade de suas massas molares.
Entretanto os fosfolipidios tendem a formar micelas em meio n&o-polar de hexano
ou dleo. “Micelle enhanced ultrafiltration” (MEUF) é uma técnica recentemente
descoberta em membranas em que se empregam agentes surfactantes. Os
fosfolipidios sdo removidos do fluxo de alimentag&o por criar um complexo maior
que ndo pode passar através dos poros das membranas,
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A utilizagao de membranas no processo de degomagem de dleos vegetais
tem sido exaustivamente pesquisada. Diferentes alternativas tém sido propostas,
algumas baseadas na remogao de fosfolipidios a partir da miscela (Oleo/hexano) e
outras na remogao a partir do 6leo sem adigao de solventes. No primeiro caso, a
maior dificuldade encontrada é a baixa estabilidade das membranas em solventes
organicos e, no segundo caso, o baixo fluxo de permeado como consequéncia da
alta viscosidade do 6leo (OCHOA et al., 2001).

A aplicagdo de membranas poliméricas para uso organico requer
estabilidade quimica e fisica frente ao hexano e a temperaturas em torno de 50 —
60°C. Materiais como poliamida aromdtica, imida aromatica, polifiuoreto de
vinilideno (PVDF) e politetrafluoretileno parecem ser adequados (IWAMA, 1987).
Segundo Koseoglu (1991), o processo de degomagem por membranas requer
elevadas resisténcias mecanica, quimica e térmica. As membranas ceramicas
atendem a estes requisitos e tém sido introduzidas para aplicagdo em processos
de ultrafiltragdo, embora a disponibilidade quanto a diferentes tamanhos de poro
ainda seja restrita.

Alguns estudos com o6leos brutos de origem vegetal foram desenvolvidos
visando a remogao de fosfolipidios através de membranas em escala laboratorial.
De et al. (1998) e Alicieo et al. (2002), utilizando membranas ceramicas em
condigbes diversas de temperatura e pressdo (30 a 70°C; 3 a 50bar) obtiveram
retengbes ao redor de 85%, porém com baixos fluxos de permeado (4kg/m?h).
Alternativamente, o uso de membranas poliméricas foi efetuado por Subramanian
et al. (1998) e Koris e Vatai (2002) com pressdes variando de 2 a 30 bar e
temperaturas entre 40 e 60°C, o que resultou em menores retengdes (70-77%),
entretanto com uma melhoria no fluxo de permeado (30L/m?h).

Subramanian et al. (2001a) conduziram estudos com carater exploratorio
acerca dos fendmenos de retencdo de fosfolipidios em 6leos vegetais nos
processos com membranas, baseando-se na caracterizagdo de micelas reversas
formadas a partir destes compostos, em um sistema modelo contendo éleo de
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soja sem a adigdo de solventes. As micelas apresentaram tamanho variando entre
3,56 e 4,80nm, fato que levou os autores a concluirem que uma membrana de
natureza hidrofébica com didmetro de poro igual a 4nm consistiia em uma
escolha ideal para a separagéo de fosfolipidios em 6leos brutos. No entanto, os
fosfolipidios s&o surfactantes naturais e formam micelas em meio nio aquoso. As
micelas formadas tém uma massa molar em torno de 20KDa ou mais e podem ser

separadas dos triacilglicertis através da utilizagdo de membranas adequadas
(GUPTA, 1977).

Neste sentido, torna-se viavel a utilizagdo de miscela oleo/solvente no
processo de degomagem por membranas, 0 que propicia adicionalmente um
aumento significativo no fluxo de permeado (10 a 200L/m*h), constatado por
diversos estudos (LIN, RHEE, KOSEOGLU, 1997, OCHOA et al, 2001,
PAGLIERO et al., 2001; KIM et al., 2002; MOURA et al., 2005; PAGLIERO ef al.,
2003; PAGLIERO et al.,, 2004) também em escala laboratorial com membranas
poliméricas (massa molar média de corte entre 0,5 a 70kDa) resistentes a hexano.
As condigbes avaliadas por esses autores corresponderam a pressdes entre 0 3
20bar, temperaturas de 20 a 50°C e teores de 6leo em hexano de 20 a 40% (m/m).

Em trabalhos recentes Bei ef al. (2003) e Soares et al. (2003) estudaram a
degomagem de Oleo bruto de soja em miscela (32 a 45% m/m), em escala piloto,
utilizando membranas ceramicas (alumina) multicanais com didmetro de poro de
0,01um, a 40°C, com pressdes de 1 a 1,5bar resultando em retengdes ao redor de

87 a 97% e fluxos de permeado variando de 60 a 100L/m?h.

4.2 Separagao de acidos graxos

Kumar e Browmickd (1996) realizaram em um teste de planta piloto,
nanofiliragdo de mistura de acidos graxos, oleo e alcool atraves de membranas de
acetato de celulose, polissulfona e poliamida. Para a membrana de poliamida, com
massa molar media de corte entre 500 e 600 Da, obtiveram um fluxo de 67,36
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L/m?h, & pressdo de 0,7 MPa e os seguintes resultados: 86,82% de acidos graxos
livies no permeado e 61,71% de 4cidos graxos livres no retentado. Segundo os
autores, a melhor separagdo dos triacilglicerdis de acidos graxos livres e alcool
ocorreu com poliamidas, porque sdo membranas menos hidrofilicas, resultando
€m menor compactacio.

Kale, Katikaneni e Cheryan (1999), reportaram a desacidificagdo de dleo
bruto de arroz em solvente através de nanofiltragdo. A concentracdo de acidos
graxos livres foi reduzida de 16,5 % para 3,7 % através da extrag&o com metanol,
na proporgdo de 1,811 metanol/dleo (peso) e foi recuperada por nanofiltracéo
utiizando-se membranas comerciais (Osmonics, Film Tec). Segundo os autores,
um sistema com dois estagios de membrana pode recuperar 97,8 % dos acidos
graxos livres e resultar em uma fonte de retentado final com 20% de acidos graxos

livres, que podem ser reciclados para uma outra extragdo de acidos graxos.

Zwijnenberg ef al. (1999) utilizaram membrana de poliamida {(nanofiltracéo)
preparada em laboratorio, na separagdio de dois tipos de mistura: oleo de
girassol/acetona e acidos graxos provenientes do éleo de breu/acetona. Os
ensaios foram realizados a 20 bar e 20°C, com area efetiva de membrana igual a
37 cm® Misturas contendo 6leo de girassol/acetona tiveram suas concentragdes
variando de 10 a 50% (em dleo), resultando em uma rejeicao de friacilglicerdis
praticamente constante, entre 92-94%. A rejeicdo de acidos graxos livres (AGL) foi
estudada utilizando-se fragbes separadas contendo 10% AGL e 10% AGL
metilados, ambas em acetona. Obteve-se para ambas entre 48 — 54% de rejeicdo.
Segundo os autores, uma vez que moléculas de AGL e AGL metilados diferem
significantemente em polaridade mas nao em tamanho, a diferenca de tamanho
entre triacilglicerdis e AGL consistiria no principal mecanismo de separagao entre
0s mesmos, em detrimento da diferenga de polaridade.

Koike et al. (2002), avaliaram diferentes tipos de membranas poliméricas
comerciais sem identificagdo de tamanho de poro (série NTGS — Nitto Denko,
Jap&o) quanto as suas capacidades de separacdo de acidos graxos livres.
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Utilizou-se Oleo de girassol alto oléico anteriormente submetido a hidrdlise
enzimatica, diluido em hexano ou etanol. Os ensaios foram realizados em célula
com capacidade de 100 mL, a 30°C e 4 MPa. O melhor resuitado foi obtido com
membrana composta silicone/poliamida, para misturas 6leo/hexano, em que a
rejei¢cd0 de acidos graxos livres foi de 70,2 %.

4.3 Remogao de pigmentos

O alto custo de terra de branqueamento, associadc com perdas de oleo e
subsequentes problemas de descarte da terra, tem levado a um interesse na
aplicagdao de tecnologia de membranas para substituir o processo de
branqueamento tradicional (SNAPE e NAKAJIMA, 1996).

Experimentos utilizando Oleo de soja bruto, sem a adigdo de solventes
organicos, foram realizados por Subramanian, Nakajima e Kawakatsu (1998).
Foram testadas membranas poliméricas compositas com silicone como camada
ativa e polissulfona e poliamida como camadas de suporte, respectivamente. As
condigdes de operacdo foram mantidas em 40°C, pressio de 3MPa e agitacdo de
800rpm. A redugdo de clorofita no permeado variou de 74 a 80%, para as duas
membranas estudadas.

Reddy et al. (2001) estudaram a clarificagdo de dleo de soja bruto e em
solugdo com hexano (50 % p/p), através de duas membranas poliméricas
compgsitas (NTGS — 2100 e NTGS ~ 1100, Nitto Denko, Japao) e uma membrana
de polietileno para microfiliragcdo. Os testes foram realizados em célula
pressurizada por nitrogénio, com agitagdo de 500 rpm e temperatura de 40 °C. A
membrana NTGS - 2100 propiciou os melhores resultados, com remogdo de 96%
e 72% de clorofila do 6leo bruto e da solugéo éleo/hexano, respectivamente.

Subramanian et al. (2001b) avaliaram o mecanismo de rejeicdo de
carotendides em amostras de 6leo de soja bruto e 6leo de girassol alto oléico
refinado, utilizando membrana de poliimida sem identificag&o de tamanho de poro
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(NTGS-2200, Nitto Denko, Jap&o) de 32cm? de drea efetiva, a 4Mpa, 30 a40°C e
agitagdo de 400rpm. Observou-se baixa rejeicdo de carotenos (11 a 20%),
enquanto que as xantofilas, principais carotendides do 6éleo de soja, foram
rejeitadas em 60%. O estudo também verificou a auséncia de afinidade entre beta-
caroteno e os fosfolipidios presentes no éleo.

4.4 Estudo de componentes minoritarios: tocoferéis

Tocofer6is s&o antioxidantes naturais presentes nos 6leos vegetais,
apresentando efeito benéfico sobre a qualidade dos mesmos. Portanto, estudos
recentes tém focado a aplicacdo da tecnologia de membranas na preservagado ou
concentragao destes compostos (SUBRAMANIAN et al., 2003).

A permeacdo preferencial de tocoferdis em relagdo aos triacilglicerdis nos
processos com membranas foi primeiramente observada por Subramanian et al.
(1998), na filtracdo de Oleos de amendoim e girassol brutos, em que obtiveram
permeados com altos teores de tocoferdis. De acordo com os autores, tocoferois
parecem nado apresentar afinidade com as micelas de fosfolipidios e a baixa
massa molar destes compostos, aliado as possiveis interagfes com o material da
membrana, resultariam em maior permeagio, ou, da mesma forma, em valores
negativos de rejeigdo.

Da mesma forma, estudos de Subramanian, Nakajima e Kawakatsu (1998)
revelaram retengdo de tocoferis negativa (entre —18 e —24%) para 6leo de soja.
Tais valores resultaram em um aumento de 12-15% destes compostos no
permeado. Experimentos com dleo de canola realizados nas mesmas condigoes
elevaram o teor de tocoferdis no permeado em 25%.

Subramanian et al. (2003) reportaram a aplicacdo de membranas densas
(ndo porosas) no estudo da permeacao diferenciada de tocoferdis. Foi utilizada
membrana com camada ativa de silicone e poliimida como camada de suporte
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(NTGS-2200, Nitto Denko, Japao). Os experimentos foram realizados com Gleo de
girassol alto oléico enriquecido com a-tocoferol, com pressdo e temperatura
variando entre 2 a 5 MPa e 20 a 50°C, respectivamente. Tocoferdis apresentaram
permeacdo preferencial quando comparados aos triacilglicerdis, correspondendo a
valores de rejeigdo negativos (-30 a —-52%). Todavia, o aumento da concentragao
de tocoferdis na alimentagédo acarretou diminuigdo da taxa de permeacdo dos
mesmos, embora sem efeito significativo sobre o fluxo total.

Nagesha, Subramanian e Sankar (2003) avaliaram a seletividade de
membranas densas n&o porosas com silicone e poliimida como camada ativa e de
suporte, respectivamente, quanto & permeacdo de tocoferdis. Utilizaram-se
amostras de destilado do desodorizado de 6leo de soja (DDOS), diluidas ou ndo
em hexano e de destilado do desodorizado de 6leo de soja esterificado, sem
diluigdo. Para comparagdo foram selecionados sistemas modelo constituidos por
acido oléico e tocoferdis em diferentes proporgdes (80:20 e 50:50), diluidos ou n&o
em hexano. Ao sistema modelo isento de hexano adicionou-se uma mistura de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) de dleo de soja e tocoferdis (90:10).
Os experimentos foram conduzidos em célula de filtrago pressurizada com
nitrogénio, a 3 MPa, 30°C e 800 rpm. O estudo revelou que ocorreu permeagao
preferencial de tocoferdis em relacdo aos outros constituintes de baixo peso
molecular (acidos graxos livres e FAME). A seletividade da membrana quanto aos
tocoferdis aumentou com o DDOS esterificado. A presenca de hexano influenciou
positivamente a permeagéo de tocoferdis, por propiciar maior solubilidade destes
compostos em relagdo aos outros constituintes da alimentagdo. Os autores
concluem que OS processos com membranas parecem ter potencial no
enriquecimento de tocoferdis do DDOS. Entretanto, experimentos em escala piloto
seriam necessarios para o desenvolvimento do processo.
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5 Conclusbes

A aplicagao da tecnologia de membranas na area de 6leos tem apresentado
um desenvolvimento crescente nos Ultimos anos, a despeito de dificuldades
encontradas quanto a disponibilidade de membranas para uso organico e
estabilidade quimica das mesmas frente a solventes como hexano. Uma
membrana ideal para utilizagdo no processamento de oOleos vegetais deve
combinar requerimentos especificos de retengdo com fluxos de permeados
adequados a processos industriais. A escolha de uma membrana deve, portanto,
considerar aspectos relacionados a interagdes fisico-quimicas entre possiveis
solventes, materiais constituintes da membrana e componentes presentes no dleo
em questao.

Embora a etapa de degomagem através de membranas encontre-se
relativamente fundamentada, os processos de desacidificagdo e clarificagdo em
particular apresentam elevado potencial de exploragdo no que se refere a
parémetros especificos de processo, como pressio, temperatura e escolha de
membranas compativeis, uma vez que os estudos realizados ainda revelam
resultados dispares.

A aplicagdo da tecnologia de membranas sobre 0s compostos minoritarios
dos Oleos vegetais, como os tocoferdis, colabora nd3o somente para o
desenvolvimento das proprias etapas do refino, mas principaimente para
constantes buscas por novos produtos, baseados na concentragdo ou
fracionamento destes compostos, em geral de alto valor agregado.
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Reator de membrana enzimaético e fluidos supercriticos: associagao de

processos

Resumo

O objetivo deste trabalho é apresentar novas aplicagbes da tecnologia de
membranas na area de lipidios, com énfase para o desenvolvimento e aplicacbes
de reator de membrana enzimatico e sua associacdo com a tecnologia de
extragido e purificag8o por fluidos supercriticos. Reatores de membrana visam a
integracdo da converso catalitica, separa¢do e/ou concentracdo de produtos e
recuperagao de catalisadores em uma tnica etapa. A associagéo do processo de
extragao por fluidos supercriticos (FSC) e separagio por membranas permite a
integrag&o da reagdo de extragso, favorecida pelo alto poder solvente dos FSC, a
separagao seletiva pela membrana, através da filtragdo da mistura supercritica
(FSC + solutos extraidos). A referida associagdo permite uma importante

economia energética quanto aos custos de recompressado do FSC.

Palavras — chave: reator de membrana, fluidos supercriticos, reator enzimatico,
bioconverséo.

1 Introdugao

A tecnologia de membranas tem se desenvolvido bastante nas ltimas
décadas e suas aplicagbes tém se expandido em varios setores industriais:
quimico, petroquimico, mineral e metalirgico, farmacéutico, alimenticio,
tratamento de aguas residuais, etc. A separagdo por membranas compete com
meétodos fisicos de separagdo, como a adsorgdo seletiva, absorgao, extragio por
solventes, destilag&o, cristalizagdo e outras técnicas. A diferencga entre o processo
de separagio por membranas e outras técnicas de separacio é a provisdo da fase
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da membrana, que & geralmente definida como uma barreira seletiva entre duas
fases e normalmente se refere 2 membranas sintéticas (MULDER, 1996).

O processo de separagdo por membranas &, principalmente, um processo
regido sob press&o, baseando-se na exclusdo dos componentes de acordo com
suas massas molares, formas especificas e nas interagdes entre os componentes
e a superficie da membrana (CHERYAN,1998). Quando esta barreira imperfeita é
colocada entre duas fases, a existéncia de uma forga motriz propicia o fluxo de
solvente e/ou soluto. Esta forga motriz pode estar associada a diferenga de
concentragdo, pressdo, potencial elétrico e temperatura. Nas operagdes
governadas por diferenciais de pressdo tais como filtragdo cléssica (FC),
microfiltragdo  (MF) e ultrafitragdo (UF), a separacdo das particulas e
macromoléculas ocorre em fungdo de suas dimensfes ou massas molares
médias. Ja na nanofiltragdo (NF) e osmose reversa (OR), pequenas moléculas s&o
separadas também em fungdo de um mecanismo de solugdo-difusdo no material
da membrana. Entretanto, em todos os casos, ocorrem sempre interagdes entre o
material da membrana e o soluto (FRIEDLANDER e RICKES 1966).

O desempenho de separagdo das membranas é afetado pela sua
composi¢ao, temperatura, pressdo, vazdo de alimentacdo e interagdes entre os
componentes da solugéo e a superficie da membrana (LIN, RHEE, KOSEOGLU,
1997). Suas principais caracteristicas estio relacionadas ao perfil de tamanho dos
poros (usualmente o didmetro dos poros ou equivalente), densidade dos poros
(nimero de poros por unidade de area de superficie da membrana) e porosidade,
que é a fragdo de volume ndo ocupado pela propria membrana. Outras
caracteristicas importantes s3o a rejeico da membrana em relagdo a
determinados solutos, fluxos de permeado, resisténcia a temperaturas elevadas,
solventes e pressdes utilizadas (CHERYAN, 1998).

As membranas industriais podem ser classificadas em varias categorias
com base na pressdo a ser utilizada e na massa molar dos solutos a serem
separados. A microfiltragdo utiliza pressdes inferiores a 0,2 MPa e separa
moléculas entre 0,025-10pm; a ultrafiltracdo utiliza pressées acima de 1,0 MPa e
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geralmente separa particulas de peso molecular entre 1 e 300 KDa; a
nanofiltracéo utiliza pressées entre 1 e 4MPa e separa particulas de massa molar
entre 350 e 1000Da e a osmose reversa utiliza pressbes entre 4 e 10MPa e

concentra particulas com massa molar de corte menor que 350Da (SNAPE e
NAKAJIMA, 1996).

O interesse na aplicagdo de membranas em tecnologias de lipidios tem
crescido bastante nos UOltimos anos. As aplicagbes geralmente melhoram o
processo de produgdo, simplificando-o, reduzindo o consumo de energia e a
produgdo de aguas residuais, com a possibilidade de n3o adigdo de insumos
quimicos e de facil mudanga de escala (SNAPE e NAKAJIMA, 1996).

A maioria das pesquisas utilizando membranas em tecnologia de lipidios
tem focado a recuperagdo de solvente da miscela, a degomagem, o
branqueamento, a neutralizacdo, a desacidificagdio, a hidrolise de 6leos e
gorduras, a sintese enzimatica em reator com membrana, a extracdo e a
purificacdo de matrizes lipidicas através da utilizag&o de reatores de membranas e
fluidos supercriticos.

2 Bioconversio enzimatica

As propriedades fisico-quimicas, nutricionais e o valor comercial de Oleos e
gorduras dependem de sua estrutura triacilgliceridica, relacionada aos acidos
graxos presentes e suas respectivas posigdes na molécula de glicerol. A
modificacdo destas matérias primas tem sido extensivamente realizada por
processos como fracionamento, hidrogenagdo e interesterificacdo, visando 2
metlhoria de suas propriedades funcionais. Entretanto, a crescente disponibilidade
comercial de enzimas relacionadas a tecnologia de lipidios tem promovido
alternativas interessantes aos processos de modificagdo usualmente empregados
pela industria de 6leos vegetais (PUGAZHENTHI e KUMAR, 2004).

57



Capitulo 1l — Reator de membrana enzimatico e fluidos supercriticos: associagdo de processos

As enzimas apresentam diversas vantagens quando utilizadas em
processos industriais. As reagbes enzimaticas podem ocorrer sob condigdes
brandas de temperatura, pH e pressio, exigindo menor consumo energetico e
minimizando a degradagao térmica dos produtos finais. Em fungdo da seletividade
enzimatica e possivel a obtengéo de produtos especificos, que dificiimente seriam
obtidos por reagbes quimicas convencionais. As lipases podem catalisar reacdes
de hidrélise, esterificagéo, alcodlise, aciddlise e transesterificacdo (GUNSTONE,
1999).

Os processos de bioconversao enzimatica tém sido bastante utilizados na
produgdo, transformagdo e valorizagdo de matérias-primas. Importantes
aplicagbes tém sido realizadas nas indGstrias alimenticias, farmacéuticas e no
desenvolvimento de propostas ambientais. A maioria das reagfes enzimaticas é
realizada em reatores por bateladas, apresentando alguns inconvenientes como
altos custos operacionais, baixa produtividade, alta variagdo na qualidade dos
produtos obtidos e problemas de remogao da enzima (RIOS et al., 2004).

Portanto, visando & obtencdo de reagbes com maior uniformidade
tecnologica e viabilidade econdmica, a utilizaggo de enzimas na forma imobilizada
permite consideravel aumento na estabilidade e maior diversidade de aplicagdo,
de fundamental importancia para o desenvolvimento de processos associados a
bioconversao (HILAL, NIGMATULLIN, ALPATOVA, 2004). Segundo Swaisgood
(1991), as vantagens da utilizagio de enzima imobilizada sdo: maior
produtividade, facilidade na automacgdo de processos e operagdes continuas,
controle preciso da extenséo das reagdes, facilidade de separacdo dos produtos
obtidos, estabilizagdo da atividade enzimatica, facilidade de recuperacgéo e re-
emprego das enzimas.
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3 Reator de membrana

O conceito basico de reator de membrana é baseado na separacao da enzima
e produtos (ou substratos) por uma membrana seletiva que cria uma barreira
seletiva entre as fases. Solutos permeaveis podem ser separados da mistura de
reacdo por uma forga propulsora (potencial quimico, pressdo, campo elétrico, etc.)
que atue através da membrana. A separagdo dos reagentes dos produtos, bem
como a recuperagao e reuso de catalisadores da mistura reacional, constitui-se
numa etapa de grande importancia econdmica do processo. Reatores de
membranas visam integrar a conversdo catalitica, separacdo de produtos efou
concentracao e recuperagdo de catalisador em uma Gnica etapa. As membranas
também podem ser utilizadas em reator exclusivamente como matriz para
imobilizagdo da enzima, sem nenhuma intengio de separagdo (PRAZERES e
CABRAL, 1994).

As membranas de ultrafiltragdo, devido sua ampla faixa de distribuicdo de
poros (entre 1-100nm ou massa molar de corte — PMC 500-100.000 Da), s3o mais
adequadas para retencdo da maioria das enzimas (10.000-100.000), nativas ou
modificadas. A massa molar de corte de uma membrana é dada pela massa molar
da menor molécula retida em pelo menos 90% pela membrana (PRAZERES e
CABRAL, 1994; PORTER, 1990).

A selegdo da membrana a ser utilizada em reatores de membranas
enzimaticos deve levar em consideracdo o tamanho da enzima, substratos e
produtos, bem como a natureza quimica das substancias e do material da
membrana. Um importante paradmetro a ser utilizado nesta selegéo é o coeficiente
de rejeigao de solutos, que deve ser zero para facilitar a permeagéo, e deve ser
100% para a enzima, permitindo completa retengéio do catalisador no sistema
reacional (PRAZERES e CABRAL, 1994).

Em fung8o do tipo de contato entre enzimas e substratos, os reatores de
membranas podem ser classificados em:
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¢ reator de membrana com contato direto — ocorre o contato direto entre
enzimas e substratos (i.e., substratos sdo introduzidos no lado da
membrana que contém a enzima). Neste tipo de reator as enzimas
(imobilizadas ou em sua forma livre) podem atuar no substrato tdo logo
entre no sistema;

e reator de membrana por difusdo — promove o contato entre enzima e
substrato ap0s passagem difusiva dos substratos através da membrana
para o compartimento adjacente onde a enzima esta localizada, sollvel! ou
imobilizada. Apos a catélise os produtos difundem-se no sentido do fluxo de
substratos que ainda n&o reagiram;

s« reator de membrana muliifasico — neste tipo de reator a membrana nao
apenas separa duas fases de liquidos mas tambem promove um contato
interfacial, juntamente com a enzima, atuando como um catalisador
interfacial (PRAZERES e CABRAL, 1994).

Um novo reator, combinando enzima, membrana e CO.SC, foi utilizado por
Pomier et al. (2005) na modificagdo de 6leo de mamona. Basicamente, o novo
reator baseia-se em dois conceitos originais: fluidificagdo da mistura viscosa (0leo
de mamona e oleato de metila) pelo CO,SC, facilitando a filtragdo tangencial e
reagdo enzimatica em meio CO,SC/6leo, catalisada por lipase imobilizada em
suporte ceramico (Magnan et al., 2004). Através da anélise de retentados e
permeados, quanto a presenca de ricinoleato de metila, verificou-se que a reagao
enzimatica aconteceu predominantemente nos poros da membrana, onde o
contato entre enzimas e substratos é favorecido em relagéo a superficie interna da
membrana. Duranie 25h, a atividade de convers3o da enzima imobilizada foi de
aproximadamente 30% no permeado e 16% no retentado.

Xu et al. (2000a) investigaram a utilizagdo de reator de membrana na
sintese enzimatica de lipidios estruturados buscando obter a integracdo da reagé@o
de interesterificacdo e de separagdo dos lipidios estruturados especificos, visto
que 0s processos acontecem simultaneamente, permitindo assim uma forma de
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otimizagdo. Especificamente, a integragdo de reagdes catalisadas
enzimaticamente com a tecnologia de separagdo por membranas constitui uma
melhoria em potencial em alguns processos. A separacdo simultdnea de
componentes de substratos indesejaveis pode alterar a concentragdo durante o
processo de reagdo, conduzindo a reagdo para um melhor nivel de equilibrio. Os
autores avaliaram vinte e seis membranas planas de distintos materiais
poliméricos. As membranas foram selecionadas em termos de suas habilidades de
separar 0s acidos graxos de cadeia média (AGCM), liberados dos TG de cadeia
meédia (TGCM) sob processo de aciddlise com concentrado de acidos graxos
polinsaturados de oleo de peixe, e menaor faxa de permeacdo de 6leo de canola,
que atuou como ¢Oleo extrator. Foram também avaliados a estabilidade das
membranas e o efeito do comprimento da cadeia dos acidos graxos nos fluxos de
efluentes. As reacgles foram realizadas em reator de membrana baseado no
processo de difus&o. Utilizou-se a enzima Lipozyme IM sn-1,3 especifica como
biocatalisador. A incorporagé@o de acidos graxos poliinsaturados n-3 (PUFA) foi
aumentada em 15%, em 90h de reagdo, através da separagdo simultdnea dos
AGCM liberados pela reacao.

Xu et al. (2000b) investigaram a obtengdo enzimatica de lipidios
estruturados especificos através da utilizacdo de reator de membrana de
ultrafiltracdo. A reagf@o de interesterificagdo enzimatica ocorreu entre TCM e
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa de dlec de peixe, com razido molar
de 1:4, respectivamente. Utilizou-se como catalisador a enzima Lipozyme TL IM,
sn-1,3 especifica (5%p/p), com umidade de 3%. Os experimentos foram realizados
em célula de ultrafiltracdo, sob atmosfera de nitrogénio, temperatura de 50°C e
agitagdo de 200-400 rpm. Apds 5 horas de reacdo, aplicou-se pressao
transmembrana de 1 bar. A incorporagdo de acidos graxos poliinsaturados nos
TCM aumentou cerca de 15%, ap6s 80h de experimento, através da separagdo
simultanea dos AGCM liberados pela reagdo.
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3.1 Imobilizagdo enzimatica

Diversos sistemas tém sido propostos para imobilizagdo enzimatica:
adsorcdo ou ligagdo covalente de moléculas catalisadoras em suporte soélido,
reticulagdo ou inclusdo em capsula, matriz ou fibra. A escolha da técnica a ser
utilizada tem sido determinada principalmente pelo tempo, em detrimento do tipo e
escala da aplicagdo considerada. Redugdes na atividade enzimatica de 10 a 90%
tém sido reportadas na literatura. Varias razbes podem estar envoividas na
explicagdo destes fendmenos, incluindo o impedimento estérico (o sitio ativo da
enzima pode ter sido alterado pelo processo de imobilizagdo) ou o fendmeno de
limitacdo interfacial (a difusdo dos substratos ou produtos nas imediagbes da
superficie onde as moléculas catalisadoras sdo imobilizadas pode ser muito lenta)
(RIOS et al., 2004).

Rucka e Turkiewicz (1990) avaliaram técnicas de impregnagao enzimatica
(Rhizopus sp.) por oclusdo da enzima na matriz polimérica e adsorcdo em
membranas de ultrafiltracdo. A imobilizagdo na membrana, durante seu processo
de elaboragdo, mostrou-se como uma alternativa simples e atrativa em relagéo a
imobilizagdo por adsorgdo. A oclusio fisica da enzima pela matriz polimérica e
mais forte que a adsorgdo, onde interagdes hidrofébicas ndo s&o fortes o
suficiente para a manutengado da lipase ligada a membrana. O principal beneficio
associado a imobilizagdo da enzima por oclusdo durante o processo de inversao
de fases € a obtengio de uma membrana com bom tempo de estabilidade.

Bouwer, Cuperus e Derksen (1997) avaliaram o desempenho de reatores
de membrana com lipase Rhizopus javanicus imobilizada. A enzima foi imobilizada
através da filtragdo de solugio enzimatica. Para aplicagéo em reatores, lipases
tém sido imobilizadas em membranas microporosas hidrofobicas e hidrofilicas. As
membranas tém aproximadamente a mesma produtividade, mas a atividade
enzimatica € muito menor com membranas hidrofébicas. O fator limitante mais
importante é a baixa utilizagdo da enzima devido & zona de contato entre as fases
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aquosa e organica nas membranas hidrofoébicas ser muito fina, permitindo a
atuacdo da lipase somente nessa zona de contato. Para aplicacbes
economicamente viaveis, membranas hidrofilicas sdo preferidas desde que menor
quantidade de enzima seja requerida. Foram testadas membranas tipo fibra oca
(com 40 canais de 1,8 mm diametro interno, espessura da parede 0,065 mm, area
porosa interna 680 m?) e membranas planas (espessura de 120 um, area de
superficie 0,029 m® e area porosa interna de 53 m?). As reagdes estudadas foram
a hidrélise de TG e a peroxidacdo de acidos graxos. No caso da hidrélise, as
atividades das membranas foram da mesma magnitude (~20 pmol.m?s™)
independentemente do tipo de membrana ou de sua espessura. O modelo de
reagdo-difusdo foi desenvolvido para que se conseguissem duas zonas na
membrana, uma camada de difusdo e uma camada de reacdo. Com este modelo,

a espessura da camada de reagdo e o grau de utilizagdo da enzima podem ser
estimados.

Balcdo e Malcata (1998) reportaram mudangas ocorridas na composigéo
em acidos graxos da manteiga submetida a interesterificagdo e aciddlise com
acido oléico, catalisada pela lipase comercial de Mucor javanicus, imobilizada por
adsor¢ao fisica em membrana fibra oca hidrofdbica, a 40° C e sob atividade de
agua controlada. O principal objetivo dessa pesquisa foi aumentar o nivel de
acidos graxos insaturados da manteiga e reduzir, concomitantemente, o nivel de
acidos graxos saturados de cadeia média e longa (laurico e miristico). Com a
hidrolise observou-se na manteiga modificada um aumento de 30% p/p de acido
oleico e redugdo de 8 e 2% para os acidos graxos laurico e miristico, tendo em
vista a composigao original da manteiga. A imobilizagdo da enzima na membrana
foi por adsorcdo, seguindo procedimentos descritos por Balcao, Vieira e Malcata
(1996) e Balcdo e Malcata (1997). O contetido de pé da lipase bruta (M10™) foi
aproximadamente 10% (peso/peso). A quantidade de proteina adsorvida pela
membrana de fibra oca foi de 6,36 ug proteina/cm’ de membrana, e correspondeu
a um rendimento de imobilizagdo de aproximadamente 54% de proteina da
soluc@o sobrenadante.
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Lozano et al. (2002) otimizaram metodo de preparo de membranas
dinadmicas através da filtragao de solucio de polimeros sollveis em agua (gelatina
e/ou polietilenoimina — PEl) em suporte ceramico a-alumina, seguido da
imobilizacdo da enzima Candida antartica B (CALB) através de ligagdo covalente.
A enzima liga-se covalentemente a camada de gelatina e/fou PEI previamente
adsorvida utilizando-se glutaraldeido como agente ligante. O processo de
imobilizagdo da CALB em membranas dindmicas foi otimizado em fung&o dos
diferentes pardmetros envolvidos em cada etapa (formacgéo da camada dindmica,
ativagdo com glutaraldeido e ligagao enzimatica) tendo como critérios de avaliago
a atividade hidrolitica do p-nitrofenil palmitato e a estabilidade operacional. A
membrana preparada com deposi¢ao de gelatina/PE! foi ufilizada na obteng&o de
butirato de butila a partir de butirato de vinila e 1-butanol com trés solventes
organicos (hexano, acetona e acetonitrila) e em meio com baixo teor de umidade
(<3% viv). A "membrana enzimatica” apresentou maior estabilidade operacional
em meio anidro, possivelmente atribuidas a ndo solubilizagdo da camada de gel
(gelatina/PE] e de moléculas de enzimas).

Magnan et al. (2004), através de adaptacdo do protocolo de imobilizagdo
descrito por Lozano ef al. (2002), avaliaram a estabilidade e atividade de
membrana ceramica imobilizada com Candida antartica quanto & reagdo de
hidrolise de acetato butilico em agua e sintese de laurato butilico a partir de
acetato butilico e acido laurico em solventes organicos. Verificou-se boa
reprodutibilidade na elaboragdo das membranas, atraves do controle de
determinagbes hidroliticas, e boa estabilidade da membrana enzimatica a
estocagem a temperatura ambiente, sob vacuo com P:0s. A estabilidade
enzimatica da membrana foi avaliada apds quatro reutilizagbes, onde a
membrana, depois de utilizada, foi lavada, seca e acondicionada até proxima
utilizagdo. Ap6s redugdo de 35% na atividade hidrolitica entre a primeira e
segunda utilizag3o, a atividade permaneceu constante. Como a estocagem n&o
ocasionou perda na atividade enzimatica, a redugdo observada estd
provavelmente associada as etapas de secagem e hidratagdo das membranas.
Segundo os autores, o processo de secagem induz a remogdo da agua da
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estrutura da camada de gel polimérica, sendo responsavel pela aproximacgao das
cadeias protéicas. Estas interagbes podem ocasionar modificagdes irreversiveis
na conformagdo da estrutura enzimatica, podendo favorecer sua inativacao.
Contudo, como parte das enzimas esta ligada covalentemente por mais de uma
ligacao, suas estruturas sao fixas e modificagdes na sua conformagao, envolvendo
sua inativag&o, ndo podem mais ocorrer durante a secagem, o que torna negligivel
a perda de atividade apods dois ciclos de estocagem.

4 Fluidos supercriticos

Fluidos supercriticos s&o substancias que se encontram sob condigdes
criticas de pressao e temperatura, ou seja, acima de sua pressdo e temperatura
critcas (BRUNNER, 2005). No estado supercritico, as propriedades fisico-
quimicas de um fluido assumem valores intermediarios aqueles dos estados
liquido e gas, apresentando densidade proxima a dos liquidos, viscosidade
préxima & dos gases, difusividade duas vezes maior que a tipica dos liquidos, alta
compressibilidade e baixa tens&o superficial (BRUNNER, 2005; LIM et al., 2002).

Fluidos supercriticos (FSC) tém recebido bastante atengio no que se refere
aos processos de extragdo, apresentando diversas vantagens em relagdo ao
processo de extragdo com solventes organicos. Entre estas vantagens temos: a
baixa viscosidade e alta difusividade dos FSC, melhorando a transferéncia de
massa em matrizes sélidas e liquidas com redugo do tempo total de extragao;
possibilidade de utilizagdo sob temperaturas brandas, conferindo maior protegéo
oxidativa aos compostos termo-sensiveis; possibilidade de modificagdo de suas
propriedades de solvatagdo através do ajuste da pressio e temperatura,
permitindo a obteng&do de extragdes seletivas; facil remogo do produto extraido
através de sua descompressdo; sdo considerados seguros para o meio ambiente
e nao geram residuos quimicos (ANDERSSON, DEMIRBUKER,
BLOMBERG,1997).
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Em particular, o diéxido de carbono (CO;) € o FSC mais utilizado como
solvente em aplicagdes alimenticias. O CO; apresenta baixo custo, disponibilidade
em alto grau de pureza, facilidade e seguranca em sua manipulagdo, € atoxico,
nao inflamavel, apresentando interessantes propriedades fisico-quimicas, como,
baixo ponto critico de temperatura e pressdo, 31,1°C e 72bar, respectivamente
(BRUNNER, 2005; CASTRO, VALCARCEL, TENA, 1994).

A aplicagio da tecnologia de fluidos supercriticos (FSC) no processamento
de oleos e gorduras é uma alternativa aos processos de extragdo e purificagéo de
matrizes lipidicas envolvendo solventes organicos. A extragdo e purificagdo de
compostos lipidicos, como triacilglicerdis, &cidos graxos livres, tocoferdis,
carotendides, esterois, através do CO,SC tem sido investigada por diversos
autores, bem como a influéncia dos pardmetros operacionais utilizados,
temperatura e pressdo de CO,, sobre a seletividade da extragdo (BRUNETTI et
al, 1989; ANDERSSON, DEMIRBUKER, BLOMBERG, 1997, MENDES et al,
2005; MENDES, REIS, PALAVRA, 2005; GAST et al., 2005, CAO e ITO, 2003,
LIM et al., 2002}.

5 Associagio de extragido por FSC e tecnologia de membranas

A associagdo do processo de extragdo por FSC e separagdo por
membranas permite a integragdo da reagdo de extragao pelo CO,SC (favorecida
pelo seu alto poder solvente) e separagdo seletiva pela membrana, através da
filtracgo da mistura supercritica (CO,SC + solutos extraidos). A combinag&o do
sistema CO,SC/membrana confere melhoria no potencial de separagdo da
membrana e seletividade para a extragio, possibilitando a extrag&o de fragbes
com estreita faixa de massa molar (SARRADE, RIOS, CARLES, 1998).

A separacdo de solutos no processo de extragédo por FSC realiza-se através
de despressurizagdo efou resfriamento, onde o fluido passa a forma gasosa,
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seguido da coleta dos solutos extraidos. Os custos de recompressao do CO,
gasoso para fase liquida ou supercritica s3o altos e a associagdo do processo de
extragéo por FSC e separagio por membranas permite a ndo expansaoc do fluxo
do retentado a cada ciclo, permitindo uma importante economia energética quanto
ao0s custos de recompresséo (SPRICIGO et al., 2001; SARRADE, RIOS, CARLES,
1998).

Sarrade, Rios e Carlés (1998) utilizaram a associagdo da extracdo de
CO2SC e separacio através de membranas de nanofiftragdo no fracionamento de
triacilglicerois de 6leo de peixe e na purificagdo de R-caroteno. Foram testadas
duas membranas tubulares: TN — baseada no conceito organico-inorganicoe T ~
baseada no conceito inorganico. A referida associagdo permitiu o fracionamento
de triacilglicerdis de 6leo de peixe, determinado através da verificagéo do aumento
de triacilglicerdis de cadeia média no permeado e predominancia de triacilglicerdis
de cadeia longa no retentado. A membrana TN apresentou maior seletividade
quanto ao fracionamento de triacilgliceréis do que a membrana T. Foram utilizadas
condi¢bes operacionais de 31MPa, 313K, pressado transmembrana de 3MPa. Para
a purificagdo de carotendides, provenientes do 6leo de cenoura, obteve-se um
aumento de 30% de caroteno no retentado através da utilizagdo da membrana TN.
A membrana T néo foi efetiva na retengdo de carotenos.

Spricigo ef al. (2001) testaram uma membrana de osmose reversa de
acetato de celulose quanto a separacio de 6leo essencial de noz-moscada na
presenca de CO,SC. A membrana apresentou uma retencdo média de éleo
essencial de 96,4%, ndo tendo sido influenciada de forma significativa pela
temperatura, pressdo transmembrana e concentragdo de 6lec na alimentacgio.
Para presséo de CO2 de 12MPa, maiores fluxos de permeado foram obtidos com
pressdo transmembrana de 4MPa, sem perdas na retengdo do 6leo essencial. O
fluxo de CO; foi linearmente proporcional & pressdo transmembrana aplicada,
sendo reduzido com o aumento da concentragdo de Oleo na alimentago. A
membrana apresentou boa permeabilidade ac CO, e boa resisténcia as severas
condigbes de press3o utilizadas.
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Sarmento et al. (2004) avaliaram trés membranas de osmose reversa (SG,
CG e AG - Osmonics) quanto & permeabilidade ao CO,SC e retengdo de
limoneno e dleos essenciais de noz-moscada e iaranja a 12MPa e 40°C. A
retencdo de Oleos e a permeabilidade ao CO,SC foram avaliadas em fungéo da
concentragao na alimentagdo e pressdo transmembrana. O fluxo de CO, foi
linearmente dependente da press3o transmembrana aplicada. A retencado de dleos
essenciais foi reduzida com o aumento da pressdo transmembrana, ndo sendo
afetada pelas diferentes concentragdes de oleo na alimentagdo. A membrana SG
apresentou maior retencdo de dleos essenciais, atingindo valores de
aproximadamente 90%. No entanto, concomitantemente, esta membrana
apresentou menor fluxo de CO,, com valores de até 8,75 kg/h.mz, quando
submetida a diferenga de pressdes de 1MPa. Os resultados experimentais
indicaram a ocorréncia de colmatagem da membrana apés a permeacdo de oleo
essencial. Todas as membranas testadas apresentaram boa permeabilidade ao
CO; e boa resisténcia as severas condi¢bes de pressao utilizadas.

Carlson, Bolzan e Machado (2005) avaliaram trés membranas de osmose
reversa (SG, AK e CE - Osmonics) e uma de nanofiltragdo (HL — Osmonics)
quanto a retengdo de D-limoneno sob extragio por CO,SC. Experimentos foram
conduzidos sob pressdo de 12MPé, pressdo transmembrana de 0,5MPa e
temperatura de 40°C. A membrana SG apresentou maior fator de retencgo de D-
limoneno (0,94) para concentragdo de limoneno na alimentagdo de 30%:
apresentando, no entanto, baixos fluxos de CO,. Os resultados obtidos com a
membrana SG mostraram que a associagdo de membranas e extragdo com
CO.SC representa aplicagdo potencial para a redugio de custos energéticos na
reciclagem do solvente. Com esta membrana, quase 70% do solvente (permeado
de CO) pbde ser reciclado com apenas 0,5MPa de pressurizacdo (de 11,5 a
12,0MPa) enquanto que para os 30% restantes (retentado CO2) houve
necessidade de pressurizagdo de de 5 a 12MPa, para a ocorréncia de mudang¢a
de fase, com maior necessidade de energia para se atingir a press&o de extracso.
A membrana CE apresentou fluxo de CO2 praticamente nulo, inviabilizando testes
com a matriz lipidica. O fator de retengéio da membrana AK foi reduzido & zero
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apés 80 minutos de filtragdo. A membrana HL apresentou fator de retencao
estavel (0,3) apds 75 minutos.

6 Conclusio

A utilizagdo de reatores de membrana enziméaticos constitui-se numa
tecnologia promissora para os processos de bioconversio devido a possibilidade
de ocorréncia simultdnea da reagdo enzimatica, separagdo entre enzima e
produtos/substratos e separacdo efou purificagdio de produtos, em fungdo da
disposi¢io da enzima no reator de membrana, em sua forma livre ou imobilizada.
Reagbes enziméticas conduzidas em meio de CO,SC s3o favorecidas pelo alto
poder solvente do CO,, podendo favorecer a atividade catalitica. O processo
caracteriza-se por operar com baixas pressées e temperaturas criticas; auséncia
de toxicidade; baixo custo e facilidade de remocdo do produto final quando
comparado com os demais solventes organicos. A associagdo do processo de
extragado por FSC e separagdo por membranas constitui-se numa ferramenta de
grande impacto econdmico e ambiental, podendo ser considerada como uma
tecnologia limpa e segura quando comparada aos processos que envolvem
extragdo e purificagdo com solventes orgéanicos.
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Otimizagdo das condigées de producgio de ésteres etilicos a partir

de 6leo de peixe com elevador teor de acidos graxos -3

Resumo

The production of ethyl esters by alcoholysis process is an alternative for splitting
process of triacylglycerols due to the possibility of utilization of low temperatures,
which results in oxidative protection for the polyunsaturated fatty acids. Ethyl esters
produced under mild conditions of temperature, could be used as substrate for the
obtention of structured lipids. The reaction parameters of production of ethyl esters
from fish oil enriched with »-3 fatty acids by alcoholysis reaction were optimized
using response surface methodology. An experimental desing (2%), (with levels +1
and -1, six axial points with levels -a and +a and three central points), was
applied. The variables for investigation were concentration of catalyst, amount of
ethylic alcohol and temperature. Ethyl esters conversion was monitored by High
Performance Size Exclusion Chromatography (HPSEC) technique and the best
result obtained was 95% of conversion rate. The optimal conditions were 40°C, 1%
of NaOH and 36% of ethanol.

Keywords: ethyl esters, alcoholysis, high performance size exclusion
chromatography

1 Introdugéo

Os oleos provenientes de peixes marinhos contém grandes quantidades de
acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa ®-3 que sdo oriundos do acido
graxo linolénico, advindo das plantas utilizadas na alimentacdo dos peixes. Sua
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composi¢ao especifica em acidos graxos ©-3 justifica sua grande utilizagdo em
nutricgdo humana. Os principais acidos graxos desta classe s3o o
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA), podendo representar cerca
de 26% dos acidos graxos presentes em oleos de peixe. A utilizagdo de Aacidos
graxos da serie ®-3 apresenta grande influéncia no metabolismo dos
triacilglicerdis, nos niveis de LDL colesterol, além da interferéncia na agregacao
plaquetaria reduzindo o risco de doengas cardiovasculares (GRUNDY, 1994;
STANSBY, 1990).

Os Oleos e gorduras tém a sua aplicagdo industrial limitada pela sua
distribuicdo e composicdo em acidos graxos, sendo necessario submeté-los a
processos de modificagdo, tais como, hidrogenacdo, interesterificacio e
fracionamento, para que suas caracteristicas fisico-quimicas sejam aiteradas
(ROUSSEU e MARANGONI, 1998; WILLIS e MARANGONI, 1998).

O processo de interesterificagio pode ser dividido em quatro classes de
reagOes: alcodlise, aciddlise, glicerdlise e transesterificagdo. A alcodlise, reacio
entre uma gordura e um alcool, oferece meios de preparagdo de ésteres como
alternativa ao processo de hidrélise e reesterificagio. Os ésteres sdo obtidos
através do deslocamento do glicerol pelo aicool, que pode ser metilico ou etilico,
na presenca de catalisadores, produzindo metil ou etil ésteres (SONNTAG, 1982):

C3Hs(OOCR); + 3CH3CH>OH —» 3CH,CH,OCOR + C3Hs(OH)3 - (Etandlise)

O processo convencional de obtengdo de acidos graxos utiliza temperaturas
elevadas, na faixa de 150 — 280°C, sendo que a temperatura escolhida determina
maior ou menor tempo de reagdo, podendo levar a oxidacdo de éleos
polinsaturados (SONNTAG, 1982), como o 6leo de peixe.

Os esteres etilicos t&m surgido como um substrato alternativo para a
obteng@o de lipidios estruturados especificos devido & possibilidade de utilizaggo
de baixas temperaturas no processo, o que permite proteger os acidos graxos
poliinsaturados da oxidagao.
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O objetivo do presente trabalho foi otimizar as condicdes de producdo de
ésteres etilicos a partir de d6leo de peixe, enriquecido com éacidos graxos -3,
atraves do processo de alcodlise em escala piloto, visando sua utilizagdo como
substrato para a reagdo de produgao de lipidios estruturados especificos.

2 Material e Métodos

2.1 Oleo de peixe

Para a produgao dos ésteres etilicos foi utilizado como matéria-prima éleo de

peixe enriquecido em é&cidos graxos w-3 (ROPUFA - Roche), gentiimente cedido
pela empresa Parmalat.

2.2 Caracterizagdo da matéria-prima

-Teor de acidos graxos livres - método AOCS Ca 5a-40 (2002), Composicdo em
acidos graxos - método AOCS Ce 1-62, — CondigBes da anélise: Cromatografo
CGC Agilent 6850 GC System. Coluna DB - 23 — Agilent (50% Cianopropil —
metilpolisiloxano), 60m x 0,25mm x 0,20um. Forno: 195°C — 20 min; 195 — 215°C
a 5°C/min; 215°C - 16 min. Gas de arraste: He; fluxo da coluna — 1,0 mL/min;
injetor — 250°C; detector — 280°C; split - 1:50. A identificagdo dos &cidos graxos foi
realizada através da comparagdo dos tempos de retenciio das amostras e do
padrao cromatografico NU-CHEK GLC-87;- Metilagdo - método AOCS Ce 2 -86
(2002);- indice de Peréxido — método AOCS Cd 8b-90 (2002);- Indice de Anisidina
— método AOCS Cd 18 - 90 (2002).
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2.3 Reagdo de alcoodlise

A reagao de alcodlise foi realizada em reator de 3L, encamisado e provido
de agitacdo mecénica. Para os testes preliminares foram utilizados 2kg de dleo de
peixe, solugdes de NaOH em alcool etifico anidro com concentragdes de 1,0, 1,13
e 1,20% e 40 partes de alcool etilico anidro. A reagc@o ocorreu sob agitagio de
600rpm, durante 5 minutos, a temperatura de 60°C. Para os ensaios
experimentais utilizou-se um sistema em batelada com lotes de 0,6Kg de dleo de
peixe, que foi aquecido a diferentes temperaturas. Para cada experimento foi
adicionada solugdo de NaOH em alcool etilico anidro, de acordo com
concentragGes descritas no planejamento experimental, A reagdo ocorreu sob
agitagdo mecanica de aproximadamente 600rpm, durante 5 minutos. Apds o
término da reagso, adicionou-se glicerol em quantidade suficiente para acelerar a
separagdo do glicerol produzido durante a reacdo e, apds a decantagdo do
mesmo, foi realizada sua remocdo, sendo os ésteres submetidos a diversas
lavagens com agua pré-aquecida até que os mesmos estivessem limpidos e

neutros. No mesmo reator foi realizada a secagem a vacuo dos ésteres a 60°C.

2.4 Planejamento experimental

Para a obtengéo das melhores condigdes operacionais para a producgdo de
ésteres etilicos de 6leo de peixe foi aplicado um modelo fatorial completo (2%), com
0s niveis de +1 e —1, seis pontos axiais (-o. e +a), trés pontos centrais (nivel zero),
em que as variaveis estudadas foram concentragdo do catalisador, quantidade de
alcoot etilico e temperatura. O planejamento constou de 18 experimentos, sendo
trés no ponto central e seis nos pontos axiais. Os valores das variaveis foram
selecionados em fung&o de testes preliminares (Tabela 1). O tempo de reag8o e a
velocidade de agitagdo foram de 5 minutos e 600rpm, respectivamente. Os
resultados foram avaliados através da aplicagdo de MSR - Metodologia de
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Superficie de Resposta e Andlise de Regressdo Mdltipla (BARROS NETO,
SCARMINO, BRUNS, 1996).

Tabela 1. Niveis e variaveis avaliados no planejamento experimental.

NIVEIS
VARIAVEIS o -1 0 +1 +a,
Temperatura (°C) 39 45 52,5 60 65,20
NaOH(%) 0,93 1 1,1 1,2 1,27
Etanol Anidro (v/m) 26,53 30 35 40 43,47

A resposta ao delineamento foi dada em fungéo da avaliagdo quantitativa
do rendimento em ésteres, determinado através da técnica de cromatografia de
alta performance por exclusdo de tamanho.

2.5 Controle dareagao

A reagdo de obtengdo dos ésteres foi avaliada através da técnica de
Cromatografia de Alta Performance por Exclusdo de Tamanho (HPSEC) nas
seguintes condi¢des: duas colunas conectadas em série, Hewlett Packard — DVB
(Polidivinilbenzeno), com didmetros de poros de 100 e 500A; detector de indice de
refragdo (Differential Refractometer LCD 201 - SICON - ANALYTIC); bomba
isocratica (Perkin-Elmer, série 10 - Liquid Chromatograph), injetor de 20ul. e fluxo
de fase movel (Tetrahidrofurano) de 1mL/min (RUIZ-MENDEZ, MARQUES-RUIZ e
DOBARGANES; 1997).

O mecanismo de separagéo dos ésteres, através da técnica HPSEC, ocorre
atraves da diferenca de massa molar entre os compostos presentes no meio
reacional, sendo que, neste caso, a ordem de eluigdo € ftriacilglicerdis,
diacilglicerdis, monoacilglicerdis, ésteres e acidos graxos livres.
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3 Resultados e Discussio

A eficiéncia da reagéo de conversdo de triacilglicerdis em ésteres depende
diretamente das condigdes de processo utilizadas, bem como das caracteristicas
fisico-quimicas da matéria-prima. Dentre as variaveis que afetam a reagio de
alcoolise temos o teor de acidos graxos livres, umidade, tipo de catalisador e
concentragao utilizada, raz&o molar de alcool/6leo e tipo de alcool utilizado, tempo

de reagdo, temperatura, agitacdo e pureza dos reagentes (MEHER, SAGAR,
NAIK; 2005).

3.1 Caracterizagdo da matéria-prima

A composi¢do em acidos graxos do 6leo de peixe utilizado como matéria-
prima para a produgdo de ésteres é apresentada na Tabela 2.

As caracteristicas fisico-quimicas do oleo utilizado na reagéo de alcodlise,
tais como, teor de acidos graxos livres e umidade, apresentam grande influéncia
na eficiéncia da reagéo, pois pode haver reacdo com o catalisador e diminui¢ao na
eficiéncia da conversédo de triacilglicertis em ésteres. Quanto maior a acidez do
Oleo, menor a eficiéncia da conversdo. Para a obtengdo de maior eficiéncia na
conversao, o 6leo utilizado deve apresentar teores de &cidos graxos livres, indice
de peroxido e umidade maximos de 0,1%, 10 meq Ox/kg e 0,1%, respectivamente
(ERICKSON, 1985).

A partir dos resultados dos testes preliminares foi elaborado um
planegjamento experimental onde as variaveis independentes (temperatura,
concentragdo de NaOH e etanol) foram avaliadas dentro de uma faixa especifica
(Tabela 1). De acordo com este planejamento, o nimero total de combinagdes de
tratamento foi 2k + 2k + n, onde k é o nimero de variaveis independentes e n é o
nimero de repeticdes dos experimentos no ponto central.
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Tabela 2. Composicao em 4cidos graxos do élec de peixe

Acidos Graxos %
C12:0 Laurico 0,31
C14:0 Miristico 7,06
C15:0 Pentadecanosico 0,59
C16:0 Palmitico 17,98
C16:1 Palmitoléico 7,55
C17:0 Margarico 0,90
C17:1 Margaroléico 1,04
C18:0 Estearico 5,25
C18:1 Oléico 13,53
C18:2 Linoléico 2,37
C18:3 Linolénico 1,13
C184 Esteariddnico 3,37
C20:0 Araquidico 0,46
C20:1 Gadoléico 1,31
C20:3 Eicosatriendico 0,87
C20:4 Araquiddnico 0,77
C20:5 Eicosapentaendico (EPA) 14,80
C22.0 Behénico 0,63
C22:5 Docosapentaendico (DPA) 1,92
C22:6 Docosahexaendico (DHA) 18,15
Total (EPA + DPA + DHA) 34,87
Total n-3 PUFA 36,30

3.2 Otimizacao dos parametros reacionais

A Tabela 3 apresenta o planejamento experimental para a otimizagdo das
variaveis avaliadas (X1-temperatura, X2-concentragdo de NAOH, X3-etanol
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anidro) para a produgdo de esteres etilicos e 0s resultados de converso em
esteres.

Tabela 3. Planejamenio experimental para otimizagao das variaveis avaliadas para
a producio de ésteres etilicos de dleo de peixe

Experimentos X1 X2 X3 Rendimento em ésteres
{Temperatura °C} (NaOH %)} (Etanol v/p) {%)
1 1(60) 1(1,2) 1(40) 95,08
2 -1(45) 1(1,2) 1(40) 93,95
3 1(80) -1{1) 1(40) 92,64
4 -1(45) -1(1) 1(40) 93,89
5 1(60) 1(1,2) -1(30) 86,71
6 -1(45) 1(1,2) -1(30) 90,01
7 1(60) -1(1) -1(30) 89,36
8 -1(45) -1(1) -1(30) 85,83
9 0(52,5) 0(1,1) 0(35) 92,83
10 0(52,5) 0(1,1) 0(35) 91,42
1 0(52,5) 0(1,1) 0(35) 92,01
12 1,68(65,20) o(1,1) 0(35) 89,97
13 -1,68(39.8) 0{1,1) 0(35) 89,81
14 0(582,5) 1,68(1,27) 0(35) 92,18
15 0((52,5) -1,68(0,93) 0(35) 89,67
16 0(52,5) 0(1.1) 1,68(43,47) 94,96
17 0(52,5) 0(1,1) -1,68(26,53) 72,19
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A técnica HPSEC permitiu a separagao dos diferentes compostos de acordo
com sua massa molar. A Figura 1 apresenta um exemplo de perfil cromatografico
em que se verifica a convers3o de triacilglicerdis em ésteres do experimento Ne17
do planejamento experimental. Através do perfil cromatografico obtido verifica-se a
presenca de 15% de triacilglicerois (TG), 12,7% de diacilglicerdis (DG) e 72% de
esteres etilicos de acidos graxos de cadeia longa (EEAGCL), mostrando a eluigdo
dos compostos em fung¢éo da sua massa molecular.

EEAGCL

TG pe / |
i

A
VAR

Figura 1. Perfil cromatografico para avaliagso do rendimento dos ésteres, onde
TG= triacilglicerdis, DG = diacilglicerdis e EEAGCL = ésteres etilicos de acidos
graxos de cadeia longa

Em testes preliminares realizados para a obtengdo de ésteres etilicos de
0leo de peixe obteve-se uma taxa de conversdo de 100% para a concentragéo de

1,20% de hidréxido de sodio e 40 partes de alcool etilico anidro (Tabela 4).

Tabela 4. Condicdes preliminares utilizadas na producio de ésteres

% NaOH Rendimento em ésteres (%)
1,0 95,6
1,13 98,0
1,20 100,0

Temperatura = 60°C e Volume de etanol =40 partes (v/p)

No entanto, verificou-se nos ensaios do planejamento experimental uma
taxa maxima de conversao em ésteres de 95%. Os testes preliminares e os
ensaios experimentais foram realizados nas mesmas condigdes, exceto a
quantidade da matéria-prima utilizada, Zkg e 0,6Kg, respectivamente. A agitagdo é
um parametro importante para se chegar a melhor eficiéncia do processo. O reator
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utilizado foi desenhado com pas de agitacdo para volumes da ordem de 3L.
Quando se diminuiu a massa inicial de amostras para 0,6Kg, parte da hélice de
agitagé@o deixou de estar totalmente submersa no éleo, o que pode ter alterado a
excelente condicdo de agitacdo encontrada nos testes preliminares, reduzindo
assim a taxa de conversdo em ésteres.

A equagao de regressdo de segunda ordem mostra a dependéncia da
conversdo de dleo em ésteres etilicos como fungdo da quantidade de etanol
utilizada na reagdo. Os parametros da equagdo foram obtidos pela analise de
regressao muitipla dos dados do experimento:

Y = 92,05296 + 4,53679X3— 2,37387 Xs2

Onde Y & a variavel dependente, rendimento em ésteres, em relacdo a variavel
independente X; — etanol. As varidveis X; — temperatura e X, — concentracao de
NaOH nao apresentaram efeitos estatisticamente significativos.

Através da anélise de variancia (ANOVA) determinou-se o valor de F, que é
a raz&o da média quadratica devido & regressio sobre a média quadratica devido
ao erro (Tabela 5). O valor do F calculado da regressio apresentou-se maior que
o F tabelado e o valor do F da falta de ajuste mostrou-se menor que o F tabelado,
mostrando que o modelo é preditivo e significativo ao nivel de confianga de 95% e
que 0 mesmo nao apresenta falta de ajuste dentro da faixa avaliada.
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Tabela 5. Efeitos das variaveis avaliadas no rendimento dos ésteres etilicos.

Fontes de

variagao sSQ GL MQ Fcalc. Ftab.
Regresséo 353,99 2 176,99 25,14 3,74*
Residuo 98,54 14 7,04
Falta de ajuste 97,53 12 8,12 16,19 19*
Erro puro 1,00 2 0,50
Total 452,52 16

*ao nivel de 95% de confianca

O coeficiente de determinagdo R? foi de 0,78 para a variavel ésteres. O
valor R? ¢ a medida da variagdo total dos valores observados do rendimento em
ésteres sobre a média determinada pelo modelo ajustado, que & freqglientemente
expressa em porcentagem. Isto denota que 78% das variagdes no rendimento em
ésteres séo explicadas pelo modelo ajustado. O coeficiente de correlagdo R = 0,89
explica a correlagdo entre os valores experimentais e os valores previstos pelo
modelo.

De acordo com as areas de contorno obtidas (Figuras 2 e 3) verifica-se que
as variaveis concentragdo de NaOH e temperatura (°C), dentro da faixa avaliada,
nao influenciaram a conversdo de triacilglicerdis em ésteres. Entretanto, a
concentracdo de etanol apresentou efeito positivo sobre o rendimento, com
melthores resultados quando utilizada entre 35,5 e 44%.

Verifica-se na literatura que a concentracdo de catalisadores alcalinos
utilizados tem variado de 0,4 a 2,0% (m/m) de 6leo. A grande variagao nas
concentracdes utilizadas pode ser atribuida as diferengas existentes nos diversos
sisternas reacionais utilizados, tais como, tipo e razdo molar do alcool utilizado,
configuragdo do reator e matéria-prima (MEHER, SAGAR, NAIK, 20085). Ferrari
Oliveira, Scabio (2005) obtiveram 97,5% de convers&o em ésteres etilicos a partir
de oleo de soja e etanol anidro sob as seguintes condigdes operacionais: 3L de
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oleo, 50% (v/v) de etanol anidro e 15g de NaOH, durante 5 minutos. De acordo
com a area de contorno obtida na figura 2, verifica-se que a concentragio de
NaOH, dentro da faixa avaliada (0,93 a 1,27%), ndo apresentou influéncia
significativa no rendimento em ésteres etilicos, permitindo a escolha da menor

concentragdo de NaOH testada sem perdas na taxa de conversao em ésteres.

Wl %Y
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Figura 2. Efeito da concentragdo de etanol e de NaOH sobre a converséo de
triacilglicerbis em ésteres etilicos

A reacdo de alcodlise pode ocorrer a diferentes temperaturas, dependendé
do oleo dtilizado, estando correlacionada ao tempo de reagdo. A reacgdo de
alcodlise tem sido conduzida a partir de temperatura ambiente até 60°C
(FERRARI, OLIVEIRA, SCABIO, 2005). No entanto, alguns autores sugerem que
temperaturas superiores a 60°C podem acelerar a saponificagao dos triacilglicerdis
pelo catalisador alcalino antes da alcodlise completa (MEHER, SAGAR, NAIK,
2005). De acordo com a area de contorno obtida na figura 3, verifica-se que a
temperatura, na faixa avaliada (39 a 65,2°C), ndo apresentou influéncia
significativa no rendimento em ésteres etilicos, permitindo a escolha da menor
temperatura avaliada sem perdas na taxa de conversdo em ésteres. A utilizagao
de baixas temperaturas confere maior protegdo oxidativa aos acidos graxos
poliinsaturados presentes no dleo de peixe.

85



Capitulo IV — Otimizag&o das condigBes de producdo de ésteres etilicos a partir de dleo de peixe
com elevado teor de acidos graxos w-3

Tompaigsgrs (%5

£ ro8Ta
£ miraz
b Bt 5o
W o%a0s
B or st
ke 2]
o 1R RV
I3 atrve

Elariol (5}

Figura 3. Efeito da concentra¢io de etanol e da temperatura sobre a conversio de
triacilglicerdis em ésteres etilicos

Uma das variaveis mais importantes que afetam a conversdo de
triacilglicer6is em ésteres é a razdo molar entre &lcool e triaciiglicerol. A razdo
estequiométrica para alcodlise requer trés moles de alcool e um de triacilglicerol
para a produgdo de trés moles de ésteres e um de glicerol. No entanto, a reagéo
de alcodlise, devido ao seu carater reversivel, requer um excesso de alcool para
que haja um deslocamento da reagdo para a producgio de ésteres. Contudo, um
elevado excesso de alcool interfere na separagdo do glicerol que, devido ao
aumento da solubilidade, permanece no meio reacional, ocasionando um
deslocamento do equilibrio da reagdo para sentido oposto e consequente reducao
na conversdo em ésteres. Enciner ef al. (2002) avaliaram a influéncia de diferentes
razdes molares (3:1 e 15:1) entre etanol e 6leo de cardoon (Cynara cardunculus
L.). A reacdo de alcodlise foi incompleta para razbes molares inferiores a 6:1,
apresentando melhores resuliados de conversdo em ésteres entre as razdes
molares de 9:1 e 12:1. No entanto, com a utilizagdo da razdo molar de 15:1
verificou-se uma dificuldade de separagdo do glicerol do meio reacional e
conseqliente decréscimo do rendimento em ésteres. As areas de contorno obtidas
nas Figuras 2 e 3 mostram que a variavel etanol apresentou efeito positivo
significativo na conversdac em ésteres etilicos quando utilizado entre as
concentragdes de 35 e 43,47%(v/m), 0 que corresponde a utilizagdo de razbes
molares de 5,3:1 e 6,6:1(etanol/dleo), respectivamente. Verifica-se um menor

86



Capitulo IV — Otimizac8o das condigBes de produgdo de ésteres efilicos a partir de dleoc de peixe
com elevado teor de acidos graxos w-3

rendimento em ésteres etilicos para razdes molares inferiores a 5,3:1 e superiores
a6,6:1.

4 Conclusio

A reagdo de alcodlise mostrou-se viavel para a produgdo de ésteres etilicos
devido & possibilidade de utilizacdo de temperaturas muito baixas, na faixa de
40°C, quando comparada ao processo de obiengio convencional de hidrdlise de
acidos graxos, no qual se utiliza temperaturas entre 150-280°C. O processo
proposto € uma alternativa tecnolégica para oOleos ricos em acidos graxos
poliinsaturados, conferindo maior prote¢do oxidativa ao mesmo.

A reacgdo apresentou taxa de conversdo maxima em ésteres etilicos de
95%, dentro da faixa estudada, onde apenas a variave! etanol anidro apresentou
influéncia positiva significativa. De acordo com os dados obtidos, sugere-se a
utilizagdo de temperatura de 40°C, concentracéo de 1% de NaOH e 36% de etanol
anidro, sendo esta reacdo realizada em apenas 5 minutos sob agitagdo de 600
rpm. Estas condigbes sdo consideradas brandas em termos de agress&o térmica
ao Oleo e possibilitam a obtengao industrial de produtos de alto valor nutricional,
com mais prote¢o contra a oxidagao dos acidos graxos poliinsaturados.
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Avaliacdo de pardmetros enzimaticos na sintese de lipidios estruturados
especificos

Resumo

O interesse na produgao de lipidios estruturados especificos (LE) tem aumentado
continuamente devido as suas aplicagdes médicas, nutricionais e alimenticias.
Sua obteng@o enzimatica apresenta diversas vantagens em relagio a sua
obteng&o por via quimica. Em fun¢do da especificidade e seletividade enzimatica é
possivel a obtencdo de produtos especificos que dificilmente seriam obtidos
através de reagbes quimicas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade catalitica das enzimas Lipozyme TL IM e RM IM, a influéncia da
atividade de agua, da razdo molar de substratos e da utilizagdo de peneira
molecular na obtengdo de lipidios estruturados a partir de ésteres etilicos de
acidos graxos de cadeia longa (EEAGCL) e triacilglicerdis de cadeia média (TCM).
Para a obtencgdo de resultados de incorporacdo satisfatdrios, a atividade de agua
deve situar-se entre valores de 0,30 e 0,43. Através do aumento da razdo molar
de substratos de 1.2 para 1:4 obteve-se uma curva de interesterificagdo crescente
e estavel, evidenciando a importancia de se trabalhar com um pequeno excesso
de substratos. A utilizagdo de peneira molecular {10% p/p) conferiu discreto
aumento no rendimento da incorporagdo de EEAGCL no TCM devido a absorgdo
de parte da agua liberada pela reacéo de hidrdlise no meio reacional.

1 Introdugao

Lipidios estruturados séo triacilgliceréis modificados em sua composigéo
em acidos graxos efou em sua distribuigdo posicional na cadeia do glicerol através
de catdlise quimica ou enzimatica. Especificamente, sdo triacilgliceréis com
propriedades nutricionais e funcionais superiores. O beneficio da ingestdo do
lipidio estruturado especifico esta relacionado com a composigdo e balango
adequado entre acidos graxos de cadeia média (AGCM), fonte de energia de
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rapida absorg&@o, e &cidos graxos de cadeia longa (AGCL), fontes de acidos
graxos essenciais (w-6 e ®-3), podendo ser utilizados na reducdo dos niveis
séricos da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e nivel de triacilgliceréis,
prevencdo de trombose e melhoria da funcéo imunologica (OSBORN e AKOH,
2002).

A sintese de lipidios estruturados através de interesterificacdo enzimatica
apresenta diversas vantagens quando comparada a interesterificagdo quimica:
pode ocorrer sob condigbes brandas de temperatura, pH e pressio, exige menor
consumo energético, minimiza a degradagdo térmica dos produtos obtidos;
confere maior controle sobre a distribuicdo dos acidos graxos no produto final
devido a especificidade e regioseletividade enzimatica e possibilita a obtengdo de
produtos especificos, que dificilmente seriam obtidos por reagdes quimicas
convencionais. As lipases podem catalisar reagGes de hidrélise, esterificacéo,
alcoodlise, aciddlise e transesterificagdo (GUNSTONE, 1999; LEE e AKOH, 1998).

As reagdes de interesterificagdo enzimaticas sdo fortemente influenciadas
por parémetros operacionais, tais como: temperatura, tempo de reagéo, atividade
de agua, presenca de solventes organicos, razdo molar de substratos, quantidade
e tipo de enzima. Estes fatores operacionais influenciam ndo apenas o rendimento
e a velocidade da reagdo, mas também a pureza dos produtos finais obtidos.
Diversos autores tém investigado a influéncia dos parametros operacionais sobre
a cinetica de interesterificagdo nos mais diversos sistemas propostos para a
obtengao de lipidios estruturados especificos (LEE e AKOH, 1998; MU, XU, HOY,
1998; XU et al., 1998; SCHIMID et al., 1998; JENNINGS e AKOH, 2000; KIM et al.
2001; IRIMESCU, IWASAKI, HOU, 2002; YANG, FRUEKILDE, XU, 2005:
NIELSEN ef al., 2008).

A alividade de agua exerce grande influéncia sobre a cinética de
interesterificagdo e formagido de produtos secundarios durante a reagdo. Uma
hidratagdo minima € necessaria para a ativagdo da enzima. No entanto, o
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2.5 Composigao do lipidio estruturado

A composigao em acidos graxos do LE obtido foi analisada por cromatografia
gasosa para a verificagdo da incorporagdo dos ésteres etilicos de acidos graxos
provenientes do 6leo de peixe.

2.6 Métodos analiticos

Composigdo em &cidos graxos (1SO5508:1990); condigbes de analise:
cromatografo Carbo Erba, modelo GC 8000; coluna capilar Innowax (30m x
0,25mm x 0,25um, Supelco), 100% polietileno. Forno: 80°C — 2 min, 80 - 225°C a
5°C/min; 225°C — 15min. Gas de arraste: He; fluxo da coluna — 2mL/min; injetor —
250°C; detector — 270°C; split — 1:100; preparagdo de ésteres metilicos (NF T60-
223, Maio de 1997); determinacéo de acidez (NF T60-204, dezembro de 1985),
cromatografia em camada delgada (CHRISTIE,1982). Estas analises foram
realizadas no Laboratorio de Lipidios do CIRAD (Montpellier/FR), razdo pela qual
se utilizou diferentes metodologias nos ensaios subseqiientes.

As amostras experimentais referentes aos ensaios com diferentes razées
molares e peneira molecular foram analisadas no Laboratério de Oleos e
Gorduras, FEA/UNICAMP (Brasil), segundo as seguintes metodologias.
Composigdo em acidos graxos - método AOCS Ce 1-62 (2002). Condigdes de
andlise: Cromatografo CG Agilent 6850 GC System. Coluna DB — 23 - Agilent
(50% Cianopropil ~ metilpolisiloxano), 60m x 0,25mm x 0,20um. Forno: 195°C -
20min; 195 — 215°C a 5°C/min; 215°C - 16min. Gas de arraste: He; fluxo da
coluna ~ 1,0mL/min; injetor ~ 250°C; detector — 280°C; split — 1:50. A identificacdo
dos acidos graxos foi realizada através da comparagdo dos tempos de retencdo
das amostras e do padréo cromatografico NU-CHEK GLC-87; -Metilaggo - método
AQOCS Ce 2 -66 (2002).
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3 Resultados
3.1 Testes com diferentes enzimas

Os valores originais da atividade de agua das enzimas Lipozyme TL IM e
Lipozyme RM IM, eram de 0,33 e 0,11, respectivamente, como determinado. As
enzimas foram condicionadas em dessecador contendo solugio supersaturada de
K2CO; para que atingissem atividade de agua em torno de 0,43.

Muderhwa, Pina e Graille (1998) avaliaram a influéncia da atividade de
agua de alguns biocatalisadores (Lipozyme Tw, Candida deformans, Rhizopus
arrhizus) sobre a reagado de interesterificagéo, verificando que a atividade de agua
deve estar entre valores de 0,25 a 0,45, o que corresponde a uma hidratagao do
meio reacional de 0,5 e 1%. Para valores abaixo de 0,25, os catalisadores
apresentaram baixa eficiéncia e acima de 0,45 a reacdo de hidrolise tornou-se
privilegiada em relagdo a interesterificagao.

A Figura 1 apresenta a evolugdo da cinética de interesterificacéo para a
enzima Lipozyme TL IM, com atividade de agua de 0,42. Verificaram-se oscilages
nos valores de incorporagdo de ésteres etilicos nos TCM em fungdo do tempo.
Estas oscilagdes podem estar relacionadas com a elevada atividade da enzima e
com a limitada razdo molar entre TCM e EEAGCL (1:2), 0 que pode levar a
reesterificag@o dos AGCM liberados pela reagdo. Considerando-se o fornecimento
limitado de EEAGCL e a ocorréncia inevitavel da reacao de hidrolise, atuando
competitivamente com a reagdo de interesterificagio, novos experimentos com
enzima Lipozyme TL IM foram realizados com o objetivo de elucidar estas
alteragbes na cinetica de incorporacio.
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Figura 1. Cinética de incorporagdo de EEAGCL nos TCM quando catalisada pela

enzima Lipozyme TL IM.

A Figura 2 apresenta a evolugdo da cinética de interesterificacdo para a
enzima Lipozyme RM IM, com atividade de agua de 0,43. A enzima Lipozyme RM
IM apresentou uma cinética de incorporagio crescente em funcdo do tempo,
atingindo um valor de incorporagdo de 48% em 30 horas de interesterificaco.
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Figura 2. Cinetica de incorporagdo de EEAGCL nos TCM quando catalisada pela
enzima Lipozyme RM IM.

Em funcdo da maior atividade enzimética apresentada, a enzima Lipozyme
TL IM foi escolhida para os ensaios subseqlientes.

3.2 Influéncia da atividade de agua na cinética de incorporagio de EEAGCL
nos TCM

Dentre as atividades de &gua avaliadas, maiores atividades cataliticas
foram obtidas para os valores de 0,34 e 0,44 (Figura 3). A determinacdo de acidos
graxos livres (AGL%) da mistura reacional para as atividades de agua de 0,27,
0,34, 0,44 e 0,65 foi de 5,2, 4,8, 5,2, e 7,8%, respectivamente; evidenciando que
maiores valores de atividade de agua estdo associados ao maior percentual de
hidrolise nos friacilglicerdis. Os maiores rendimentos de interesterificagéo obtidos
com atividades de agua de 0,34 e 0,44 estdo relacionados com menor teor de
hidrolise no meio reacional. Obteve-se baixa atividade catalitica para valores de
atividade de agua de 0,27 e alta atividade catalitica para atividade de agua de
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0,65. No entanto, a atividade de agua de 0,65 favoreceu a reacao de hidrdlise em
detrimento da reac&o de interesterificagdo. Verificou-se, para todas as atividades
de agua, elevada atividade catalitica nas primeiras horas de reagdo. Oscilagtes
nos valores de incorporagdo de EEAGCL nos TCM foram novamente obtidos,
como apresentados na Figura 1. Esta oscilagdo parece acontecer apés
incorporagéo de todo substrato disponivel, onde a enzima continua com sua
atividade catalitica reesterificando os ésteres de acidos graxos de cadeia média
liberados pelos TCM. O decréscimo na atividade catalitica foi verificado para todos
os valores de atividade de agua testados.
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Figura 3. Influéncia da atividade de agua na incorporagdo de EEAGCL nos TCM
(54 horas)

No intuito de analisar mais detalhadamente o comportamento da cinética de
interesterificagdo nas primeiras horas, realizou-se um experimento, com valores
de atividade de agua semelhantes, durante 10 horas (Figura 4).
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Figura 4. Influéncia da atividade de agua na incorporagao de EEAGCL nos TCM
(10 horas)

De forma geral, maiores valores de incorporagdo de EEAGCL nos TCM
foram obtidos com seis horas de interesterificagdo, para todas as atividades de
agua avaliadas. Os resultados sugerem que a cinética de incorporagdo maxima
(~86%) pode ter acontecido entre o tempo de reacédo de 6 e 8 horas. A partir de 8
horas de reagao, verificou-se, novamente, redugdo na incorpora¢io dos EEAGCL,
como apresentado na Figura 3. A determinagdo de acidos graxos livres (AGL%)
da mistura reacional, apds 10 horas de reacdo, para as atividades de agua de
0,22, 0,30, 0,40 e 0,65 foi de 3,8, 4,0, 4,3, e 6,3%, respectivamente.

Em fungdo da impossibilidade de se evitar completamente a reagdo de
hidrélise, o estudo experimental da infiuéncia da atividade de agua permitiu
determinar as melhores condigbes de hidratagdo, favorecendo a cinética de
incorporagdo com menores valores de hidrélise.
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3.3 Influéncia da utilizagdo de peneira molecular e de diferentes razdes
molares de substratos

A utilizagdo de absorvedores de umidade ou peneira molecular durante
reacbes de interesterificagdo tem por objetivo remover parte da agua liberada pela
reacdo de hidrdlise, j& que a mesma & inevitavel e compete com a reaco de
interesterificagdo. Através da Figura 5 verifica-se a influéncia da utilizagao de
peneira molecular (10% p/p) sobre o rendimento da incorporagio de EEAGCL nos
TCM, verificando-se um discreto aumento no rendimento com a utilizagdo da
peneira molecular. Os ensaios foram conduzidos com a enzima condicionada a
0,43 de atividade de agua e razdo molar de substratos de 1:2 (TCM/EEAGCL). A
cinetica de incorporagdo apresentou tendéncia a decrescer a partir de 3 horas de
reacao.
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Figura 5. Influéncia da utilizagdo de peneira molecular na reago de
interesterificagdo (SPM — sem peneira molecular e CPM ~ com peneira molecular).
A fim de elucidar a causa da n&o obteng&o de uma curva de incorporagéo
estavel em fungdo do tempo, foram realizados experimentos com maior razio
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molar, 1:4 (TCM/EEAGCL.) (Figura 6). O aumento da razdio molar de substratos de
1:2 para 1:4 conferiu discreto aumento na cinética de incorporacdo de EEAGCL
nos TCM, além de ter favorecido a obtencdo de uma curva de interesterificagdo
mais estavel quando comparada com a curva obtida através da utilizacdo da razao
molar de 1:2. O excesso de substratos pode estar relacionado com a manutengdo
do rendimento da reagao, evitando a reesterificacao dos ésteres etilicos de cadeia
media liberados da reacio.

MU et al. (1998) verificaram a influéncia do efeito da razdo molar entre
substratos na incorporagéo de acidos graxos e migragao acila quando a reagio de
interesterificacéo n&o tinha atingido o equilibrio. A incorporagao de acido caprilico
aumentou com o aumento da razdo molar entre acido caprilico e 6leo de girassol

(de 1:1 para 1:8), enquanto que a migracéo de acila foi menor que 0,5%.
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Figura 6. Influéncia da raz&o molar sobre a incorporagéio de EEAGCL nos TCM
(CPM — com peneira molecular).

Experimentos com razdo molar, 1:4 (TCM/EEAGCL), utilizagd010% (p/p) de
peneira molecular e atividade de agua de 0,36 e 0,43 foram realizados (Figura 7).
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Confirmou-se uma tendéncia estavel na evolugdo da incorporagdo com utilizagao
da razao molar 1:4(TCM/EEAGCL). O percentual de incorporagao, na presenga de

absorvedores de umidade, foi praticamente similar para os dois valores de
atividade de agua avaliados.
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Figura 7. Influéncia da atividade de agua na incorporacéo de EEAGCL nos TCM
(CPM — com peneira molecular)

4 Conclusédo

O presente trabalho permitiu avaliar a atividade das enzimas Lipozyme TL
IM e Lipozyme RM IM quanto a incorporagdo de EEAGCL nos TCM em sistema de
batelada especifico. A enzima Lipozyme TL IM apresentou melhores resultados
quanto & cinética de incorporagdo quando comparada com a Lipozyme RM IM. O
estudo da influéncia da atividade de agua permitiu determinar o melhor intervalo
de hidrata¢&o da enzima para o favorecimento da reagao de interesterificagéo, em
detrimento da hidrélise. Para a obtengdo de resultados satisfatérios, a atividade de
agua deve situar-se entre valores de 0,30 e 0,43. A presenga de limitado

102



Capitulo V — Avaliagio de parametros enzimaticos na sintese de lipidios estruturados especificos

fornecimento de substratos (razdo molar 1:2) influenciou a estabilidade da curva
de incorporagdo, sendo observados aumentos e decréscimos sucessivos. Através
do aumento da razdo molar de substratos para 1:4 obteve-se uma curva de
interesterificagdo crescente e estavel, evidenciando a importancia de se trabalhar
com um pequeno excesso de substrato. A utilizagdo de peneira molecular (10%
p/p) conferiu discreto aumento no rendimento da incorporagédo de EEAGCL nos
TCM devido & absorgdo de parte da agua liberada pela hidrélise no meio
reacional.
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Capitulo VI — Produg&o enzimética de lipidios estruturados especificos em reator piloto

Producao enzimatica de lipidios estruturados especificos

em reator piloto

Resumo

O interesse na produgao de lipidios estruturados especificos (LE) tem aumentado
continuamente devido as suas aplicagbes médicas, nutricionais e alimenticias. Os
LE, contendo acidos graxos de cadeia média (AGCM) e acidos graxos essenciais
(AGE), apresentam ampla aplicag&o nutricional. Este trabalho teve como objetivo
a obtengao de um lipidio estruturado através da interesterificagio enzimatica entre
ésteres etilicos de acidos graxos de 6leo de peixe (EEAGCL) e triacilglicerdis de
cadeia média (TCM). As misturas de substratos constituem-se em fonte energética
de rapida absorgdo, AGCM, e de acidos graxos essenciais, presentes nos
EEAGCL, rico em acidos graxos o-3. Verificou-se a cinética de interesterificagéo
em fungdo da atividade de agua da enzima original (0,33) e ap6s a etapa de
condicionamento da mesma. Foram utilizadas as seguintes condigdes
operacionais: razdo molar 1:3 (TCM/EEAGCL), temperatura de 60°C, agitacdo de
100 rpm sob vacuo. A enzima com atividade de agua original (0,33) proporcionou
maior cinética de incorporagdo do que a enzima previamente condicionada na
mistura reacional, resultando, em 30 horas de reacéo, em incorporagbes da ordem
de 67 e 48%, respectivamente. O incremento na razao molar de substratos de 1:3
para 1:4 conferiu aumento na cinética de incorporagdo, reduzindo o tempo
necessario para obteng&o de incorporagdo maxima no TCM (~66,6%) de 30 para
10 horas.

Palavras-chaves: Lipidios estruturados, interesterificagdo enzimatica, TCM, AGCL.
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1 Introdugéo

Nas ultimas décadas, tem-se explorado tdpicos voltados aos problemas de
salde e sua possivel associacso ao tipo de dieta lipidica. Estudos epidemioldgicos
tém demonstrado a influéncia da dieta lipidica sobre a incidéncia de doencas
coronarianas, com evidéncias do efeito protetor da ingestdo de acidos graxos
essenciais ©-3, eicosapentaendico (EPA, C20:5 @-3) e docosahexaendico (DHA,
C:22:6 ©-6), presentes em animais marinhos (CONNOR, 1994),

Baseando-se nestas perspectivas, muita atengdo tem sido direcionada 3
sintese de lipidios estruturados especificos que, sendo moléculas com estrutura
particular em termos de composicéo e distribuicdo de acidos graxos na cadeia do
glicerol, apresentam caracteristicas fisico-quimicas especiais. A estrutura
molecular dos triacilglicerois (TG) influencia o seu metabolismo no organismo (isto
¢, digestdo e absorgdo) e suas caracteristicas fisicas (ponto de fusdo).
Consequentemente, através da sintese de lipidios estruturados (LE), com
estruturas quimicas particulares, é possivel controlar o comportamento dos TG e,
desse modo, melhorar suas propriedades nutricionais e farmacéuticas (IWASAKI &
YAMANE, 1999).

Lipidios estruturados especificos obtidos através de enzimas sn-1 3
especificas podem apresentar as seguintes estruturas em fungdo da distribuicdo
dos acidos graxos na molécula do glicerol: acidos graxos de cadeia média nas
posigbes 1,3 e acidos graxos de cadeia longa na posigdo 2 (MLM) ou acidos
graxos de cadeia longa nas posigdes 1,3 e acidos graxos de cadeia média na
posigdo 2 (LML). Lipidios estruturados do tipo MLM fornecem energia de rapida
absorgdo pela oxidagdo dos AGCM, rapidamente hidrolisados pela lipase
pancreatica, e favorecimento na absorgdo do AGCL na forma de 2-
monoacilglicerol (IWASAKI e YAMANE, 1999: XU et al, 1998; YANG,
FRUEKILDE, XU, 2005). Lipidios estruturados do tipo LML sd3o considerados
como TG de superior digestibilidade e absorggo (SETO e YAMADA, 1988).
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O beneficio da ingestdo de lipidios estruturados especificos esta
relacionado com a composi¢ao e balango adequado entre acidos graxos de cadeia
media (AGCM) e longa (AGCL) (-6, ©-3 e »-9) podendo ser utilizados na reducao
dos niveis sericos da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de triacilglicerdis,
prevengdo de trombose, melhoria na fungdo imunolégica, etc. Emulsbes de
triacilglicertis de cadeia média (TCM) e longa (TCL) sdo denominadas misturas
fisicas; contudo, estas misturas fisicas ndo s&o equivalentes ao lipidio estruturado
obtido pela interesterificagdo, que é rapidamente metabolizado comparando-se
como os TCL (AKOH, 1998). Um lipidio estruturado contendo DHA, EPA e AGCM
fornece energia de réapida absorgéo e acidos graxos essenciais (AGE) (JENNINGS
e AKOH, 2001). Varias composigbes em acidos graxos podem ser encontradas
nos lipidios estruturados, cuja escolha vai depender do tipo de aplicagdo
nutricional ou alimenticia desejada.

A sintese enzimatica de LE permite a incorporagdo de acidos graxos
desejados em posigbes especificas através da utilizacdo de enzimas sn-1,3
especificas, permitindo um maior controle do produto final e utilizagcdo de
condiges suaves de processo quando comparadas ao processo de
interesterificagdo quimica (LEE e AKOH, 1998; POSORKE, 1984).

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de lipidio estruturado, através
de interesterificago enzimatica entre ésteres etilicos de acidos graxos de 6leo de
peixe (EEAGCL), com elevado teor em AGE, e TCM. Foi avaliada a incorporagéo
de EEAGCL nos TCM em fungdo da umidade da enzima, antes e apos
condicionamento da mesma.

2 Material e Métodos

2.1 Substratos
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Oleo de peixe refinado (ROPUFA R '30' n-3 Food Oil - ROCHE),
gentimente cedido pela DANONE, foi utilizado para a obtencdo dos ésteres
etilicos de acidos graxos de 0leo de peixe, segundo condigBes descritas por
Moura et al. (2004), TCM - Trigliceril CM - Support, enzima Lipozyme IM TL,
gentilmente cedida pela empresa Novozymes.

2.2 Reator de interesterificagdo

Os experimentos foram realizados em reator encamisado de
interesterificag8o (capacidade de 2L), sob vacuo, temperatura de 60°C, agitagao
de 100 rpm, 5% de enzima (peso/substrato) e razdo molar de substratos de 1:3 e
1:4 (TCM/EEAGCL), respectivamente. Foram utilizados 500 gramas de substratos.

2.3 Condicionamento da enzima

O processo de condicionamento da enzima objetivou eliminar bolhas de ar,
contidas nos poros da silica, e remover grande parte da umidade original contida
na enzima (5%) para reduzir a reagdo de hidrolise e consequente formacio de
diacilglicerdis. A enzima foi condicionada através de lavagens nos substratos
(TCM + EEAGCL), previamente aquecidos a 70°C, sob vacuo. Foram realizados
quatro procedimentos de lavagem da enzima.

2.4 Separagdo dos lipidios estruturados especificos

O lipidio estruturado obtido foi separado do meio reacional através da
utilizagdo de placas cromatograficas de silica, preparadas com espessura de
0,5mm e ativadas por 30 minutos a 105°C. Foi utilizada como eluente a
combinagdo de hexano/éter etilico/acido acético na proporgdo de 80:20:1(viv),
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permitindo separagdo na seguinte ordem de eluigdo: ésteres, triacilglicerdis,
acidos graxos livres e, quando presentes, diacilglicerois (1,3) e (1,2).

2.5 Analises

-Teor de acidos graxos livres - método AOCS Ca 5a-40 (2002); Composicio em
acidos graxos - metodo AOCS Ce 1-62 (2002); Metilacao - métoda AOCS Ce 2 -66
(2002); Cromatografia em camada delgada (CCD) — CHRISTIE (1982).

3 Resultados

3.1 Efeito do condicionamento enzimatico na cinética de interesterificagio

A Figura 1 mostra o comportamento de incorporagio de EEAGCL nos TCM
em fungéo do tempo de reagd@o para a enzima nio condicionada (atividade de
agua original) e enzima condicionada. O uso da enzima com atividade de agua
original promoveu uma cinética de incorporagdo de EEAGCL nos TCM mais
elevada quando comparada com a enzima condicionada, atingindo o percentual
de incorporagdo maxima (66,66%), referente as posigdes sn-1,3 do triacilglicerol,
apos 30h de reagao, fato ndo verificado para a enzima condicionada no periodo de
150 horas de reagdo. A enzima com atividade de agua original (0,33) apresentou
incorporagdo maxima (67%) de EEAGCL nos TCM com 30 horas de reagio, a
partir do qual se verificou um aumento na incorporagdo, além do valor maximo
desejado de 66,66%, sugerindo uma possivel incorporacdo de EEAGCL na
posigédo sn-2 do glicerol, fato este que prejudica a pureza do lipidio estruturado.
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Figura 1. Incorporagéo de EEAGCL nos TCM em fungdo do tempo de reagéo para
a enzima condicionada e ndo condicionada.

A Figura 2 apresenta o percentual de incorporagdo dos Acidos graxos da
série ©-3 e »-6 nos TCM em funcéo do tempo de reacgio para a enzima nao
condicionada. O LE obtido no tempo final de reacgéo (150h) apresentou um teor de
29% de acidos graxos essenciais, 21% de AGCM, e outros acidos graxos
presentes no o6lec de peixe, o que confere a este lipidio caracteristicas de
fornecimento de energia de rapida absorgéo, devido a presenca de AGCM, e
fornecimento de &cidos graxos essenciais, através dos acidos graxos da série da

@-3 (acido linolénico, EPA e DHA) e v-6 (acido linoléico e acido araquiddnico).
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Figura 2. Incorporagéo de acidos graxos da série »-3 € ©-6 nos TCM em funcdo
do tempo de reacgdo para a enzima n&o condicionada.

A Figura 3 apresenta o percentual de incorporagdo dos acidos graxos da
série ©-3 e -6 nos TCM em fungio do tempo de reagdo para a enzima
condicionada. O LE obtido no tempo final de reacdo (150h) apresentou um teor de
16% de acidos graxos essenciais, 38% de AGCM, e outros acidos graxos
presentes no 6leo de peixe. O condicionamento da enzima, que tem por objetivo
reduzir a umidade da mesma, pode ter reduzido a atividade de agua para valores
inferiores & faixa de atividade de &gua que favorece a cinética de
interesterificago.

Muderhwa, Pina e Graille (1998) avaliaram a influéncia da atividade de
agua de alguns biocatalisadores (Lipozyme Tw, Candida deformans, Rhizopus
arrhizus) sobre a reagéo de interesterificagao, verificando que a atividade de agua
deve estar entre valores de 0,25 a 0,45, 0 que corresponde a uma hidratag&o do
meio reacional de 0,5 e 1%. Para valores abaixo de 0,25, os catalisadores
apresentam baixa atividade e, acima de 0,45, a reagdo de hidrélise torna-se
privilegiada em relacéo a interesterificagio.
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Figura 3. Incorporagdo de acidos graxos da série »-3 e ©-6 nos TCM em fungao
do tempo de reag&o para a enzima condicionada.

3.2 Influéncia da razio molar de substratos na cinética de interesterificagéo

O aumento da razdo molar de 1:3 para 1:4 (TCM/EEAGCL) aumentou a
cinética de interesterificagéo, reduzindo o tempo de reacdo necessario para a
obtengdo da maxima incorporagdo. A utilizacdo das razdes molares de 1:3 e 1:4
apresentou incorporagio maxima com 30 e 10 horas, respectivamente.
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Figura 4. Influéncia da raz&o molar de substratos sobre a cinética de
interesterifica¢éo

4 Conclusio

A utilizagdo da enzima com atividade de agua original (0,33) apresentou
melhor cinética de incorporagdo quando comparada com a enzima previamente
condicionada na mistura reacional. Foram observadas, em 30 horas de reac3o,
incorporagdes da ordem de 67 e 48%, com a enzima em seu estado original e
condicionada, respectivamente. O incremento na razdo molar de substratos de 1:3
para 1:4 melhorou a cinética de incorporagao dos AGCL nos TCM, reduzindo o
tempo necessario para a obtenc¢éo da incorporagdo maxima nos TCM (~66,6%) de
30 para 10 horas.
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Sintese enzimatica de lipidio estruturado especifico em

reator de membrana plana

Resumo

A maioria das pesquisas utilizando membranas em tecnologia de lipidios tem
focado a recuperagido de solvente da miscela, degomagem, branqueamento,
neutralizagao, hidrdlise de oleos e gorduras e sintese enzimatica de lipidios
estruturados (LE) em reator com membrana. O interesse na produgado de lipidios
estruturados especificos tem aumentado continuamente devido as suas
aplicagbes meédicas, nutricionais e alimenticias. Os LE contendo acidos graxos de
cadeia média (AGCM) e acidos graxos essenciais (AGE) possuem a combinagao
de efeitos de rapida absor¢do e oxidagdo, proporcionados pela presenca dos
AGCM, e outros beneficios a salde devido a presenca dos AGE, tais como,
melhoria das condigbes cardiovasculares, redugdo do colesterol, formacédo e
manutencao das atividades cerebrais e da visdo. S&o utilizados em dietas para
pessoas com problemas de m4 absorgdo de gorduras, insuficiéncia pancreatica,
em nutricdo enteral e parenteral, alimentagdo infantil e em formulacdes para
desportistas. A obtencao enzimatica de lipidios estruturados permite a obtengéo
de LE com acidos graxos desejados, em posicdes especificas, através da
utilizacdo de enzimas regio-especificas. A aplicacao da tecnologia de membranas
no sistema de obtengédo enzimatico de LE permite a integracdo da reacdo de
interesterificagdo e separagdo dos Aacidos graxos/ésteres de acidos graxos
liberados por esta reagéo, o que favorece a obtengao do equilibrio da reacgao e de
produtos mais puros, possibilitando ainda a recuperagdo de catalisadores quando
0s mesmos nao se encontram imobilizados na membrana. Este trabalho teve
como objetivo a utilizagdo de um reator de membrana plana em batelada para
obtengdo de um LE, a partir de triacilglicerol de cadeia média (TCM) e ésteres
etilicos de acidos graxos de 6leo de peixe com elevado teor de acidos graxos -3

(EEAGCL). As seguintes condi¢des operacionais foram utilizadas: temperatura de
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60°C, agitagdo de 600rpm, enzima Lipozyme TL IM (5% peso/substrato),
membranas planas poliméricas e razdo molar de substratos de 1:3 -
TCM/EEAGCL. A reagdo de interesterificacdo foi avaliada durante 102 horas,
quando se obteve uma incorporagdo maxima da ordem de 70% de EEAGCL nos
TCM, dentre os quais, 23,5% referentes aos AGE da série ® -3 e o -6. O produto
obtido apresenta caracteristicas de fornecimento de energia de rapida absorgao,
devido a presenca de AGCM, e fornecimento de acidos graxos essenciais. Foram
realizados experimentos no mesmo reator, sem a presenga da membrana, com o
objetivo de verificar sua influéncia sobre a obtencéo do LE final, O percentual de
incorporag&o final de ésteres etilicos nos TCM, com 102 horas de reagao, foi de
~70% e 57%, para o LE obtido com e sem utilizacio de membrana,
respectivamente.

Palavras chaves: Lipidios estruturados, reator de membrana, acidos graxos
essenciais.

1 Introdugio

A aplicagdo de membranas no processamento de oleos vegetais tem
crescido bastante nos Ultimos anos devido aos beneficios proporcionados por sua
utilizagao, tais como, utilizagdio de baixas temperaturas e possibilidade de
operagao a temperatura ambiente, o que confere maior protecdo oxidativa aos
Sleos vegetais; menor consumo de energia; retengio de componentes desejaveis;
redugado na produgao e tratamento de efluentes; possibilidade de conduzir reagdes
em diregbes especificas e possibilidade de n&o adigdo de insumos quimicos
(SUBRAMANIAN e NAKAJIMA, 1997; OCHOA et al., 2001).

Os lipidios estruturados especificos (LE), triacilgliceréis modificados
quimica ou enzimaticamente quanto & sua estrutura e composigdo em acidos
graxos, apresentam importantes propriedades nutricionais e farmacéuticas,
principalmente quando apresentam um balango adequado entre acidos graxos de
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cadeia media (AGCM), fonte de energia rapidamente absorvida pelo organismo, e
acidos graxos de cadeia longa (AGCL), fonte de acidos graxos essenciais. Os LE
podem ser utilizados em nutrigdo enteral e parenteral, em pacientes com
deficiéncia na absorg8o de gorduras, bebés prematuros, na reduc¢do dos niveis
séricos da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e nivel de triacilglicerois, na
prevencdo de trombose e na melhoria da fungdo imunolagica (AKOH, 1998:
IWASAKI e YAMANE, 2000).

A aplicagdo da tecnologia de membranas no processo enzimatico de
obtencdo de lipidios estruturados favorece a integragio da reacdo de
interesterificacao e separaglo dos lipidios estruturados obtidos, processos que
acontecem simultaneamente, permitindo uma forma de otimizag&o da reagéo, ja
que a separagéo simuitdnea de componentes indesejaveis do meio reacional pode
alterar a concentracdo durante o processo, conduzindo a reagdo para um melhor
nivel de equilibrio (XU et al., 2000).

Este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia da utilizagéo de
membranas planas durante a reacdo de interesterificagéio entre triacilglicerdis de
cadeia media (TCM) e ésteres etilicos de acidos graxos de éleo de peixe
(EEAGCL) com elevado teor de &cidos graxos essenciais, através da utilizacdo da
enzima Lipozyme TL IM sn-1,3 especifica.

2 Material e métodos
2.1 Substratos

Triacilglicerol de cadeia média (TCM), Triglicerii CM — Support, ésteres
etilicos de acidos graxos de dleo de peixe com elevado teor de acidos graxos
essenciais - obtidos pelo processo de alcodlise, segundo condigdes descritas por
MOURA et al. (2004), Lipozyme TL IM sn-1,3 especifica, imobilizada em resina
macroporosa.
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2.2 Membranas

Foram utilizadas membranas preparadas a partir de diferentes polimeros e
com diferentes faixas nominais de poro, no Laboratorio de Separacdo por
Membranas — LABSEM (UFSC/Floriandpolis), € membranas comerciais planas
Millipore. Foram utilizadas membranas poliméricas (microfiltragdo, ultrafiltracao,
nanofiltracdo e osmose reversa) constituidas dos seguintes polimeros; PVDF —
polifiuoreto de vinilideno, PES - polietersulfona, EMC ~ éster misto de celulose,
PTFE, PTFE laminado, Poliamida e Nylon (Tabela 1). As membranas foram

avaliadas em fung@o da capacidade em permear acidos graxos livres e reter
triacilglicerdis.

2.3 Reagdo de interesterificagao e reator de membrana plana

A reagado de interesterificagido enzimatica ocorreu entre TCM e EEAGCL,
com raz@o molar de 1:3, respectivamente, sob agitagdo de 600 rpm e temperatura
de 60°C. Utilizou-se 5% de enzima — Lipozyme IM TL (Aw =0,3) — Thermomyces
lanuginosus (p/p em relag@o ao substrato). Foram adicionados 70g de substratos
(TCM e EEAGCL) no compartimento A do reator de membrana e dleo refinado de
soja no compartimento B. Foram coletadas amostras em intervalos de tempo de 5,
10, 24, 48 e 102 horas de experimento. A reacdo de interesterificacéio ocorreu no
reator de membrana plana, descrito na Figura 1.

Na reacao de interesterificagdo entre TCM e EEAGCL, a remogao dos
ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia média (EEAGCM) liberados pela
reagdo depende do gradiente de concentragéo existente nos compartimentos A e
B (Fig.1). A concentragdo de EEAGCM liberados no compartimento A depende do
tempo de reag&o, razdo de substratos e quantidade de enzima utilizada.
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- Agitacéo

TCMAEEAGCL +
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. Recirculacéo de
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Figura 1. Esquema simplificado do reator de membrana plana utilizado nos
experimentos

2.4 Procedimento experimental para testes seletivos das membranas

Para a realizag8o dos testes seletivos das membranas adicionou-se nos
compartimentos A ¢ B do reator, acido graxo oléico e oleo refinado de soja,
respectivamente. As membranas foram selecionadas baseando-se em sua
habilidade de permear o &cido graxo oléico, do compartimento A para o
compartimento B e na sua capacidade em nao permear triacilgliceréis do
compartimento B para o compartimento A.

Uma quantidade determinada de acido oléico e 6leo de soja refinado foi
adicionada nos compartimentos A e B do reator, respectivamente. Utilizou-se a
temperatura de 60°C sob agitagdo mecanica de 600rpm. O conteGdo de acidos
graxos livres presentes no oleo contido no compartimento B, que funcionou como
extrator dos mesmos, foi determinado por titulagio alcalina. Os fluxos foram
calculados de acordo com a seguinte equagéo (Xu et al., 2000):

Fluxo(mol/h.m®) = AGL(%h) x P(g) &)
PM(AGL) x area (m?)
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O contetdo de acidos graxos livres (AGL) foi calculado por regressao entre
0 conteldo de acido graxo livre presente no compartimento B e o tempo de
permeagao (h), P é o peso em gramas do 6leo contido no compartimento B, PM &
o peso molecular do acido graxo livre, acido oléico, contido no compartimento A e
a area (mz) € a area da membrana. A area da membrana utilizada foi de 9,8 107
m?. Os fluxos foram medidos durante10 horas, sendo coletadas amostras a cada
duas horas de intervalo. Foram coletadas amostras de 1 e 2mL dos respectivos
compartimentos.

Dois fatores devem ser levados em consideracdo quanto ao comportamento
de fluxo permeado apresentado por membranas de filtragdo: orientagdo da
superficie de contato da membrana e caracteristicas que podem afetar o fluxo de
permeado das membranas, tais como, massa molar de corte, espessura,
homogeneidade da superficie, material e pré-tratamento da membrana (XU et al.,
2000).

Utiizando a superficie funcional da membrana voltada para ©
compartimento B pode-se verificar o comportamento da membrana quanto a
passagem de triacilglicer6is do compartimento B para o A e a passagem dos
acidos graxos livres do compartimento A para o B. Num experimento de filtragdo
tangencial a superficie funcional da membrana ficard retendo os triaciigliceréis
devendo permitir apenas a passagem dos acidos graxos livres, o que
fundamentou os testes apenas com a superficie funcional orientada para o lado B,
que continha dleo de soja (triacilglicerdis).

2.5 Influéncia do comprimento da cadeia carbdnica no fluxo permeado de
acidos graxos

Uma das quelidades promissoras das aplicagbes de membranas é a
seletividade de diferentes &cidos graxos de acordo com o comprimento de sua
cadeia e estrutura. Acidos graxos com diferentes comprimentos de cadeia e
estruturas possuem diferentes raios Stokes-Einstein e diferentes hidrofobicidades
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(BOUWER et al.,1997 e PRONK et al.,1998; citados por XU et al., 2000). Essas
diferencas podem ser utilizadas nos processos de separagao.

Foram verificados os fluxos de permeado de acidos graxos com diferentes
comprimentos de cadeia carbdnica (acido caprilico e 4cido oléico) na membrana
selecionada para a reagéo de interesterificagdo. O procedimento de determinagao
do fluxo de permeado foi 0 mesmo utilizado no processo seletivo das membranas,
onde se utilizou oleo refinado de soja como extrator dos acidos graxos do
compartimento A.

2.6 Separagao do lipidio estruturado do meio reacional

O lipidio estruturado obtido foi separado do meio reacional através da
utiizagdo de placas cromatogréficas de silica, preparadas com espessura de
0,5mm e ativadas por 30 minutos a 105°C. Foi utilizada como eluente a
combinacdo de hexano/éter etilico/acido acético na proporgdo de 80:20:1(viv),
permitindo separagdo na seguinte ordem de eluigdo: ésteres, triacilglicerdis,
acidos graxos livres e, quando presentes, diacilglicerois (1,3) e (1,2).

2.7 Controle da interesterificagio

Composic&o em acidos graxos — método AOCS Ce 1-62 (2002), com &acidos
graxos esterificados segundo método de HARTMAN e LAGO (1973);
Cromatografia em camada delgada ~ CHRISTIE (1982).

3 Resultados
3.1 Testes seletivos das membranas

A Tabela 1 refere-se aos testes seletivos das membranas quanto 2
determinagéo de acido graxo oléico (%AGL) no compartimento B, determinagao
de triacilglicerol (TG) presente no compartimento A e o fluxo de permeado do
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acido oléico (mol/h. m?), com 10 horas de reagio.

Tabela 1. Testes seletivos das membranas
Membrana @ poro AGL(%) TG (%) Fluxo (mol/h.m?) Descrigido

PVDF 0,22um 3,60 5,10 1,22 Microfiltragao
PES 0,22 ym 4.60 5,90 1,56

EMC 0,1 pm 3,00 6,10 1,02

EMC 0,45 ym 3,90 2,30 1,08

EMC 0,8 uym 8,70 13,70 2,96

PTFE 0,45um 540 7,56 1,84

Nylon 0,45 ym 0,90 6,85 0,30

PTFE- lam 0,5 um 1,64 12,44 0,55

M26 (PVDF) 0,60 0, 0,23 Ultrafiltragzo
AZ 0,63 4,30 0,22

MR1 0,70 0 0,24

CF 0,27 0 0,09

LIl 1,50 0 0,51

YM1 (EC) 1K 3,82 0 1,37

PLBC 3K 8,09 0 2,82

PLGC 10k 0,20 0 0,07

PLTK 30k 1,85 0 0,66

AG 0,10 0 0,03 Osmose reversa
Poliamida 0,20 0 0,06 Nanofiltragdo

A determinag&o de acidez no éleo de soja no compartimento B foi realizada
por titulagdo alcalina por potencidmetro e a verificagiio da permeacdo de
triacilglicerdis (% TG no compartimento A) do compartimento B para o A foi
determinada através de Cromatografia de Alta Performance por Exclusdo de
Tamanho, fornecendo o percentual de triacilgliceréis que permeou para o
compartimento A.
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O transporte do &cido oléico para o compartimento B ocorreu de forma
linear em fungdo do tempo de reacdo para todas as membranas testadas nas
primeiras 10 horas de filtragdo. No entanto, houve uma perda de triacilglicerdis do
compartimento B para o compartimento A para grande parte das membranas
testadas. Normalmente, membranas com maior tamanho de poros apresentam
maiores fluxos de permeado; no entanto, isto n3o ocorreu para todas as
membranas. Varios fatores podem ter afetado o fluxo de acido oléico, tais como,
material constituinte da membrana, tamanho de poros, espessura da membrana,

homogeneidade da superficie da membrana e pré-tratamento das membranas.

Todas as membranas foram testadas em seu estado seco. As membranas
de ultrafiltracdo (YM1, PLBC, PLGC e PLTK) foram testadas também apds serem
submergidas em agua destilada por 2h e em etanol por 1h. A aplicagio do
tratamento ndo conferiu diferencas significativas para os fluxos de permeados
obtidos. As membranas (YM1, PLBC, PLGC e PLTK) apresentaram fluxos de 1,37;
2,82; 0,07 e 0,66 mol/h. m? e 1,35; 2,69; 0,07 e 0,69 molfh.m? para o estado seco
e apds pré-tratamento com agua e etanol, respectivamente.

Dentre as membranas testadas, as membranas de ultrafiltracdo (YM1,
PLBC e PLTK) apresentaram bons fluxos de permeado, nédo apresentando perda
de triacilglicerdis para o compartimento A. No entanto, o fluxo permeado n3o
aumentou com 0 aumento da faixa nominal de poros. As membranas YM1 e
PLBC, de 1 e 3K, apresentaram maiores fluxos de permeado do que as
membranas PLGC e PLTK, de 10K e 30K, respectivamente.

A membrana PLBC foi escolhida para os ensaios de interesterificagéo
enzimatica em reator de membrana em batelada devido ao seu maior fluxo de
permeado e reteng&o completa dos triacilglicerdis.

A verificagdo da influéncia do comprimento da cadeia carbdnica dos acidos
graxos foi avaliada em relagdo aos acidos oléico e caprilico. No entanto, o fluxo
obtido para o &cido caprilico, massa molar 144,22, foi bastante inferior ao fluxo
apresentado pelo acido oléico, massa molar 282,47, 0 que n3o é condizente com
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a diferenga de massa molar. Este menor fluxo de permeado para o acido caprilico
pode estar relacionado com uma possivel interag@o entre o acido caprilico e o
material da membrana.

3.2 Interesterificagdo entre TCM e EEAGCL
3.2.1 Caracterizagdo da matéria-prima

A Tabela 2 apresenta a composigdo em 4cidos graxos dos TCM utilizados
nos experimentos.

Tabela 2. Composigdo em acidos graxos dos TCM

Acido graxo %
C6:0 Capréico 1,45
C8:0 Caprilico 65,74

C10:0 Caprico 31,99
C12:0 Laurico 0,37

Na Tabela 3 & apresentada a composiciio em acidos graxos dos ésteres
etilicos de acidos graxos de 6leo de peixe.

127



Capitulo VII - Sintese enzimatica de lipidio estruturado especifico em reator de membrana plana

Tabela 3. Composicdo em acidos graxos dos EEAGCL

Acido graxo %

Laurico (C12:0) 0,12
Miristico (C14:0) 6,60
Pentadecanoico (C15:0) 0,89
Palmitico (C16:0) 16,97
Palmitoleico (C16:1) 6,87
Hexadiendico (C16:2) 1,55
Margarico (C17:0) 0,83
Margaroléico (C17:1) 1,36
Estearico (C18:0) 4 11

Oléico (C18:1n9) 12,80
Linolgico (C18:2n6) 1,59
y-linglénico (C18:3n6) 0,34
Linolénico (C18:3n3) 1,12
Estearidénico (C18:4) 3,38
Araquidico (C20:0) 0,44
Gadolgico (C20:1n9) 1,79
Araguidonico (C20:4n6) 0,91

(C20:4n3) 0,81

Eicosapentandico (C20:5n3) 15,12
Cetoléico (C22:1) 1,12

Docosapentaendico (C22:5n3) 1,80
Docosahexaendico (C22:6n3) 17,97
Outros 1,41
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3.2.2 Incorporagdo de EEAGCL nos TCM

A Figura 2 representa a evolugdo da cinética de interesterificagdo entre
TCM e EEAGCL em fungéo do tempo de reagdo. Os valores expressos sdo a
media de trés experimentos realizados. Observa-se que houve uma incorporagao
crescente dos ésteres em funcdo do tempo de reacdo. No entanto, esta
incorporagao engloba n&o apenas os acidos graxos essenciais (AGE) da série o-6

e ©-3, mas também varios outros acidos graxos presentes no dleo de peixe.
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Figura 2. Incorporagéo de EEAGCL nos TCM em fungéo do tempo.

A Figura 3 demonstra a incorporagdo, em termos percentuais, dos acidos
graxos da série w-6 e -3 nos TCM .
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Figura 3. Incorporagao de acidos graxos essenciais nos TCM

Observa-se que o aumento dos acidos graxos da série -6 e w-3 foi
crescente durante todo o tempo de experimento. O lipidio estruturado obtido no
tempo final da reagéo (102h) apresentou um teor de 23,53% de &cidos graxos
essenciais e de 28,84% de TCM, o que confere a este lipidio caracteristicas de
fornecimento de energia de rapida absorgio, devido & presenca de AGCM, e
fornecimento de acidos graxos essenciais, através dos acidos graxos da série -6
(acido linoléico e acido araquiddnico) e da série w-3 (acido linolénico, EPA, DPA e
DHA).

A Figura 4 mostra a obteng&o do lipidio estruturado com e sem a utilizagdo
de membranas.
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Figura 4. Incorporagéo de ésteres etilicos no TCM em fungio da utilizagdo ou nido
de reator com membrana.

Através da Figura 4 verifica-se que n&o houve diferencgas significativas na
incorporagdo de EEAGCL nos TCM até o tempo de reagdo de 54 horas, mas
observa-se um discreto aumento na incorporagao, entre 60 e 102 horas de reagao,
para o LE obtido atraves da utilizagdo do reator com membrana. A incorporagéo
obtida no tempo final de 102 horas foi de 70 e 57 % para a utilizacdo de reator
com e sem membrana, respectivamente. O discreto aumento da incorporacéo,
quando utilizada a membrana, pode estar relacionado a permeacéo dos ésteres
etilicos de cadeia média (EEAGCM) liberados pela reacdo de interesterificagéo,

podendo deslocar o equilibrio reacional em diregdo & obtencdo do lipidio
estruturado especifico.

A Tabela 4 apresenta a composicdo em acidos graxos do lipidio estruturado
final obtido em reator com e sem membrana.
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Tabela 4. Composigao em acidos graxos do lipidio estruturado finat

Acidos graxos % (reator com membrana) % (reator sem membrana)

C6:0 0,11 1,33
C8:0 18,73 25,77
C10:0 10,92 14,99
C12:0 0,27 0,39
C14:0 5,43 6,55
C15:0 0,56 0,47
C16:0 14,53 14,73
C16:1 5,72 6,32
C17:0 0,71 1,25
C17:1 0,70 0,15
C18:0 4,45 3,52
C18:1 11,29 10,16
c18:2 4,65 1,39
C18:3 1,00 0,86
C18:4 1,51 0,85
C20:0 0,79 0,26
C20:1 0,0 0,89
C20:3 0,36 0,37
C20:4 0,52 0,44
C20:5 9,66 5,86
C22:0 0,0 0,10

C22:5 1,64 1,21

C22:6 6,06 1,96
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Pode-se verificar na tabela 4 que, embora na reagdo com e sem membrana
a composigdo do LE tenha apresentado um percentual de acidos graxos
essenciais de 23,5 e 11,7 %, respectivamente, a razdo entre os acidos graxos
essenciais »-6/w-3 ndo apresentou variaggo significativa, conforme é mostrado na
Fig. 5. Isto demonstra que a incorporagdo nio foi seletiva para uma série
especifica de &cidos graxos. Em termos nutricionais este lipidio estruturado
apresenta uma relacéo inversa de ©-6/w-3 (1:5) em relagdo & sugerida pela
FAO/WHO (5:1), constituindo-se num produto altamente concentrado em AGE -
3. O elevado teor de AGE -3, principalmente de cadeia longa (EPA e DHA)
possibilita a sua utilizagdo em dietas especiais. Este produto diferenciado, além de
ser fonte altamente rica em AGE -3, importantes em muutas dislipidemias,

fornece também energia de rapida absorgao devido & presenca de acidos graxos
de cadeia média.
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Figura 5. Razao entre AGE ©-6/»-3 do LE em fungdo do tempo
4 Conclusdo

A utilizagdo de membranas durante a reagdo de interesterificacdo enzimatica
entre TCM e EEAGCL favoreceu a cinética de incorporagdo dos EEAGCL nos
TCM a partir de 54 horas de reac&o. A incorporacéo obtida no tempo final de 102
horas foi de 70 e 57 % para a utilizagdo de reator com e sem membrana,
respectivamente. O aumento da incorporagao, quando utilizada a membrana, pode
estar relacionado a permeacdo dos EEAGCM liberados pela reacdo de
interesterificagd@o, o que deslocaria o equilibrio reacional em direcéo & obtengao do
lipidio estruturado. A composicéo em acidos graxos do LE obtido em reator, com e
sem membrana, foi significativamente diferente. Os teores de AGE ©-6 e ©-3
observados foram de 23,5 e 11,7%, respectivamente. No entanto, a razio entre os
AGE w-6/w-3 ndo apresentou variagio significativa. O LE obtido constitui-se num
produto diferenciado, com elevado teor de AGE -3, além de conter AGCM, fonte
de energia de rapida absor¢ao.
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Reator de membrana e CO,SC: produgio de lipidios estruturados

Resumo

A associagao do processo de filtragio por membrana enzimatica e fluidificagado por
dioxido de carbono supercritico foi avaliada quanto a interesterificacdo de
triacilglicerdis de cadeia média (TCM) e ésteres etilicos de acidos graxos de 6leo
de peixe (EEAGCL). A enzima Candida antartica foi imobilizada por ligagdo
covalente a uma camada de biopolimero (Gelatina/PE!), previamente adsorvida na
membrana. Os experimentos foram conduzidos sob temperatura de 60°C e
pressao transmembrana de 0,05MPa. Foram avaliadas diferentes pressdes de
CO2 (PCOy): 6, 12 e 18MPa. Verificou-se uma grande influéncia deste parametro
operacional sobre a cinética de interesterificacdo, tendo a PCO, de 18MPa
favorecido a maxima incorporagéo de EEAGCL nos TCM (34,5%), dentre os quais
24, 7% de acidos graxos essenciais.

Palavras - chave: reator de membrana, fluido supercritico, imobilizacdo
enzimatica, lipidio estruturado.

1 Introdugao

Lipidios estruturados (LE) s&do definidos como triacilglicerdis (TG)
modificados, quimica ou enzimaticamente, em sua composiggo de acidos graxos
efou sua distribuicdo posicional na molécula do glicerol (IWASAKI e YAMANE,
2000). O beneficio da ingestédo do lipidio estruturado especifico esta relacionado
com a composicdo e balango adequado entre acidos graxos de cadeia média
(AGCM) e longa (AGCL), entre eles podem ser citados 0 -6, 0 ©-3 € 0 »-9. Estes
compostos podem ser utilizados na redugéo dos niveis séricos da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) e de triacilgliceréis, na prevencdo de trombose e melhoria
da fungéo imunologica (AKOH, 1998).
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Os processos de bioconversdo enzimatica tém sido bastante utilizados na
producdo, transformagdo e valorizagdo de matérias-primas. Importantes
aplicagbes tém sido realizadas nas industrias alimenticias, farmacéuticas e no
desenvolvimento de propostas ambientais (RIOS et al., 2004). As reacghes
enzimaticas podem ocorrer sob condigdes brandas de temperatura, pH e pressio,
exigindo menor consumo energético e possibilitando a obteng@o de produtos
menos degradados termicamente. Em funcdo da seletividade enzimatica é
possivel a obtengéo de produtos especificos, que dificimente seriam obtidos por
reagOes quimicas convencionais. As lipases podem catalisar reacdes de hidrélise,
esterificacao, alcodlise, aciddlise e transesterificagdo (GUNSTONE, 1999).

A maioria das reagdes enzimaticas é realizada em reatores em batelada,
apresentando alguns inconvenientes como altos custos operacionais, baixa
produtividade, alta variagdo na qualidade dos produtos obtidos e remocao da
enzima (RI0S et al., 2004).

A utilizagdo de enzimas na forma imobilizada, visando & obtengdo de
reagdes com maior uniformidade tecnologica e viabilidade econdmica, permite
consideravel aumento na estabilidade enzimatica e maior diversidade de
aplicagGes, de fundamental importancia para o desenvolvimento de processos
associados a bioconversdo (HILAL, NIGMATULLIN, ALPATOVA, 2004). Segundo
Swaisgood (1991), as vantagens da utilizacdo de enzima imobilizada sdo: maior
produtividade, facilidade na automagdo de processos e operacdes continuas,
controle preciso da extenséo das reagdes, facilidade de separacdo dos produtos
obtidos, estabilizagdo da atividade enzimatica, facilidade de recuperacgdo e
reutilizagdo das enzimas.

Diversos sistemas tém sido propostos para imobilizagdo enzimatica:
ligagbes quimicas (LOZANQ et al., 2002); adsorgao fisica (BALCAQ e MALCATA,
1998) e oclus&o da enzima na matriz polimérica (RUCKA e TURKIEWICZ, 1990).

Reatores de membranas visam integrar a convers3o catalitica a separagao
e/ou concentragdo de produtos e recuperagio de catalisador em uma Unica etapa.
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As membranas também podem ser utilizadas em reator exclusivamente como

matriz para imobilizagdo da enzima, sem nenhuma intengdo de separagio
(PRAZERES e CABRAL, 1994).

Reagbes enzimaticas em meio supercriticos apresentam diversas
vantagens em relagdo as reacdes conduzidas em meio de solventes organicos,
tais como: baixa temperatura critica (31,1°C), favorecendo o processamento de
compostos termolabeis; facilidade de separagio do meio reacional, auséncia de
toxicidade e alto poder solvente de CO, (CASTRO, VALCARCEL, TENA, 1994).

Um novo reator, combinando enzima, membrana e didxido de carbono
supercritico (CO2SC), foi utilizado por Pomier et al. (2005) na modificagio de dleo
de mamona. Basicamente, 0 novo reator baseia-se em dois conceitos originais:
fluidificag&o da mistura viscosa (6leo de mamona e oleato de metila) pelo CO,SC,
facilitando a filtragdo tangencial e reagdo enzimatica em meioc CO,SCldleo,
catalisada por lipase imobilizada em suporte ceramico, segundo Magnan et al,
(2004). Atraves da analise de retentados e permeados, quanto & presenca de
ricinoleato de metila, verificou-se que a reacdo enzimatica aconteceu
predominantemente nos poros da membrana, onde o contato entre enzimas e
substratos € favorecido em relagdo a superficie da membrana. Durante 25h, a
atividade de conversdo da enzima imobilizada foi de aproximadamente 30% no
permeado e 16% no retentado.

O presente trabalho teve como objetivo a obtencéo de lipidios estruturados,
através da interesterificago entre triacilgliceréis de cadeia média (TCM) e ésteres
etilicos de acidos graxos de cadeia longa (EEAGCL), utilizando o sistema de
reator de membrana proposto por Pomier et al. (2005). Avaliou-se a influéncia de
diferentes pressdes de didxido de carbono (PCO»), 6, 12 e 18MPa sobre a cinética
de incorporac&o de EEAGCL nos TCM. Os experimentos foram realizados a 60°C.
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2 Material e Métodos

2.1 Substratos e enzimas

Foram utilizados TCM (Migliol); EEAGCL, com elevado teor de acidos graxos
essenciais, obtidos pelo processo de alcodlise, segundo condicbes descritas por
Moura et al. (2004} e a lipase Novozym 525L (EC 3.1.1.3) proveniente de Candida
antartica B {Novo Nordisk), posteriormente imobilizada em membrana ceramica.

2.2 Membrana

Utilizou-se membrana tubular porosa composta de a-alumina com didmetro

de poro de 1,4um, comprimento de 15,5cm e didmetros interno e externo de 7 e
10mm, respectivamente (Pall Exekia).

2.3 Imobilizagdo enzimatica

A imobilizagdo enzimatica na membrana de ¢-alumina ocorreu em uma
unidade de microfiltragdo tangencial semi-piloto, composta por um tanque
encamizado (5L), uma bomba e uma membrana em circuito fechado, com
constante recirculagéo do retentado. Este processo foi realizado em trés etapas
principais, descritas por Magnan et al. (2005): formagdo de uma membrana
dindmica, ativagdo da membrana dindmica com agente ligante (glutaraldeido) e
imobilizagdo enzimatica (Figura 1).
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Figura 1. Representagao esquematica da membrana enzimatica.

Iniciaimente a membrana foi hidratada através de filtracdo tangencial de
agua pura, com pressdo transmembrana (AP) de 0,2MPa, velocidade tangencial
de 2m/s e temperatura de 20°C, durante 30 minutos. A formacdo da membrana
dinamica no tubo ceramico deu-se através da filtragéo tangencial da solugdo de
gelatina/PELl (1:1 v/v) com 10g/L através da membrana. A solugdo de gelatina/PE!
foi preparada em tampé&o carbonato 200mM (pH=9,2) sob as mesmas condigbes
hidrodinamicas utilizadas na etapa de hidratagio. Moléculas de gelatina/PEI foram
depositadas na superficie e nos poros da membrana por filtragao tangencial sob
forma de um filme fino, sendo compactado pela pressdo. O excesso de gelatina foi
eliminado e o suporte tubular foi colocado em posicdo vertical, tendo sua
extremidade obstruida por uma rolha vedante. Para a sua ativagdo, a membrana
foi completada com solug&o aquosa de glutaraldeido 4% (p/v), preparada com
tampao de carbonato 200mM (pH=9,2), permanecendo em reacdo durante 60 min
a temperatura ambiente. Apos retirada do glutaraldeido, a membrana foi lavada
com tamp&o carbonato para a remogéo do excesso de glutaraldeido e completada
com solugdo enzimatica (diluida dez vezes em tampao fosfato 0,1M, pH 7.,8), a
qual permaneceu durante 2 horas & temperatura ambiente, com o objetivo de
imobilizar a enzima. Finalmente, a membrana enzimatica foi submetida 2 um
processo de secagem sob vacuo e P,0s antes de sua utilizagao.
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A membrana enzimatica deve ser regenerada apos utilizagdo. A
regeneracdo da membrana realizou-se através das seguintes etapas: filtragao
tangencial de solugdo de NaOH 2%(p/v) a 80°C, durante 20 minutos (5 min com
AP =0 e 15 min com AP = 0,2MPa), recirculagio com agua até total neutralizagao,
filtrag@o tangencial de solugdo de HNO; 2%(p/v) a 60°C, durante 20 minutos (5
min com AP = 0 e 15 min com AP = 0,2MPa)} e nova recirculacdo com agua até
total neutralizagao. ApoOs a regeneragdo, 2 membrana permaneceu acondicionada

em meio aquoso de azoteto de sddio (0,02%) até proxima imobilizagdo enzimatica.

2.4 Reacgéo de interesterificacio entre TCM e EEAGCL

Os experimentos de interesterificagio enzimatica entre TCM e EEAGCL
foram realizados com raz&o molar de 1:4 e temperatura de 60°C, tendo sido
realizados em equipamento piloto de filtragéio de altas pressées, esquematizado
na Figura 2.
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Figura 2. Representag&o do equipamento utilizado nos ensaios de
interesterificacdo enzimatica,

O equipamento utilizado era composto de trés partes distintas: zona de
alimentagdo de substratos e CO; sob press&o, sistema de filtragdo & uma zona de
recuperacgéo de permeado e retentado. O sistema de filtragdo é composto de um
tanque de alimentag&o, bomba de circulagdo (Micro Pump, SK 5000), rotdmetro
Coriolis (Fisher Rosemount, Elite RFT 9739), viscosimetro (Sofraser, Mivi 6001)
equipado com sonda de temperatura PT100 e membrana em “housing” sob
temperatura controlada. Os separadores permitem a coleta de amostras de
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retentado e permeado. O sistema & monitorado por inimeros sensores, estando
conectado a um computador capaz de registrar as medidas fornecidas pelos
sensores através de um programa de aquisigao de dados (Horus 32).

A mistura de substratos (TCM + EEAGCL) e CO; foi introduzida no tanque
de alimentag&o sob temperatura de 60°C e PCQ; inicial de 6MPa e circulada no
sistema de filtragdo a fim de solubilizar a mistura reacional e CO,. A press3o
transmembrana foi mantida em zero até a estabilizacdo da densidade e
viscosidade da mistura reacional (fragdo lipidica + CO,), indicando que a mesma
atingiu o equilibrio. Ajustou-se o equipamento para a mais baixa pressdo
transmembrana (0,05MPa) permitida pelo equipamento, para iniciar-se o
experimento propriamente dito. O retentado foi recirculado no tanque de
alimentagdo, sendo avaliadas as PCO, de 6, 12 e 18MPa. O experimento foi
finalizado com o retorno da pressdo CO, para 6MPa, sendo a pressdo
transmembrana incrementada para 0,2MPa devido 3 necessidade de manter o
fluxo de permeado constante. Para cada presséo de CO, avaliada foram coletados
em media trés permeados e um retentado.

2.5 Separagao dos lipidios estruturados obtidos do meio reacional

A separagdo do LE obtido realizou-se através da cromatografia de camada
delgada, utilizando-se placas analiticas de silica. Através da utilizacio da fase
movel hexano/éter etilico/acido acético (80:20:1 v/v) obteve-se a separacéo entre
o LE obtido e os demais componentes presentes no meio reacional, com a
seguinte ordem de eluigdo: ésteres, triacilglicerdis, acidos graxos livres e
diacilglierdis (CHRISTIE,1982).
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2,6 Composicao do lipidio estruturado

Determinou-se a composigdo em Aacidos graxos para verificar-se a
incorporagdo dos AGCL nos TCM. A composigio em &cidos graxos
(1505508:1990) foi realizada sob as seguintes condictes de andlise: cromatdgrafo
Carbo Erba, modelo GC 8000; coluna capilar Innowax {30m x 0,25mm x 0,25um,
Supelco), 100% polietileno; temperatura de forno: 80°C — 2 min, 80 - 225°C a
5°C/min; 225°C — 15min; gas de arraste: He; fluxo da coluna — 2mL/min: injetor ~

250°C; detector — 270°C; split — 1:100, preparacdo de ésteres metilicos através da
NF T60-223 de Maio de 1997.

3 Resultados

3.1 Caracterizacao da matéria-prima utilizada como substrato para a
producgédo dos lipidios estruturados

A Tabela 1 apresenta a composigdo em acidos graxos do triacilglicerol de
cadeia média utilizado (TCM).

Tabela 1. Composicdo em acidos graxos dos TCM

Acido graxo %
Caprdico (C 6:0) 0,01
Caprilico (C8:0) 39,45
Caprico (C10:0) 59,64
Laurico (C12:0) 0,89

Na tabela 2 é apresentada a composicdo em acidos graxos dos ésteres
etilicos de acidos graxos de éleo de peixe.
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Tabela 2. Composicdo em acidos graxos dos ésteres etilicos.

Acido graxo %
Laurico (C12:0) 0,12
Miristico (C14:0) 6,60
Pentadecandéico (C15:0) 0.89
Palmitico (C16:0) 16,97
Palmitoléico (C16:1) 6,87
Hexadiendico (C16:2) 1,55
Margarico (C17:0) 0,83
Margaroléico (C17:1) 1,36
Estearico (C18:0) 4,11
Oléico {C18:1n9) 12,80
Linolgico (C18:2n6) 1,59
y-linolénico (C18:3n6) 0,34
Linolénico {C18:3n3) 1,12
Estearidbnico (C18:4) 3,38
Araquidico (C20:0) 0,44
Gadoleéico (C20:1n9) 1,79
Araquiddnico (C20:4n6) 0,91
(C20:4n3) 0,81
Eicosapentanéico (C20:5n3) 15,12
Cetoléico (C22:1) 1,12
Docosapentaendico (C22:5n3) 1,80
Docosahexaendico (C22:6n3) 17,97
Qutros 1,41
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3.2 Interesterificacdo enzimatica em meio fluidificado por CO,SC

Na interesterificacdo enzimatica realizada no equipamento piloto de filtragéo
de aitas pressbes avaliaram-se trés PCO,: 6, 12, 18MPa. A pressao
transmembrana constitui-se num parametro muito importante, pois a mesma
determina o tempo de permanéncia da mistura reacional nos poros da membrana,
ou seja, o fluxo de permeado. Consequentemente, utilizou-se a mais baixa
pressao transmembrana permitida (0,05MPa) para o referido sistema. A cinética
de interesterificacdo foi avaliada através da incorporagdo de EEAGCL nos TCM.

Atraves da Figura 3 verifica-se o efeito visco-redutor do CO; sobre a mistura
reacional (fragao lipidica + CO;) em funcéo de diferentes PCO,. Os resultados
evidenciam uma consideravel fluidificagdo da mistura reacional em fungdo do
incremento da PCO,, podendo-se observar uma reducdo de 72% na viscosidade
entre a PCO; de 6 e 18MPa. Segundo Castro, Valcarcel, Tena (1994), em uma
temperatura fixa, o poder solvente do CO, aumenta com o incremento da pressao,
favorecendo maior solubilizagdo na mistura reacional e consequente redugdo na
viscosidade. Este efeito € mais pronunciado na regido imediatamente superior a
pressao critica.
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Figura 3. Evolugéo da viscosidade da mistura reacional em funcéo da PCO,.

A Figura 4 apresenta os fluxos de permeado ao longo do experimento em
fungdo de diferentes pressdes de CO.. Verifica-se uma discreta reducd@o no fluxo
inicial de permeado, o que pode estar relacionado com a compactacdo da
membrana ativa ou com a colmatagem pela fragdo lipidica permeada. O
experimento foi conduzido sob press&o transmembrana de 0,05MPa, exceto para
o retorno da PCO, de 6MPa, onde foi necessario aumenta-la para 0,2MPa para a
manutengao de fluxo de permeado constante. A reducgdo no fluxo de permeado
verificada com a redugéo da PCO, de 18 para 6MPa pode estar relacionada com a
reducdo da quantidade de CO, solubilizada na mistura reacional e consequente
aumento na viscosidade da mistura ou com a colmatagem ocorrida ao longo do
experimento. Avaliando-se a curva de fluxo de permeado em fungdo da PCO,,
verifica-se que o incremento da PCO, de 6 até 18MPa nao conferiu o aumento no
fluxo de permeado esperado, evidenciando a ocorréncia da colmatagem e/ou
compactacao ao longo da filtragdo, fato que impede a verificagdo do aumento do
fluxo de permdeado em fungio do aumento da PCO,.
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Figura 4. Fluxo de permeado em fungdo de diferentes pressdes de COs.

A Figura 5 mostra a influéncia das diferentes PCO; sobre a cinética de
interesterificagdo. Valores minimos de interesterificagdo foram observados para a
PCO; de 6 e 12MPa. No entanto, para PCO; de 18MPa, verificou-se um elevado
aumento na cinetica de interesterificagao.
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Figura 5. Cinética de interesterificaco no permeado e retentado.

A densidade na regido supercritica aumenta consideravelmente com o
aumento da pressdo, a temperatura constante. Em fungdo do aumento da
densidade do COj, ou seja, maior solubilizagdo, as distancias intermoleculares
sao reduzidas, favorecendo o aumento nas interagbes especificas entre solutos e
solventes e conferindo beneficios ao poder solvente do fluido supercritico
(CASTRO et al., 1994). Além de refletir na densidade e viscosidade da mistura
reacional, o incremento na PCO, pode também agir mecanicamente sobre a
superficie da membrana. O mesmo fendmeno foi verificado na cinética de
interesterificagdo no retentado. A maior incorporagdo verificada no retentado final,
quando retornou-se para PCO, de 6MPa, deveu-se ao fato do retentado ter sido
permanentemente recirculado, principaimente depois da utilizagdo da PCO, de
18MPa, quando se observou maior cinética de incorporagdo. Em fungdo da maior
incorporagé@o dos EEAGCL no permeado (34%) e retentado (15%) obtidos a PCO;,
de 18MPa, confirmou-se a predominancia da reacao de interesterificacdo nos
poros da membrana, indicando maior facilidade de contato entre substratos e
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enzimas. A permeagdo da mistura reacional pela membrana favoreceu o contato
com as enzimas na regido porosa, onde a relagdo superficie/volume é mais
elevada.

Pomier (2004) verificou comportamento semelhante na investigagdo do
efeito da PCO; sobre a interesterificagso de 6leo de mamona e oleato de metila.
Foram avaliadas PCO; de 6, 8, 10, 12, 14 e 16MPa, tendo sido observada uma
redugado na cinética de incorporagéo (6 - 8MPa), permanéncia num valor minimo
(10 - 12MPa) e recuperagdo da cinética de incorporagéo a partir de 12MPa. Este
comportamento ocorreu tanto no permeado como no retentado. Através da analise
de retentados e permeados, quanto 3 presenga de ricinoleato de metila, verificou-
se que a reacdo enzimatica aconteceu predominantemente nos poros da
membrana, onde o contato entre enzimas e substratos é favorecido em relagdo a
superficie da membrana. Durante 25h, a atividade de conversio da enzima
imobilizada foi de aproximadamente 30% no permeado € 16% no retentado. A
hipdtese da existéncia de um fenémeno de dessolubilizagdo dentro dos poros
pode ser uma possivel explicacido para o efeito da PCO; sobre a cinética de
interesterificag&o. Considera-se a mistura reacional (CO2+ fragdo lipidica) uma
mistura pseudo-homogénea no sistema de circulagdo. No entanto, questionam-se
quais as condiges vigentes no interior dos poros. Uma possivel queda de pressao
dentro dos poros, ocasionada pela diminui¢do da area de escoamento na sua
entrada, pode provocar uma dessolubilizagdo do CO,, dando origem a uma
mistura bifasica na entrada e dentro dos poros, fato este que pode dificultar o
contato dos substratos com a enzima. Considerando 3 hipdtese de
dessolubilizag@o, o aumento da PCO, de 6 para 12MPa, pode ter conferido maior
dessolubilizagdo do CO, nos poros devido a maior quantidade de CQO: sollvel no
meio reacional. Aumentando-se a PCO; acima de 12MPa, atingiu-se o coeficiente
maximo de solubilizagdo de CO, no retentado, o que pode ter estabilizado o
comportamento da mistura reacional, evidenciado pela retomada na cinética de
interesterificacdo.
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3.3 Composigéo do LE obtido na interesterificagéo

O lipidio estruturado obtido a 18MPa, apds prévia separagdo em placas
cromatograficas, foi analisado quanto a sua composicdo em acidos graxos (Figura
6).

Composigao em acidos graxos do lipidio estruturado

Outros AGCL
(9,7%

AGE w6 (2,4%

[AGCM (65%) |

\| AGCM (65%)

AGE w3
(22,37%)

Figura 6. Composi¢do em acidos graxos do lipidio estruturado.

O lipidio estruturado obtido com a utilizagdo da PCO; de 18MPa apresentou
um teor de 24,7% de AGE e de 65% de AGCM, o que confere a este lipidio
caracteristicas de fornecimento de energia de rapida absorgéo e fornecimento de
acidos graxos essenciais, através dos &cidos graxos da série -6 (acido linoléico e

acido araquiddnico) e da série »-3 (&cido linolénico, EPA, DPA e DHA).
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4 Conclusdo

O presente trabalho corrobora com o estudo de viabilidade da associagao
do sistema de reator de membrana e fluidificagdo da mistura reacional pelo
CO2SC quanto as reagbes enzimaticas de matrizes lipidicas. O CO;SC apresentou
extrema importancia na cinética de interesterificagdo, influenciando as
caracteristicas de viscosidade da mistura reacional e o comportamento da mistura
reacional dentro dos poros. Para as PCO, de 6 e 12MPa verificou-se,
possivelmente, o fendmeno de dessolubilizagéo do CO,SC dentro do poros, tendo
o aumento da PCO; de 12 para 18MPa favorecido a cinética de incorporagao.
Estudos com maior variedade de PCO, devem ser realizados para verificar se
PCQO; inferiores a 6MPa favorecem a reacao de interesterificacdo como observado
com a utilizagéo da PCO, de 18MPa. Dentre as condicdes de PCO, avaliadas, a
pressdo de 18MPa conferiu incorporagdo maxima de 34,5% de EEAGCL nos
TCM, produzindo um lipidio estruturado contendo 24,7% de Acidos graxos
essenciais. Considerando o reduzido tempo na passagem dos substratos pelos
poros da membrana, regido onde ocorre maior cinética de interesterificagdo, o
referido sistema apresentou resultados bastante promissores.
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Uso de CO,SC e membrana para extracio e purificagéo de lipidio

estruturado
Resumo

Fluidos supercriticos (FSC) sdo substancias que se encontram acima de sua
press@o e temperatura criticas apresentando propriedades fisico-quimicas
intermediarias as dos liquidos e gases, tornando a extracdo por FSC (EFSC)
bastante atrativa em relag&o as extragbes por solventes organicos. O dioxido de
carbono supercritico (CO,SC) apresenta diversas vantagens quando utilizado nos
processos alimenticios, farmacéuticos e bioguimicos. A extragdo e purificacdo de
matrizes lipidicas através de CO.SC beneficiam-se da possibilidade de ajustes nas
suas propriedades de solvatagdo através do controle de parametros de pressao e
temperatura, permitindo a obtengdo de extragbes seletivas. A associacdo do
processo de EFSC ao processo de separagdo por membranas permite a
integragao da reagéo de extragéo, favorecida pelo alto poder solvente do CO,SC,
com a separagdo seletiva pela membrana, através da filtragdo da mistura
supercritica (CO.SC + solutos extraidos). Esta associacdo permite uma importante
economia energéetica quanto aos custos de recompressdo do CO,SC. Lipidios
estruturados (LE) s@o triacilglicerdis modificados quimica ou enzimaticamente,
normalmente contendo acidos graxos de cadeia média (AGCM) e acidos graxos
essenciais (AGE), apresentando alto valor nutricional. Seus processos de
obtengao, transesterificagdo ou aciddlise, geram como subprodutos ésteres de
acidos graxos ou acidos graxos livres que devem ser removidos do meio reacional
para a obtengdo do LE purificado. A purificagdo de LE tem sido realizada através
de destilag@o convencional ou molecular, utilizando temperaturas de evaporacéo
que podem atingir 270°C. O presente trabalho visou & purificacdo do LE através
da extracéo por CO,SC dos subprodufos do meio reacional e retencao seletiva do
LE através de membrana de osmose reversa. Foram avaliadas diferentes
pressbes de CO; (9, 11 e 13MPa) e pressfes transmembranas (1, 2, 3 e 4MPa)
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quanto a seletividade na extragdo da fragao lipidica e retengao dos triacilglicersis
pela membrana. Os experimentos foram conduzidos a 40°C.

Palavras — chave: Extracéo, fluido supercritico, membrana, lipidio estruturado.

1 Introdugdo

Fluidos supercriticos sdo substancias que se encontram sob condi¢des
criticas de pressdo e temperatura, ou seja, acima de sua pressio e temperatura
criticas (BRUNNER, 2005). Temperatura critica (Tc) é a maxima temperatura na
qual um gas pode ser convertido em liquido por incremento da pressdo e pressio
critica (Pc) € a maxima pressdo na qual um liquido pode ser convertido em gas
por incremento da temperatura (TAYLOR, 1996).

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas de um fluido
assumem valores intermediarios aqueles dos estados liquido e gas; apresentando
densidade proxima a dos liquidos, viscosidade proxima a dos gases, difusividade
duas vezes maior que a tipica dos liquidos, alta compressibilidade e baixa tensao
superficial (BRUNNER, 2005; LIM et al., 2002).

As vantagens do uso de extragbes por FSC em relacdo aos solventes
organicos sdo: a baixa viscosidade e alta difusividade dos FSC que methoram a
transferéncia de massa em matrizes solidas e liquidas, reduzindo o tempo total de
extragdo; nas extragdes podem ser utilizados sob temperaturas brandas,
conferindo maior protegdo oxidativa aos compostos termo-sensiveis; suas
propriedades de solvatagdo podem ser modificadas através do ajuste da pressao
e temperatura, tornando possivel extragdes seletivas; podem ser facilmente
removidos do produto extraido através de sua descompressio; sdo considerados
seguros para o meio ambiente e ndo geram residuos quimicos (ANDERSSON et
al., 1997).
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O didxido de carbono (CO;) € o FSC mais utilizado como solvente em
aplicagbes alimenticias. N&o apenas pelo seu baixo custo e disponibilidade em
alto grau de pureza, mas também em funcdo da facilidade e seguranca em sua
manipulagdo, bem como da sua seguranga fisioldgica quando presente em
pequenas quantidades nos alimentos processados, ja que o0 mesmo é facilmente
removido através de simples despressurizagdo do sistema. Consequentemente, o
diéxido de carbono supercritico (CO, SC) é aprovado para o processamento de
alimentos sem necessidade de declaracio (BRUNNER, 2005).

A aplicacdo da tecnologia de fluidos supercriticos (FSC) no processamento
de 6leos e gorduras tem surgido como uma alternativa aos processos de extragéo
e purificacdo de matrizes lipidicas envolvendo solventes orgénicos. A extracéo e
purificacdo de compostos lipidicos, como triacilgliceréis, acidos graxos livres,
tocoferdis, carotenodides, esterdis, através do CO,SC tem sido investigada por
diversos autores, bem como a influéncia dos pardmetros operacionais utilizados,
temperatura e pressao de CO., sobre a seletividade da extracdo (BRUNETTI et
al., 1989; ANDERSON et al., 1997, MENDES et al., 2005; MENDES et al., 2005a;
GAST et al., 2005, CAO e ITO 2003; LIM et al., 2002).

O interesse na aplicagdo de membranas em tecnologias de lipidios tem
crescido bastante nos ultimos anos. As aplicagdes geralmente melhoram o
processo de produgdo, simplificando-o, reduzindo ¢ consumo de energia e
diminuindo a produgao de &guas residuais, com a possibilidade de nao adigdo de
produtos quimicos e de facil mudanga de escala (SNAPE e NAKAJIMA, 1996).

A associagdo do processo de extragdo por FSC a separagdo por
membranas permite a integragdo da reagdo de extragdo pelo CO,SC (favorecida
pelo alto poder solvente do CO,SC) e separagdo seletiva pela membrana, através
da filtrag8o da mistura supercritica (CO,SC + solutos extraidos). A combinagéo do
sistema CO,SC/membrana confere melhoria aoc desempenho da membrana e
seletividade para a extragdo a fim de se obter fragdes extraidas com estreita faixa
de massa molar (SARRADE et al,, 1998).
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A separagdo de solutos no processo de extracao por FSC realiza-se através
de despressurizagdo e/ou resfriamento, onde o fluido passa para sua forma
gasosa e faz-se a coleta dos solutos extraidos. Os custos de recompressdo do
CO2 gasoso para a fase liquida ou supercritica s3o altos e a associagdo do
processo de extragdo por FSC e separagdo por membranas permite a nio
expansdo do fluxo do retentado a cada ciclo, resultando numa importante

ecanomia energética quanto aos custos de recompresséo (SPRICIGO et al., 2001:
SARRADE et al., 1998).

A associagdo de extragdo com CQO,SC e separagdo por membranas tem
sido investigada no fracionamento de triacilglicerdis de 6leo de peixe, visando a
obtengdo de um retentado rico em triacilglicerdis de alta massa molar, como
acidos graxos poliinsaturados -3; extragdo e purificacdo de carotendides e
separagao de Gleos essenciais (SARRADE et al.,, 1998; CARLSON et al., 2005;
SPRICIGO et al., 2001; SARMENTO et al., 2004).

Lipidios estruturados (LE) s3o definidos como triacilglicerois (TG)
modificados, quimica ou enzimaticamente, em sua composicdo em acidos graxos
e/ou sua distribuigdo posicional na molécula do glicerol. A estrutura molecular dos
TG influencia o seu metabolismo no organismo (digestdo e absorcdo) e suas
caracteristicas fisicas (ponto de fus&o). Consequentemente, através da sintese de
LE, com estruturas quimicas particulares, € possivel controlar o comportamento
dos TG e, desse modo, melhorar suas propriedades nutricionais e farmacéuticas
(IWASAKI e YAMANE, 2000).

A obtengao de lipidios estruturados através da aciddlise de triacilglicerdis ou
através da transesterificagdo entre triacilglicerdis e ésteres de &cidos graxos
produz uma mistura reacional composta de triacilglicerdis, contendo os lipidios
estruturados desejados, acidos graxos e/ou ésteres. Os acidos graxos e ésteres
de acidos graxos podem ser removidos do meio reacional através de destilagio
molecular, para ambos, ou extracdo alcalina para os acidos graxos (IWASAKI e
YAMANE, 2000). O teor de subprodutos liberados pela reacdo de
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interesterificagcdo depende do grau de substituigdes alcangado, bem como da
razdo molar de substratos utilizada.

O beneficio da ingestdo do LE estd relacionado com a composi¢do e
balango adequado entre os acidos graxos de cadeia média (AGCM) e os acidos
graxos de cadeia longa (AGCL), ©-6, v-3 e ©-9, podendo ser utilizado na reducao
dos niveis séricos da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e nivel de
triacilglicerdis, prevencao de trombose e melhoria na funcgao imunoldgica (AKOH,
1998). Lipidios estruturados devem ser processados sob condigdes brandas de
temperatura, ndo apenas devido & presenga de acidos graxos essenciais, mas
também para se evitar a migrag&o acila (XU et al., 2001).

O presente trabalho teve como objetivo purificar os lipidios estruturados
obtidos por via enzimatica através da exiragiio com CO.SC dos compostos
liberados da reagdo de interesterificacdo (ésteres de acidos graxos e acidos
graxos livres) e da retengao seletiva do lipidio estruturado através de membrana
polimérica de osmose inversa. O sistema proposto permite a separacao e
purificacdo do lipidio estruturado através da utilizagdo de baixa temperatura,
conferindo excelente protegéo contra a oxidagao dos graxos poliinsaturados.

2 Material e métodos

2.1 Obtengdo do lipidio estruturado

2.1.1 Substratos

Os lipidios estruturados foram obtidos através da interesterificagdo
enzimatica entre triacilglicerol de cadeia média (TCM) —Trigliceril CM - Support e
ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia longa (EEAGCL) de dleo de peixe,
com elevado teor de acidos graxos essenciais, segundo condicdes descritas por
Moura et al. (2004). Utilizou-se enzima Lipozyme IM TL, sn-1,3 especifica,

gentilmente cedida pela empresa Novozymes.
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2.1.2 Reator de interesterificagéo

Os experimentos foram realizados em reator encamisado de
interesterificag@o (capacidade de 2L}, sob vacuo, temperatura de 60°C, agitacao
de 100 rpm, 5% de enzima (peso/substrato) e raz3o molar de substratos de 1:4
(TCM/EEAGCL). Foram utilizados 500 gramas de substratos em cada

experimento.
2.1.3 Separacdo do lipidio estruturado

A separagdo do LE obtido realizou-se através da cromatografia de camada
delgada, utilizando-se placas analiticas de silica. Através da utilizago da fase
movel hexano/éter etilico/acido acético (80:20:1 v/v) obteve-se a separagdo entre
o LE obtido e os demais componentes presentes no meio reacional, com a
seguinte ordem de eluicdo: ésteres, triacilglicerdis, 4cidos graxos livres e
diacilglierois (CHRISTIE, 1982).

2.1.4 Avaliagdo quimica

Composig&o em acidos graxos - método AOCS Ce 1-62 (2002). Condiges
de analise: Cromatografo CGC Agilent 6850 GC System. Coluna DB — 23 ~ Agilent
(60% Cianopropil - metilpolisiloxano), 60m x 0,25mm x 0,20pm. Forno: 195°C
20min; 195 - 215°C a 5°C/min; 215°C — 16min. Gas de arraste: He: fluxo da
coluna —~ 1,0mL/min; injetor — 250°C; detector — 280°C; split — 1:50. A identificacso
dos acidos graxos foi realizada através da comparagédo dos tempos de retengédo
das amostras e do padrdo cromatografico NU-CHEK GLC-87; Metilagdo - método
AQOCS Ce 2 -66 (2002).

2.2 Membranas

Foram avaliadas duas membranas de nanofiltragdo modelos DL e HL
(Osmonics) e uma de osmose reversa modelo BW30 — DOW - poliamida quanto a
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retencao de triacilglicerdis e permeacio de acidos graxos livres. As membranas
foram submetidas a testes seletivos através da extragdo e filtragdo da mistura
CO,SC + fragao lipidica (triacilgliceréis e acidos graxos livres).

2.2.1 Condicionamento de membranas

Interagbes membrana-solvente e suas conseqiiéneias  sobre  a
permeabilidade de solventes tém sido investigadas em membranas poliméricas e
ceramicas por diversos autores (MACHADO et al., 1899; MACHADO et al., 2000,
SHUKLA e CHERYAN, 2002; SOARES, 2004). As membranas HL e DL foram
submetidas a testes seletivos sem nenhum tipo de condicionamento com
solventes, apresentando uma boa permeabilidade frente a mistura (CO.SC +
fragdo lipidica). No entanto, a membrana BW-30 apresentou resisténcia a
permeacao da mistura CO,SC + fragao lipidica, indicando baixa afinidade entre o
material da membrana (poliamida) e a referida mistura. Realizou-se um
condicionamento na membrana BW-30 através de sua imersdo em etanol (4
horas) seguida de imersdo em hexano (4 horas). O condicionamento da
membrana foi realizado com o objetivo de adaptar a membrana, de forma
gradativa, as condigcbes de hidrofobicidade da mistura CO.SC + fragéo lipidica,
atraves da imersdo em etanol e, posteriormente, em hexano; solventes que
apresentam polaridades de 12,7 e 7,3, respectivamente (HAWLEY, 1997).

2.3 Equipamento de extragdo e separagio por FSC/membrana

Os experimentos foram conduzidos em uma unidade piloto, esquematizada
na Figura 1.
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Figura 1. Unidade experimental. (1) Cilindro de CO2, (2) Booster, (3) Tanque
pulmao TP, (4) Valvula pneumética, (5) e (19) Transdutores de presséo, (6) e (7)
Células, (8) Véalvula micrométrica, (9) Valvula back-pressure, (10) Coletores, (11)
Banho termostatico, (12) Computador PC, (13) Medidor de fluxo (14), (15), (16),

(17) e (18) Valvulas manuais.

Este esquema representa uma unidade piloto de extragéo e separacdo
onde duas células (6) e (7) encamisadas e construidas em acgo inoxidavel com
volume unitéario de 30 cm® e 2,3 cm de diametro interno estio dispostas em série.
Como os experimentos néo foram realizados com membranas colocadas em seérie,
na celula (7) foram colocadas as membranas a serem testadas. A temperatura da
célula foi mantida em 40°C pelo banho termostatico (11). A membrana na célula
(7) foi colocada sobre um suporte metalico perfurado e a vedagdo feita através de.
aneis de politetrafluoretileno. A area de filtragdo das membranas utilizadas foi de
3,14 cm? e utilizou-se o regime de fluxo dead end (perpendicular) durante os
experimentos. A pressdo operacional nas células foi monitorada pelo transdutor de
presséo (5) (Modelo RTP12/BE53R, AEP, ltalia) sendo controlada por uma valvula
pneumatica (4) tipo ar-abreffalha-fecha (Modelo 807, Badger Meter, EUA). A
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press&o operacional no tanque pulméo (3) e nas células foi mantida pelo “booster”
(2) (Modelo DLE 15-1, Maxpro, Alemanha). A temperatura no tanque pulmao foi
mantida no mesmo valor da temperatura da célula através do banho termostatico
(11).

2.4 Procedimentos experimentais

Os testes de caracterizagdo das membranas com relagdo ao fluxo de
permeado de CO.SC puro foram realizados quando a valvula (16) foi fechada,
enquanto que as valvulas (15), (17) e (18) foram abertas para promover igual
pressurizagdo entre as faces da membrana. Depois de atingido o equilibrio na
presséo desejada, as valvulas (17) e (18) foram fechadas e a valvula (16) foi
aberta. O diferencial de press&o sobre a membrana foi aplicado através da valvula
tipo back pressure (9). O diferencial de pressao foi monitorado pelo transdutor de
presséo (19) e a vazdo de CO; foi obtida mediante um medidor de fluxo do tipo
bolhdmetro (13). Os diferenciais de pressao transmembrana (AP) aplicados foram
de 1, 2, 3 e 4MPa e o fluxo correspondente de CO,SC, para cada AP, foi medido
até a obtencgdo de valores estaveis. A pressado de trabalho foi mantida em 13 MPa
pelo booster (2), monitorada pelo transdutor de pressdo (5) e controlada pela
valvula pneumatica (4). Os testes para a caracterizacdo da membrana
selecionada, com relagdo a sua capacidade de retengdo de triacilglicerdis e
permeabilidade ao CO.SC, foram realizados com os mesmos equipamentos
utilizados nos testes de fluxo do CO,SC puro. Na célula (7) foram colocados 10mL
do meio reacional (lipidio estruturado (TG) e ésteres etilicos de acidos graxos de
cadeia media e longa). As valvulas (15) e (16) foram fechadas e as valvulas (17) e
(18) foram abertas. Uma vez estabelecido o equilibrio da pressao entre as faces
das membranas, a valvula (18) foi fechada e, da mesma forma que o
procedimento para os testes de fluxo do CO.SC puro, os diferenciais de pressao
foram estabelecidos pela valvula back pressure (9) e monitorados pelo transdutor
(19). As quantidades de dleo permeado foram medidas através da massa coletada
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no separador (10). Estas medidas foram realizadas até a obtencdo de fluxo
constante através das membranas, o que durou aproximadamente 1 hora para
cada AP aplicado. As medidas, tanto para caracterizacdo da membrana com
CO,SC puro quanto para a mistura de CO,SC e mistura reacional, foram tomadas
a cada 15 minutos, exceto para o experimento conduzido sob AP = 0,7MPa e
PCO; = 9MPa, onde a coleta de permeado foi feita a cada trinta minutos. Foram
realizados experimentos com diferentes PCO; (9, 11 e 13MPa) e diferentes AP (1,
2, 3 e 4MPa). Todos os experimentos foram conduzidos a 40°C. Nestas
condicbes, mesmo estabelecendo-se um diferencial de pressdo de 4MPa, o
solvente encontra-se em condigbes de pressdo e temperatura superiores ao seu
estado critico (press&o critica 73,8 bar e temperatura critica 31,06°C) nas duas
faces da membrana.

2.5 Analise dos permeados obtidos

A composicdo do permeado foi monitorada através da técnica de
Cromatografia de Alta Performance por Exclusdo de Tamanho (HPSEC) nas
seguintes condigbes: duas colunas conectadas em série, Hewlett Packard — DVB
(Polidivinilbenzeno), com didmetros de poros de 100 e 500A; detector de indice de
refracdo (Differential Refractometer LCD 201 - SICON - ANALYTIC); bomba
isocratica (Perkin-Elmer, série 10 - Liquid Chromatograph), injetor de 20ulL e fluxo
de fase movel (Tetrahidrofurano) de 1mL/min (RUIZ-MENDEZ, MARQUEZ-RUIZ,
DOBARGANES, 1997). O mecanismo de separagido dos ésteres, através da
tecnica HPSEC, ocorre através da diferenga de massa molar entre os compostos
presentes no meio reacional, tomando-se como exemplo, a seguinte ordem de
eluicao: triacilglicerdis, diacilglicerdis, monoacilglicerdis, ésteres e acidos graxos
livres.
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2.6 Retengdo de triacilglicerois

O fator real de retengdo de triacilglicerdis pela membrana (a) foi calculado
como indicado pela Equagdo 1:

a=1- (Ctplctr) (1)

onde Cy € a concentrag@o de triacilglicerdis no permeado e Cy & a concentragéo
de triacilglicerdis no retentado.

3 Resultados
3.1 Testes seletivos de membranas

Foram realizados testes seletivos com trés membranas em relacdo as suas
capacidades de retengéo de ftriacilglicerdis e permeacdo de acidos graxos livres
(Tabela 1). A mistura reacional utilizada nos testes seletivos das membranas
apresentou a seguinte composicdo: 68% de triacilglicerdis, 16,8% de acidos

graxos de cadeia longa e 15% de acidos graxos de cadeia média.

Tabela 1. Retengéo de triaciiglicerdis para os testes seletivos de membranas em
meio a CO; denso

Membrana Retencdo de TG Presséo (MPa) AP (MPa)
(%) retentado/permeado
DL 75 1,3/1,1 1,0
BW-30 91 1,3/1,0 1,5
HL 80 1,3/1,0 1,5

Os valores de retengdo apresentados na tabela 1 sdo a média de quatro
experimentos com duragdo de uma hora de exiragdo e filtragdo. Utilizou-se
PCO,=13MPa e temperatura de 40°C.
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O permeado coletado com uma hora de filtragdo, através da membrana
BW-30, apresentou a seguinte composicdo centesimal: 3,99% de TG, 21,93% de
AGCL e 74,0% de AGCM. A membrana apresentou uma excelente retencao de
triacilglicerGis e permeagdo preferencial aos Acidos graxos presentes no meio
reacional. Em fung¢do da maior retencgdo de TG apresentada, a membrana BW-30
fol selecionada para a continuagéo dos experimentos.

3.2 Composigao da fragao lipidica

A mistura reacional, obtida pela interesterificagdo enzimatica entre TCM e
ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia longa, apresentou a seguinte
composi¢ao centesimal: 42,0% em TG (lipidio estruturado), 53,2% em ésteres
etilicos de acidos graxos de cadeia longa e 4,8% em ésteres etilicos de acidos
graxos de cadeia média.

A Tabela 2 apresenta a composicdo em acidos graxos do lipidio estruturado
obtido através da interesterificagdo entre TCM e ésteres etilicos de acidos graxos
de cadeia longa, durante 25 horas de interesterificagao.
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Tabela 2. Composi¢cdo em acidos graxes do lipidio estruturado.

Acido graxo %o

Caproico (C6:0) 0,52
Caprilico (C8:0) 20,98
Caprico (C10:0) 9.39
Laurico (C12:0) 0,27
Miristico (C14:0) 577
Pentadecanoico (C15:0) 0,70
Palmitico (C16:0) 13,61
Palmitoléico (C16:1) 575
Hexadiendico (C16:2) 0,47
Margarico (C17:0) 1,33
Margaroléico(C17:1) 0,77
Isoestearico (C18:0 iso) 0,71
Estearico (C18:0) 3,04
Oléico (C18:1n9cis) 9,78
Linoléico (C18:2n6) 1,47
y-linolénico (C18:3n6) 0.09
Linoténico (C18:3n3) 0,86
Estearidonico (C18:4) 1,76
Araquidico {C20 :0) 0,33
Gadoléico (C20:1) 1.08
(C20:2n6) 0,19
Araquiddnico (C20:4n6) 0,64

(C20:4n3) 0,43
Eicosapentanoico (C20:5n3) 11,28
Behénico (C22:0) 0,46
Cetoléico (C22:1) 0,18
C22:4n6 0,25
Docosapentaendico (C22:5n3) 1,87
Docosahexaendico {C22:6n3) 577
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3.3 Caracterizagdo da membrana através do fluxo de CO,

A Figura 2 apresenta o fluxo de permeado de CO,SC através da membrana
BW-30 sob diferentes pressdes transmembranas (1, 2, 3 e 4MPa) e PCO, de
13MPa. A press&o transmembrana fol aumentada (compressao) e depois reduzida
(descompressao), observando-se a ndo ocorréncia do fendmeno de histerese.
Observa-se a dependéncia linear do fluxo de permeado de CO,SC com a pressao
transmembrana, indicando a ndo compactagdo da membrana com o aumento da
pressao transmembrana de 1 a 4MPa. A permeabilidade da membrana ao CO,SC
foi de 27,8 Kg.h"'m2.MPa™.
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Pressao transmembrana {MPa)

Figura 2. Fluxo de CO,SC sob diferentes pressdes transmembranas
(PCO2 =13MPa, T= 40°C) (y = 27,796x -10,505, R? = 0,9994)

169



Capitulo IX - Uso de CO,8C e membrana para extragéo e purificacao de lipidio estruturado

3.4 Testes de retencdo de triacilgliceréis

3.4.1 Diferentes pressdes transmembranas

Na Figura 3 estdo representados os fluxos de permeado de CO, e de
lipidios sob diferentes pressdes transmembranas. Como esperado, os incrementos

na presséo transmembrana (1, 2, 3 e 4MPa) resultaram em aumentos nos fluxos
de permeado de CO; e de lipidios.
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Figura 3. Fluxo de CO,SC e de lipidios em funcéo da pressdo transmembrana
(PCO2 = 13MPa e T = 40°C).

A Figura 4 apresenta a retengdo de triacilglicerdis em fungdo da pressao.
Verificou-se um aumento na retenca@o nos primeiros 105 min de filtragdo, que pode
estar relacionado com a estabilizacdo da membrana & permeacdo da mistura de
CO; + fragao lipidica. O incremento da pressio transmembrana de 1 até 4 MPa
ndo apresentou efeito negativo na capacidade de retengdo de triacilglicerdis da
membrana no tempo de filtragdo avaliado para cada pressio transmembrana,
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tendo a mesma apresentado um fator de retencao estavel de aproximadamente
0,85.
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Figura 4. Fator de retencao de triacilglicerdis e fluxo de lipidios em fungao da
pressao transmembrana (PCO; = 13MPa e T = 40°C).

3.4.2 Diferentes pressbes de CQO»

A Figura 5 apresenta o fluxo de permeado de SO,SC e de lipidios em
func@o de diferentes pressdes de CO; (9, 11 e 13MPa). O experimento foi
conduzido sob press&o transmembrana de 1MPa e temperatura de 40°C. Verifica-
se que os incrementos na PCO; de 9 até 13MPa ocasionaram uma maior extragdo
dos componentes lipidicos e conseqiiente redugéo no fluxo de permeado de CO,.
A densidade na regi@o supercritica aumenta consideravelmente com o aumento
da pressa@o a temperatura constante. Em fun¢io do aumento da densidade de
CO., as distancias intermoleculares sio reduzidas favorecendo o aumento nas
interagbes especificas entre solutos e solventes, conferindo beneficios ao poder
solvente do FSC (CASTRO et al, 1994). Observa-se na Figura 5, como
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conseqiiéncia do aumento da PCO,, 0 aumento do poder solvente do FSC,
caracterizado por maior extragéo da fragao lipidica.
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Figura 5. Fluxo de CO; e de lipidios sob diferentes pressdes de CO; (AP =
10MPa).

A solubilidade de compostos organicos em CQO.SC & afetada fortemente
pela polaridade, podendo alterar a seletividade do processo de extragdo. A
solubilizagdo em CO.SC (apolar) é favorecida pela presenga de insaturacdes,
ramificagbes, eterificag@o e esterificagdo, sendo desfavorecida pelo aumento do
numero de atomos de carbono, presenga de substituintes aromaticos, grupos
hidroxilicos, carboxilicos e aminicos (grupos polares). A uma determinada
temperatura, 0 poder solvente de um gas pode ser aumentado pelo aumento da
pressao, sendo este aumento mais pronunciado na regiso imediatamente superior
a pressao critica (CASTRO et al., 1994).

Observa-se na Figura 6 uma alteracdo na seletividade da extragdo dos
componentes lipidicos em fungéo das diferentes PCO; utilizadas. Verifica-se para
baixas PCO; (levando-se em considerag&o o tempo de estabilizagdo da membrana
a permeagédo de CO,SC + fragao lipidica uma menor extra¢éo de triacilglicerdis e
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maior extracdo de ésteres etilicos de cadeia longa e média. O incremento da
PCO; de 1 até 4MPa ocasionou um aumento na solubilizagdo da fragdo lipidica,
caracterizada pelo aumento da extracdo de triacilglicerdis, alterando a seletividade
da extracao.

Brunetti et al. (1989) investigaram a desacidificacdo de 6leo de oliva com
elevada acidez através da extragéo por CO.SC sob pressGes de extragdo de 20 a
30MPa e temperaturas de 40 a 60°C, tendo relatado maior solubilidade dos acidos
graxos em CO,SC em relaggo a seus respectivos triacilgliceréis, sob determinadas
condigbes de temperatura e pressao (60°C e 20MPa).
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Figura 6. Composigéo centesimal dos permeados lipidicos obtidos sob diferentes
PCOz (AP = 1MPa e T = 40°C).

A Figura 7 apresenta o fator de retencao de triacilglicerdis em funcdo das
diferentes PCO, testadas. Para PCO, de 9MPa, verificou-se a estabilizacéo da
membrana a mistura de CO,SC + fracdo lipidica e maior retencdo de
triacilglicerdis, estando a mesma associada a menor extracdo de triacilglicerdis.
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Aumentando-se a PCO; de 9 até 13MPa, tém-se uma redugdo no fator de
retengdo de ftriacilglicerdis, associada a maior extragdo lipidica e perda na

seletividade da extracao.
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Figura 7. Fator de retencgao de triacilglicerdis e fluxo de lipidios sob diferentes
PCO; (AP = 1MPa e T = 40°C).

3.4.3 Condicbes fixas de PCO, e AP

A fim de se verificar o comportamento da membrana durante um maior
tempo de filtragdo realizou-se um experimento com PCQ; de 9MPa (Fig. 8),
escolhida em fungéo da maior seletividade na extragdo da fragéo lipidica, ou seja,
menor extracdo de triacilgliceréis (Fig. 6) e AP de 0,7 MPa, visando reduzir a
perda de triacilglicer6is no periodo de estabilizagdo da membrana a mistura CO; +
frago lipidica e obter um fator de retencgéo de triacilglicerdis estavel superior ao
encontrado com pressdes transmembrana superiores. Verificou-se na Figura 9 um
fluxo de permeado de CO; e de lipidios bastante estavel durante seis horas de
extragdo e filiragao, indicando uma boa resisténcia da membrana a colmatagem.
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Figura 8. Fluxo de CO; e de lipidios sob PCO; de 9MPa e AP de 0,7MPa.

A utilizagdo simultanea de baixa PCO, (SMPa) e baixo AP (0,7MPa)
conduziu a valores maximos de retencao de triacilglicerois, obtidos pela reduzida
extracgao de triacilglicerdis pela PCO, de 9MPa e pela reducéo na permeacgao dos
triacilglicerdis devido ao baixo AP utilizado (Figura 9). A membrana apresentou,
nas primeiras horas de filtrag&o, um fator de retengdo medio de triacilgliceréis de
0,95, atingindo o fator maximo de 1 a partir de 3 horas de filtragdo. A obtenc¢éo do
fator maximo de retenc¢do de triacilglicerdis pela membrana ndo foi acompanhada
de redugdo do fluxo de permeado de CO; nem do fluxo de permeado de lipidios,
indicando boa resisténcia da membrana a colmatagem pelos solutos. Verificou-se
a influéncia da estabilizagdo da membrana a permeacgdo da mistura de CO; +
fracdo lipidica nas primeiras horas de filtragdo sobre a obtencdo do fator estavel

de retencao de triacilglicerdis.
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Figura 9. Fator de retengdo de triacilglicerois e fluxo de lipidios sob PCO,; = 9MPa
e AP = 0,7MPa.

4 Conclusédo

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram a possibilidade
de uso da membrana comercial de osmose reversa BW-30 na retencdo de
triacilglicerdis e permeacao de ésteres de acidos graxos e/ou acidos graxos livres
presentes no meio reacional (CO,SC + fracdo lipidica). A membrana apresentou
boa resisténcia as pressdes utilizadas, tendo apresentado um periodo de
estabilizagdo a permeagdo do meio reacional de aproximadamente duas horas. A
utilizagdo de baixa pressdo transmembrana conduziu a menores perdas na
retengdo de triacilglicerois, levando a obtencg&o do fator de reten¢do maximo de
triacilglicerdis. Incrementos na PCO; de 9 até 13MPa ocasionaram decréscimos
no fator de retencado de friacilglicerdis devido ao aumento do poder solvente do
CO,, aumentando a solubilizagdo dos solutos e ocasionando uma reducdo na
seletividade da extracdo. O fator maximo de retengio de triacilglicerdis foi obtido
através da utilizagdo de baixa PCO, (9MPa), favorecendo a seletividade da
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extragé_o_, e baixa pressao transmembrana (0,7MPa), reduzindo as perdas de
triacilglicerdis nas primeiras horas de filtragdo. A membrana apresentou, no
periodé dé estabilizagdo, um fator de retencdo de triacilglicerois médio de 0,95,
atingindo valor maximo a partir de 3 horas de filtragdo. A utilizagéo de baixa
temperatura (40°C) na extragao e purificagao do lipidio estruturado confere boa

protegéo aos acidos graxos poliinsaturados contra a oxidagao e migragao acila.
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Conclusao Geral

1. A obtencdo de lipidios estruturados a partir de enzimas régio-especificas
permite a obtencdo de compostos com estruturas especificas de alto valor
nutricional e com propriedades fisicas peculiares. A reacado de alcodlise mostrou-
se viavel para a produgéo de ésteres etilicos devido & possibilidade de utilizagéo
de temperaturas muito baixas, na faixa de 40°C O processo proposto € uma
alternativa tecnolégica para oOleos ricos em a&cidos graxos poliinsaturados,
conferindo maior protecdo oxidativa ao mesmo. A reagdo apresentou taxa de
conversdo maxima em eésteres etilicos de 95% (1% de NaOH, 36% de etanol
anidro, 5 minutos de agitacdo a 600 rpm).

2. As reagdes de interesterificacdo entre TCM e EEAGCL, em reator em batelada,
foram favorecidas por maior razdo molar de substratos e utilizacio da enzima
Lipozyme TL IM com atividades de &gua entre 0,30-0,43. A utilizagso de peneira
molecular (10% p/p) conferiu discreto aumento no rendimento da incorporagao de
EEAGCL no TCM devido a absorgdo de parte da agua liberada pela hidrolise no
meio reacional.

3. A obtengdo de LE em reator de membrana plana foi favorecida pela separacéo
dos subprodutos da reagdo, no entanto, esta separagio ocorreu lentamente, apos
54 horas de reagado. A incorporagao obtida no tempo final de 102 horas foi de 70 e
57 % para a utilizagdo de reator com e sem membrana, respectivamente. A
composigao em acidos graxos do LE obtido em reator, com e sem membrana, foi
significativamente diferente. Os teores de AGE ®-6 e ©-3 observados foram de
23,5 e 11,7%, respectivamente. No entanto, a razdo entre os AGE w-6/w-3 n3o
apresentou variagdo significativa. O LE obtido constitui-se num produto
diferenciado, com elevado teor de AGE -3, além de conter AGCM, fonte de
energia de rapida absorgao.



Concluséo Geral

4. A utilizagdo de reator de membrana (enzima imobilizada) e fluidificacdo por
fluido supercritico apresentou bons resultados sobre a cinética de incorporagéo de
EEAGCL no TCM. A presséo de CO; apresentou influéncia determinante sobre a
cinetica de interesterificagio. Dentre as condigbes de PCO, avaliadas, a pressdo
de 18MPa conferiu incorporagdo maxima de 34,5% de EEAGCL nos TCM,
produzindo um lipidio estruturado contendo 24,7% de &cidos graxos essenciais.
Considerando o reduzido tempo na passagem dos substratos pelos poros da
membrana, regido onde ocorre maior cinética de interesterificacdo, o referido
sistema apresentou resultados bastante promissores.

5. A associagao do processo de extragdo por fluidos supercriticos ao processo de
separagdo por membranas conferiu excelentes resultados quanto & purificagéo do
LE obtido atraves da permeacdo de ésteres de acidos graxos liberados da reacéo
e retengdo dos triacilglicerdis modificados pela membrana de osmose reversa BW-
30. A membrana apresentou, no periodo de estabilizagdo, um fator de retengéo de
triacilgliceris médio de 0,95, atingindo valor maximo a partir de 3 horas de
filtragdo sob utilizagdo de baixa pressdo de CO, (9MPa) e baixa pressio
transmembrana (0,7MPa). O sistema proposto permite a purificacdo dos LE a

baixa temperatura (40°C) e com a utilizagdo de solvente inerte, de facil remogéo
da mistura reacional.
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