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POTENTIAL ALTERNATIVE FOR USING THE GLYCEROL GENERATED IN THE BIODIESEL PRODUCTION: ENZYMATIC
SYNTHESIS OF MONOLAURIN BY ESTERIFICATION. Esterification reactions of glycerol with lauric acid in solvent free system
were carried out using lipases from several sources. All lipases were immobilized on polysiloxane-polyvinyl alcohol particles by
covalent binding with high activity recovered. Among the tested enzymes, the Candida antarctica lipase allowed to attain the highest
molar conversion (76%), giving similar proportions of monolaurin, dilaurin and low amount of trilaurin. To further improve the
process, the Response Surface Methodology (RSM) was used and optima temperature and molar ratio glycerol to lauric acid were
found to be 45 °C and 5:1, respectively. Under these conditions, 31.35% of monolaurin concentrations were attained and this result

Artigo

was in close agreement with the statistical model prediction.
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INTRODUCAO

Monoglicerideos (MAG) sao surfatantes ndo idnicos que possuem
o status GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food
and Drugs Administration-USA), sendo amplamente utilizados nas
inddstrias farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos,! por ndo
apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos ou irritagdes na
pele, ao contrdrio dos tensoativos i6nicos.” Tradicionalmente, estes
compostos t€m sido produzidos por via quimica pela glicerdlise
continua de triglicerideos empregando catalisadores inorganicos
(Ca (OH),, NaOH) sob elevadas temperaturas (220-250 °C)* no
entanto, a sintese de MAG catalisada por lipases tem sido estudada
intensamente como alternativa ao método cldssico.*> As principais
razdes sdo a utilizagdo de condi¢des reacionais brandas, resultando
em produtos de melhor qualidade, menores custos de energia e a
seletividade das lipases. Além disso, a exploragdo da especificidade
dessas enzimas possibilita a sintese de produtos que ndo poderiam ser
obtidos por rota quimica convencional. Cabe ainda ressaltar que, do
ponto de vista ambiental, o processo € tecnicamente limpo e seguro.®

Entre as rotas para a obtengdo de monoglicerideos, as reagdes
enzimdticas empregando glicerol em esterificagdes (glicerol e
acidos graxos) e glicerdlises (glicerol e 6leos vegetais) possuem
relevancia adicional no atual contexto de prioridades nacionais, em
func¢do do estimulo do Governo Brasileiro a producao de biodiesel,
a qual tem este poli-dlcool como subproduto. Estima-se que, com
o incentivo desta Politica Nacional, a oferta atual do glicerol seja
da ordem de 105 mil toneladas por ano (B3 — obrigatoriedade da
adicdo de 3% de biodiesel ao diesel, desde 01 de julho de 2008),
e em 2013 (com o uso do BS) essa disponibilidade ficard em tor-
no de 260 mil toneladas,’ tornando-se estritamente necessario o
desenvolvimento de alternativas que permitam sua utilizagdo, ja
que ndo hd definida nesta politica uma alternativa para absorver
todo este volume de subproduto.

Monolaurina, produto alvo deste trabalho, € o principal mono-
glicerideo produzido a partir de 6leos lduricos. Em func¢do de sua
ocorréncia natural no leite materno, em elevadas concentracoes,
estudos de aplicacdo terapéutica desse monoglicerideo como um
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agente antiviral, bacteriano, protozoal e microbiano vém sendo
conduzidos com excelentes resultados.® Como agente antimi-
crobiano, a monolaurina possui a capacidade de desestabilizar a
camada lipidica de algumas bactérias (Listeria monocytogenes,
Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae) impedindo, assim, uma proliferacdo bacteriana. Can-
dida albicans e Giardia lamblia sdo inativadas na presenga da
monolaurina, comprovando a sua agfo antifingica e protozoal.’
Com relag@o a sua acdo antiviral, a monolaurina rompe a ligag¢do
do lipideo com o virus (ex: Measles virus, Herpes simples, Virus
da Influenza, pneumovirus e Virus da rubéola), impedindo sua
fixagdo as células hospedeiras inibindo, assim, a sua replicacio e,
consequentemente, prevenindo a infec¢ao.” Além disso, recente-
mente pesquisadores tém estudado a possibilidade da monolaurina
combater o HIV (virus que causa a AIDS), como também inibir o
desenvolvimento do virus e sua carga viral. Esta capacidade estd
aliada com o aumento da produc¢do das células CD4 (células res-
ponsdveis pela defesa do organismo contra doengas infecciosas),
que sdo as primeiras células atacadas pelo HIV.!°

Com base neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
sintetizar monoglicerideos, especificamente, monolaurina a partir
da reacdo de esterificag@o direta do glicerol com dcido ldurico em
sistema isento de solvente. Tais sistemas apresentam algumas van-
tagens, entre as quais se destacam: evita problemas de separacio, de
toxicidade e flamabilidade dos solventes organicos e, reduz o custo
do produto final. Além disso, a eliminagdo de solventes € particular-
mente interessante nas industrias alimenticias, onde existem rigorosas
regulamentagdes para o seu uso.'!

Inicialmente, lipases de diferentes fontes foram imobilizadas
por ligacdo covalente em uma matriz hibrida e os derivados imobi-
lizados resultantes foram testados na esterificacio do glicerol com
acido laurico. A preparagao de lipase mais efetiva foi utilizada em
testes subsequentes, visando determinar a melhor combinacédo das
varidveis temperatura e razdo molar glicerol/dcido ldurico para a
obtencdo mdxima de monolaurina. Os experimentos foram reali-
zados adotando a metodologia de planejamento estatistico, que
possibilita verificar a influéncia das varidveis e suas interagdes no
rendimento de um determinado processo com grande economia de
tempo, material e recursos.'?
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Lipases de diferentes fontes, como Candida antarctica B (Calb
L) e Thermomyces lanuginosa (Lipolase) gentilmente doadas pela
Novozymes (Araucdria, PR), pancreas de porco (LPP) e Candida
rugosa (LCR) (Tipos II e VII, Sigma Chemicals), Pseudomonas
fluorescens (Lipase AK) e Burkholderia cepacia (Lipase PS), ad-
quiridas da Amano Pharmaceuticals (Japao), foram utilizadas sem
tratamento adicional. A preparacdo de lipase Novozym 435, dispo-
nivel comercialmente na forma imobilizada (Novozymes, Brasil),
foi também utilizada.

Como materiais de partida foram utilizados glicerol (Merck) e
dcido ldurico (C,,) (Riedel-de Haén), previamente desidratados com
peneira molecular 0,32 cm de didmetro (Silicato de sédio e aluminio)
tipo 13 X-BHD Chemicals. Outros materiais foram: Tetraetil ortossili-
cato (TEOS), adquirido da Sigma-Aldrich Chemical; polietilenoglicol
(PEG 1500, Synth); goma ardbica em p6, pura (Synth). Todos os
demais reagentes empregados foram de grau analitico.

Imobilizacio da lipase em suporte hibrido

O composto hibrido de polissiloxano-alcool polivinilico (POS-
PVA) foi sintetizado e ativado com glutaraldeido, conforme metodo-
logia descrita por Paula et al..”* A imobilizacdo da lipase no suporte
ativado consistiu do contato da enzima com o suporte (250 mg/g
suporte) juntamente com solucio aquosa de 5 mg/mL de polietileno-
glicol (MW 1500), por um periodo de 24 h a4 °C. A lipase imobilizada
foi recuperada por filtragdo a vacuo e o sistema imobilizado lavado
com hexano. A atividade hidrolitica dos derivados imobilizados,
determinada pelo método de hidrélise do paranitrofenilpalmitato,'*
indicou uma recuperagao satisfatéria da enzima livre no suporte de
imobilizacdo (recuperacdo superior a 50%).

Ensaios de triagem da fonte de lipase mais adequada

As sinteses foram realizadas em baldes de fundo redondo (50
mL), contendo misturas de glicerol e dcido ldurico numa razao molar
fixade 3:1 e diferentes preparagdes de lipase numa propor¢ao fixa de
2% (m/m) em rela¢@o a massa total dos reagentes. As reacdes foram
conduzidas sob agitagdo magnética (150 rpm) na faixa de temperatura
entre 45 a 60 °C, dependendo da estabilidade térmica de cada prepa-
racdo de lipase imobilizada. O progresso da sintese foi acompanhado
pela retirada de aliquotas (1 mL), ao longo da reagdo e quantificado
o teor de dcido ldurico residual por titulometria empregando solucio
alcodlica de KOH 0,02M.

A conversao do substrato foi expressa em conversdo molar do
4cido laurico consumido, empregando a Equacéo 1.

c-C
Conversao molar %=—2 100 Q)

o

em que: C_ = concentragdo inicial do dcido ldurico e C = concentragdo
do 4cido l4urico em um determinado tempo.

Nesta série de experimentos foram também calculados os valores
de atividade de esterificag@o, produtividade e o rendimento por grama
de catalisador, segundo descrito por Foresti e Ferreira.'>

Delineamento experimental

Com base nos resultados obtidos, foi realizado um estudo do
efeito das varidveis: temperatura (x,) e razdo molar entre glicerol e
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dcido ldurico (x,) com objetivo de determinar a melhor combinagio
dessas varidveis para a obtencdo maxima de monolaurina. Um pla-
nejamento fatorial 2>completo com 2 experimentos no ponto central
foi utilizado para melhor entendimento da influéncia dessas varidveis
e de suas interagdes na sintese enziméatica de monoglicerideos.'> As
sinteses foram realizadas em baldes de fundo redondo de capacidade
de 50 mL contendo 25 mL de misturas adequadas de glicerol e acido
l4urico (razdo molar glicerol/ dcido l4urico entre 3:1 a 5:1) e apds
estabelecimento da temperatura do meio reacional no valor desejado
(45 a 65 °C), a preparacdo de lipase imobilizada mais eficiente foi
adicionada numa propor¢ao de 2% m/m em relaciio a massa total de
reagentes. Os experimentos foram efetuados de maneira randomica
por um periodo maximo de 24 h sob agitagdo magnética de 200 rpm.
Como varidvel resposta foi considerada a formac@o de monolaurina
(%). A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o
programa STATGRAPHICS Plus versdo 2.1 (StatPoint, Inc., Herndon,
Virginia, USA). Um modelo polinomial foi ajustado por regressao
linear pelo método dos minimos quadrados aplicado aos resultados
experimentais obtidos no planejamento fatorial, como representado
na Equacio 2.

n n n n
Yi = boY biXi+ Y biiXii +7, Y bijXiXj ?2)
i=1 i=1 i j=i+]
em que Y,representa a varidvel resposta, b, b,, b, bij representam os
coeficientes da regressdo, X, Xj representam as varidveis estudadas.

Quantificacio dos produtos

Para quantificacdo dos produtos formados (monolaurina, dilaurina
e trilaurina), foi utilizado um cromatégrafo de fase gasosa (Varian
- Modelo GC 3800), adaptado com uma coluna capilar CP Sil 5CB
(Varian - 10 m x 0,25 mm x 0,12 um) e detector de ionizagdo em
chama (FID). As temperaturas do detector e injetor foram fixadas em
350 °C. Nitrogénio foi usado como gas de arraste com split de 1:20.
As rampas de temperatura da coluna foram variadas dependendo
do método de andlise utilizado, conforme metodologia descrita por
Freitas et al..'®

RESULTADOS E DISCUSSAO
Triagem da fonte de lipase

O suporte POS-PVA previamente ativado com glutaraldeido foi
utilizado para imobilizar preparagdes de lipases de diferentes fontes,
mais especificamente, Candida antarctica B (Calb L), Thermomyces
lanuginosa (Lipolase), Pseudomonas fluorescens (Lipase AK),
Burkholderia cepacia (Lipase PS), Candida rugosa (LCR) e pancreas
de porco (LPP), obtendo-se derivados imobilizados com elevada ati-
vidade catalitica. Para evitar problemas de reversibilidade da reagdo,
tomou-se cuidado especial para obter derivados imobilizados com
teor de dgua inferior a 12%. Nesta série de testes, lipase de Candida
antarctica imobilizada em resina polimérica (Novozym 435) foi
também usada para permitir uma comparac¢io do desempenho dos
sistemas imobilizados em POS-PVA.

Como os testes de triagem foram realizados com o objetivo de efe-
tuar uma avaliagdo inicial da atividade de esterificac@o das diferentes
fontes de lipases, as reagdes foram realizadas em condigdes fixas (2%
m/m de enzima imobilizada e substratos constituidos por uma mistura
de glicerol/ 4cido laurico numa razao molar de 3:1) que podem néo
representar a condi¢do mais adequada para cada derivado imobili-
zado de lipase. Entretanto, permitiram verificar o comportamento da
enzima no sistema reacional em fung¢do da estrutura de cada lipase
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testada, sem levar em consideragdo as intera¢cdes complexas entre as
varidveis que afetam a reag@o de esterificacdo mediada por lipases.

Os resultados obtidos para as lipases testadas sdo mostrados em
conversdo molar do 4cido ldurico em fung¢do do tempo (Figura 1)
e as atividades de esterificacdo, produtividades e rendimentos sdo
listados na Tabela 1.
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Figura 1. Perfil do consumo de dcido ldurico ao longo da reagdo de es-
terificagdo com glicerol catalisada por diferentes preparacoes de lipase:
Calb L - lipase de Candida antarctica B, Lipolase — lipase de Thermomyces
lanuginosa, LPP — lipase de pdncreas de porco, LCR — lipase de Candida
rugosa, Lipase AK — lipase de Pseudomonas fluorescens e Lipase PS — lipase
de Burkholderia cepacia (40-60 °C, agitagdo magnética, reator fechado)

Tabela 1. Resumo dos experimentos realizados utilizando diferentes
lipases imobilizadas

Sistema Imobilizado A? p® R¢ Ter(rllly))o !
Novozym 435 2,12 1,59 76,37 24
Calb L 2,17 1,08 78,19 36
Lipolase 2,14 1,07 51,53 24
Candida rugosa 1,29 0,65 46,50 36
Lipase Pancredtica 1,52 0,76 54,41 36
AK “Amano” 20 0,49 0,24 18,48 36
PS “Amano” 1,47 0,74 53,00 36

* Atividade de esterificagdo (mmol dcidos graxos consumidos/h.g), ® Produ-
tividade (mmol 4cidos graxos consumidos/h), ¢ Rendimento por massa de
catalisador (mmol dcidos graxos consumidos/g), ¢ Tempo no qual foi obtido
a maior conversao molar.

Verifica-se na Figura 1 que todas as lipases testadas foram capa-
zes de formar acilgliceréis. No entanto, a conversao molar do dcido
laurico foi dependente da fonte de lipase testada, sugerindo diferentes
afinidades das lipases pelo substrato. Entre as lipases imobilizadas em
POS-PVA, alipase Calb L resultou na conversao molar mais elevada
(78%), similar a alcangada pela preparagdo comercial Novozym 435.
Ambas lipases sdo de Candida antarctica, evidenciando, desta forma,
a compatibilidade do suporte para imobilizar a lipase Calb L, como
constatado anteriormente para as outras fontes de lipases.!”!®

Verifica-se que o perfil de consumo do 4cido ldurico pela atuagio
da lipase de Candida antarctica esta de acordo com suas proprieda-
des e a localizagdo do sitio ativo em forma de funil, numa regido da
enzima, com diversos residuos de aminodcidos atuando através da
formacao de cavidade com caracteristicas anidnicas, denominada de
“cavidade do oxidnion”." Essa lipase apresenta importante seletivi-
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dade em reacgdes com dlcoois secunddrios 2**! e auséncia de ativagdo
interfacial, catalisando muito lentamente a hidrélise de triglicerideos
de cadeia longa. Por esta razao, € classificada por alguns autores como
uma esterase. Entretanto, essa lipase atua muito bem em substratos
que contenham 4cidos graxos de cadeia média como, por exemplo,
o dcido ldurico (C,).>

Com relagdo as lipases de Pseudomonas fluorescens (lipase AK)
e Burkholderia cepacia (lipase PS) apesar das estruturas similares e
sitios ativos com conformidades tridimencionais semelhantes,? os
resultados obtidos sugerem diferentes especificidades dessas enzimas
para o 4cido ldurico. Burgess e Jennings* propuseram que a lipase
de Pseudomonas fluorescens possui sitio ativo plano, dentro de uma
cavidade, composto por sequéncias de residuos importantes para
acdo catalitica, sugerindo uma atuacdo preferencial na resolugao
de moléculas insaturadas lineares justificando, desta forma, o baixo
rendimento (18,3%) alcancado por esta preparacio de lipase na re-
acdo de esterificagdo empregando o 4cido laurico. Por outro lado, a
lipase de Burkholderia cepacia necessita de uma interface adequada
(ativacdo interfacial) para que ocorra uma melhor interagdo entre
enzima e substrato, situacdo inexistente no meio reacional testado
em fun¢do da menor hidrofobicidade do 4cido ldurico em relagdo a
um triglicerideo, substrato ideal para atuacg@o da lipase PS.?

Embora o derivado imobilizado de lipase pancredtica tenha
apresentado menor velocidade reacional em relacdo a lipase de
Burkholderia cepacia (lipase PS), ambas alcancaram ao final de 36
h o mesmo valor de conversido molar (55%). Dados encontrados na
literatura referentes ao emprego da lipase pancredtica em reagdes
de esterificagdo sdo escassos,!” no entanto, esta preparacdo pode
ser uma opg¢do interessante por apresentar um custo bem inferior
quando comparado as outras lipases. Destaca-se que as preparagdes
de lipases pancredticas sdo geralmente impuras, por serem normal-
mente isoladas de pancreas ou biles de animais (porco), entretanto,
essa particularidade ndo € restritiva para conducio de reacdes em
meio organico.

As preparagdes de Lipolase e Candida rugosa imobilizadas
em POS-PVA nio apresentaram desempenhos satisfatérios, sendo
constatadas conversdes maximas de dcido ldurico, respectivamente,
de 50 e 47%. Além do baixo desempenho, a Lipolase apresentou
suscetibilidade de reversdo da reagio de forma bem acentuada, ocor-
rendo um decaimento na conversao molar apds 24 h de processo. Esse
desempenho pode estar associado ao fato da lipase de Thermomyces
lanuginosa necessitar de grandes mudangas conformacionais na re-
gido da “tampa” para interagir com os diferentes tipos de substratos,
situacdlo essa desfavordvel em meio organico, que torna a estrutura da
lipase mais rigida e dificulta sua flexibilidade, resultando em menores
conversdes.”® Apesar da Lipolase ser mais utilizada na formulagio
de detergentes,” alguns trabalhos descritos na literatura indicam sua
aplicabilidade na sintese de monoésteres (biodiesel).?

A baixa conversdo molar (47%) obtida pela lipase de Candida
rugosa pode ser associada com sua estrutura tridimensional. Esta
lipase possui um sitio ativo posicionado em um longo ttnel na parte
interna da proteina, com uma larga drea disponivel para a ligagdo da
cadeia do dcido graxo, mostrando uma preferéncia por dcidos graxos
de cadeia curta e média, principalmente entre C, a C, . Esta restri¢do
interfere na atuagdo dessa lipase em substratos (em meio organico)
contendo mais de 12 carbonos,” como no sistema reacional utilizado
neste trabalho (substrato contendo 15 carbonos = 12C acido laurico
+ 3C glicerol). Em meio aquoso essa limitacdo ndo € observada,
sendo inclusive uma das lipases recomendadas para hidrélise total
de triglicerideos por ndo apresentar regioespecificidade.*

De acordo com os resultados obtidos e sumarizados na Tabela
1, verifica-se que nas condigdes testadas a lipase Calb L foi o bio-
catalisador mais eficiente na sintese de laurato de glicerila sendo,
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portanto, selecionado para testes subsequentes. Resultados similares
foram descritos por Monteiro et al.,’' em testes realizados com a
lipase Novozym 435 na presenca de dois solventes de polaridades
diferentes (hexano e 1,4-dioxano, a 40 °C), obtendo-se uma mistura
de mono e dilaurina, em ambos sistemas reacionais.

Planejamento de experimentos

Por meio da ferramenta do planejamento experimental, buscou-se
determinar os efeitos das varidveis: temperatura (X,) € razdo molar
entre glicerol e dcido ldurico (x,) na formagdo de monolaurina. To-
dos os experimentos foram efetuados empregando-se 2% (m/m) de
lipase Calb L imobilizada em POS-PVA. A composi¢ao da mistura de
glicerideos obtida para cada condi¢@o ensaiada, mostrada na Figura
2, indica que a reagdo foi direcionada para formacdo preferencial de
monolaurina e dilaurina, sendo detectados apenas trag¢os de trilaurina
(<0,16%). A matriz proposta, juntamente com os resultados obtidos
para a formagdo de monolaurina (%), ¢ mostrada na Tabela 2.

20

Porcentagem Massica (%)

Exp. 3

Exp. 4
M Trilaurina  E Dilaurina B Monolaurina

Ponto central

Figura 2. Distribui¢do dos produtos formados nas reagoes de esterificagdo do
glicerol com dcido ldurico catalisada pela lipase Calb L imobilizada em POS-
PVA, nas diferentes condigoes ensaiadas no planejamento de experimentos

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial completo 2* e resul-
tados obtidos

. Valores . Varidvel
Ensaio . Valores reais
codificados resposta
Temperatura Rgzao m/olgr Monolaurina
X, X, °C) (glicerol: dcido (%)
l4urico)
1 - - 45 1:1 15,31
2 + - 65 1:1 25,80
3 - + 45 5:1 29,66
4 + 65 5:1 29,19
5 0 55 3:1 23,00
6 0 55 3:1 22,01

Verifica-se que, para os ensaios efetuados com substratos con-
tendo relag@o equimolar de reagentes (ensaios 1 e 2), o aumento da
temperatura de 45 para 65 °C promoveu um acréscimo substancial
na formac@o de monolaurina passando de teores da ordem de 15,31
para 25,80%. Por outro lado, utilizando substratos com excesso
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de glicerol (5:1), ensaios 3 e 4, a formacgdo de monolaurina foi
independente da temperatura de incubacdo utilizada. De maneira
geral, a formag@o de monolaurina foi favorecida para meios re-
acionais contendo excesso de glicerol para uma ampla faixa de
temperatura (45 a 65 °C).

A Tabela 3 retine os dados da andlise dos efeitos, erros-padrido
e do teste t de Student’s. Dentro da regido analisada, verifica-se que
apenas a razdo molar (x,) apresentou influéncia significativa em
nivel de 90% de confianca. Entretanto, por meio de uma andlise
minuciosa pode-se observar que tanto os efeitos da varidvel (x))
como da interag@o da temperatura e razdo molar (x,x,) apresentaram
valores similares (2,50 e 2,74) e proximos da significancia. Assim,
objetivando-se um melhor ajuste do modelo aos dados experimentais,
optou-se pela manutencgdo dos coeficientes correspondentes a estes
efeitos na equagdo matemadtica que representa 0 processo na regiao
experimental estudada.

Tabela 3. Estimativas dos efeitos, erros padrio e teste t de Student's para
a produgdo de monolaurina de acordo com o planejamento fatorial 2

Varidveis Efeitos Erro-padrio Valoresdet p
Média 24,16 +0,85 28,34 0,001
Temperatura (x ) 2,50 + 1,04 2,40 0,138
Razao molar (xz) 4,44 + 1,04 4,24 0,051*
Interag@o x, x, -2,74 + 1,04 -2,62 0,119

*p< 0,10; R* = 0,9388

Os dados obtidos para a concentragdo de monolaurina foram
ajustados por andlise de regressdo multipla para um modelo linear
e a melhor fun¢@o ajustada pode ser demonstrada pela Equagéo 3.

Y =24,16 +2,51 x + 4,43x,- 2,74 x X, 3)

em que: y € a varidvel resposta e x, e X, representam as varidveis
estudadas para temperatura e razdo molar, respectivamente.

A validade do modelo proposto foi verificada por meio da anélise
de variancia (Tabela 4), na qual se constatou que a regressao obtida foi
estatisticamente significativa (p<0,10), apresentando um coeficiente
de determinac@o (R?) de 0,9387, indicando que o modelo pode ex-
plicar 93,87% da variabilidade dos resultados experimentais obtidos.

Tabela 4. Anilise de Variancia para o ajuste do modelo proposto
que representa a formagdo de monolaurina a partir da esterificagdo
do glicerol com 4cido laurico

Fonte de Soma  Grausde  Média F p
variagdo  quadrdtica liberdade quadratica

Modelo 133,81 3 44,60 10,23 0,09*
Residuo 8,72 2 4,36

Erro total 142,53 5

*p< 0,10; R* = 0,9388

Os valores preditos pelo modelo matematico representado na
superficie de resposta (Figura 3), indicam que a concentraciio maxima
de monolaurina pode ser obtida em temperatura entre 45 e 65 °C e
razdo molar de 5:1 entre glicerol/dcido ldurico, sendo selecionada
como 6tima a condi¢do de menor temperatura (ensaio 3). Reagoes de
esterificacdo do glicerol com acido ldurico nas condigdes selecionadas
foram efetuadas e o perfil de formagdo de monolaurina confirmou
o modelo matematico, sendo obtido 31,35% de monolaurina, valor
proximo ao predito (Figura 4).
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Esses resultados sugerem que o delineamento experimental
constituiu apenas uma etapa no processo de otimizacio da formacao
de monolaurina, sendo ainda necessarios estudos adicionais para de-
terminar outros parametros da reagdo como, por exemplo, a influéncia
da massa de biocatalisador na sintese de monolaurina.

{9y BUNnRCUOR

Figura 3. Superficie de resposta para a produgdo de monolaurina na esteri-
ficagdo do glicerol com dcido ldurico empregando lipase Calb L imobilizada
em POS-PVA, descrita pela Equagdo 2
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L 304 2 5%
2 2
3
5 20
c
[e}
=
10 -
A
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Figura 4. Perfil de formagdo de monolaurina empregando-se 2, 5 e 10% m/m
de lipase Calb L imobilizada em POS-PVA na reagdo de esterificagdo do glice-
rol com dcido ldurico (razdo molar = 5:1 entre glicerol: dcido ldurico) a 45 °C

Desta forma, experimentos adicionais foram ainda realizados
variando a massa de biocatalisador entre 2 a 10% em relacio a massa
total de reagentes envolvidos na reacdo. Os resultados (Figura 4)
indicam que a concentragdo de enzima afetou acentuadamente a
velocidade inicial da reagdo, sendo alcangadas fracdes molares de
monolaurina entre 33 a 36% em apenas 6 h, para reagdes catalisadas
com 5 e 10% de biocatalisador. Esse incremento corresponde uma
reducdo da ordem de 4 vezes no tempo originalmente necessario para
atingir o equilibrio da reacéo.

CONCLUSAO

Entre cinco preparacdes de lipases, o derivado imobilizado da
lipase Calb L em POS-PVA mostrou-se mais eficiente para catalisar a
esterificacdo do glicerol com 4cido laurico, obtendo elevada conversdo
molar do 4cido laurico e formagdo de 21% m/m de monolaurina. A
otimizag@o da reacdo permitiu prever as condi¢cdes necessarias que
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favorecem o alcance de elevadas concentragdes de monolaurina, sendo
a reacdo maximizada (31,35% de produto) para meios reacionais
constituidos de glicerol e dcido ldurico numa razao molar de 5:1 e
temperatura de incubacio de 45 °C, por um periodo de incubacdo de
24 h. A fracao molar de monolaurina pode ser ainda incrementada
pela utilizacdo de concentracdes mais elevadas de biocatalisador.
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