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O presente trabalho teve como objetivo acompanhar a produção de monoacilgliceróis 

(MAG) e diacilgliceróis (DAG) a partir do óleo de oliva, utilizando Tween 80 como 

surfactante, butanol como co-surfactante e enzima Lipozyme TL 100 como 

biocatalisador, para obter-se agentes emulsificantes de maior valor agregado. 

Realizou-se os testes em doze pontos de microemulsões que tiveram estabilidade 

para a glicerólise, o ponto que apresentou maior eficiência de conversão dos 

triacilgliceróis (TAG) foi submetido a um planejamento fatorial 2³ e outro 2². Adotou-se 

tal metodologia para otimizar a produção e encontrou-se o ponto com maior produção 

de MAG e DAG. Os resultados obtidos a partir desses planejamentos mostraram que 

a condição ótima é aquela que foi tratada como ponto central, razão molar glicerol:óleo 

2:1, 35ºC, 600 rpm, 7,5% (m/m) de enzima e num tempo de reação de 120 minutos, e 

apresentaram uma eficiência de conversão de aproximadamente 98% em MAG e 

DAG, enquanto que as amostras menos eficientes tiveram conversão de 

aproximadamente 58%, nos pontos extrapolados do planejamento fatorial. A partir 

destas condições monitorou-se as cinéticas de reação das amostras mais e menos 

eficientes e determinou-se a ordem de reação, e trata-se de uma reação de primeira 

ordem e pseudo primeira ordem, respectivamente. 
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The aim of the present work was to monitor the production of monoacylglycerols (MAG) 

and diacylglycerols (DAG) from olive oil, using Tween 80 as surfactant, butanol as co-

surfactant and Lipozyme TL 100 enzyme as a biocatalyst, to obtain higher added value 

emulsifying agents. The tests were performed in twelve microemulsion points that had 

stability to glycerolysis, the point that presented the highest conversion efficiency of 

the triacylglycerols (TAG) was submitted to a factorial design 2³ and another 2². This 

methodology was adopted to optimize the production and to find the point with greater 

production of MAG and DAG. The results obtained from these schedules showed that 

the optimum condition is the one that was treated as the center point, glycerol molar 

ratio: oil 2:1, 35ºC, 600 rpm, 7.5% (m/m) of enzyme and at a reaction of 120 minutes 

and showed a conversion efficiency of approximately 98% in MAG and DAG, whereas 

the less efficient samples had conversion of approximately 58% at the extrapolated 

points of the factorial design. From these conditions the reaction kinetics of the more 

and less efficient samples were monitored and the order of reaction was determined, 

and it is a first order reaction and pseudo first order, respectively. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Ao realizar uma pesquisa, deve-se buscar as condições ótimas de reação a fim 

de obter melhores resultados, já que as indústrias procuram eficiência e menores 

custos. Além disso, é interessante reduzir os resíduos poluentes, utilizar tecnologias 

advindas de fontes renováveis. Por exemplo, na conversão de óleos e gorduras, onde 

converte-se moléculas mais complexas, os TAG em moléculas mais simples, os MAG 

e DAG, busca-se o máximo de eficiência de conversão e, se possível, com a utilização 

de algum subproduto como fonte de reagente para que a reação ocorra. 

Um bom exemplo da aplicação de um subproduto é o uso da glicerina, 

subproduto da reação do biodiesel, em áreas alimentícias e higiene pessoal. Uma 

vertente a ser otimizada e estudada é sua aplicação com os TAG, onde obtém-se 

emulsificantes como resultado. Emulsificantes são vastamente utilizados em 

indústrias farmacêuticas, químicas, alimentícias, automotivas e cosmética. Tais 

aplicações acarretam um valor agregado maior ao produto final. 

 Contudo, a reação de glicerólise em condições normais é um processo que 

exige elevadas temperaturas e altos tempos de reação, pois refere-se a reações 

lentas, que podem levar dias para que a reação aconteça (SILVA, 2015). A fim de 

acelerar essa técnica, propõe-se a utilização de lipases, que são enzimas que podem 

ser encontradas de forma natural em animais, vegetais e microrganismos. Por essa 

técnica, a reação de catálise de TAG por glicerólise enzimática é bem mais rápida, 

quando comparada com a reação convencional.  

 Portanto, nesse trabalho utilizou-se o azeite de oliva, a enzima lipase comercial 

e o glicerol em um sistema de microemulsões (MO), para obter maior conversão na 

eficiência de catálise. Os produtos foram submetidos a análise de quantificação por 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), através da área de pico dos 

cromatogramas e curva de calibração com padrões externos, e então determinar as 

quantidades de MAG, DAG e TAG nas amostras tratadas pós glicerólise enzimática. 

 A cinética de reação também foi determinada para saber como a reação se 

comportou em todo o processo, e assim, predizer se houve sobra de reagente, 

conversão total ou parcial, em produtos. Todas essas condições foram testadas para 

saber o que está sendo sintetizado a partir dessa reação e, por fim, avaliar se há 
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vantagens biotecnológicas em termos de custo/benefício e abrangência de aplicação 

final. 

 

 1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Sintetizar MAG e DAG a partir da glicerólise enzimática do azeite de oliva. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

• Preparar MO de diferentes proporções (surfactante/cosurfactante, água, óleo); 

• Promover a glicerólise enzimática das MO preparadas; 

• Quantificar os MAG e DAG formados por HPLC; 

• Determinar a eficiência na conversão de TAG em MAG e DAG; 

• Realizar planejamento fatorial na solução que apresentar maior porcentagem 

de MAG e DAG, a fim de especificar qual/quais variáveis de processo são 

significativas; 

• Determinar a cinética de reação de glicerólise enzimática; 

• Determinar a ordem de reação. 

 

1.2 JUSTIFICATIVA 

 

 Baseado em vários estudos, verifica-se um grande potencial na utilização de 

lipases em processos de glicerólise enzimática, já que trata-se de uma reação que 

utiliza um biocatalisador, e trabalha em condições amenas de temperatura e pH. 

Enquanto a reação de glicerólise convencional exige elevadas temperaturas e longos 

períodos para que complete a catálise, faz-se necessário um estudo mais 

aprofundado na utilização de biocatalisadores e sua faixa de aplicação para uma 

possível utilização em escalas maiores. Para que isso aconteça, é importante 

monitorar todos os passos da reação, desde concentração inicial e final de TAG, MAG 

e DAG. Sabe-se que o azeite de oliva tem em sua composição 98% de TAG que 
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deverão ser convertidos em MAG e DAG, após a reação completa (MARTÍNEZ et al., 

2016). 

 Desta forma, fundamenta-se a presente dissertação de mestrado, com uma 

análise profunda sobre a atividade enzimática e ordem de reação da síntese de MAG 

e DAG a partir de um sistema com azeite de oliva, pós reação de glicerólise 

enzimática, na presença de lipase comercial como biocatalisador, a fim de determinar 

quais as melhores condições de processo na conversão de TAG. Com isso, busca-se 

aumentar o valor agregado do produto final, que pode ser estudado para aplicações 

como agentes emulsificantes em indústrias farmacêuticas, alimentícias e automotivas, 

por exemplo. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 Esse capítulo tem o objetivo de agrupar informações sobre a reação de 

glicerólise enzimática na obtenção de MAG e DAG por meio de MO e em um sistema 

com glicerol sob diversas concentrações. Tal estudo tem interesse da indústria 

oleoquímica, que busca desenvolver técnicas capazes de alterar as propriedades 

físico-químicas, as funções e características organolépticas de matérias primas, e 

possibilitar uma maior aplicação de produtos. Por sua vez, a utilização do glicerol 

também é interessante, já que é um subproduto de biocombustíveis, na produção de 

biodiesel (MULLER, 2013). 

 

2.1 ÓLEOS E GORDURAS 

 

 Chamados de lipídeos, glicerídeos ou gliceróis, são nutrientes essenciais na 

alimentação humana e animal, pois além de ser fonte de energia são responsáveis 

pelo transporte de vitaminas lipossolúveis (A, D, K e E), contribuem para a 

palatabilidade e são fontes de ácidos graxos essenciais, linolênico, linoleico e oleico, 

os quais podem ter suas estruturas observadas na Figura 01 (GARÓFOLO; PETRILLI, 

2006). 

 

 

Figura 01: Fórmula Estrutural dos ácidos linolênico, linoleico e oleico 

 
Fonte: GARÓFOLO; PETRILLI (2006). 
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 O termo lipídeo é definido como componente do alimento que é insolúvel em 

água e solúvel em solventes orgânicos, como éter etílico, éter de petróleo, acetona, 

clorofórmio, benzeno e álcoois. Tais solventes apolares são capazes de extrair a 

fração lipídica neutra que incluem os MAG, DAG e TAG (CAMPBELL-PLATT, 2015). 

 A estrutura dos lipídeos pode variar de duas formas: simples ácidos graxos, os 

mais diversos acilgliceróis; lipídeos complexos, ceras (formas sólidas), esteróis, 

proteínas com afinidade por gordura (lipoproteínas), vitaminas lipossolúveis, 

fosfolipídios (presente em membranas intracelulares. Os principais componentes de 

qualquer gordura animal ou vegetal estão na forma de triacilgliceróis, que trata-se de 

uma molécula constituída de uma molécula de glicerol ligada a três moléculas de 

algum ácido graxo, como pode ser observado na Figura 02 (FONSECA, 2015).  

 

 

Figura 02: Reação de glicerólise de um TAG para formação de MAG e DAG 

 
Fonte: FONSECA (2015). 

 

2.1.1 Modificação de óleos e gorduras 

 

 Uma vertente interessante no cunho laboratorial é a modificação dos óleos e 

gorduras, pois trata-se de materiais de fácil obtenção, de formas naturais e tem uma 

aplicação bastante ampla como matérias primas em indústrias alimentícias, química 

e farmacêuticas (KARLESKIND, 1996). Nesse contexto, busca-se aumentar os 

estudos da modificação e aplicação de lipídeos na indústria, como por exemplo na 

redistribuição na estrutura desses ácidos graxos, ou seja, modificar as características 

físico químicas dos compostos, para aplica-los em setores diferentes (GARCIA-MESA 

et al., 2008). 

 A alteração físico-química de óleos e gorduras também é interessante para a 

formação de compostos mais simples e com diferentes aplicações, uma vez que 
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compostos mais complexos podem ser quebrados a estruturas mais simples e com 

aplicações diferentes, como por exemplo, na modificação da composição de 

oleaginosas no intuito da produção de AG mais simples para utilizar nas indústrias. 

Além do mais, busca-se a aplicação de uma fonte limpa, de óleos e gorduras, assim, 

tem-se uma fonte renovável que pode ser aplicada em cunho industrial (HARWOOD 

et.al, 2017). 

 Os ácidos graxos representam mais de 95% da massa dos TAG e a qualidade 

do produto formado dependem da fonte do óleo e da região onde a planta foi produzida 

(GARCIA, 2006). 

 Portanto, a indústria tem desenvolvido diversos processos para controlar a 

composição dos produtos e subprodutos formados a partir de TAG. Dentre eles a 

reorganização dos ácidos graxos na cadeia principal do TAG (interesterificação), a 

modificação química dos ácidos graxos (hidrogenação) e a reversão da ligação éster 

(hidrólise), os quais buscam-se aplicações em escalas maiores (FOCKING, 2017). 

Esses processos podem ser feitos de forma fracionada ou contínua, com ou sem a 

utilização de catalisadores, químico, físico ou biológicos, e podem exigir, ou não, uma 

purificação no final do processo, em caso de mistura com vários produtos 

(HAMMOND; KAREL; KLIBANOV, 1985). 

  

2.2 AZEITE DE OLIVA 

 

 O Olea europeae sativa, conhecido popularmente e comercialmente como 

azeite de oliva, trata-se de um óleo vegetal comestível, é obtido por extração física ou 

por solventes. Amplamente utilizado no âmbito alimentício por ter um dos sabores 

mais apreciados dos óleos vegetais não refinados (KIRITSAKIS; MARKAKIS, 1987) 

 Em sua composição, traz aproximadamente 90% de ácidos graxos insaturados, 

dentre eles o principal componente monoinsaturado o ácido oleico. Desse percentual, 

somente 10% refere-se a ácidos graxos poli-insaturados. Vale ressaltar que tanto a 

semente como a polpa da oliva têm óleo e com a mesma composição (MORETTO; 

FETT, 1998). 

Durante a maturação da semente a composição de ácidos graxos saturados 

diminui e aumenta-se a produção dos insaturados, portanto, a fase de maturação da 
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oliva com menor quantidade de ácidos graxos saturados é com ela verde. Devido a 

isso, usa-se a oliva verde no processo de extração do azeite (ALVEZ et al., 2018). 

 O azeite de oliva extra virgem é obtido por prensagem a frio da oliva, em um 

processo relativamente simples que utiliza somente a força física para a extração. Tal 

processo faz com que o azeite conserve os componentes originais da oliva, por 

exemplo os polifenóis que caracterizam o odor do azeite. Demais azeites de oliva (que 

não são virgens nem extra virgens) são extraídos por utilização de solventes, os 

chamados azeites refinados, o que acarreta uma perda de boa parte desses 

compostos fenólicos (RAMALHO; SUAREZ, 2012).  

 O azeite de oliva pode ser caracterizado das seguintes formas: extra virgem, 

de melhor qualidade e com grau de acidez inferior a 0,8%, o mais saudável e completo 

para a saúde humana; virgem, tem uso especialmente culinário e teor de acidez entre 

0,81% e 2%; virgem lampante, é impróprio para consumo e é utilizado juntamente com 

outros óleos para posterior consumo, teor de acidez em aproximadamente 3,3%; 

refinado, aquele que pode sofrer alteração química e perde palatabilidade e 

características do azeite de melhor qualidade, com teor de acidez de 

aproximadamente 0,5%, sua aplicação é industrial, misturando-o a demais azeites 

para chegar a um teor de acidez final inferior a 1,5%; azeite composto, é a mistura do 

azeite de oliva lampante (15%) com o óleo de soja (85%), amplamente vendido e com 

menor qualidade dentre os outros (GONÇALVES; MARÇO; VALDERRAMA, 2015). 

A qualidade do azeite de oliva a ser obtido após extração faz relação a 

concentração e com a composição dos compostos fenólicos presentes, que 

dependem especialmente de dois fatores importantes: a forma de cultivo e as 

condições geográficas em que a oliva está submetida. Esses fatores são 

determinantes para o grau de amadurecimento da planta, o que acarreta nas 

mudanças químicas na composição que trazem as características do produto final. 

Contudo, demais fatores também devem ser levados em conta no cultivo, dentre eles, 

o regime de irrigação, tecnologia de extração do azeite e até mesmo o modo de 

armazenamento do óleo (GOUVINHAS et al., 2015). 

 Os óleos e gorduras comestíveis são compostos por duas frações, a parte 

saponificável (com glicerol) e a parte insaponificável (sem glicerol). A fração 

saponificável do azeite de oliva representa aproximadamente 99% de sua 

composição, com cerca de 95-98% de TAG, os ésteres de ácidos graxos e glicerol. A 
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parte sem glicerol, embora em pouca quantidade, tem vários compostos fenólicos, os 

quais garantem as características especiais do azeite e com várias propriedades 

antioxidantes (KNOTHE et al., 2006; DIAS et al., 2017). 

 A parte que contem glicerol do azeite de oliva é composta na sua parte 

saponificável por diversos ácidos graxos (Tabela 01), os principais são oleico, linoleico 

e palmítico. Esses ácidos são caracterizados como AG, sendo eles MAG, DAG e, na 

sua maioria, TAG, sendo que os últimos são os que sofrem modificação química para 

obtenção dos primeiros. Enquanto que a parte sem glicerol é composta por 

hidrocarbonetos, ceras, esteróis, álcoois, diálcoois triterpênicos, ésteres etílicos e 

metílicos, ácidos graxos livres e alguns contaminantes, como metais e fenóis que 

apesar de apresentados em baixas concentrações são importantes para manter as 

características do produto (RUÍZ-GUTIÉRREZ; PÉREZ-CAMINO; 2002; NDIAYE, 

2004). 

 

 

Tabela 01: Composição química do azeite de oliva extra virgem 

Ácidos Graxos Livres Quantidade (%) 

Ácido palmítico (C16:0) 8,78 ± 0,04 
Ácido palmitoléico (C16:1) 0,5 ± 0,01 

Ácido esteárico (C18:0) 2,86 ± 0,05 

Ácido oleico (C18:1) 75,7 ± 0,09 

Ácido linoleico (C18:2) 11,72 ± 0,01 

Ácido linolênico (C18:3) 0,38 ± 0,01 

Ácido araquídico (C20:0) 0,32 ± 0,01 

Ácido gadoleico (C20:1) 0,25 ± 0,01 

Ácido behênico (C22:0) 0,12 ± 0,01 

Fonte: Adaptado de Ndiaye (2004). 

 

2.3 MONOACILGLICERÓIS E DIACILGLICERÓIS E SUAS APLICAÇÕES  

 

 Os MAG são cadeias com uma molécula de glicerol ligada a uma molécula de 

ácido graxo. São os compostos que apresentam maior polaridade entre os ácidos 

graxos. Além disso, apresentam características semelhantes aos TAG, em termos 

nutricionais. São amplamente empregados na indústria alimentícia, quando com 

elevado grau de pureza, por apresentar característica de emulsificante, especialmente 

quando comparados com outros AG. Portanto, são utilizados em produtos lácteos, 



 
25 

 

 

confeitaria, panificação, além de estabilizantes e condicionantes, e normalmente 

0,5%, em massa, tende a ser suficiente para obter uma emulsão estável (FELTES, 

2011). 

 São classificados como emulsificantes não-iônicos, caracterizados como 

monoésteres anfifílicos, composto com uma parte hidrofóbica (normalmente um ácido 

graxo) e outra hidrofílica (radicais livres do glicerol), portanto, são compostos mais 

polares que os lipídeos simples (FRANZOL; REZENTE, 2015). Essa caracterização 

de afinidade pela água é dada por forças intermoleculares, no caso das hidrofóbicas 

a interação de Van der Waals, e nas hidrofílicas pela presença de ligações de 

hidrogênio do radical hidroxila da parte polar com as moléculas de água (ATKINS; 

JONES, 2007). 

 Por apresentarem tais características os MAG costumam ser aplicados como 

agentes emulsificantes e estabilizantes em sorvetes. Além de, como dito, na 

panificação, pois são capazes de reforçar a estrutura do glúten e, por consequência, 

prolongar o frescor do produto. Usados como clarificadores de bebidas para facilitar a 

dispersão. Na indústria farmacêutica, em medicamentos, para facilitar a liberação 

controlada do princípio ativo do fármaco. Como pode-se ver a aplicabilidade é grande, 

e isso é interessante pois os MAG que contém ácido oleico, por exemplo, apresentam 

potencial antioxidante e antidiabético (FELTES, 2011). 

 Outra vertente muito utilizada nos dias atuais está sendo a síntese desses 

emulsificantes com a utilização de enzimas imobilizadas. A vantagem na imobilização 

de enzimas é a reutilização para posteriores reações, quando necessário, faz-se uma 

purificação antes dessa reutilização. Tal aplicação é interessante nas indústrias, pois 

sabe-se que visam a viabilidade econômica e conseguir uma maneira de economizar 

e manter os resultados é crucial para tal âmbito (BARBOSA et al., 2015).  

Correia, Fonseca e Ferreira-Dias (2011) utilizaram óleo de bagaço de azeitona 

refinado como fonte TAG e a lipase Candida rugosa imobilizada em espumas de 

poliuretano. Promoveu-se a glicerólise enzimática sem a utilização de surfactantes, a 

uma temperatura de 30ºC sob um período de 24 horas. E obtiveram uma conversão 

de 32% de MAG e 18% de DAG, e os autores trouxeram-nas como satisfatórias e o 

polímero se comportou bem como suporte para a enzima imobilizada. 

 DAG são ésteres de glicerol também presentes em gorduras (cerca de 2 a 

10%), são compostos por dois ácidos graxos unidos covalentemente por ligação de 
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éster a uma molécula de glicerol. Uma característica interessante da molécula de DAG 

é que pode apresentar isomeria de posição em seus ácidos graxos e podem gerar os 

isômeros 1,2-DAG e 1,3-DAG (SEONG-KOON et al., 2007).  

 São utilizados, assim como os MAG, como emulsificantes na indústria 

alimentícia, cosmética e farmacêutica. Tem propriedades estabilizantes, emolientes e 

ligantes. Por terem essas características, os DAG e os MAG são os produtos mais 

valiosos que se obtém numa glicerólise e glicerólise enzimática. Além disso, são 

aprovados pela United States Food and Drug Administration (FDA) para utilização 

como emulsificantes tanto em alimentos quanto em produtos farmacêuticos (JUNIOR, 

2017). 

 Os DAG, em especial o 1,3 DAG atua no combate do colesterol, prevenção de 

obesidade e na redução do acúmulo de gordura corporal. Então, são benéficos para 

redução de doenças relacionadas a tais fatores. Isso se dá pois metabolizam-se de 

forma diferente que os TAG (MATSUO; TOKIMITSU, 2001). Contudo, os estudos para 

a produção de DAG são voltados para o enriquecimento do óleo de cozinha, molhos, 

chocolates além de produtos que atuem nos fatores acima citados (CABRAL, 2014). 

 Como dito, a síntese de MAG e DAG é conduzida de várias formas, porém, na 

indústria ocorre a glicerólise do TAG, normalmente em temperaturas elevadas (acima 

de 200ºC) e na presença de catalisadores químicos. Nessas condições, normalmente, 

obtêm-se uma mistura composta por 50% de MAG, 40% de DAG e 10% de TAG. 

Normalmente, não emprega-se o uso das enzimas nas indústrias por dois motivos, o 

primeiro deles é o custo elevado, uma vez que enzimas quando não sintetizadas 

internamente agregam muito valor ao produto final e como a indústria visa lucros, a 

aplicação de enzimas não se torna economicamente viável. O segundo motivo é por 

tratar-se de uma proteína específica e extremamente sensível, quando em 

temperaturas baixas acaba inativada e quando mediadas em temperaturas elevadas, 

acaba desnaturada e consequentemente inativada, essa última de forma irreversível 

o que pode acarretar prejuízo (SILVA, 2017a).  

Na reação de glicerólise enzimática, para formar 3 mols de MAG utiliza-se 2 

mols de glicerol e um mol de TAG.  Para que isso aconteça, deve-se utilizar enzimas 

como catalisadores em temperaturas ambientes, contudo, necessita-se de um estudo 

mais aprofundado nessa área, pois existem poucos estudos de aplicações em escalas 

maiores dessa técnica (FREGOLENTE, 2006). Na produção de DAG, normalmente 
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utiliza-se as lipases 1,3 específicas para a glicerólise dos TAG’s. Portanto, os MAG e 

DAG são os produtos mais interessantes para obter-se em reações de glicerólise 

(MATSUO; TOKIMITSU, 2001).  

 Paralelamente a isso, outros estudos estão surgindo com a aplicação dessas 

lipases, com condições que também podem ser utilizadas na glicerólise enzimática, 

como por exemplo pH de 4 a 9 e uma temperatura de reação de até 70ºC. Além disso, 

as enzimas diminuem o valor energético da reação, e, em alguns casos, podem ser 

utilizadas até mesmo em temperatura ambiente, enquanto que em uma glicerólise 

convencional deve-se manter a temperatura acima de 200ºC, por consequência, exige 

elevados gastos. A seletividade da enzima permite a formação de produtos mais puros 

e com menor geração de resíduos, portanto, tem-se um produto de qualidade 

(SANTOS et al., 2013). 

  

2.4 MICROEMULSÕES 

 

 Trata-se de um sistema de água dispersa em óleo (A/O), ou óleo disperso em 

água (O/A) e para que haja a estabilidade entre esses dois compostos com diferença 

de polaridade, utiliza-se o surfactante.  O surfactante adsorve de forma espontânea 

na mistura e diminui a tensão superficial. Os tamanhos das MO variam de 50 a 500nm, 

com uma grande estabilidade, sem turbidez e aparentemente baixa viscosidade. Essa 

estabilidade é dada por testes de estresse térmico e físico, submetidos a variações 

grandes de temperatura para que não haja separação de fases e se mantenham 

límpidas, além de agitação em Vortex no mesmo objetivo, testes de durabilidade em 

refrigerador também são interessantes e variam de acordo com a metodologia 

aplicada, o importante é a MO não perder as características durante os testes (KHAN; 

SINGH; SEN, 2016; SOMA; PAPADOPOULOS, 1996). 

 Hoar e Schulman definiram em 1943 o termo MO como uma dispersão 

transparente, opticamente isotrópica, fluida e termodinamicamente estável entre dois 

líquidos imiscíveis, e podem, ou não, conter um surfactante e um co-surfactante, 

quando necessário. São transparentes, pois diminui-se o tamanho dos microdomínios 

entre água e óleo. 

 Ao analisar a estrutura das MO, caracteriza-se como agregados de surfactantes 

(micelas) de A/O (micelas reversas), O/A (micelas normais) ou as chamadas 
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bicontínuas, onde existem ambas emulsões em um mesmo sistema. O nome das MO 

é dado pela quantidade dos reagentes emulsionados, ou seja, quando tem-se menor 

quantidade de água, normalmente tem-se uma micela reversa, e quando tem-se maior 

quantidade de água, tem-se um sistema normal (BORNSCHEUER et al., 1994).  

 O fato acima mencionado pode ser observado na Figura 03, as micelas normais 

estão organizadas em monocamadas com seus grupos polares (cabeças) 

direcionadas para a solução aquosa, formando uma superfície polar e seus grupos 

apolares (caudas) em direção ao óleo, inverso a água. Ressalta-se que as micelas 

são estáveis e essas estruturas suportam variações térmicas e físicas relativamente 

bruscas, por exemplo, são capazes de aguentar tranquilamente as temperaturas 

ótimas das enzimas, caso isso não fosse possível não seria interessante aplicá-las, 

uma vez que a glicerólise enzimática exige um sistema micelar, a enzima e um 

surfactante/co-surfactente para ajudar no encaixe chave-fechadura (LAWRENCE; 

REES, 2000).  

 

 

Figura 03: Tipos de MO 

 
Fonte: CARVALHO; CABRAL (2000). 

 

 

 A estabilidade da emulsão é importante no ponto de vista industrial, pois está 

diretamente ligada à capacidade de resistir às alterações das propriedades e do meio 

em que está inserida ao longo do tempo, portanto, deve ser estável quando a fase 

dispersa não sofrer alteração perceptível. Os fatores ligados a estabilidade do sistema 

micelar são cremação, sedimentação, floculação e rompimento da emulsão, todos 

diretamente relacionados a variação de temperatura, pressão, agitação e estresse. 

Portanto, trata-se de um sistema dinâmico, contudo, devido ao aumento da área 
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interfacial, termodinamicamente instável. Assim, é necessária energia para que se 

obtenha uma MO, normalmente, energia mecânica (LIMA, 2015). 

Também pode-se observar na Figura 03 que nas micelas A/O (reversas), 

forma-se uma espécie de núcleo central polar. Vê-se que tais grupos são 

caracterizados por apresentar um diâmetro e número de agregação (massa 

molecular) definidos, com uma estrutura relativamente ordenada. Para definir o 

diâmetro da micela reversa é necessário conhecer a relação molar água/surfactante, 

o qual é um parâmetro crucial para a formação da MO e consequentemente a 

estabilidade do sistema, para suportar uma glicerólise enzimática e monitoramento de 

cinética, além do estresse natural de manipulação das amostras (GUAN et al., 2015). 

 Com as micelas formadas, tem-se um sistema pronto para entrar com o glicerol 

e biocatalisadores, por exemplo, nas reações de glicerólise enzimática. O tipo de 

micela formada interfere na resistência do biocatalisador, por exemplo, as O/A 

propiciam o aumento da resistência da enzima, aumentam a faixa de pH e temperatura 

em que a reação possa ocorrer. Além disso, tendem a aumentar a solubilidade e a 

área superficial do substrato, por consequência, facilita o encaixe chave-fechadura da 

enzima com a interface do óleo. Tais fatos são importantes para aumentar a eficiência 

de conversão de TAG em MAG e DAG e permite trabalhar com a enzima mais 

facilmente, pois trata-se de uma proteína, que quando desnaturada perde a função 

(ZHANG et al., 2017b; GAO et al., 2015). 

Contudo, quando tem-se concentrações similares de fase oleosa e aquosa, 

pode ocorrer a formação de uma micela bicontínua, ou seja, ambas as micelas em um 

mesmo sistema, tal fato pode ser observado através de um microscópico eletrônico, 

pois seu diâmetro é na escala de nanômetros (JIAN et al., 2001). Atualmente, há 

estudos da utilização de MO reversas para glicerólise enzimática de óleos de fritura 

residual, assim, utiliza-se um resíduo como fonte de TAG para síntese de MAG e DAG, 

através de um sistema emulsionado (RAMÍREZ; ROMÁN; ARTEAGA, 2016). 

 

2.5 SURFACTANTE E CO-SURFACTANTE 

 

 Os surfactantes são substâncias que pela sua estrutura são caracterizadas 

como anfifílicas, pois possuem uma cabeça polar (hidrofílica) e uma cauda apolar 

(lipofílica), como observado na Figura 04. A parte polar pode ser catiônica, aniônica, 
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dipolar ou não carregada. Apresentam, como principal característica, duas regiões de 

solubilidades distintas, porém, com distância suficiente para agirem de forma 

independente. Trata-se de um agente que reduz a tensão superficial de uma mistura. 

Então, traz-se uma importante propriedade desse grupo de compostos: a formação 

de um filme molecular, de forma ordenada, na interface de atuação, que reduz a 

tensão interfacial e superficial (DJEKIC et al., 2012). 

 

 

Figura 04: Fórmula estrutural do Polisorbato 20 

 
Fonte: Lei, et al., 2013. 

 

 

 A aplicação dos surfactantes é no intuito de promover o aumento da área de 

interface do sistema óleo/glicerol/água. Para que, quando o biocatalisador entrar no 

sistema, aumente a velocidade de catálise do meio. Assim, o surfactante está 

diretamente ligado à formação de sistemas micelares e à catálise dos TAG, o que 

acarreta ligação à eficiência de conversão (HAYES, 2017). 

 Uma aplicação recente para surfactantes vem sendo na recuperação química 

de óleos usados, dentre eles de cunho petrolífero, contudo, para esses resíduos de 

elevados número de carbono ainda requer uma quantidade extremamente grande de 

surfactante para que haja recuperação desses óleos. São utilizados surfactantes 

hidrofóbicos que precisam ser ramificados no objetivo de formar MO com viscosidade 

baixa / moderada para que possam aumentar a interação desse surfactante com o 

óleo e então submeter o processo a elevadas temperaturas, pressões e solventes 

para que a reação aconteça, uma vez que enzimas não são capazes de suportar 
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elevadas pressões e temperaturas já que refere-se a proteínas específicas (LU et al., 

2014).  

 Para avaliar a eficiência de um surfactante, utiliza-se a concentração micelar 

crítica, que é definida pela solubilidade do surfactante em uma fase aquosa. Esse 

valor é obtido pela dissolução de porções conhecidas de determinado surfactante em 

água, sempre monitorando a tensão superficial e interfacial, e plota-se valores da 

tensão em função da quantidade utilizada de surfactante no meio. Quanto menor for 

a concentração micelar crítica obtida, mais eficiente é o surfactante (ARAÚJO, 2016). 

 A versatilidade de um surfactante permite atuar em diversos produtos, como 

detergentes, fármacos e óleos lubrificantes automotivos. Como dito, tem a função de 

diminuir a tensão interfacial entre fases polares e apolares, portanto, diminui a energia 

interfacial livre do sistema. Na linha de automotiva, tem por função elevar o ponto de 

fulgor de um lubrificante, o que proporciona uma maior resistência termodinâmica do 

mesmo, devido ao aumento da área interfacial e estabilidade ao sistema 

(CARRETEIRO; BELMIRO, 2006). Além dessas aplicações, são utilizados como 

emulsificantes, agentes molhantes, anti-espumantes e solubilizantes, normalmente 

aplicado como adjunto para facilitar reações e aumentar interface do sistema 

(NITSCHKE; PASTORE, 2002). 

 Dentre os mais diversos surfactantes, destaca-se o polisorbato 80 (C64H124O26), 

conhecido como Tween 80, observado na Figura 05, o qual é uma linha de compostos 

não iônicos, formados por ésteres de sorbitan etoxilados, conforme o tipo de ácido 

graxo de origem e seu grau de etoxilação. Podem ser obtidos com diferentes balanços 

hidrofílicos-lipofílicos (HLB), tem peso molecular de 1310,0 g.mol-1. As principais 

características são: cadeia apolar de polioxietileno (característico das diversas 

famílias do Tween); tensoativos hidrofílicos (alto equilíbrio hidrofílico); solúveis ou 

dispersáveis em água. Muito utilizado na indústria farmacêutica, na parte de cremes 

e loções. Já sua aplicação em alimentos é mais restrita pois refere-se a um composto 

com certo grau de toxicidade e seu estudo em alimentos merece estudos 

aprofundados pouco encontrados nas bibliografias, por se tratar de um ramo novo de 

estudo (MAPRIC, 2013). 
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Figura 05: Estrutura do Tween 80 

 
        Fonte: Mapric (2013). 

  

 

Novos surfactantes estão sendo desenvolvidos, os chamados, biosurfactantes, 

que apresentam as mesmas características do surfactante, porém, obtidos de fontes 

microbiológicas. Também diminuem a tensão superficial e interfacial do sistema, 

possuem alta propriedade emulsificante, e normalmente refere-se a subprodutos 

metabólicos de fungos, bactérias e leveduras. As vantagens frente aos surfactantes 

sintéticos são com relação a biodegradabilidade, menores níveis de toxicidade e 

apresentarem maior estabilidade em termos de pH, temperatura e salinidade 

(ARAÚJO, 2016). 

Os biosurfactantes tem aplicabilidade semelhantes aos surfactantes 

convencionais, e podem ser utilizados em reações de hidrólise, com ou sem utilização 

de enzimas, estabilização de emulsões e microemulsões, por exemplo (ARAÚJO, 

2016). Os surfactantes são estruturalmente parecidos, parte lipofílica e parte 

hidrofílica, sendo que em sua maioria são neutros ou aniônicos, com estruturas de 

pequenos ácidos graxos até grandes polímeros, destacando-se os glicolipídeos, 

lipopeptídeos, fosfolipídeos, surfactantes poliméricos e particulados. Quando 

necessário faz-se o uso da utilização junto com os co-surfactantes (NITSCHKE; 

PASTORE, 2002). 

 Os co-surfactantes atuam para reduzir a tensão interfacial adicional entre água 

e óleo, que é necessária para a formação e estabilidade química, física e 

termodinâmica das MO. Também tem papel fundamental na fluidificação do filme 

interfacial formado pelo surfactante, acima mencionado, tal atuação impede a 

elevação brusca da viscosidade do meio micelar. Os principais co-surfactantes são 

http://patentimages.storage.googleapis.com/US20140273107A1/US20140273107A1-20140918-C00001.png
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álcoois com cadeia de dois a dez carbonos, pois podem influenciar na solubilidade 

das fases aquosas e oleosas, pela sua cadeia apolar com ponta polar (SILVA et al., 

2015). 

 

2.6 LIPASES COMO BIOCATALISADORES  

 

 Uma das principais limitações da utilização dos catalisadores químicos, é que 

apresentam baixa versatilidade e seletividade, devido a exigência de elevadas 

temperaturas para conseguir moderadas taxas de conversão de TAG em MAG e DAG. 

São bastante reativos e o que leva a formação de subprodutos indesejáveis, até 

mesmo contaminações. Tal fato demanda de etapas posteriores de purificação, 

portanto, eleva os custos do processo. Nesse contexto, surgem as enzimas que são 

biocatalisadores proteicos ou glicoproteicos, que atuam em condições mais plausíveis 

de pH, temperatura (30 a 70ºC) e pressão. Sua elevada seletividade atinge taxas de 

reação muito elevadas e obtém-se resíduos biodegradáveis, como no trabalho de 

Castro et al., (2004).  

 Segundo Webb (1992), em seu livro de recomendações do NC-IUBMB 

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemestry and Molecular 

Biology) a classificação e codificação das enzimas são de acordo com a catálise 

promovida por elas. 

Dentre os processos de maior interesse destaca-se a síntese e 

interesterificação de lipídeos pelas lipases, já que essas enzimas apresentam uma 

alta estabilidade em solventes orgânicos, larga especificidade pelo substrato e 

excelente conversão de reagente em produto (CAO et al., 2016). 

 Segundo Hartman e Lago (1973) as lipases são classificadas como hidrolases 

(triacilglicerol éster hidrolases – E.C. 3.1.1.3) por catalisar reações de hidrólise de 

ésteres de ácidos carboxílicos e obtém-se como produto final os ácidos de interesse 

e o glicerol. Sua importância advém do poder de catalisar diversas reações e serem 

estáveis tanto em meios orgânicos quanto aquosos. Portanto, tem se destacado na 

literatura processos enzimáticos que substituam os catalisadores químicos por esses 

biocatalisadores (ZHONG et al., 2010; JUNIOR, 2013; RAIZER, 2015; JUNIOR, 2017). 

 As lipases podem ser encontradas facilmente na natureza em fontes vegetais, 

animais e microbianas, pois são enzimas digestivas importantes da gordura que é 
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utilizada como fonte de energia para os seres vivos e também é importante para o 

metabolismo intracelular (VILLENEUVE et al., 2000). Contudo, as lipases são 

majoritariamente produzidas por microrganismos, já que podem ser produzidas e 

caracterizadas a partir de diversas fontes, microbiológica, animal e até mesmo 

vegetal, há facilidade em controle de produção em processos fermentativos e reduz-

se os custos de obtenção (GOLANI; HAJELA; PANDEY, 2016). 

 Portanto, as lipases são capazes de modificar compostos, têm alta 

especificidade em sínteses orgânicas, alta estabilidade em solventes orgânicos, 

melhora a palatabilidade de alimentos e não dependem de co-fatores. Logo, a 

indústria e comercialização de lipases está em uma curva crescente de mercado e por 

consequência no desenvolvimento de novas tecnologias para o setor industrial (YEOH 

et al., 2009). Além dessa aplicação, vem sendo utilizada em várias fontes de TAG, 

como por exemplo, girassol, oliva, andiroba e até casca de coco verde (ARAÚJO, 

2016; SILVA, 2017b; CABRAL, 2014). 

 As lipases têm uma massa molar que variam de 20 a 75 kDA, tem uma faixa 

de pH ótimo de 4 a 9, são estáveis a temperaturas que variam de 30 a 70ºC, sendo 

que sua faixa ótima é de 30 a 40ºC (STAMATIS et al., 1993; BORNSCHEUER, 2003). 

Tem sua atividade aumentada quando situa-se na interface polar/apolar de uma MO, 

por apresentarem maior afinidade por ácidos graxos de cadeia longa. São proteínas 

que possuem um mecanismo complexo de ativação interfacial, com várias teorias, a 

mais aceita diz que a parte da superfície da enzima que está em melhor equilíbrio 

termodinâmico, ao ser inserida na MO encontra o sítio ativo favorável para que ocorra 

a catálise (ERICSON et al., 2008). 

 Novos trabalhos são publicados estudando a aplicação de enzimas na síntese 

de MAG e DAG, como no trabalho de Zhang et al., (2017a), que faz o uso da enzima 

comercial Lypozime 435 na síntese de DAG a partir de óleo de soja em um reator de 

coluna bolha em sistema isento de solventes sob temperaturas quase que extremas 

para a enzima, aproximadamente 80ºC e obteve resultados de conversão de 

aproximadamente 63,5% de DAG, o que é extremamente alto, visto que a formação e 

MAG também acontece na glicerólise enzimática, porém, os autores não monitoraram 

a formação do mesmo. 

 A enzima Lipozyme TL 100L é uma lipase 1,3 específica e é sintetizada a partir 

do fungo Thermomyces lanuginosus e deve ser acondicionada a 0-10ºC e tem seu 
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ponto ótimo de reação acima de 20ºC e abaixo de 50ºC, atua na faixa de pH de 7 a 

10 e tem atividade de 100 KLU/g, líquida e altamente eficiente para reações de 

catálise, transesterificação, interesterificação e reações de hidrólise em geral 

(STREM, 2017). 

 Por sua vez, as lipases são aplicadas em larga escala nas indústrias, como 

aditivo em detergentes. Para melhorar a detergência utiliza-se mais de um tipo de 

enzima, dentre elas proteases, amilases e celulases. O comércio desses 

biocatalisadores somente para aplicações de detergentes gira em torno de 450 

milhões de dólares por ano. Como são biodegradáveis, não produzem resíduos 

nocivos e diminuem o impacto ambiental pela redução dos riscos ao meio ambiente. 

Além dessa vasta aplicação, são utilizadas na síntese farmacêutica, degradação de 

óleos e gorduras, tratamento de efluentes, indústrias alimentícias, análises 

laboratoriais, dentre várias outras aplicações que podem ser observadas na Tabela 

02 (FREIRE; CASTILHO, 2008; ISLAM et al., 2016). 

 

 

Tabela 02: Relação de setores, aplicações e produtos obtidos por lipases 

INDÚSTRIA APLICAÇÃO PRODUTO 

Alimentício Processamento de carnes e peixes; Produtos embutidos; 

 Transesterificação de óleos; Manteiga de cacau; 

 Melhorar aroma e remover excesso de 
gorduras; 

Maionese, molhos e cremes; 

 Síntese de ésteres; Ésteres e emulsificantes; 

 Hidrólise da gordura do leite; Agentes aromatizantes; para 
produtos láticos; 

Químico Transesterificação de óleos vegetais Biodiesel; 

 Síntese de ésteres; Ésteres; 

Médico Dosagem de triglicerídeos no sangue; Kit diagnóstico; 

Cosmético Remoção de lipídeos, hidratação e 
clareamento de manchas. 

Cosméticos em geral. 
 

Fonte: Adaptado de FREIRE; CASTILHO (2008). 

  

 

A atividade enzimática é um parâmetro importante a ser analisado, pois como 

o próprio nome já diz, monitora a ação da enzima em determinada reação. Essa 

determinação pode ser feita através da titulação em NaOH da amostra em um sistema 

emulsionado, realizada nesse trabalho. Outra forma de determinação da atividade é a 
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partir da reação catalisada pela atividade enzimática, através da quantificação do 

produto em diferentes tempos de reação. Outro é um método colorimétrico, que faz 

análise cinética em tempo fixo, onde adiciona-se iodo como indicador da atividade. 

Deve-se ressaltar o fato de que 1 unidade (1U) de atividade enzimática corresponde 

à quantidade de enzima que catalisa uma reação com velocidade de formação de 1 

micromol de produto por minuto (FERREIRA et al., 2013; JONSSON et al., 2007; 

MOURA; PINTO; RODRIGUES, 2007). 

 

2.7 MICROEMULSÕES COMBINADAS A LIPASES 

 

 A biocatálise apresenta um grande potencial para a reação em substratos 

hidrofóbicos. Contudo, segundo Su e Wei (2008) a catálise enzimática em sistemas 

bifásicos com uma fase aquosa (que contém a enzima) e uma fase lipofílica (substrato 

hidrofóbico em forma de micelas) tem sua cinética afetada pelas limitações de difusão 

entre água e a área interfacial orgânica do sistema. Contudo, para resolver esse 

problema, dispersa-se a fase aquosa de forma mecânica no solvente orgânico 

adequado, de forma a não conduzir à desnaturação e/ou inativação da enzima. 

Entretanto, em sistemas normais (O/A), a enzima apresenta uma maior estabilidade, 

porém sua atividade é relativamente baixa (ZAKS; KLIBANOV, 1988). 

 Os sistemas micelares têm uma área interfacial maior do que somente o 

substrato sozinho (sem a água e o surfactante), a qual permite-se a ação da lipase 

sobre as moléculas de ácido graxo e ésteres presentes. Logo, é de interesse aumentar 

a essa área e promover um maior número de “chaves-fechaduras” para que ocorra a 

catálise mais rápido. Além disso, sistemas micelares são capazes de dissolver 

compostos hidrofílicos e hidrofóbicos sob variadas concentrações, devido a estrutura 

dos TAG com cadeia apolar e ponta polar, então, permite a interação com ambas 

polaridades (MORE; GOGATE; WAGHMARE, 2017). 

 Vale ressaltar que os altos rendimentos reacionais são dados porque altera-se 

o equilíbrio termodinâmico das reações de catálise, deslocando-o para a formação de 

produtos, somente ajustando a quantidade de água do sistema. Por sua vez, o uso de 

sistemas reversos pode alterar naturalmente as constantes de equilíbrio de várias 

reações enzimáticas. E as reações com várias enzimas são possíveis em sistemas 

micelares reversos (DJEKIC; PRIMORAC, 2008). 
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 Como a maioria das enzimas, as lipases exigem uma ativação interfacial para 

otimizar sua atividade catalítica, normalmente pela ambientação térmica. Existem 

várias hipóteses sobre o que seria essa ativação enzimática, uma das mais aceitas é 

que ocorre uma mudança conformacional induzida pela interface da micela, então, 

ocorre o encaixe perfeito entre a enzima e o sistema micelar e a enzima atua no papel 

catalítico. Essas hipóteses são feitas com bases nos experimentos realizados, e por 

se tratar de um composto novo, tais hipóteses são necessárias para prever o 

comportamento enzimático e precisam ser colocados a prova a fim de testá-las, como 

por exemplo, ambientação da temperatura que foi empregada no trabalho e a ativação 

por estufa nas enzimas em estado sólido (ZAAK et al., 2017). 

 

2.8 GLICERÓLISE ENZIMÁTICA DE ÓLEOS VEGETAIS 

 

 Obtém-se MAG e DAG como produtos na reação de glicerólise enzimática, a 

partir da reação de esterificação do glicerol com os TAG’s. O glicerol é utilizado para 

poder-se aproveitar os três ácidos graxos, pelas três hidroxilas da estrutura do mesmo 

(JUNIOR, 2013). As possíveis reações entre TAG, DAG, MAG, AGL (ácidos graxos 

livres) e glicerol que envolvem o processo de glicerólise enzimática são descritas 

pelas reações a seguir. Tratam-se de reações reversíveis, ou seja, há todo momento 

de reação ocorre alternância de reagentes e produtos e a tendência de formação de 

reagentes é determinada pelas condições do sistema, dentre eles temperatura, 

pressão e quantidade de reagentes. 

 

  

TAG + Glicerol ↔ MAG + DAG  (01) 
DAG + Glicerol ↔ 2MAG   (02) 
TAG + MAG ↔ 2DAG     (03) 
TAG + H2O ↔ DAG + AGL            (04) 
TAG + H2O ↔ MAG + AGL            (05) 
MAG + H2O ↔ Glicerol + AGL   (06) 

 

 

 Tais reações descritas acima demonstram que um mol de TAG reage com um 

mol de glicerol e forma um mol de MAG e um mol de DAG, como visto na reação 01. 

Então, um mol de DAG reage com o glicerol e forma dois mols de MAG (Reação 02). 
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Se o produto de interesse for DAG, manipula-se o excesso de DAG na reação para 

que um mol de TAG reaja com um mol de MAG e forme dois mols de DAG, como pode 

ser visto na reação 03. As demais reações podem ocorrer, somente manipulando os 

reagentes, assim, desloca-se o equilíbrio para o outro lado da reação, o que favorece 

a formação de determinados produtos e ocorra as reações de interesse 

(KRISTENSEN; XU; MU, 2005). 

 Sabe-se que a glicerólise de TAG, sem o uso de catalisadores, conhecida como 

reação de estado sólido, apresenta um rendimento relativamente baixo, produzindo 

de 30 a 50% de MAG e DAG e um tempo de reação longo (uma semana, em média), 

assim, é uma técnica não atrativa para a indústria.  Isso acontece, porque o equilíbrio 

é desfavorável, tende a formação de reagentes, então, adota-se diversas estratégias 

para deslocar esse equilíbrio para o outro lado da reação, como por exemplo, as 

micelas reversas (KAZLAUKAS; BORNSCHEUER, 1998). No trabalho de Bôas, 

Teixeira e Castro (2014), os autores analisaram a razão molar de um TAG para 

monitorar a produção de MAG em um sistema contínuo com um reator de leito fixo 

por um período de 10 dias, com análise em cromatografia gasosa acoplada com 

espectrometria de massas (CGMS). Os autores trouxeram sistemas com razões 

molares de 1:3, 1:6, 1:9 e 1:12, e nos resultados ótimos, razão molar 1:9, obteve-se 

conversão de 33% em MAG, ou seja, a melhor condição do estudo em um sistema 

sem biocatalisador fica com resultados relativamente baixos, quando comparados 

fronte à utilização de enzimas. 

 Diversos são os estudos para comprovar a eficiência de métodos que usem a 

glicerólise com lipases para quebrar óleos e gorduras, e que possam ser alternativas 

comerciais e industriais. Isso acontece, porque, diminui-se a energia utilizada no 

processo e minimizam resíduos indesejados (CHEW et al., 2008; HU; CHEN; XIA, 

2013; BLANCO, 2015; LAN et al., 2015).  

 Para que ocorra a reação, a lipase deve ser imobilizada como catalisador em 

um sistema com três fases: hidrofílica de glicerol, hidrofóbica de óleo e uma fase sólida 

com a enzima. O glicerol liga-se frequentemente às enzimas, de forma que a interação 

entre óleo e enzima é dificultada. Tal fato acarreta uma diminuição na eficiência de 

reação, pois o glicerol atua como um inibidor competitivo da enzima, e age no mesmo 

sítio ativo que ela. Portanto, evitar tal interação, deve-se adicionar uma quantidade 
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menor de glicerol no meio, limitar a sua massa, ou pode-se utilizar um solvente para 

que o glicerol possa agir e ocorrer uma homogeneização do meio (YANG et al., 2005).  

 Existem dois requisitos para a que aconteça a glicerólise enzimática: primeiro, 

que haja a formação da interface óleo/glicerol e segundo, que a enzima seja adsorvida 

nesse sistema. Portanto, quanto maior for a interface, maior a quantidade de enzima 

adsorvida e consequentemente menores energias de ativação e maiores velocidades 

de reação (BALCÃO; MALCATA, 1998). Para tal, aumenta-se a área de contato entre 

enzimas e substrato com a utilização das micelas. As micelas proporcionam maior 

miscibilidade do glicerol em solventes apolares, através das características físico-

químicas do sistema micelar e da interação com área superficial onde ocorre a quebra 

dos TAG e formação dos MAG e DAG (MARTÍNEZ et al., 2018). 

 No cunho ambiental, refere-se a um processo enzimático tecnicamente limpo e 

seguro, pois utiliza biocatalisadores como agente da reação e pode ser conduzido de 

forma imobilizada ou íntegra, por apresentarem resíduos com baixos níveis de 

toxicidade, dentre eles destaca-se os filtrados das reações de glicerólise enzimática, 

biocatalisadores removidos da reação, impurezas de fácil descarte e solventes 

orgânicos da reação, que por consequência, trazem baixo impacto ambiental 

(CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017; PERKINS et al., 2016).  

Porém, como dito, busca-se diferentes alternativas na produção de MAG e DAG 

via enzimática, bem como, técnicas que otimizem todo o processo, desde 

aperfeiçoamento da imobilização da enzima no sistema micelar, novas fontes de 

enzimas, condições de temperatura e quantidades de reagentes ideais, utilização de 

surfactantes e co-surfactantes que aumentem a miscibilidade dos reagentes, tudo isso 

para elevar o rendimento final da reação (SANTOS, 2011; TITUS et al., 2015).  

Muitos trabalhos na literatura utilizam diferentes condições enzimáticas e na 

presença, ou não, de solventes orgânicos para produção de MAG dos mais diversos 

substratos. Um exemplo foi o trabalho de Tu, Lu e Knothe (2017) que promoveram a 

glicerólise enzimática, utilizando ácido sulfúrico como solvente, e resíduos de graxa 

de baixa qualidade. Os autores obtiveram cerca de 30 a 60% de eficiência na 

produção de MAG e DAG, respectivamente. Contudo, o interessante foi a diminuição 

de resíduos tóxicos durante a glicerólise, pois aumentou-se a área interfacial de 

contato entre enzima e substrato, notou-se queda drástica nos volumes de ácido 

sulfúrico e metanol utilizados na reação convencional. 
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 Estudos atuais se baseiam nas mais diferentes fontes para modificar estruturas 

de óleos e gorduras, no intuito de obter compostos mais simples, com maior valor 

agregado final e com menor grau de toxicidade, capaz de ser aplicado em outros 

setores. Nesse viés, entra os estudos com enzimas dispersas em reação e 

imobilizadas em diversos suportes, dentre eles, em superfícies sólidas por adsorção 

física, covalente ou iônica, encapsulamento e microencapsulamento e por ligação 

cruzada. O importante é que esse suporte seja inerte, fisicamente estável, com baixo 

custo e que tenha uma superfície disponível para e enzima (TACIN; OLIVEIRA; 

GATTÁS, 2014).  

 

2.9 DETERMINAÇÃO DA ORDEM DE REAÇÃO 

 

 A ordem de qualquer reação pode variar de acordo com as constantes 

presentes no meio, e em decorrência, afeta a velocidade de reação. Uma técnica 

confiável para determinar a ordem de reação do processo é o das velocidades iniciais. 

A glicerólise enzimática é realizada sob diferentes quantidades de substratos e 

enzimas, a partir dessa reação pode-se determinar a velocidade de reação (vo) para 

cada ensaio, pela diferença numérica da curva de decaimento em um gráfico de 

concentração do substrato em função do tempo (CABRAL, 2014). 

 Para que o método seja eficiente, as demais variáveis devem ser mantidas 

constantes durante o processo, ou seja, depois que a catálise for iniciada, não pode-

se alterar a quantidade de reagentes. Refere-se a uma técnica que possibilita acabar 

com interferências de reações paralelas, assim, pode-se focar em uma única variável 

e determinar a ordem de reação (zero, primeira ou segunda), de acordo com um 

gráfico que vá de acordo com os possíveis modelos a serem seguidos (LEVENSPIEL, 

2000). 

 Nesse contexto, pode-se afirmar que quando a concentração (C) é muito maior 

que o valor unitário, tende-se a uma reação de ordem zero, enquanto que quando C 

for muito menor que um, observa-se traços de uma cinética de primeira ordem. Além 

disso, comportamentos entre ordens refere-se a pseudo-primeira e pseudo-segunda 

ordens, que podem ser determinados através do coeficiente de determinação, 

explicado a seguir (SAUER, 2002). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Neste capítulo estão descritas as técnicas adotadas para realizar a síntese de 

MAG e DAG por glicerólise enzimática, bem como materiais, equipamentos, reagentes 

e demais aparatos utilizados. Está apresentada também a metodologia para síntese 

e avaliação quantitativa e qualitativa dos produtos da glicerólise enzimática. Realizou-

se o preparo de amostras e a reação no campus Toledo e a leitura em HPLC no 

campus Medianeira.  

 

3.1 DESCRIÇÃO DOS MATERIAIS 

 

 Empregou-se como substratos base da catálise o azeite de oliva extra virgem 

comercial, Oliva de Los Andes Premium – 0,2 % de acidez, glicerol Alphatec grau P.A. 

99,5% e como surfactantes compostos da família dos polisorbatos, o Tween 80 P.S 

da Dinâmica. 

 Para agir sobre o sistema micelar, fez-se uso da lipase comercial, Lipozyme TL 

100L da Novozymes, líquida, produzida a partir do fungo Thermomyces lanuginosus, 

tem ponto ótimo de reação acima de 20ºC a 50ºC, pH de 7 a 10 e atividade inicial de 

100 KLU/g, segundo o fabricante. Foi adicionada ao meio reacional e removida 

através de um filtro de seringa após o tempo pré-estabelecido na metodologia. 

 As amostras foram quantificadas em análises cromatográficas, com padrões de 

MAG, DAG e TAG, sendo eles: Ácido linoleico 97%; glicerol trilinoleico 98%; ácido 

oleico >99%; monopalmítico >99%; glicerol trioleico >99%; ácido dilinoleico 98%. 

Todos da marca Sigma-Aldrich. Estes padrões foram escolhidos por serem compostos 

comumente encontrados em maiores quantidades nos azeites de oliva. 

 

3.2 PREPARO DAS MICROEMULSÕES 

 

 Para afirmar quais as melhores proporções de azeite de oliva, água e 

surfactante, fez-se diversos testes experimentais seguindo um diagrama de equilíbrio 

líquido-líquido, semelhante ao da Figura 06. O objetivo é a formação da MO, com a 

menor quantidade de surfactante possível, visando a questão comercial e também 

toxicológica, para aplicações futuras. Após utilizar diferentes quantidades de 
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reagentes, água, óleo, surfactante e co-surfactante, seguiu-se para um Vortex 

(Phoenix Luferco AP59), onde ocorreu a homogeneização das mesmas, por agitação 

constante por 1,5 min e então foram armazenadas em temperatura ambiente por 48 

horas (PESCARA, 2016). 

 

 

Figura 06: Equilíbrio das fases entre três compostos 

 
Fonte: Adaptado de MOURA et al., 2011. 

 

3.3 TESTES DE GLICERÓLISE ENZIMÁTICA 

 

 Após o descanso da MO, preparou-se um sistema que consistiu em um agitador 

magnético, um banho termostático (Tecnal TE 2005) e reator de vidro encamisado, 

todos acoplados e ajustados sob agitação constante, por um agitador mecânico (IKA 

RW 20) e temperatura controlada, para ocorrer a glicerólise enzimática. 

 Adicionou-se a enzima comercial em estado líquido e o glicerol no reator 

encamisado, junto ao glicerol e a MO anteriormente formada, e então a reação ocorreu 

por um período pré-definido de 2 horas, a 600 RPM e 45ºC, como pode ser observado 

na Imagem 01.  
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Imagem 01: Reator encamisado acoplado a banho termostático 

 
Fonte: O autor. 

 

 

 Ao final do tempo pré-estabelecido, removeu-se a enzima das amostras, por 

um sistema de filtragem com um filtro de seringa (Imagem 02). O filtrado fora 

transferido para frascos de coloração âmbar, levados a um recipiente de isopor e ao 

refrigerador, até posterior quantificação por HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 

com injetor automático, realizados na UTFPR campus Medianeira.  
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Imagem 02: Sistema com filtro de seringa 

 
Fonte: O autor. 

 

3.4 QUANTIFICAÇÃO DE MAG, DAG E TAG 

 

 As quantidades de AG nas amostras são necessárias para saber quanto de 

TAG foi convertido a MAG e DAG, para que se pudesse predizer o comportamento da 

reação em função do tempo e determinar o rendimento da reação. Tal análise foi feita 

segundo o método 993.24 da AOAC (1996) em HPLC, Thermo Scientific Ultimate 

3000, com temperatura do forno da coluna de 35ºC e temperatura do detector de 40ºC, 

com coluna C18 de 5m e 100 Å da Phenomenex modelo 00G-4252-E0 de 250 x 

4,6mm, volume da injeção e 20µL, detector RI, fluxo de 1 mL.min-1 com fase móvel de 

acetonitrila/acetona (1:1 v/v), grau HPLC da marca Dinamica, de forma isocrática. 

 Depois da glicerólise enzimática e remoção da enzima, as amostras foram 

diluídas para uma concentração de 20 g.L-1 e adicionou-se 200µL de clorofórmio e 

completou-se o volume do balão com a fase móvel. Transferiu-se as amostras para 
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tubos de ensaio, agitou-se os ensaios no Vortex, transferiu-se ao HPLC para análise. 

As amostras foram injetadas em duplicata, para que o erro pudesse ser mensurado. 

Realizou-se a quantificação das MO de duas maneiras: a primeira por área de 

pico na região de MAG, TAG e TAG e a segunda pelo tempo de retenção e área de 

pico dos padrões envolvidos na curva de calibração. A primeira maneira fez-se 

necessário, pois nos cromatogramas que serão apresentados adiante (apêndice A) 

apareceram picos não caracterizados na região de MAG, DAG e TAG, portanto, são 

componentes interessantes na conversão final, pois sabe-se que quase 99% da 

massa do azeite de oliva são TAG. Todavia, utilizou-se seis padrões externos que fez-

se a curva de calibração, 10 a 50 ppm, e definiu-se os tempos de retenção de cada 

um, portanto, sabe-se a resposta do cromatograma em relação a concentração dos 

ácidos linoleico e oleico, monopalmítico, trioleico, trilinoleico e dilinoleico (LIMA et al., 

2013). As amostras 15 e 16 que apresentavam concentrações de TAG fora da curva 

de calibração (superiores a 50 g.L-1) foram diluídas para 30 g.L-1. Acondicionou-se em 

bancada até chegarem a temperatura ambiente para posterior corrida.  

 

3.5 AVALIAÇÃO DO PH DA REAÇÃO 

 

 O comportamento do pH foi acompanhado ao longo da reação, com o auxílio 

de um pHmetro (Lucaderma Luca 210). Tomou-se as medidas de pH nos tempos 0, 

30, 60, 90 e 120 minutos de cada reação, para todas as reações onde obteve-se as 

MO estabilizadas (listados na Tabela 05). Esse monitoramento é importante, pois se 

o pH variar muito, pode afetar a atividade da lipase e o rendimento da catálise será 

diminuído. 

 

3.6 CINÉTICA DA REAÇÃO DE GLICERÓLISE ENZIMÁTICA 

 

No intuito de acompanhar a decomposição de TAG e formação de MAG e DAG, 

monitorou-se a reação que apresentou maior eficiência de conversão em produtos, de 

trinta em trinta minutos em um período de 9 horas. Retirou-se alíquotas de 200 µL no 

tempo 0 min até o tempo 540 min, então, transferiu-se para corrida no HPLC, já pré-

programado nas condições descritas anteriormente (SANTOS et al., 2004). 
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Aplicou-se tal procedimento para monitorar a reação e se a reação chegou ao 

final e em qual tempo isso aconteceu, no objetivo de concretizar se a produção de 

MAG e DAG fora cessada, bem como a quebra dos TAG (DEMAJOROVIC, 1995).  

 

3.7 DETERMINAÇÃO DA ORDEM DE REAÇÃO  

 

A fim de determinar a ordem de reação fez-se uso do método que abrange a 

taxa de reação (-ra). O princípio do método se baseia no quanto a reação se completou 

em função de determinado instante de tempo. Pode-se dizer que a cada instante de 

tempo tem-se uma concentração diferente da quantidade de MAG e DAG, por 

consequência, uma quantidade diferente de reagentes (SCHMAL, 2010). 

Para cada ensaio que se demonstrou eficiente (maiores níveis de atividade 

enzimática, maior síntese de MAG e DAG e menores quantidades de tensoativos) 

repetiu-se os testes e durante tempo pré-definido, 2 horas, transferiu-se uma alíquota 

para o HPLC e analisou-se a quantidade de MAG e DAG geradas em função da 

conversão obtida. Contudo, para determinar qual é a ordem de reação, fez-se 

necessário a construção de um gráfico para cada possível ordem: Para reações de 

ordem zero, plotou-se concentração da solução (Ca) pelo tempo; em reações de 

primeira ordem, plota-se ln Ca pelo tempo; por fim, em reações de segunda ordem 

representa-se 1/Ca pelo tempo. O gráfico que apresentar maior coeficiente de 

determinação (R²), define melhor o modelo referente a ordem de reação da glicerólise 

enzimática. Esse melhor modelo é dado como o mais explicativo pela confiabilidade 

de uma amostra linear (LEVENSPIEL, 2000). Isso é cabível pela definição de R² que 

segundo Souza e Farias (2008) quanto maior for esse valor, mais explicativo é o 

modelo. Ou seja, estima-se qual é a possível ordem de reação. 

 

3.8 PLANEJAMENTO FATORIAL 2³ DO MEIO REACIONAL 

 

 Depois de formar as MO estáveis, utilizou-se a de melhor eficiência de 

conversão e submeteu-o a uma nova glicerólise enzimática variando a quantidade de 

enzima, a temperatura do sistema e o tempo de reação, com pontos de máximo e de 

mínimo para as três variáveis. Isso pode ser observado em um planejamento fatorial 

2³, de três fatores, um bloco e oito corridas, reproduzido na Tabela 03. Os valores de 
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máximo e de mínimo para concentração de enzima foram 7,5% e 3,75%; temperatura 

do sistema 55ºC e 35ºC; tempo de reação 4h e 2h, respectivamente. Os pontos de 

máximos estão representados na Tabela 03 por 1,00 e os de mínimo por -1,00, para 

posterior análise de variância dos resultados obtidos em parâmetros de conversão 

(FIAMETTI, 2012). 

 

 

         Tabela 03: Planejamento Fatorial 3/1/8 para a glicerólise enzimática 

Teste Enzima (%) Temperatura (ºC) Tempo de reação (h) 

1 -1,00 / 3,75 -1,00 / 35 -1,00 / 2 

2 1,00 / 7,5 -1,00 / 35 -1,00 / 2 

3 -1,00 / 3,75 1,00 / 55 -1,00 / 2 

4 1,00 / 7,5 1,00 / 55 -1,00 / 2 

5 -1,00 / 3,75 -1,00 / 35 1,00 / 4 

6 1,00 / 7,5 -1,00 / 35 1,00 / 4 

7 -1,00 / 3,75 1,00 / 55 1,00 / 4 

8 1,00 / 7,5 1,00 / 55 1,00 / 4 

Fonte: O autor. 

 

3.8.1 Análise de Variância 

 

 Ao obter as quantidades de MAG e DAG pelo cromatograma, calculou-se a 

porcentagem de conversão pela Equação 01, para uma posterior análise de variância 

nas condições 3/1/8 anteriormente descritas. 

 

 

% 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠ã𝑜 =  
[𝑀𝐴𝐺 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙]+[𝐷𝐴𝐺 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙]

[𝑇𝐴𝐺 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙]
∗ 100                                          (01) 

 

 

Então, com o auxílio do software Statistica versão 11.0 submeteu-se os 

resultados a análise de variância com 95 % de significância, e então determinou-se 

quais variáveis são significativas e se houve interação significativa entre elas. Assim, 

foi possível definir qual/quais foram as variáveis realmente importantes na formação 

de MAG e DAG. Viu-se isso quando p foi maior que p crítico, então a variável é 

significativa. 
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3.9 ELABORAÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO 

 

 Para obtenção da curva de calibração preparou-se uma solução estoque com 

todos os padrões descritos anteriormente em uma concentração mais alta, fez-se 

diluições para concentrações menores e leu-se em HPLC (Imagem 03). 

Primeiramente pesou-se na balança (Shimadzu AUW 220D) quantidades de 0,05g de 

cada padrão e transferiu-se para um balão volumétrico de 1 mL, assim, cada padrão 

ficou com uma concentração de 50 g.L-1. 

 Diluiu-se para concentrações de 40, 30, 20 e 10 g.L-1. Todos em balões de 1mL 

no campus Toledo. Essas amostras foram acondicionadas em refrigerador e então 

levadas ao campus Medianeira para leitura em HPLC. 

 

 

Imagem 03: HPLC Ultimate 3000 onde utilizados nas corridas cromatográficas 

 
Fonte: O autor. 

  

 

Preparou-se o equipamento com os parâmetros já descritos, transferiu-se as 

amostras para vials de 1mL e fez-se corrida de 50 min de todos os pontos da curva 
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do ponto menos concentrado ao mais concentrado para que não houvesse 

interferência na leitura. 

 

3.10 DELINEAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL DCCR 2² 

 

 Como forma de otimizar os resultados obtidos no planejamento fatorial 2³, 

utilizou-se um delineamento de composto central rotacional (DCCR) 2², para 

determinação das condições ótimas de síntese de MAG e DAG. Com o auxílio do 

programa Statistica plotou-se os dados da Tabela 04, com as variáveis temperatura e 

porcentagem de enzima, com pontos de máximo e de mínimo, triplicata de um ponto 

central, com base nos resultados obtidos da melhor conversão do planejamento 

mencionado, num tempo já pré-estabelecido de 2 horas (FIAMETTI, 2012). 

 

 

Tabela 04: DCCR 2² do melhor ponto do planejamento 2³ 

Teste Temperatura (ºC) Enzima (%) 

1 -1,00 / 30 -1,00 / 5 

2 1,00 / 40 -1,00 / 5 

3 -1,00 / 30 1,00 /10 

4 1,00 / 40 1,00 / 10 

5 -1,41 / 28 0,00 / 7,5 

6 1,41 / 42 0,00 / 7,5 

7 0,00 / 35 -1,41 / 3,97 

8 0,00 / 35 1,41 / 11,03 

9 0,00 / 35 0,00 / 7,5 

10 0,00 / 35 0,00 / 7,5 

11 0,00 / 35 0,00 / 7,5 

Fonte: O autor. 

 

 

 Os pontos de máximos utilizados foram 40ºC e 10% de enzima, os de mínimo 

30ºC e 5% de enzima, os pontos centrais 35ºC e 7,5% de enzima, os valores 

extrapolados máximos 42ºC e 11,03% de enzima e os valores extrapolados mínimos 

28ºC e 3,97% de enzima. Tal teste fora empregado para uma posterior análise de 

superfície de resposta e demais testes estatísticos necessários a fim e encontrar as 

condições ótimas. 

  



 
50 

 

 

3.11 ATIVIDADE ENZIMÁTICA  

 

 A atividade enzimática foi determinada para monitorar a ação da enzima 

comercial Lipozyme TL 100 através de uma metodologia para a dosagem de atividade 

lipolítica. O meio reacional para o substrato deve ser previamente preparado na forma 

de emulsão. A emulsão é composta de uma solução de tampão fosfato 50 mM pH 7,0, 

goma arábica 10% e pelo substrato óleo de oliva, os pontos a serem analisados. Ao 

preparar a solução, deve-se medir o pH da emulsão e corrigir para 7,0; com NaOH 

0,05 M ou 50 mM (FERNANDES et al., 2007). 

 Primeiramente, preparou-se o tampão de fosfato de sódio monobásico 

(NaH2PO4), chamado solução A, na concentração de 0,1 M. Sabe-se que 1,0 mol pesa 

119,98g, portanto 0,1 mol equivale a 11,998g de fosfato, pesou-se essa quantidade 

na balança. Posteriormente, preparou-se a solução B, fosfato de sódio dibásico 0,1 M 

(Na2HPO4). Sabe-se que 1,0 mol pesa 141,96g, portanto, pesou-se 0,1 mol ou 14,196 

g desse sal. Ambas as soluções foram dissolvidas em água destilada e transferidas a 

balões volumétricos de 1000 mL, devidamente identificados e reservados 

(RODRIGUES et.al., 2015). 

 Transferiu-se a solução B para um béquer de 2 litros e mediu-se o pH através 

de um pHmetro previamente calibrado e adicionou-se a solução A até ter-se um pH 7 

e aproximadamente 2 litros de solução. Reservou-se a solução obtida e preparou-se 

a emulsão, chamada de goma (LIMA et al., 2013). 

 Primeiramente, pesou-se 71,5g de óleo de oliva e 100g de goma arábica, e 

reservou-os. Utilizou-se um liquidificador e adicionou-se a goma, juntamente com 1 

litro da solução tampão obtida, ligou-se o liquidificador e aos poucos inseriu-se o óleo 

de oliva até a formação da emulsão. Esse processo durou aproximadamente 10 

minutos. Após esse período obteve-se uma goma amarelada, pronta para receber as 

amostras da glicerólise enzimática (FERNANDES et al., 2007). 

 Preparou-se diversos erlenmeyers e adicionou-se 20 mL da emulsão 

juntamente a 0,5 mL da amostra que fora feita análise de atividade e levou ao shaker 

por 20 minutos a 35ºC e 150 RPM. Após o tempo pré-estabelecido, adicionou-se 10 

mL de uma solução de acetona:etanol 1:1 para que a reação cessasse, colocou-se 5 

gotas de fenolftaleína, titulou-se e anotou-se o volume gasto da solução de NaOH que 
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fora preparada e descrita no item 3.12 (FERRETI; SPOTTI; COSÍMO, 2017). A 

atividade enzimática foi calculada pela equação 02. 

 

         (02) 

Onde: V = Variação de volume; t = Variação de tempo; [NaOH]; Concentração de NaOH; 
Fc = Fator de correção do NaOH. 

 

 

A atividade é dada em (U) e refere-se à quantidade de enzima que é capaz de 

catalisar uma reação com determinada velocidade de formação de produto por minuto, 

pois leva em conta a quantidade de NaOH consumido na titulação em função do tempo 

(FERREIRA et al., 2013). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Nesse capítulo estão discutidos os resultados obtidos durante a glicerólise 

enzimática e em todos os processos de quantificação, atividade e cinética de reação. 

 

4.1 MO BEM-SUCEDIDAS DE ACORDO COM O DIAGRAMA TERNÁRIO  

 

As condições iniciais do processo foram escolhidas seguindo indicação do 

estudo realizado por Fiametti (2009), sendo conduzidas a 45ºC, com uma razão molar 

glicerol:azeite de oliva de 2:1, 7,5%(m/m) de enzima em 2 horas de reação sob 

agitação constante de 600rpm. As quantidades de reagentes utilizados, inclusive nas 

MO’s, estão descritas na Tabela 05. O volume de enzima utilizado refere-se a 7,5% 

do valor do substrato, que é a soma de todos os reagentes, o qual a enzima agirá com 

seu princípio chave-fechadura. 

 

 

Tabela 05: MO bem-sucedidas e suas proporções 

Fonte: O autor. 

 

 

Dentre inúmeras tentativas feitas, que podem ser observadas na Imagem 04, 

as MO’s caracterizadas estão descritas na Tabela 05. Mesmo com todas as tentativas 

MO 
Glicerol  

(mL) 
Azeite 
(%/mL) 

Água   
(%/mL) 

Tween 
(%/mL) 

Butanol 
(mL) 

Substrato 
(mL) Enzima (mL) 

3 0,6 5 0,3 5 0,3 90 5,4 10,8 16,8 1,26 

6 0,6 5 0,3 10 0,6 85 5,1 10,2 16,2 1,21 

7 1,2 10 0,6 5 0,3 85 5,1 10,2 16,2 1,21 

9 0,6 5 0,3 15 0,9 80 4,8 9,6 15,6 1,17 

11 1,2 10 0,6 10 0,6 80 4,8 9,6 15,6 1,17 

12 0,6 5 0,3 20 1,2 75 4,5 9 15 1,12 

14 1,2 10 0,6 15 0,9 75 4,5 9 15 1,12 

15 1,8 15 0,9 10 0,6 75 4,5 9 15 1,12 

16 2,4 20 1,2 5 0,3 75 4,5 9 15 1,12 

18 0,6 5 0,3 25 1,5 70 4,2 8,4 14,4 1,08 

20 0,6 5 0,3 30 1,8 65 3,9 7,8 13,8 1,03 

22 0,6 5 0,3 30 1,8 60 3,6 7,2 12,9 0,97 
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falhas, houve a formação de 12 pontos diferentes de MO que se mantiveram estáveis 

por um período de 48 horas para então submete-las a glicerólise enzimática e demais 

metodologias. Nota-se que na Tabela 05 a razão molar glicerol:azeite foi respeitada 

segundo a metodologia de Fiametti (2009), e utilizou-se a razão 2:1 (m/m). 

Estudos recentes trazem a aplicação do Tween 80 na preparação de 

nanoemulsões de tocoferóis, vitamina E, a base de azeite, sem o auxílio de co-

surfactante a fim de monitorar a estabilidade da emulsão formada. Além disso, 

determinou-se através de testes que para a formação dessas nanoemulsões 

necessita-se de um tempo de homogeneização ultrassônica de aproximadamente 3 

minutos, com 4% de teor de azeite e 2,08% de surfactante e assim, tem-se os 

resultados ótimos para o teste em questão (MEHMOOD et al., 2017).  

Isso é característico nos testes de TAG para a formação de MO, uma vez que 

deve-se basear no diagrama de equilíbrio de fases, Figura 06, e deverá haver uma 

estabilidade entre as fases para que se tenha o produto em questão (PESCARA, 

2016). Segundo o trabalho de Hu, Chen e Xia (2013), os autores buscaram produzir 

DAG de cadeias médias a partir da glicerólise, mas para que conseguissem formar 

esses pontos de emulsões, várias foram as tentativas até conseguir-se pontos ótimos 

para que então pudesse ser feita a reação. Vale ressaltar que somente as MO que 

mostraram-se homogêneas e límpidas que foram utilizadas. As apresentadas na 

Imagem 04 não foram utilizadas por não haver esse equilíbrio entre as fases e muito 

menos estabilidade para que então a enzima comercial Lipozyme TL 100 pudesse agir 

e converter TAG em MAG e DAG. 
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Imagem 04: Tentativas de microemulsões malsucedidas / bem-sucedidas 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Dentre os testes que não houve a formação da MO por diversos fatores, pelo 

excesso de água na emulsão caracterizada por A/O, pela não compatibilidade dos 

reagentes do diagrama ternário da Figura 06, pelo excesso de óleo e pouca água e 

formação de emulsão parcial por falta de área de superfície dos reagentes, pelo 

excesso de surfactante e/ou co-surfactante, conforme sugerido por Karleskind (1996) 

e Pescara (2016). 

 

4.2 MONITORAMENTO DO PH 

 

 Os valores de pH monitorados durante os 120 minutos de reação podem ser 

observados na Tabela 06. 
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Tabela 06: Valores de pH durante a glicerólise enzimática 

Amostra 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 

3 6,8 7,1 7,1 7,0 6,9 

6 7,0 7,2 7,0 6,8 6,8 

7 7,3 7,0 7,0 7,1 7,0 

9 6,8 6,8 6,9 6,9 7,1 

11 6,9 7,0 6,9 6,9 6,8 

12 7,2 7,1 7,1 7,1 7,1 

14 6,8 6,8 6,8 6,9 6,8 

15 6,7 6,9 6,8 6,8 6,7 

16 6,9 7,1 7,0 7,0 7,0 

18 7,1 7,0 6,9 7,0 7,0 

20 7,2 7,0 6,8 6,8 7,0 

22 6,7 7,0 7,1 6,8 6,8 

Fonte: O autor. 

 

 

 Observa-se pela Tabela 06 acima uma variação baixa do pH durante a 

formação de MAG e DAG, isso foi importante, pois uma variação brusca do pH 

acarretaria uma inativação da enzima Lipozime TL 100L e não haveria conversão no 

tempo de duas horas, precisaria de muito mais tempo de reação. No estudo de Muller 

(2013) a variação do pH durante a glicerólise enzimática também foi baixa, e na faixa 

de 6,5 a 7,5, portanto, obteve-se resultados parecidos no presente trabalho em 

condições diferentes, ou seja, o comportamento da reação em função do pH foi similar. 

Essa baixa variação do pH foi importante para garantir que não houvesse queda de 

rendimento, portanto, tem-se esse parâmetro dentro das condições ideais da enzima, 

portanto, pode-se concluir que não houve inativação da enzima e tal parâmetro varia 

pouco durante a reação de glicerólise enzimática. 

 

4.3 CÁLCULO DE CONCENTRAÇÃO DAS MO’S FORMADAS 

 

 Com o intuito de se conhecer a concentração de TAG nas amostras no 

momento T0 da reação de glicerólise enzimática, pesou-se em uma balança analítica 

o volume do azeite de oliva das MO formadas, observadas na Tabela 05, a fim de 

calcular a concentração através da Equação 03 que utiliza os parâmetros massa e 

volume da amostra. Tais informações são observadas na Tabela 07. 
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  𝐶 =
m

v
                                                                    (03) 

 

 

 

 Na equação acima “C” representa concentração, “m” massa e “v” volume da 

MO e foi determinada em g.L-1. 

 

 

Tabela 07: Cálculo de concentração de TAG das MO`s formadas 

MO 
Volume Total das 

MO na reação (mL) 
Volume Azeite 

(mL) 
Massa Azeite (g) 

Concentração 
(g.L-1) 

3 16,8 0,3 0,2766 16,4643 

6 16,2 0,3 0,2763 17,0556 

7 16,2 0,6 0,5538 34,1852 

9 15,6 0,3 0,2769 17,7521 

11 15,6 0,6 0,5532 35,4615 

12 15,0 0,3 0,2763 18,4234 

14 15,0 0,6 0,5539 36,9280 

15 15,0 0,9 0,8298 55,3201 

16 15,0 1,2 1,1040 73,6031 

18 14,4 0,3 0,2769 19,2292 

20 13,8 0,3 0,2772 20,0870 

22 12,9 0,3 0,2775 21,5116 

Fonte: O autor. 

 

 

Ao analisar a Tabela 07, observa-se que as MO`s tinham concentrações de 

TAG que variaram de 16 até 73 g.L-1. Tal informação foi importante para posterior 

padronização das amostras em termos de concentração, uma vez que respeitou-se 

os valores da curva de calibração e trabalhou-se com as MO em concentrações dentro 

da mesma, já que valores fora da curva caracterizam extrapolação dos resultados, o 

que não é interessante para a determinação das concentrações dos padrões utilizados 

no presente trabalho. As amostras mais concentradas foram diluídas para 30 g.L-1 

enquanto que as menos concentradas foram tratadas da mesma forma pois a curva 

de calibração foi feita de 10 a 50 g.L-1. Essa diluição fora necessária para trabalhar 

com os valores dentro da curva, para ter-se certeza de que os padrões utilizados estão 

de acordo com a curva feita (HU; CHEN; XIA, 2013). 
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4.4 CURVA DE CALIBRAÇÃO 

 

Segundo a metodologia da AOAC (1996), num cromatograma de TAG, MAG e 

DAG a primeira série de picos é referente ao solvente e restante de glicerol não 

utilizado na MO, tal fato pode ser observado na Figura 07. O primeiro pico é referente 

à linoleína o segundo é da oleína depois monopalmitol. Esses três picos são 

observados até a faixa dos 15,6 min de tempo de retenção, característicos dos MAG’s. 

Ou seja, se comportou da maneira esperada. O pico em 27,6 min é referente à 

dioleína, um DAG e os dois últimos picos em 41,4 e 44,8 min refere-se às TAG trioleína 

e trilinoleína, respectivamente. Também respeitou os tempos de retenção segundo a 

metodologia, tendo mais afinidade com a coluna. A separação dos picos foi bem-

sucedida, possibilitou-se a definição e determinação de cada composto. 

Tais semelhanças de tempo de retenção podem ser observadas nos trabalhos 

de Pacheco et al., 2014 e de Yang et al., 2015 que quantificaram TAG, MAG e DAG 

de matrizes diferentes, o primeiro em matrizes de óleo de soja e o segundo na busca 

de emulsificantes para aplicar em medicamentos, em ambos, nos cromatogramas 

primeiro saíram os MAG, depois os DAG os TAG, que podem ser explicados pela 

interação com a coluna e com a fase móvel. Os MAG saem primeiro por apresentarem 

maior interação com a fase móvel, no caso, acetona:acetonitrila 1:1, os DAG tem uma 

interação intermediaria e os TAG tem maior afinidade com a coluna C18 reversa, e 

essa interação é entre os carbonos da coluna que mantém forças de Van der Waals 

com os carbonos dos TAG, que tem cadeia maior que os MAG  e DAG, por exemplo, 

condiz com o cromatograma da Figura 07 e com os trabalhos acima citados. 
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Figura 07: Cromatograma com padrões de MAG, DAG e TAG 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Para determinar a linearidade de cada padrão na curva de calibração, plotou-

se gráficos individuais e determinou-se o coeficiente de determinação (R²) de cada 

padrão da curva. No objetivo de aferir se a curva de calibração foi feita de forma 

coerente e coesa, assim, saber a linearidade dos resultados. Isso pode ser observado 

nos gráficos das curvas de calibração demonstradas no Apêndice B. Utilizou-se a área 

de pico x concentração como sinais resposta para poder-se predizer a linearidade da 

curva. 

O R² nos confere a existência, ou não, de correlação entre absorbância e 

concentração (BAESSO; SOUZA, 2010). E em todas as curvas de calibração obteve-

se valores superiores a 0,99, ou seja, houve concordância entre os dados já que 

obteve-se um valor muito próximo a 1, e a sequência do trabalho pode ser executado 

com uma curva de calibração de alta linearidade, portanto, tem-se um modelo 

adequado. No trabalho de Lima (2004) também vê-se altos valores de R², o que traz 

confiabilidade nos resultados de toda pesquisa subsequente. Portanto, os padrões 

supracitados puderam ser quantificados após leitura no HPLC, respeitando a 

linearidade da curva de calibração. 

No trabalho de Fonseca (2015), vê-se que o autor fez o mesmo procedimento 

na quantificação de dois dos padrões supracitados, a monooleína e dioleína, e para 
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ambos obteve-se coeficientes de determinação superiores a 0,99, ou seja, os 

resultados foram semelhantes e assim, tornam-se confiáveis para quantificação dos 

padrões. O autor considerou a conversão dos TAG em um sistema com um derivado 

enzimático da Lipozyme TL IM, e tratou a eficiência de catálise pela área e pico da 

região dos MAG, DAG e  TAG, visto que, o mesmo utilizou somente dois dos padrões 

existentes nas amostras, sendo inviável tratar tal parâmetro através de somente esses 

padrões, deixando de lado todos os outros compostos presentes, portanto, fez-se de 

maneira semelhante com o presente trabalho, tal metodologia será explicada mais 

detalhadamente nos próximos tópicos. 

 

4.5 RESULTADOS DA GLICERÓLISE ENZIMÁTICA DAS MO 

 

 Com o equipamento devidamente calibrado e estabilizado nas condições pré-

determinadas e anteriormente descritas, fez-se as corridas de todas as MO 

devidamente diluídas e em temperatura ambiente. Obteve-se os resultados, em 

função da área de pico, observados na Tabela 08. 

 

 

Tabela 08: Área dos picos (mRIU) dos grupos AG’s das MO’s tratadas 

MO MAG DAG TAG Solvente Total 

3 3064,4221 1173,8222 642,5221 1233,1701 4880,7623 

6 3309,5736 1209,0373 684,2838 1217,2628 5202,8943 

7 6631,7566 2442,2554 561,0214 1176,4534 9635,0327 

9 3623,9830 1214,9065 380,2154 1244,3259 5219,1045 

11 7202,6663 2723,2685 331,2145 1146,0005 10257,1486 

12 3726,5798 1420,6778 480,2146 1310,3964 5627,4716 

14 7502,3506 2645,7954 110,0214 1146,1625 10258,167 

15 5810,7532 2178,7322 681,0213 1130,2957 8670,5057 

16 5768,7706 2166,9931 630,1245 1222,4171 8565,8879 

18 3634,4021 1467,2786 681,0113 1031,2928 5782,6899 

20 4476,3677 1602,2677 601,2154 1531,0202 6679,8505 

22 4180,4817 1670,3492 691,0129 1670,4789 6541,8428 

Fonte: O autor. 

 

 

 O cálculo de rendimento foi feito de duas maneiras, área de pico e por curva de 

calibração, o primeiro fora utilizado para mostrar a formação de MAG, DAG em função 
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da quebra dos TAG graficamente, uma vez que, utilizou-se uma quantidade parcial 

dos padrões existentes no azeite de oliva. Enquanto que pela curva de calibração tem-

se uma certeza de qual composto foi formado e em qual concentração ele está 

presente em cada MO, por isso, ambas as técnicas foram empregadas no estudo das 

análises. Os resultados em termos de eficiência foram feitos pela área de pico pela 

região dos MAG e DAG formados, para que realmente soubesse a taxa de catálise 

dos TAG. Dessa forma, não deixa-se de lado elementos primordiais na composição 

do azeite de oliva.  

Este tipo de análise pode ser empregado em várias áreas que são estudadas 

por HPLC, como por exemplo no trabalho de Silva (2017a) que desenvolveu um 

plástico empregando um carboidrato de características especiais, poliol que não é um 

açúcar, obtido do óleo de andiroba por catálise enzimática. O autor fez a quantificação 

das amostras pelo mesmo equipamento utilizado no presente trabalho, numa 

metodologia muito parecida, voltada para os compostos de interesse dele obviamente, 

e utilizou a área de pico da região para determinar a eficiência do método e obteve 

resultados interessantes que precisam ser melhor estudados para otimização do 

método. 

Na pesquisa de Cabral (2014), o autor determinou a cinética da glicerólise do 

azeite de oliva em sistemas de batelada, com e sem a utilização de biocatalisadores, 

portanto, sob um tempo de reação de 24 horas em cada batelada. Além disso, a 

quantificação foi dada pela área da região do cromatograma, quanto pela utilização 

de alguns padrões do óleo de oliva, ou seja, de forma semelhante ao presente estudo, 

também com o mesmo objetivo que fora monitorar a conversão de TAG. Para os 

padrões de conversão de sistemas sem utilização de enzimas como catalisadores, os 

autores trouxeram resultados dados como satisfatórios, em termos de conversão e 

cinética de reação. 

 

4.5.1 Eficiência de conversão pela área de pico 

 

 A conversão e eficiência de cada amostra está apresentada na Tabela 08. 

Percebe-se que a quantidade de MAG formada foi superior à de DAG, como por 

exemplo no caso das MO’s 7, 9 e 15 que teve uma produção de MAG 300% maior 

que a de DAG. Segundo Koblitz (2003), isso é dado pois quando ocorre a quebra do 
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TAG, os radicais livres formados vão em direção do glicerol, formam-se os MAG e 

DAG. Além disso, sua porcentagem de MAG foi muito superior aos de DAG, assim, 

como observado na Tabela 09 do presente estudo. Essa quebra é interessante e 

necessária pois é objetivo do trabalho, a conversão de TAG, então, ocorre a formação 

de compostos menos complexos e que tem propriedade emulsificante, o que 

necessita posteriores estudos de aplicabilidade em nichos farmacêuticos, alimentícios 

e talvez automotivos, precisam ser colocados em teste para saber se poderiam ser 

utilizados em industrias e substituir os emulsificantes comerciais que atualmente são 

utilizados no mercado de trabalho (JALA et al., 2016). 

 

 

Tabela 09: Eficiência de conversão para cada microemulsão formada 

MO MAG  DAG  TAG  Eficiência (%) 

3 0,6278 0,2405 0,1316 86,8356 
6 0,6361 0,2323 0,1315 86,8480 

7 0,6882 0,2534 0,0582 94,1772 

9 0,6943 0,2327 0,0728 92,7149 

11 0,7022 0,2654 0,0322 96,7708 
12 0,6622 0,2524 0,0853 91,4666 
14 0,7313 0,2579 0,0107 98,9274 
15 0,6701 0,2512 0,0785 92,1455 
16 0,6734 0,2529 0,0735 92,6437 
18 0,6284 0,2537 0,1177 88,2233 
20 0,6701 0,2398 0,0900 90,9995 
22 0,6390 0,2553 0,1056 89,4370 

Fonte: O autor. 

 

 

 Ao analisar a Tabela 09 nota-se elevadas eficiências de conversão, todas 

superiores a 86%. Contudo, destaca-se a MO número 14 que obteve eficiência de 

quase 99%, ou seja, a conversão de TAG em MAG e DAG foi surpreendentemente 

alta. Segundo o trabalho de Wang et.al., (2016), o qual focou na reação de glicerólise, 

utilizando a lipase MAS1 imobilizada e obteve conversões superiores a 80%, ou seja, 

utilizou condições que proporcionaram altas eficiências. 

Tais resultados têm explicação pois a reação foi realizada com uma enzima de 

excelente atividade, nas condições ótimas de temperatura e pH. Além do tempo de 

reação e quantidade de enzima necessários para que ocorresse a reação. Ou seja, o 
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método foi realizado de forma coerente e a glicerólise enzimática aconteceu de forma 

eficaz. O cromatograma referente a MO 14, que foi obtida com a razão molar 

glicerol:azeite de 2:1, 7,5% (v/v) de enzima, duas horas de reação, a 45ºC e 600 RPM, 

pode ser observado na Figura 08. 

  

 

Figura 08: Cromatograma área de pico x tempo da Amostra 14 (Razão molar 2:1, 7,5% enzima, 
45ºC, 2 h a 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

 Analisando o trabalho de Kruger (2010), obteve-se um cromatograma 

semelhante na quebra de TAG de azeite de oliva, com a primeira região sendo os 

picos de solvente, um pico de glicerol em aproximadamente 6 minutos, seguidos dos 

MAG de 10 a 17 minutos, DAG 25 a 30 minutos e por fim os TAG de 41 a 46 minutos. 

Ou seja, teve-se resultados coerentes em comparação com outro trabalho que 

quantificava componentes da mesma matriz. Contudo, as eficiências do presente 

trabalho foram bem maiores do que o trabalho mencionado, na faixa de 73%, pois a 

enzima utilizada apresentou grande atividade, que será explicada posteriormente, e 

foi bastante efetiva na questão chave-fechadura. Porém, o trabalho citado utilizou uma 

enzima imobilizada e que permite a reutilização da lipase em novas reações de 

glicerólise, porém, deve-se levar em consideração uma possível perda de atividade 

do biocatalisador em questão. 
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 Por sua vez, comparando com o trabalho de Solaesa et al., (2017), os mesmos 

fizeram a quantificação somente por área de pico da região do cromatograma e 

obtiveram eficiências altas de conversão. Vale ressaltar que o estudo em questão foi 

um teste de glicerólise em diversos sistemas e utilizaram óleo de sardinha como fonte 

de TAG, contudo, o princípio de quantificação fora parecido e o teor de MAG e DAG 

também fora analisado, além disso, utilizou-se vários sistemas micelares e também 

uma lipase como enzima de catálise, então, serve de parâmetro para fundamentar as 

técnicas empregadas no presente trabalho. 

 O estudo de Valério (2009) estudou a glicerólise enzimática de óleo de oliva 

utilizando surfactantes alimentícios e em sistema livres de solventes, e obteve 

resultados ótimos, com uma eficiência de aproximadamente 90% de conversão de 

TAG em MAG e DAG, porém, trabalhou em condições diferentes pelas vias de 

processo e enzima utilizada (Novozym 435), razão molar 6:1 (glicerol: óleo), 16% de 

surfactante e 9% de enzima imobilizada com temperatura de 70ºC e 2 horas de 

reação. 

 

4.5.2 Eficiência de conversão pela curva de calibração  

 

 Usou-se as equações das retas observadas no apêndice B, das curvas de 

calibração de cada padrão para determinação da concentração de cada composto nas 

amostras que sofreram glicerólise enzimática. Localizou-se nos cromatogramas, os 

tempos de retenção de cada padrão e por meio desse tempo inseriu-se a área de pico 

de cada ensaio na equação da reta e obteve-se a concentração. Como pode ser 

observado nas Tabelas 10, 11 e 12 onde AP, PD e C, significam área de pico (mRIU), 

padrão e concentração (g.L-1), respectivamente.  

Portanto, obteve-se a área de pico, depois aplicou-o na equação da reta no 

lugar do y e obteve-se o valor de x, que é a concentração de cada padrão e conseguiu-

se determinar os valores de todos os padrões através da curva de calibração e que 

não fora interessante determinar a eficiência de reação, pois nos cromatogramas das 

amostras nota-se mais compostos que não puderam ser determinados. A 

concentração dos padrões deu-se analisando a Tabela 10 notou-se que os 

coeficientes de determinação foram bem elevados, todos próximos ao valor unitário, 

o que caracterizou um modelo bem linear, os tempos de retenção foram respeitados 
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segundo a ordem que deveriam sair pelas interações entre coluna e fase móvel que 

serão explicadas adiante e a equação da reta de cada padrão foi utilizada na 

determinação da concentração obtida na Tabela 12, através dos picos dos padrões 

da Tabela 11. Vale a ressalva de que os padrões apresentaram valores dentro da 

curva de calibração, como previsto e gerou confiabilidade nos resultados 

apresentados. 

 

 

Tabela 10: Padrões utilizados, equação da reta e tempos de retenção 

 Padrão Equação da Reta R² T’ Retenção (min) 

PD1 Ácido linoleico y = 266,11x - 266,22 0,99989 11,55 

PD2 Ácido oleico y = 127,45x - 126,51 0,9996 13,06 

PD3 Ácido monopalmítico y = 177,24x - 176,82 0,99744 14,51 

PD4 Ácido dilinoleico y = 226,53x - 227,52 0,99937 27,38 

PD5 Trioleína  y = 159,73x - 162,15 0,9956 41,28 

PD6 Trilinoleína y = 184,12x - 181,7 0,9998 44,65 

PD: Padrão.    Fonte: O autor. 
 

 

Tabela 11: Área de pico de cada padrão para cada amostra 

Amostra AP PD1 AP PD2 AP PD3 AP PD4 AP PD5 AP PD6 

3 900,46 883,12 960,77 934,36 298,28 315,64 

6 996,25 1102,11 1078,24 1007,64 302,78 343,21 

7 2098,59 1987,61 2202,64 2210,36 254,31 281,25 

9 1156,12 989,37 1201,28 1055,43 167,63 190,19 

11 2249,42 2127,39 2493,14 2416,24 143,63 170,39 

12 1198,17 1086,39 1265,97 1279,81 213,15 240,67 

14 2314,78 2186,47 2536,18 2458,61 46,78 49,45 

15 1795,13 1682,14 1977,59 1981,68 305,17 339,42 

16 1781,67 1676,39 1934,81 2007,28 293,68 313,28 

18 1183,37 1001,37 1226,29 1297,97 304,28 338,67 

20 1317,57 1201,38 1483,91 1483,47 259,5 298,64 

22 1251,28 1138,41 1355,57 1534,24 312,14 348,62 

AP PD: Área de pico do padrão  Fonte: O autor. 
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Tabela 12: Concentração de cada padrão pós glicerólise enzimática 

Amostra C PD1 C PD2 C PD3 C PD4 C PD5 C PD6 

3 4,38 7,92 6,41 5,13 2,88 2,70 

6 4,74 9,64 7,08 5,45 2,91 2,85 

7 8,89 16,59 13,42 10,76 2,61 2,51 

9 5,34 8,75 7,77 5,66 2,07 2,02 

11 9,45 17,68 15,06 11,67 1,91 1,91 

12 5,50 9,52 8,14 6,65 2,35 2,29 

14 9,70 18,15 15,31 11,86 1,31 1,25 

15 7,75 14,19 12,15 9,75 2,93 2,83 

16 7,70 14,14 11,91 9,86 2,85 2,69 

18 5,45 8,85 7,92 6,73 2,92 2,83 

20 5,95 10,42 9,37 7,55 2,64 2,61 

22 5,70 9,92 8,65 7,78 2,97 2,88 

C PD: Concentração do padrão  Fonte: O autor. 

 

 

 Assim, pode-se determinar a concentração de alguns dos MAG, DAG e TAG 

que estão presentes no azeite de oliva. Como no trabalho de Gole e Gogate (2014), 

que promoveu a glicerólise de ácidos graxos livres diversos, por sistema de micro-

ondas, e também utilizou-se de padrões externos para curvas de calibração de óleos 

e seguiu um planejamento que coincide com o que foi utilizado no presente trabalho. 

Portanto, mostrou-se uma maneira eficaz de quantificação de AG.  

 Analisando as Tabelas acima, percebe-se a quantificação dos padrões por área 

de pico, seus tempos de retenção e a concentração (g.L-1) de cada um. Com relação 

aos tempos de retenção, pode-se observar que os MAG aparecem por primeiro, 

seguidos dos DAG e por fim os TAG, isso é explicado pela interação com a fase móvel 

e estacionária, ou seja, os MAG têm mais afinidade com a fase móvel do HPLC e 

saíram primeiro, enquanto que os TAG têm mais afinidade com a coluna, fase 

estacionária, e ficam retidos por mais tempo, saindo por último no cromatograma. 

Essa interação é uma interação intermolecular físico química que explica a diferença 

nos tempos de retenção, uma vez que, moléculas que poderiam ser interferentes 

sairiam sobrepostas nos cromatogramas, contudo, isso não aconteceu, pois, cada 

MAG, DAG e TAG tem interação diferente com as fases do sistema e pode ser 

observado pelos tempos de retenção que variaram de 11,55 a 44,65 minutos (SKOOG 

et al., 2014). Demais gráficos podem ser observados nos Anexos A do presente 

trabalho. 
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 No trabalho de Solaesa (2017), foi promovida a glicerólise enzimática por lipase 

em óleo de sardinha em diferentes sistemas, como por exemplo, livre de solventes, 

utilizando o surfactante Tween 80 e o surfactante AOT, em várias condições de 

pressão e tempos de reação e concluíram que o importante é promover a MO antes 

da glicerólise enzimática e os surfactantes tiveram comportamentos semelhantes, 

sem diferenças significativas tanto para as conversões, quanto equilíbrio do sistema. 

Além disso, o autor trouxe a reação de glicerólise em um sistema de enzima comercial 

imobilizada (Novozym 435) e possibilitou a reutilização da lipase e concluiu que em 

maiores temperaturas, mais próximo do ponto ótimo da enzima, em torno de 90ºC, 

tem-se resultados melhores em termos de conversão e menores valores de oxidação. 

 

4.6 PLANEJAMENTO FATORIAL DA MELHOR CONVERSÃO 

 

 No intuito de determinar qual/quais variáveis são significativas no processo, 

com a MO 14 (maior eficiência de conversão) como base, montou-se um planejamento 

fatorial 2³, 3/1/8, com as seguintes variáveis: teor de enzima, temperatura e tempo de 

reação. Os ensaios foram feitos em duplicata e tratados com pontos de máximo e de 

mínimo e codificados com o auxílio do software Statistica 11.0, como pode ser visto 

na Tabela 13. Os resultados foram apresentados em termos de eficiência de 

conversão de TAG em MAG e DAG por área de pico, uma vez que não pode ser feito 

pela curva de calibração, pois utilizou-se somente seis padrões presentes nas 

amostras de azeite de oliva, enquanto que observando o cromatograma da Figura 08 

nota-se a presença de outros picos, que caracterizam compostos presentes no azeite 

de oliva, porém, não pode-se determinar qual é cada um. O planejamento fatorial foi 

realizado em duplicata. 

 Além disso, a quantificação dos padrões só foi possível pela equação da reta, 

a qual substituiu-se nos valores de y a área de pico do padrão e encontrou-se x os 

quais variaram bastante para cada padrão, levando em consideração a conversão, 

uma vez que nas amostras que apresentaram maior conversão, amostra 11 e 14, por 

exemplo, os valores da concentração de TAG foram menores do que nas amostras 

com menores eficiências (LAN et al., 2015). Porém, no geral as conversões para tais 

amostras foram efetivas, no parâmetro de área de pico, e assim, demais estudos 

foram necessários, como dito, dentre eles o planejamento fatorial 3/1/8 a seguir. 
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Tabela 13: Planejamento Fatorial 3/1/8 da glicerólise enzimática da amostra 14 

Teste 
Enzima 

(mL) 
Tempo 
(min) 

Temp 
(ºC) 

[MAG] g/L 
[DAG] 

g/L 
[TAG] g/L 

Eficiência 
(%) 

 

1 -1 / 0,562 -1 / 120 -1 / 35 23,4788 7,8472 5,6019 84,83  

2 1 / 1,125 -1 / 120 -1 / 35 26,5179 9,7305 0,6794 98,16  

3 -1 / 0,562 1 / 240 -1 / 35 19,7380 7,7474 9,4424 74,43  

4 1 / 1,125 1 / 240 -1 / 35 26,8946 9,7416 0,2917 99,21  

5 -1 / 0,562 -1 / 120 1 / 55 23,9588 7,9062 5,0628 86,29  

6 1 / 1,125 -1 / 120 1 / 55 20,8901 7,7807 8,2571 77,64  

7 -1 / 0,562 1 / 240 1 / 55 20,2956 7,7659 8,8664 75,99  

8 1 / 1,125 1 / 240 1 / 55 21,0563 7,7511 8,1204 78,01  

1' -1 / 0,562 -1 / 120 -1 / 35 23,6819 7,7585 5,4875 85,14  

2' 1 / 1,125 -1 / 120 -1 / 35 26,3112 9,8117 0,8050 97,82  

3' -1 / 0,562 1 / 240 -1 / 35 19,6678 7,5000 9,7600 73,57  

4' 1 / 1,125 1 / 240 -1 / 35 26,9611 9,3464 0,6203 98,32  

5' -1 / 0,562 -1 / 120 1 / 55 23,6634 7,7696 5,4948 85,12  

6' 1 / 1,125 -1 / 120 1 / 55 20,9898 7,9653 7,9727 78,41  

7' -1 / 0,562 1 / 240 1 / 55 20,3067 8,1426 8,4786 77,04  

8' 1 / 1,125 1 / 240 1 / 55 21,1708 7,7991 7,9579 78,45  

Fonte: O autor. 

 

 

 Observa-se nos resultados da eficiência de conversão de TAG em MAG e DAG 

uma boa eficiência e baixa variabilidade nos resultados entre as duplicatas, uma vez 

que a eficiência que apresentou menor conversão foi referente ao teste 3 e 3’ com 

aproximadamente 74% de eficiência, e a maior conversão deu-se nos testes 2, 4, 2’ e 

4’ com eficiência superior a 98%. Isso acontece pois nos pontos 3 e 3’ tem-se pontos 

de mínimo em quantidade de enzima e tempo de reação, e ponto de máximo na 

temperatura, então, a quantidade de enzima presente na reação foi insuficiente para 

que houvesse a conversão de TAG, pois não havia enzima suficiente para completar 

o conjunto “chave-fechadura” com o azeite.  

O tempo de reação foi menor do que no ponto de máximo e a temperatura mais 

elevada, pode ter caracterizado a desnaturação da enzima, uma vez que, trata-se de 

uma proteína e quando desnaturada perde a sua função, de promover a quebra dos 

TAG. Outro ponto interessante é que os pontos da duplicata tiveram resultados 

parecidos, o que caracteriza uma boa reprodutibilidade dos testes, tendo em vista que 

não adiantaria conseguir resultados com acima de 90% de eficiência somente uma 
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vez, caracterizando a confiabilidade nas reações. Assim, as conversões tiveram seus 

valores confirmados pela duplicata (VALÉRIO, 2009). 

 Por sua vez, nas amostras 2, 4, 2’ e 4’, a quantidade de enzima foi em seu 

ponto de máximo, e demonstrou pela taxa de conversão que houve enzima suficiente 

para os AG da matriz amostral, a temperatura dos pontos foi tratada em ponto de 

mínimo, que está próximo da temperatura ótima da enzima, em torno de 40ºC, o que 

fez com que a Lipozyme TL 100L tivesse sua ação otimizada e por fim, o tempo de 

reação para os ensaios 2 e 2’ foi de mínimo, enquanto que para 4 e 4’ foi de máximo, 

ou seja, não apresentou variação em termos de eficiência. Porém, para ter certeza de 

qual/quais variáveis foram significativas no processo e se o tempo de reação fora 

significativo, ou não, realizou-se um teste de análise de variância ANOVA 2³ para 

posterior discussão dos resultados obtidos. 

 Para conseguir essas eficiências elevadas faz-se necessário otimizar as 

condições dos testes, buscando valores de temperatura, concentração de enzima, tipo 

de enzima, tempo de reação, sistema do reator, velocidade de agitação, dentre 

inúmeras variáveis que possam aparecer. Portanto, buscou-se uma forma de otimizar 

essas variáveis dentro das condições experimentais e assim, não precisou-se alterar 

o sistema reacional para conseguir conversões superiores a 90%, como foi o caso. 

Contudo, caso fosse preciso, alterações deveriam ser feitas para que isso fosse 

alcançado, então, pode-se dizer que as condições encontradas foram otimizadas e 

estudadas para que conseguisse tais valores de conversão (ISLAM et al., 2016). 

Ramírez, Román e Arteaga (2016), obtiveram MAG e DAG a partir de óleo de 

fritura usado, e a reação foi fortemente dependente da quantidade de água dentro do 

sistema micelar e nas condições com maiores concentrações de enzima, obteve-se 

melhores resultados, portanto, os autores trouxeram uma rota alternativa na 

transformação de um resíduo em produtos de maior valor agregado. Contudo, sua 

faixa de conversão foi relativamente baixa quando comparado ao presente trabalho 

na faixa de 30% de conversão, uma vez que a fonte de TAG dos autores é óleo de 

fritura usado que contém várias impurezas e contaminantes, devido a quebra e 

oxidação que o óleo fora submetido. 
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4.7 ANOVA 2³  

 

 Com base nos resultados do planejamento fatorial, realizou-se um teste de 

ANOVA com confiabilidade de 95% pelo software Statistica e obteve-se uma tabela 

de análise de variância (Tabela 14) coeficiente de regressão (Tabela 15) efeitos 

estimados, e Diagrama de Pareto (Figura 09) no fim de determinar a significância das 

variáveis no grau de confiabilidade do teste. Os presentes testes foram necessários 

para determinar qual/quais variáveis foram significativas no processo de catálise de 

TAG e formação de MAG e DAG, e além disso, o lado que essa variável nos diz, ou 

seja, favorecendo os produtos ou os reagentes. Obviamente, o objetivo fora formação 

de produtos, assim, o grau de significância das variáveis e interações entre as 

variáveis fora avaliado e posteriormente otimizado em outros planejamentos, descritos 

posteriormente. 

 

 

Tabela 14: ANOVA 3/1/8 do planejamento fatorial 2³ em termos de conversão 

Fonte de Variação 
Soma dos 

Quadrados 
Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio F Calculado 

(1)Tempo Reação (min)* 4,442 1 4,4416 10,252 

(2)Temperatura Sistema (ºC)* 920,364 1 920,3639 2124,485 

(3)Volume Enzima (mL)* 252,89 1 252,8895 583,747 

1 by 2 0,375 1 0,3752 0,866 
1 by 3 1,271 1 1,2713 2,934 
2 by 3* 103,276 1 103,2764 238,394 

Erro Puro 3,899 9 0,4332  

Total SS 1286,517 15   
Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 15: Coeficiente de regressão linear do planejamento 2³ da amostra 14 

Parâmetro Coeficiente de Regressão Desvio Padrão p 

Média* 84,27688 0,164548 0 

(1)Tempo (min)* 0,52688 0,164548 0,010797 

(2)Temperatura (ºC)* -7,58438 0,164548 0 

(3)Volume (mL)* 3,97563 0,164548 0 

1 by 2 0,15313 0,164548 0,376358 

1 by 3 -0,28187 0,164548 0,120859 

2 by 3* -2,54062 0,164548 0 

Fonte: O autor. 
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Nas Tabelas 14 e 15 vê-se que em um grau de significância de 95% as variáveis 

que não foram significativas foram somente a interação tempo de reação x 

temperatura e temperatura x volume de enzima, as demais variáveis todas foram 

significativas já que apresentaram p<0,05. Além disso, observa-se direção do efeito, 

uma vez que se o valor do coeficiente for positivo o efeito é para a formação de MAG 

e DAG, todavia, o efeito negativo favorece a não conversão de TAG e, 

consequentemente, a menor eficiência. 

Além disso, essas tabelas nos trazem que qualquer variação no sistema altera 

de forma significativa a conversão, estatisticamente afirmando. Isso pode ser 

explicado pois estamos lidando com uma emulsão e essa emulsão precisa de 

equilíbrio e estabilidade, que pode ser afetada dependendo do produto que for 

adicionado ao meio. Por sua vez, ao utilizar uma enzima para promover a catálise, 

trata-se de uma proteína sensível a temperatura, que abaixo da sua temperatura ótima 

tem sua atividade reduzida e acima da temperatura ótima ocorre a desnaturação 

proteica e perca de ativação, a qual é irreversível. Pois bem, é tão importante a busca 

pelas chamadas condições ideais de processo, que são aquelas condições onde as 

variáveis são colocadas em pontos específicos que foquem a síntese de MAG e DAG, 

nossos agentes emulsificantes e produtos de interesse na reação (SOLAESA et al., 

2016). 

Segundo o estudo de Blanco et al., (2015), foi realizada a glicerólise enzimática 

do óleo de peixe utilizando a enzima comercial Lipozyme TL IM com o surfactante 

Tween 65 com o objetivo de otimizar a produção de DAG das amostras. Tratou-se de 

uma metodologia parecida com reagentes da mesma família e obteve a conversão 

para DAG entre 13,76 e 20,76%, o primeiro com o surfactante e o segundo sem 

surfactante. Além disso, os autores conseguiram comprovar estatisticamente que há 

variáveis significativas na reação, assim como fora comprovado no presente trabalho. 
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Figura 09: Diagrama de Pareto dos efeitos da conversão de TAG em MAG + DAG 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Já na Figura 09, nota-se as variáveis significativas e o quão elas são, além 

disso, conforme dito o sinal do efeito. Nota-se que o tempo de reação é o efeito menos 

significativo, portanto, como forma de otimizar os resultados até então obtidos, fez-se 

um delineamento do composto central rotacional 2² (DCCR) para obtenção de um 

gráfico de superfície resposta para as variáveis, como maneira de otimizar a reação 

de glicerólise enzimática, nas condições ideias para formação de MAG e DAG, em 

função da eficiência de conversão. 

De acordo com o Diagrama de Pareto, nota-se o quão significativa a 

temperatura é no sistema, ou seja, um aumento da temperatura promove uma queda 

na produção de MAG e DAG, visto que seu sinal é negativo, além de que, a quantidade 

de enzima também é limitante para o sistema. Esses resultados estão de acordo com 

o esperado, já que trata-se de uma proteína que quando desnaturada ou prejudicada 

pela baixa temperatura, deixa de agir como deveria, ou seja, diminui a eficiência. E 

quando o substrato não consegue encontrar enzima suficiente para promover o 

encaixe chave-fechadura, a reação também não acontece, portanto, nos pontos em 

que teve enzima suficiente para conversão praticamente total dos TAG, isso foi feito, 

enquanto que quando não houve, o rendimento da reação diminuiu e 

consequentemente gerou um fator significativo visualizado na Figura 09. Então, a 
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presença da enzima no meio é um fator que gera a catálise, trazendo um efeito 

positivo, já a temperatura é uma variável sensível que quando fora dos pontos ótimos 

prejudica a reação (HU; CHEN; XIA, 2013). 

 

4.7.1 Otimização DCCR 2² e superfície de resposta 

 

 Utilizando a amostra com maior rendimento dentre as microemulsões 

formadas, a amostra 14, elaborou-se um planejamento fatorial denominado composto 

central rotacional, para isso, estipulou-se pontos de máximo e de mínimo, além de 

uma triplicata no ponto central, como já descrito na metodologia e obteve-se os 

resultados, em termos de eficiência na produção de MAG e DAG, descritos na Tabela 

16. Onde o ponto de máximo para temperatura e porcentagem de enzima são, 

respectivamente, 40ºC e 10%, de mínimo são 30ºC e 5%, ponto central são 35ºC e 

7,5%, extrapolado máximo 42ºC e 11,02% e extrapolado mínimo 28ºC e 3,97%.  

 

 

Tabela 16: Eficiência da reação da amostra 14 (razão molar 2:1, 600 RPM, 2 horas de reação) no 
planejamento DCCR 2² 

Teste Temperatura (ºC) Enzima ([ ]) Eficiência (%) 

1 -1 / 30 -1 / 5 66,61 

2 1 / 40  -1 / 5  70,24 

3 -1 / 30 1 / 10 82,76 

4 1 / 40 1 / 10 86,72 

5 -1,41 / 28 0 / 7,5 72,79 

6 1,41 / 42 0 / 7,5 58,28 

7 0 / 35 -1,41 / 3,97 67,73 

8 0 / 35 1,41 / 11,02 97,11 

9 0 / 35 0 / 7,5 98,12 

10 0 / 35 0 / 7,5 98,82 

11 0 / 35 0 / 7,5 98,41 
Fonte: O autor. 

 

 

Ao analisar a Tabela 16, nota-se que a eficiência variou entre 58% e 98%, ou 

seja, a conversão de TAG em MAG e DAG teve variância nas condições propostas no 
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DCCR, contudo, para saber se essas variáveis foram significativas estatisticamente, 

fez-se com o auxílio do programa Statistica uma ANOVA, coeficiente de regressão e 

gráficos de superfície resposta, que podem ser observados nas Tabelas 17 e 18 e 

Figuras 11 e 12. No estudo de Raizer (2015), o autor sintetizou DAG por glicerólise 

enzimática a partir dos TAG de óleo de girassol por ultrassom e utilizou um DCCR 2² 

com temperatura e quantidade de enzima como variáveis dependentes e descobriu 

através da ANOVA e Diagrama de Pareto que a variável mais significativa foi a 

porcentagem de enzima, pelo efeito enzima/substrato, com um efeito positivo que 

favoreceu a reação. Além disso, permitiu encontrar o ponto ótimo de produção de DAG 

aos 27 minutos de reação. 

 

 

Tabela 17: ANOVA do delineamento DCCR 2² 

Fonte de Variação 
Soma dos 

Quadrados 
Graus de 
Liberdade 

Quadrado 
Médio F Calculado 

(1)Enzima (%)(L)* 687,578 1 687,578 27,63583 

Enzima (%)(Q)* 303,902 1 303,902 12,21472 

(2)Temp (ºC)(L) 20,763 1 20,763 0,83455 

Temp (ºC)(Q)* 1408,812 1 1408,812 56,62439 

1L by 2L 0,027 1 0,027 0,00109 

Erro 124,4 5 24,88  

Total SS 2287,7 10   

Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 18: Coeficiente de Regressão no planejamento DCCR 2² 

Parâmetro Coeficiente de Regressão Desvio Padrão p 

Média/Intercep.* 98,4391 2,879778 0 

(1)Enzima (%)(L)* 9,2846 1,766147 0,003307 

Enzima (%)(Q)* -7,3655 2,107473 0,017378 

(2)Temp (ºC)(L) -1,6134 1,766147 0,402863 

Temp (ºC)(Q)* -15,8586 2,107473 0,000656 

1L by 2L 0,0825 2,493991 0,974891 

Fonte: O autor. 
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Analisando as Tabelas 17 e 18 acima, nota-se que há uma diferença 

significativa em praticamente todas as variáveis, portanto, faz-se necessário o gráfico 

de superfície de resposta entre as temperatura e teor de enzima para encontrar a 

região com melhor resposta e assim, determinar os pontos ótimo do sistema, onde a 

formação de MAG e DAG for mais elevada, e isso pode ser observado nas figuras a 

seguir. 

A Figura 10 nos mostra um cromatograma do ponto central analisado no DCCR 

e fica clara a presença da região de MAG, DAG e TAG, para determinação da 

eficiência, que como dito, traz as condições de 35ºC e 7,5% de enzima. Os picos 

saíram bem separados nas regiões propostas, saíram nos tempos condizentes com a 

curva de calibração e em ordem esperada, primeiro o solvente, depois o glicerol, 

seguido dos MAG, DAG e por fim os TAG.  

 

 

Figura 10 – Cromatograma do ponto central, sistema a 35ºC e 7,5% de enzima – Área de pico x 
Tempo 

 
Fonte: O autor. 

  

 

Analisando os gráficos de superfície de resposta acima, Figuras 11 e 12, 

percebe-se que os pontos ótimos de temperatura estão aproximadamente na região 

do ponto central, enquanto que para a concentração de enzima está entre o ponto 
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central e o ponto de máximo da enzima. Ou seja, a temperatura em torno de 35ºC e a 

quantidade de enzima de 7,5 a 10%. Esses resultados são condizentes e esperados, 

uma vez que a temperatura ótima da enzima Lipozyme TL 100 é em 35ºC, 

temperaturas menores acarretam queda de atividade e valores maiores uma possível 

desnaturação proteica e em ambos, perca de função. A quantidade de enzima é 

explicada pela fundamentação chave-fechadura, uma vez que quando há enzimas 

suficientes para o substrato do meio, a catálise acontece, e o excesso de enzima não 

prejudicou a catálise, conforme exposto nos gráficos (TU; LU; KNOTHE, 2017; 

JUNIOR, 2017; CORREIA; FONSECA; FERREIRA-DIAS, 2011). 

 

 

Figura 11: Superfície resposta do DCCR 2² 

 
Fonte: O autor. 

 

 



 
76 

 

 

Figura 12: Gráfico de superfície de resposta do DCCR 2² 3D

 
Fonte: O autor. 

 

4.8 CINÉTICA DE REAÇÃO 

 

 A fim de avaliar a cinética de reação, monitorou-se os pontos com maiores e 

menores eficiências, com retiradas de alíquotas de dez em dez minutos até a primeira 

hora de reação, e aumentou-se o intervalo para trinta minutos até a segunda hora, 

posteriormente, retirou-se as alíquotas de hora em hora até 9 (nove) horas de reação. 

Tal procedimento foi feito para as amostras 3,6,7,11 e 14, as condições de reação 

para essas amostras foram de razão molar 2:1 de glicerol:azeite, 45ºC, 600 RPM, 

sendo que as variáveis foram o teor de enzima e de surfactante/co-surfactante, que 

podem ser observado na Tabela 05. A eficiência de conversão de TAG para MAG e 

DAG dessas amostras foram 86,83%; 86.84%; 94,18%; 96,77%; 98,93%, 

respectivamente. Os comportamentos das reações podem ser observados a partir das 

Figuras 13 a 17.  
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Figura 13: Cinética de reação da Amostra 03 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Figura 14: Cinética de reação da Amostra 06 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 
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Figura 15: Cinética de reação da amostra 07 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Figura 16: Cinética de reação da amostra 11 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 
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Figura 17: Cinética de reação da amostra 14 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

 Com base nas figuras acima percebe-se nas amostras com menor rendimento, 

03 e 06, a decomposição dos TAG diminuiu gradativamente entre os tempos 90 e 120 

minutos, enquanto que nos outros pontos, de maior rendimento, ocorreu no tempo 60 

a 90 minutos, o mesmo pode ser observado na produção de MAG e DAG, uma vez 

que, os produtos são formados a partir da decomposição do reagente. Isso pode ser 

observado nos trabalhos de Martínez et al., (2016), e de Fiametti (2009) que a 

formação de MAG e DAG se deram nos primeiros 120 minutos de reação, contudo, 

vê-se que no presente trabalho nesse mesmo período de tempo a taxa de conversão 

foi mais lenta até os 540 minutos a qual foram submetidos.  

 Além disso, a conversão superior a 98% das amostras acima citadas, nos indica 

que a reação realmente chegou ao final e que praticamente todo TAG foi convertido 

em MAG e DAG, portanto, obteve-se o objetivo proposto, com ênfase que em duas 

horas de reação é suficiente a alta eficiência obtida. Ainda analisando as curvas de 

cinética, percebe-se que tempos de 4, 5 ou mais horas de reação é inviável para a 

catálise e formação de MAG e DAG, pois nota-se que quando aproxima-se desses 

tempos de reação praticamente não há variação na curva. Portanto, pode-se dizer que 

a reação se estabilizou (CAI et al., 2016). 
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4.8.1 Determinação da Ordem de Reação 

 

Para determinar a ordem de reação plotou-se gráficos de ordem zero (Cf x t), 

um (lnCf x t) e dois (1/Cf x t) nos pontos monitorados pela cinética, amostras 03, 06, 

07, 11 e 14. Utilizou-se tais testes, pois referem-se aos pontos que obtiveram maiores 

e menores eficiência de conversão de TAG em MAG e DAG, portanto, considerou-se 

que as demais variações dos testes seguiram os mesmos parâmetros demonstrados 

nas Figuras 18 a 22. 

 

 

Figura 18: Gráficos das ordens de reação da amostra 03 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 
2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 
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Figura 19: Gráficos das ordens de reação da amostra 06 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 
2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Figura 20: Gráficos das ordens de reação da amostra 07 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 
2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 
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Figura 21: Gráficos das ordens de reação da amostra 11 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 
2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 

 

 

Figura 22: Gráficos das ordens de reação da amostra 14 (razão molar 2:1, 7,5% enzima, 45ºC, 
2h, 600 RPM) 

 
Fonte: O autor. 
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Como pode ser observado nas Figuras 18 a 22, com referência ao coeficiente 

de determinação (R²), o modelo mais explicativo é aquele que tem o valor mais 

próximo ao valor unitário, pode-se concluir que ao isolar e tratar os testes 

paralelamente, os experimentos 03, 06 e 07 apresentaram-se como reações de 

segunda ordem. Por sua vez, os modelos 11 e 14, os que apresentaram maiores 

eficiências, tiveram seus modelos mais lineares como uma reação de primeira ordem. 

Dessa forma, baseando-se nestas hipóteses, tem-se modelos de primeira ordem e de 

segunda ordem, contudo quando normalmente tem-se fase líquida e quando um dos 

componentes em geral é água ela participa da reação como reagente e como diluente, 

isso caracteriza um sistema chamado de pseudo-primeira ordem (SCHMAL, 2010). 

 De acordo com os estudos Wang et al., 2011, a ordem de reação de uma 

glicerólise enzimática normalmente é dada por uma reação de primeira ou de pseudo-

primeira ordem. Ao correlacionar com o trabalho, obteve-se ordens de reação muito 

semelhantes ao estudo em questão, primeira e pseudo-primeira ordem. Isso é 

importante para monitorar o comportamento da reação e como os TAG são quebrados 

para a formação dos MAG e DAG. Além disso, analisando os gráficos das ordens, 

nota-se linearidades bastante altas para as ordens, com modelos com R² acima de 

0,99 o que pode-se predizer a ordem de reação com segurança, baseando-se nos 

resultados apresentados. 

 

4.9 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DAS MICROEMULSÕES BEM-SUCEDIDAS  

 

 O monitoramento da atividade enzimática tem grande valia pois pode-se 

predizer se a enzima manteve sua atividade durante a reação. A atividade nesse 

trabalho fora monitorada nas microemulsões bem-sucedidas, no planejamento fatorial 

2³ e no DCCR 2². Assim, pode-se avaliar o comportamento dos pontos ótimos de 

reações em todos esses casos e pode-se delimitar parâmetros entre atividade e 

temperatura, concentração de enzima e tempo de reação, quando necessário. 

 Na atividade enzimática das microemulsões, obteve-se os resultados 

observados na Tabela 19. E o cálculo de atividade foi obtido pela Equação 02, todos 

descritos a seguir. A unidade de atividade é dada em U.g-1. 
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Tabela 19: Tabela de atividade para as microemulsões após a glicerólise 

Amostra Atividade (U.g-1) 

Enzima 132,8886 

A3 65,0835 

A6 66,8331 

A7 72,9162 

A9 72,7704 

A11 82,2151 

A12 70,4943 

A14 73,3941 

A15 75,6054 

A16 70,4457 

A18 66,3228 

A20 68,1939 

A22 72,6732 

Fonte: O autor. 

 

 

Observando a tabela acima, nota-se que os pontos que obtiveram maiores 

atividades e menores atividades foram coerentes com seus rendimentos, ou seja, os 

pontos 3 e 6 mostrou-se com uma menor atividade enzimática, enquanto que o ponto 

14 e 11 apresentou-se com os maiores valores. O resultado foi coerente com a 

eficiência, uma vez que a amostra 14 e amostra 11 apresentaram eficiência de 

conversão superiores a 95% e as amostras 3 e 6 na faixa de 80%, e foram as maiores 

e menores porcentagens, respectivamente. Isso é explicado pela ligação da atividade 

com poder de catálise e consequentemente formação de produtos, no caso, MAG e 

DAG, quanto maior for a atividade, maior será a conversão e vice-versa (KRUGER et 

al., 2011). Contudo, algumas amostras apresentaram atividades semelhantes, porém 

a conversão de TAG não foi tão elevada, como por exemplo a amostra 16, que 

apresentou atividade de 70,45 U.g-1 e uma eficiência de conversão de 92,6%, mesmo 

sendo uma conversão alta é inferior a conversão da amostra 14. Isso é dado pelo fato 

das demais condições estarem fora dos pontos ótimos, com relação ao equilíbrio das 

MO, logo, as proporções entre óleo, água, surfactante e co-surfactante foram 

diferentes, por consequência, a ação da enzima na glicerólise também foi e 

apresentou tais diferenças (CAI et al., 2016). 

 Analisando o trabalho de Bornscheuer (2018) percebe-se que o autor estudou 

a utilização de enzimas para alterar as características do lipídeo, que é o que o 
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presente trabalho tem por objetivo, além disso, traz a aplicação de várias enzimas 

como as monooxigenases, hidratases e lipoxigenases. Nesse conceito, trouxe as 

atividades enzimáticas dessas enzimas e todas apresentaram a mesma característica 

básica, se o valor da conversão da reação foi mais alto, tende-se o valor da atividade 

enzimática também ser mais alto. Esses estudos do autor foram interessantes para 

encontrar uma forma de melhorar a engenharia das proteínas e poder conseguir 

informações sobre como os biocatalisadores podem ser otimizados nas mais diversas 

aplicações de quebra, nas mais diversas matrizes.  

Além da aplicação no azeite de oliva, óleo de soja, óleo de chia, girassol e 

demais gorduras conhecidas, o autor trouxe uma nova aplicação que tem por objetivo 

produzir um ácido graxo poli insaturado através da utilização de uma enzima sobre 

uma fonte renovável, por consequência, abre-se uma nova vertente que pode ser 

utilizada e otimizada (BORNSCHEUER, 2018). 

 

4.9.1 Atividade enzimática das amostras do planejamento 2³ e DCCR 2² 

 

Os resultados da atividade enzimáticas do planejamento fatorial 2³ e 

delineamento DCCR 2², são descritos e podem ser analisados nas Tabelas 20 e 21, 

respectivamente. A unidade de atividade é dada em U.g-1, de volume em mL, de tempo 

em “s” e de concentração em mmol.L-1 para ambas as tabelas. 

 A atividade, como dito, é um parâmetro importante para poder-se mapear o 

comportamento da enzima submetida a reação, no caso, a Lipozyme TL 100, portanto, 

tal parâmetro fora definido nesse intuito e aplicado tanto no planejamento quanto no 

delineamento justamente para notar o comportamento da enzima nas mais diversas 

condições de processo, de mínimos e máximos, extrapolados ou não, e também nos 

pontos ótimos.  

 Além disso, a atividade é um parâmetro interessante e adequado para 

monitorar o comportamento da enzima, pois normalmente é medida em termos de 

unidades de atividade, U ou UI, e pode ser definida como a quantidade de enzimas 

que é capaz de catalisar e modificar 1 μmol de substrato por minuto de reação, 

obviamente, seguindo as condições experimentais pré-estabelecidas. Dessa forma, a 

comercialização das enzimas é realizada em termos de atividade ou pela atividade 

específica, UI.mg-1 de proteína (FERREIRA, 2017). 
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Tabela 20: Atividade enzimática do planejamento fatorial 2³ 

 Amostra Atividade (U.g-1) 

Enzima 132,8886 

P1 66,3633 

P2 72,2601 

P3 60,4503 

P4 61,9407 

P5 68,3802 

P6 73,305 

P7 61,2684 

P8 63,2853 

P1' 66,8655 

P2' 70,9641 

P3' 59,5836 

P4' 62,5158 

P5' 66,8817 

P6' 72,5436 

P7' 62,3214 

P8' 63,6984 

Fonte: O autor. 

 

 

Ao analisar a Tabela 20 percebe-se que os pontos que tem maior atividade 

enzimática são os P2, P2’, P6 e P6’ e que também foi coerente com os resultados de 

conversão, já que foram as amostras que apresentaram conversões mais elevadas, 

acima de 95%. Enquanto que as amostras P3, P4, P7, P3’, P4’ e P7’ apresentaram as 

menores atividades e também menores concentrações. Como dito, são valores 

previstos pois a atividade está relacionada com a ação da Lipozyme TL 100 e 

consequentemente com a conversão de TAG para MAG e DAG (MILLER et al., 1988).  
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Tabela 21: Atividade enzimática DCCR 2² 

Amostra Atividade (U.g-1) 

Enzima 136,489 

A1 47,113 

A2 49,029 

A3 55,845 

A4 60,779 

A5 50,279 

A6 40,832 

A7 45,953 

A8 68,713 

A9 73,531 

A10 73,959 

A11 73,392 

Fonte: O autor. 

 

 

Na Tabela 21 referente a atividade das amostras do DCCR 2², percebe-se o 

mesmo padrão das demais análises de atividade, as amostras que tiveram maiores 

conversões também apresentaram maiores atividades enzimáticas, no caso, os 

pontos centrais A9, A10 e A11, que foram as condições consideradas ótimas na 

pesquisa. Já os pontos extrapolados do delineamento P6 e P7 se mostraram as 

menores atividades, devido quantidade de enzima ser insuficiente e/ou a temperatura 

fora dos pontos ótimos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
88 

 

 

5   CONCLUSÕES  

 

 Os resultados apresentados no presente trabalho se mostraram de forma 

efetiva e satisfatória, no intuito de otimizar a conversão de TAG em MAG e DAG, via 

glicerólise enzimática na presença do surfactante Tween 80 e co-surfactante, butanol. 

Essa condição ótima foi encontrada no ponto central do delineamento DCCR 2², com 

temperatura do sistema de 35ºC, 7,5% (v/v) de enzima Lipozyme TL 100, razão molar 

2:1 (Gly:óleo) e tempo de reação de 2 horas a 600 RPM. 

 Dentre os pontos de MO submetidos a glicerólise enzimática, nas condições 

iniciais de razão molar 2:1, 2 horas de reação e 600 RPM, obteve-se conversões altas 

de TAG em MAG e DAG, superiores a 86% (amostras 03 e 06), inclusive uma 

conversão de quase 99% (amostra 14). A partir daí, utilizou-se a amostra 14 para 

posteriores planejamentos fatoriais e então determinação do ponto ótimo, inicialmente 

citado. 

 Obteve-se sucesso no estudo da influência da temperatura, tempo de reação e 

porcentagem de enzima no meio, para evidenciar a significância das variáveis, através 

do planejamento fatorial 2³, pois determinou-se que uma mudança leve nessas 

condições, altera consideravelmente a catálise dos TAG e obteve-se conversões de 

73 a 99% de eficiência. O ponto com maior conversão foi o ponto central 06 nas 

condições de razão molar 2:1, 35ºC, 2 horas de reação, 600 RPM e 7,5% de enzima 

com conversão de aproximadamente 99%. Destaca-se também o ponto 02 com 98% 

de eficiência, que utilizou razão molar 2:1, 35ºC, 4 horas de reação, 600 RPM e 7,5% 

de enzima. Portanto, conclui-se que as três variáveis foram significativas para o 

processo, através da ANOVA e que a temperatura trouxe um efeito negativo para a 

reação. 

 Já no DCCR 2² a conversão variou de 66% a 98%, e foi possível determinar os 

pontos ótimos da reação através do gráfico de superfície de resposta, ditos no início 

desse capítulo. Os pontos de melhores conversões foram os pontos centrais 9, 10 e 

11 que foram conduzidos a 35ºC, com razão molar 2:1, 600 RPM, 2 horas de reação 

e 7,5% de enzima com eficiências superiores a 98%. Ou seja, traçou-se rotas de 

otimização das variáveis para poder-se chegar ao ponto ótimo, e obteve-se os 

resultados esperados, pode-se encontrar a melhor rota analítica e melhores condições 

de processo para as maiores conversões de TAG em MAG e DAG.  
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Com relação a cinética e ordem de reação, as metodologias empregadas 

também foram eficazes, uma vez que determinou-se em quanto tempo a reação 

começa a se estabilizar e a caracterizou-se a ordem das reações do sistema.  

 Ao analisar a atividade enzimática as amostras os estudos também foram 

satisfatórios, pois os teores de atividade estão relacionados a conversão de TAG para 

MAG e DAG pela ação da enzima Lipozyme TL 100, portanto, as maiores atividades 

foram das amostras com maiores conversões e vice-versa. Portanto, esse trabalho 

comprovou que o uso da Lipozyme TL 100 L nas condições otimizadas é eficiente 

para a obtenção dos emulsificantes MAG e DAG, mostrando-se uma alternativa para 

os processos convencionais. 

  

5.1 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

Tendo como base os resultados obtidos e apresentados neste trabalho, sugere-

se a sequência de pesquisa para trabalhos futuros, com por exemplo, a utilização de 

outros surfactantes, por exemplo o AOT que é amplamente empregado em glicerólises 

enzimáticas. Com a utilização dos padrões majoritários presentes no azeite de oliva, 

assim, pode-se quantificar todos os picos dos cromatogramas, e por consequência 

monitorar o comportamento da reação por inteiro, com relação a concentração dos 

MAG, DAG e TAG individualmente, já que, no presente trabalho os seis padrões em 

teste foram quantificados de forma suficiente e satisfatória.  

Seria interessante a utilização de outra enzima afim de comparar com a 

eficiência de conversão da Lipozyme TL 100, uma vez que a presente apresentou 

resultados realmente elevados em parâmetros de conversão, chegando a 98%, 

considerando a área de pico dos compostos. Pode-se também utilizar uma enzima 

imobilizada e testá-la nessas condições ótimas obtidas no presente trabalho e verificar 

a reutilização da mesma enzima com outras MO submetidas a glicerólise enzimática, 

afim de monitorar a atividade da enzima, se ela mantém a mesma atividade ou se 

diminui nas próximas reações. As enzimas a serem utilizadas pode ser comercial ou 

sintética, e imobilizadas em diversos suportes a fim de comparar a conversão de TAG 

em MAG e DAG, já que, sabe-se que o produto obtido é um produto nobre com 

propriedades emulsificantes. 
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A aplicação do produto obtido no presente estudo é um possível estudo que 

pode ser feito, afinal, obteve-se elevadas conversões e o produto não fora testado na 

produção de algum fármaco, alimento ou demais produto que venha a utilizar 

emulsificantes. Portanto, o estudo da toxicidade do emulsificante formado também é 

um viés interessante a ser abordado para, posterior utilização no lugar de 

emulsificantes comerciais, primeiro em ordem laboratorial, piloto e futuramente, 

industrial. 
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ANEXO A 

 

METODOLOGIA 993.24 AOAC 
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APÊNDICE A 

 

CROMATOGRAMAS 

 

 Neste anexo são apresentados, para exemplificar, alguns dos cromatogramas 

obtidos durante o estudo. Dentre eles são algumas das MO submetidas a glicerólise 

enzimática, ponto central, extrapolados do DCCR e pontos isolados da curva de 

calibração, para facilitar visualização dos resultados apresentados no decorrer do 

trabalho. 
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Figura 1 A – Cromatogramas da reação de glicerólise enzimática das MO 03, 09, 11 e 18 em um 
sistema onde a reação foi realizada a 45ºC, com uma razão molar glicerol:azeite de oliva de 2:1, 
7,5%(m/m) de enzima em 2 horas de reação sob agitação constante de 600rpm. A primeira região 
de aproximadamente 1,9 a 7,7 min refere-se a região do glicerol, de 11 a 17 min a região dos 
MAG, 25 a 29 min DAG e de 41 a 46 min corresponde a região dos TAG. 
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Figura 2 A – Cromatogramas da reação de glicerólise enzimática do Ponto central 02 e do valor 
extrapolado de máximo no DCCR 2², o primeiro a reação foi feita nas condições de 35ºC, com 
uma razão molar glicerol:azeite de oliva de 2:1, 7,5%(m/m) de enzima em 2 horas de reação sob 
agitação constante de 600rpm, enquanto que o segundo fora realizado em 42ºC, razão molar 2:1, 
11,02% (m/m) de enzima durante 2 horas, a agitação constante de 600 RPM. Nos cromatogramas, 
a primeira região de aproximadamente 1,9 a 7,7 min refere-se a região do glicerol, de 11 a 18 min 
a região dos MAG, 25 a 29 min DAG e de 41 a 47 min corresponde a região dos TAG. 
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Figura 3 A – Cromatogramas da curva de calibração dos pontos de mínimo e máximo, 10 e 50 
mg.L-1, respectivamente, com a utilização dos seis padrões prepostos no trabalho.  A primeira 
região de aproximadamente 1,8 a 3,9 min refere-se a região de estabilização do equipamento 
com a fase móvel de acetona/acetonitrila, 1:1, a região entre aproximadamente 11 e 16 min 
refere-se aos MAG, sendo eles os padrões de ácido oleico, linoleico e monopalmitol, o segundo 
padrão em aproximadamente 27 min é do padrão de DAG, dilinoleate, e os dois últimos picos 
entre 41 min e 46 min são referentes dos padrões de TAG, trioleate e trilinoleate. 
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APÊNDICE B 

 

CURVAS DE CALIBRAÇÃO 
 

 
Apresenta-se os gráficos da curva de calibração dos padrões de ácido linoleico, 

oleico, monopalmítico, trioleína, trilinoleína e ácido dilinoleico, nas concentrações de 
10 a 50 ppm. Aplicou-se tais padrões na construção das curvas de calibração para 
posterior quantificação das amostras submetidas a glicerólise enzimática durante a 
pesquisa. 
 
 
 

 
Figura 1 B - Curva de calibração do ácido linoleico 
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Figura 2 B - Curva de calibração do ácido oleico 

 

 

 
Figura 3 B - Curva de calibração do ácido monopalmítico 
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Figura 4 B - Curva de calibração do ácido dilinoleico 

 

 

 
Figura 5 B - Curva de calibração da trioleína 
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Figura 6 B - Curva de calibração da trilinoleína 


