Quim. Nova, Vol. 31, No. 6, 1514-1521, 2008

MONOGLICERIDEOS: PRODUCAO POR VIA ENZIMATICA E ALGUMAS APLICACOES

isdo

Larissa Freitas, Tania Bueno, Victor Haber Perez e Heizir F. de Castro*
Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, CP 116, 12602-810 Lorena — SP, Brasil

Recebido em 27/3/07; aceito em 26/10/07; publicado na web em 13/8/08

Rev

MONOGLYCERIDES: PRODUCTION BY ENZYMATIC ROUTE AND APPLICATIONS: Monoglycerides (MAG) are non-ionic
surfactants, widely used in the pharmaceutical, food and cosmetic industries. Although MAGs are manufactured on an industrial scale

by chemical glycerolysis of oils and fats, new developments in lipase catalyzed synthesis have been studied as an alternative to the

classical method seeking to use clean technology and green chemistry. In this work, different methods such as glycerolysis, selective
hydrolysis of fats and oils, and esterification of fatty acids or transesterification of esters with glycerol are presented. The properties
and applications of the monoglycerides are also included in this review.
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INTRODUCAO

Monoglicerideos sdo surfatantes nao io6nicos, que possuem o
status GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and
Drugs Administration-USA), sendo amplamente utilizados nas
inddstrias farmacéuticas, de alimentos e de cosméticos,' por ndo
apresentarem efeitos colaterais quando ingeridos ou irritagdes na pele,
ao contrdrio dos tensoativos i6nicos.” Sdo basicamente monoésteres
formados por dcidos graxos e glicerol, dependendo da orientagdo
das moléculas duas formas isoméricas podem existir, conforme
apresentado na Figura 1.
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R - Cadeia carbonica saturada ou insaturada

Figura 1. Formas isoméricas dos monoglicerideos

Na industria farmacéutica, os monoglicerideos (MAG) sdo
utilizados como emolientes para emplastos, liberando lentamente
a medicacdo. Na industria alimenticia sdo mais comumente utili-
zados como emulsificantes em uma ampla gama de produtos como
margarinas, derivados do leite, doces e molhos, enquanto que na
industria de cosméticos, sdo empregados como agentes texturizantes
e para melhorar a consisténcia de cremes e logdes.* Na Tabela 1 sdo
sumarizados diferentes tipos de monoglicerideos e algumas de suas
principais aplicacdes.

A produgido mundial de monoglicerideos € estimada em cerca de
180 mil t por ano,'® das quais aproximadamente 85 mil sdo consu-
midas nos EUA, correspondendo a 70% do total de emulsificantes
usados em produtos alimenticios.'

Normalmente, os MAG sao sintetizados quimicamente via glicer6-
lise de triglicerideos empregando catalisadores inorgnicos (Ca (OH),,
NaOH) a 220-250 °C." A utilizagao de temperaturas elevadas, além
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de acarretar um alto consumo energético, € responsavel pela parcial
degradagdo dos produtos, com formacdo de subprodutos escuros e
sabor de queimado.'® Desta forma, quando esta rota € usada, se obtém
um produto constituido por uma mistura que contém cerca de 35-60%
de monoglicerideos, 35-50% de diglicerideos, 1-20% de triglicerideos,
1-10% de 4cidos graxos livres, e o sal de metal alcalino resultante.

Tanto fatores técnicos como regulatérios da FDA e da Unido Eu-
ropéia, entre outras, t€m incentivado o desenvolvimento de processos
menos poluentes para a sintese de emulsificantes, especialmente para
aqueles usados em aplicag¢des farmacéuticas ou relacionados a drea
de alimentos."”

Recentemente a sintese de MAG catalisada por lipases tem sido
estudada intensamente como alternativa ao método convencional,
devido, principalmente, a utilizagio de condigdes reacionais brandas,
que implicam em baixo consumo energético e a seletividade das
enzimas lipases que, de forma integrada, resultam em produtos de
melhor qualidade. Além disso, a exploracdo da especificidade dessas
enzimas possibilita a sintese de produtos que nio poderiam ser obtidos
pela rota quimica convencional. Cabe ressaltar que do ponto de vista
ambiental, o processo enzimético € tecnicamente limpo e seguro.'®
Neste contexto, diferentes alternativas tém sido propostas com relacdo
a sintese enzimdtica de monoglicerideos. Algumas destas incluem
a hidrélise seletiva usando lipases 1,3-especificas, a esterificacio
de 4cidos graxos ou a transesterificagcdo de ésteres com glicerol e a
glicerdlise de 6leos e gorduras. Diferentes sistemas reacionais para a
producao de MAGs operando em regime batelada ou continuo, bem
como fonte da lipase, pureza e método de imobilizagdo, vém sendo
investigados detalhadamente."

O presente trabalho teve por objetivo apresentar, comparar e
discutir o estado da arte para a sintese enzimdtica de mono-glice-
rideos.

METODOS DE OBTENCAO DE MONOGLICERIDEOS
(MAG)

Trés metodologias sdo descritas para a obtengao de mono-gliceri-
deos por catdlise enzimdtica empregando a enzima lipase: hidrélise ou
alcoodlise de triglicerideos, glicerélise de triglicerideos e esterificacdo
ou transesterificagdo de glicerol com dcidos graxos de ésteres.

O primeiro método fornece 2-MAG, enquanto o segundo e
terceiro usualmente fornecem uma mistura de monoglicerideos,
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Tabela 1. Exemplos de monoglicerideos e suas principais aplicacdes
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Monoglicerideos Aplicacdes Ref.
Monoglicerideos dos Previnem efeitos danosos em pessoas que possuem desordens vasculares. 4
dcidos EPA e DHA
Monopentanoglicerol Tratamento de cabelos.
Monocaprina Possue propriedades antivirais, bacteriana e microbiana sendo utilizada em emulsoes
para mucosa bucal, reduzindo os prejuizos causados por bactérias como Candida albicans,
que se aloja entre a gengiva e os dentes (principalmente nas dentaduras).
Monolaurina Possue propriedades antivirais, bacteriana, protozoal e microbiana. Em medicamentos ¢ 7,8
usada para destruir a gordura revestida de viroses como, por exemplo, HIV, herpes, vdrias
bactérias patogénicas (ex. Listeria monocytogenes) e protozoa (ex. Giardia lamblia).
A monolaurina também € usada como um dos principais agentes penetrantes para aplicacdes
em membranas mucosas, onde reduz o tempo necessario para o inicio da acdo da droga,
aumenta a quantidade da droga penetrante e causa menor ou nenhum efeito
deletério a membrana mucosa.
Monooleina Utilizada como sistema de liberacdo de drogas, carregador farmacéutico e emulsificante. 9
Aracdonato de monoglicerila Ligante endégeno receptor de canabinéides nos tecidos cerebrais e intestinais. 10, 11
Acetato de monoglicerila Pode melhorar a qualidade das gorduras, como, por exemplo, a margarina. 12
Lactato de monoglicerila Usado para a produgdo de bolos, sobremesas e cremes industriais. 12
Succinato de monoglicerila ~ Usado como agente modificador de massas e emulsificantes para a produgio 12
de bolos industriais.
Citrato de monoglicerila E emulsificante altamente hidrofilico, sendo usado para a producdo de margarinas 12

e produtos l4cteos. Também € utilizado como estabilizante de emulsdes

para maioneses € molhos.

na qual 1(3) MAG € o composto predominante, geralmente obtido
com um rendimento elevado. Alguns exemplos desses métodos sdo
descritos na Tabela 2.

Método 1: hidrolise ou alcodlise de triglicerideos

A hidrélise enzimatica usando lipases oferece um processo
alternativo para a produ¢dao de MAG em condi¢des moderadas,
requerendo, entretanto, um controle rigido da reagdo para evitar
uma hidrélise completa. Para superar esta limitagdo € recomendado
o uso de lipases 1,3-especificas que resulta na formacdo de 2-MAG
como mostrado na Figura 2. Sistemas reacionais na presenga® ou na
auséncia® de solventes organicos tém sido relatados.

Hidrolises parciais de diversos 6leos vegetais sdo descritas na
literatura,' como, por exemplo, a hidrélise do 6leo de mamona usando
a lipase 1,3-especifica de Rhizophus arrhizus. Nesse procedimento,
rendimentos de 23% de MAG (principalmente mono-ricinoleina) e
66% de 4cido ricinoléico foram alcangados em 3 h de reag@o.

Os principais problemas na reacio de hidrélise sdo o baixo ren-
dimento em MAG, pois sdo produzidos 2 mols de 4cido graxo livre
por mol de MAG, e a migragdo do grupo acila (da posicdo 2 para a
posicio 1(3) do glicerol) deve ser suprimida.”

A reacdo de alcodlise pode ser realizada na presenca de solventes
apolares, reduzindo a velocidade de migragdo do grupo acila. Por
esta razdo, a alcodlise de triacilglicerdis fornece rendimentos mais
elevados (75-97%) que a hidrélise. Adicionalmente, as reagdes de
alcodlise sdo mais rdpidas por ndo ocorrer mudanga do pH durante
a reacdo e também porque a lipase ndo sofre inibi¢do dos dcidos
graxos livres. A adi¢do do dlcool em excesso desloca o equilibrio
para a formag@o de monoglicerideos.

Um procedimento mais especifico de obten¢ao de 2-MAG em um
sistema bifasico foi relatado por Mazur et al.*> O sistema consistia
em triglicerideos (C, jat€ C,, )), hexano, dlcool alifatico (2-butanol)
lipase 1,3-especifica (Lipozyme) dissolvida em uma soluc¢io aquosa
tamponada. Os 4cidos graxos inicialmente liberados foram esterifi-

cados numa segunda etapa com o dlcool alifdtico resultando em uma
maior seletividade de reagdo, com rendimento da ordem de 70%. Uma
outra possibilidade para a indugdo da seletividade pode ser alcanca-
da pela hidrélise de microemulsdes de 6leo formadas pela adicio
de surfatantes anionicos. Em condic¢des otimizadas Holmenberg e
Osterberg? obtiveram um rendimento de 80% de 2- MAG.

Meétodo 2: glicerélise de triglicerideos

A desvantagem da reag@o de alcodlise € o desperdicio de dois
acidos graxos do triglicerideo, sendo, portanto, mais eficiente o mé-
todo no qual o glicerol € usado como 4lcool, permitindo a conversao
total dos trés dcidos graxos (Figura 3), empregando lipases tanto
especificas como nio especificas. Na prética, usualmente as reacoes
promovem a migragdo do grupo acila de tal forma que se estabelece
um equilibrio da concentrag¢@o dos produtos formados na razdo de
9:1 (1(3) MAG e 2-MAG).?

Como a glicerdlise de triglicerideos apresenta baixo rendimento,
30-50% em monoglicerideos, devido ao equilibrio desfavoravel da
reagdo, diversas estratégias sdo adotadas para deslocar o equilibrio
no sentido desejdvel da reacdo, entre as quais sdo destacadas: pre-
senca ou auséncia de solventes orginicos, sistemas em estado sélido
e micelas reversas.”** Problemas envolvendo a hidro-filicidade do
substrato glicerol em solventes organicos e problemas analiticos para
a determinag@o quantitativa dos glicerideos parciais foram descritos
por Ferreira Dias e Fonseca.*!

Yamane et al.** estudaram a reagio de glicerdlise do 6leo de mi-
lho pela lipase de Pseudomonas fluorescens em sistema de batelada
sem adicdo de surfatantes ou emulsificantes e conseguiram produzir
20,4% de MAG a 40 °C. Posteriormente foi também relatado que a
lipase pode sofrer inibi¢do e desativacio pelo 6leo oxidado durante
a glicerdlise (batelada ou continua) do dleo de girassol .**

Mcreill et al.” desenvolveram um método, no qual a glicerdlise
foi realizada numa emulséo liquido-liquido de glicerol e triglicerideos,
seguida da cristalizacdo dos monoglicerideos formados. Usando este
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Tabela 2. Sintese de monoglicerideos por catdlise enzimdtica empregando diferentes métodos
“Método Receptador do Doador do Sistema reacional Rendimento "Lipase Ref.
grupo acila grupo acila (%)
1 Agua Oleo de palma Micelas reversas 78 LRO 20
1 Etanol Trioleina Etanol 84 LPF 21
1 Butanol Tricaprina Butanol/Duas fases 87 LHL 22
1 Etanol Tripalmitina MTBE 97 LRO 23
1 Etanol Trilaurina Etanol 75 LPC 24
1 Agua Trioleina Tampao fosfato 67 LPP 25
2 Glicerol Oleo de palma Micelas reversas 30 LRO 26
2 Glicerol Sebo bovino Precipitado/sem solvente 72 LPF 27
2 Glicerol Trioleina Micelas reversas 50 LCV 28
2 Glicerol Trioleina Precipitado/sem solvente 96 LCV 29
3 Glicerol Acido palmitico Precipitado/sem solvente 95 LPcam 5
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/ sem solvente 74 LPcam 30
3 Glicerol Acido lurico Micelas reversas 55 LCR 31
3 Glicerol Acido lurico Micelas reversas 62 LRO 32
3 Glicerol Acido oléico Peneira molecular/Hexano 72 Lpcam 33
3 Glicerol Laurato de vinila MTBE 90 LRM 34
3 Glicerol Acido oléico Micelas reversas 42 LRM 35
3 Glicerol Acido lurico Micelas reversas 11 LPC 36
3 Glicerol Oleato de etila Acetona 68 LCA-B 37
3 Glicerol Acido palmitico Hexano 61 LRO 38

"Método 1: Hidrdlise ou alcodlise de triglicerideos. Método 2: Glicerdlise de triglicerideos que produzem 1(3) monoglicerideos. Método 3:
Esterificac@o ou transesterificagdo de glicerol com dcido graxo ou ésteres produzindo 1(3) monoglicerideos.

"Abreviagcoes: MTBE: Metil t-butil éter, LPP: (lipase de tecido animal) de pancreas de porco, LCR: (lipase fingica) Candida rugosa, LPcam:
(lipase fungica) Penicillium camembertii, LRM: (lipase fungica) Rhizomurcor miehei, LRO: (lipase fungica) Rhizopus oryzae, LPC: (lipase
bacteriana) Pseudomonas cepacia, LCA-B: (lipase fingica) Candida antarctica B, LPF: (lipase bacteriana) Pseudomonas fluorescens, LCV:
(lipase bacteriana) Chromobacterium viscosum, LHL: (lipase fungica) Humicola lanuginosa.

H,C — OC(O)R H,C — OC(O)R HZC‘I - OH
| |
HC — OC(O)R ' HC — OC(O)R + 2 HC-OH
C-OCOR +  ,pon > - 0C(0) ‘
H,C — OC(O)R H,C — OC(O)R H,C — OH
Triglicerideo Agua ou Triglicerideo Glicerol
alcool
] ] Lipase
1,3 Lipase especifica
Hzg - OC(O)R Hz(‘l - OH
H2C ~ OH 2 HC-OH +  HC-OC(O)R
_ , | |
H(‘: OC(O)R 2 RC(O)OR! H,C — OH H,C — OH
H,C — OH
i 13)-MAG 2-MAG
2-MAG OuCléS(t)e%raXO Figura 3. Esquema da reagdo de obteng¢do de MAGs por glicerdlise

Figura 2. Esquema da reagdo de obteng¢do de MAGs por hidrdlise ou alcodlise
enzimdtica

método, foram obtidos altos rendimentos de MAG (70-99%) utilizando
diferentes meios reacionais.”>*'#* Qutro ponto critico que precisa ser
controlado € a temperatura de reaciio que deve ser mantida abaixo da
temperatura do ponto de fusdo do monoglicerideo, como por exemplo,
para sebo de boi, cuja temperatura de reacdo foi de 42 °C fornecendo
72% 1(3) MAG usando lipase pancredtica ou microbiana.”’ Um melhor
desempenho do processo pode ser ainda obtido por meio do controle do
teor de 4gua do meio reacional, variando a polaridade do meio reacional
(proporgao entre triglicerideos e glicerol) ou alterando a hidrofilicidade
do suporte de imobiliza¢do da lipase.*

enzimdtica

A correlacdo entre a composicio do triglicerideo e o rendimento
em MAG, em funcio do tamanho da cadeia e perfil de saturagio dos
acidos graxos, foi relatada na glicerélise do 6leo de palma. A andlise
detalhada da composi¢ao dos produtos de reacdo indicou uma cris-
talizagdo preferencial de MAG** especialmente pelo acimulo de
dcidos graxos saturados, tais como C,, , na fragdo de MAG.

Em processos continuos, podem ser usados reatores a membrana para
remover os monoglicerideos, ao invés da estratégia da cristalizacdo.?*’
Em biorreatores com membrana de microporos hidrofilicos, o éleo
comestivel foi glicerolisado por lipase de P. fluorescens, resultando na
formagdo de 5-25% de MAG.* O tempo de meia-vida da enzima foi de
3 semanas a 40 °C.* Chang et al.”® empregaram biorreatores continuos
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com membrana de polissulfona para a glicerdlise do 6leo de oliva em
AOT [Bis (2-etilexil) sulfossuccinato de sédio]/isooctano usando lipase
de C. viscosum imobilizada em lipossomos (pequenas vesiculas lame-
lares). O processo foi dependente de diversos parametros operacionais
e a produtividade mais elevada da monoleina (90 umoL (h mL)") foi
obtida numa concentragio de 2% (v/v) de 6leo de oliva no substrato
inicial, fluxo de 6leo de 2,5 mL/h e teor de d4gua na fase glicérica de 8%
(m/v). A estabilidade operacional da lipase imobilizada em lipossoma
foi calculada em 45 dias, sendo este longo tempo de meia-vida associado
aos efeitos de protecdo causados pelo substrato (glicerol) e estabilizagio
da enzima pela matriz de imobiliza¢éo (lipossomos).?

Em um outro exemplo, um elevado rendimento de formagdo de
MAG foi alcangado em reagdes conduzidas na presenca de um alcool
secunddrio ou tercidrio agindo na mistura reacional como solvente
para todos os componentes, incluindo o glicerol.'” Uma grande va-
riedade de dleos e gorduras naturais foram glicerolisados na presenga
de n-butanol. Apés 3 h de reag@o a 70 °C, de 82 a 90% de MAGs
foram sintetizados pela lipase de Candida antarctica imobilizada.
Esse sistema também foi aplicado em reagdes de esterificagdo e
transesterificac@io usando 4cidos graxos e seus derivados.

Na Tabela 3 estdo sumarizados alguns trabalhos referentes a pro-
ducio de monoglicerideos a partir da glicerdlise de 6leos e gorduras,
empregando processos continuos e descontinuos.

Método 3: esterificacio de glicerol com acidos graxos

A esterificacdo também produz monoglicerideos sem desperdi-
car o 4cido graxo, podendo formar 1(3) e 2 MAGs, 1,3 e 1,2 DAGs
(diglicerideos) e TAGs (triglicerideos), conforme especificidade da
lipase (Figura 4).% Na esterificagéo do glicerol com dcidos graxos
utilizando lipases 1,3-especificas, o glicerol pode ser esterificado na
posicdo 1 ou 3, podendo formar 1(3) MAG e 1,3 DAG. Quando lipases
ndo especificas sdo empregadas, o glicerol pode ser esterificado em
qualquer posi¢do, podendo formar 1(3) e 2 MAGs, 1,3 e 1,2 DAGs
e TAGs. Deve-se levar em consideragdo que ainda pode ocorrer a
migragdo do grupo acila, ocasionando mudangas de posi¢des desse
grupo na molécula do glicerol.

Para deslocar a reagdo para a formacdo de monoglicerideos,
diversas estratégias sdo usadas para remover d4gua, como por exem-
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plo, reducdo de pressdo ou uso de agentes dessecantes.’*>* A Tabela
4 apresenta outras estratégias descritas na literatura para atingir um
elevado rendimento de formacdo de MAGs e evitar a inversdo da
reacdo no sentido da hidrélise.

A influéncia do tamanho da cadeia dos dcidos graxos na reagdo
de esterificagao com glicerol tem sido estudada por diversos grupos
de pesquisa.®®® Tsujisaka et al.* demonstraram a versatilidade das
lipases para a reacio de esterificacio do glicerol com diversos dci-
dos graxos. Com lipases de Aspergillus niger e Rhizopus delemar,
a esterificagdo do 4cido oléico ocorreu exclusivamente nas posicoes
1 (3) do glicerol. Por outro lado, lipases de Geotrichum candidum e
Penicillium cyclopium esterificaram somente dcidos graxos de cadeia
longa e a esterificagdo ocorreu randomicamente.®

Janssen et al.®® observaram uma influéncia marcante da polaridade
do solvente na sintese de ésteres. Conversdes mais elevadas em mo-
noésteres foram obtidas empregando dcidos graxos de cadeias curtas
em solventes polares, ao passo que a utilizag@o de 4cidos graxos de
cadeias longas em solventes organicos apolares fornecem maior
formac@o de di e triésteres.

Uma conversao mais elevada (80-90%) foi relatada por Fletcher
et al.,*" mas a lipase empregada ndo era 1,3-especifica e ambos 1(3)
MAGs e 2-MAGs foram formados. Isto também foi relatado por
Bornscheuer ef al.* para a reagdo entre glicerol e dcido ldurico usan-
do lipase purificada de Pseudomonas cepacia em micro-emulsdes.
Fletcher ef al.%' também observaram que enquanto a lipase de Chro-
mobacterium viscosum se apresentou muito estdvel em surfatante
anidnico AOT (aerosol OT) em micelas reversas,® a lipase de R.
delemar mostrou-se menos estdvel no mesmo sistema.

A baixa solubilidade do glicerol em solventes apolares organicos
reduz a velocidade de reagdo e favorece a reagdo paralela, ou seja,
acilagdo dos MAGs (monoacilgliceréis) e DAGs (diacil-glicer6is)
mais soltveis. Para minimizar este problema, algumas técnicas tém
sido propostas como o uso de diferentes tipos de solventes,* micelas
reversas,*® meios reacionais isentos de solvente,*® ou condugio dos
processos em reatores & membranas.> ¢

O alto rendimento de sintese de 1(3) MAG regioisomericamente
puro em solventes organicos em escala laboratorial foi relatado por
Berger e Schneider.** O problema da baixa solubilidade do glicerol
hidrofilico em solventes organicos apolares foi superado facilmente

Tabela 3. Exemplos de processos para a obten¢do de monoglicerideos via glicerélise enzimatica.

Tipo de 6leo ou

Razdo molar

Solvente Tipo de Processo gordura Lipase (gglc;:f)c)l/ MAG(%) Ref.
. 4 Burkholderia cepacia .

Acetona/isooctano Batelada Oleo de palma imobilizada em Accurel EP100 8:1 55,75 49

Isento Continuo em biorreator de Gordura da manteiga . P.se.udomonas cepacia 1:2 21,87 50
membrana imobilizada em polipropileno

Continuo em tanque agitado p Burkholderia cepacia . 14,35
Isento Reator de leito empacotado Oleo de palma imobilizada em Accurel EP100 27 14,01 3
Batelada . .
ter-butanol Continuo em reator de leito Oleo de girassol Candida antarctica 4,5:14:1 60-70 51
(Novozym 435) 70

empacotado

ter-butanol/ Continuo em reator de coluna de Oleo de girassol Candida antarctica 4756 52

ter-pentanol leito empacotado

imobilizada em PMMA




1518 Freitas et al.

H,C — OH
|
HC-oH + RCOOH
|
H,C — OH
Glicerol
Esterificacao
H,C - OH H,C — OC(O)R H,C — OC(O)R
! I
H(‘D*OH + HC - OH . HC — OC(O)R
| | |
H,C — OC(O)R H,C —OC(O)R H,C — OC(O)R
13)-MAG 1(3)-DAG Triglicerideo
HoC — OH H,C — OH
: |
HC~OC(O)R HC — OC(O)R
|
H,C — OH H,C — OC(O)R
2-MAG 1,2-DAG

Figura 4. Possiveis produtos formados na esterificagdo do glicerol com dcidos
graxos (adaptada da ref. 53)

Tabela 4. Métodos para formacao seletiva de MAG em reagdes de
esterificacao

Meétodo Principio Ref.
Adicdo de peneira molecular Remocdo de dgua 30, 55
Reducdo de pressao Remocio de dgua 56
Adsorg¢do do glicerol em um  Deslocamento do 16, 34

material suporte (silica-gel)  equilibrio, aumento

da seletividade

Deslocamento do 57
equilibrio, aumento

da seletividade

Aumento da 58
solubilidade do glicerol,

agente protetor

Adsor¢do de MAG em uma
coluna em série

Adigdo do 4cido fenil-boro

pela adsorcdo do glicerol em um suporte sélido em p6 (silica gel). Estas
preparacdes de glicerol foram colocadas em um solvente organico e um
doador do grupo acila foi adicionado juntamente com a lipase 1,3-seleti-
va simulando, assim, uma interface liquido-liquido artificial. Finalizada
a reacdo, enzima e suporte foram removidos simultaneamente por
filtracdo simples, enquanto os produtos da esterificacdo permaneceram
em solucdo. Em condi¢des otimizadas, foi obtida uma concentracio
mdxima de 70% de MAGs, entretanto, rendimentos mais elevados
nao foram alcangados devido a alta concentragdo de 1(3) MAGs que
serviu como melhor substrato que o préprio glicerol.** Desta forma,
para obter rendimentos mais elevados, os autores desenvolveram um
sistema de separag@o continua constituida de 2 etapas: sintese e isola-
mento. Substratos ndo reagidos e subprodutos indesejados, tais como
2-MAG, DAG e TAG, foram completamente reciclados e 1(3) MAG
foi congelado a baixas temperaturas. Lipases nio especificas também
foram utilizadas com sucesso neste procedimento.**

Berger e Schneider* demonstraram ainda que este método teve
aplicabilidade para diferentes sistemas de esterificacéio usando varios
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doadores do grupo acila, tais como, dcidos graxos livres (C,a C,
saturados ou insaturados), ésteres metilicos de dcidos graxos, ésteres
vinilicos, triacilglicerdis sintéticos e dleos e gorduras naturais. Varios
MAGs foram produzidos com elevado rendimento e pureza isomérica
sem a necessidade de etapas posteriores de purificagdo.

Um processo alternativo foi desenvolvido em um reator a mem-
brana equipado com coluna de adsor¢io em série.” Neste reator, um
circuito interno (contendo 4cidos graxos e glicerideos produzidos)
e um circuito externo glicerol-dgua foram separados usando uma
membrana de fibra oca. A lipase foi adsorvida na superficie interna
da fibra e uma coluna em série foi colocada na fase oleosa do circuito
do reator. Van der Padt er al.*® encontraram que MAGs, como mo-
nocaprina, foram adsorvidos preferencialmente na coluna em série
e quando removidos da mistura reacional, deslocaram o equilibrio
e resultaram na formacdo de DAG e TAG por esterificag@o. Desta
forma, concluiram que o reator a membrana pode ser usado em pro-
cessos continuos usando uma seqiiéncia de colunas. Estimaram uma
producao de 60 mols (15 kg) de monoésteres por grama de enzima
utilizada (lipase de Candida rugosa), a qual apresentou um tempo
de meia-vida de 50 dias. A producdo continua de glicerideos em
reator a membrana a partir de dcidos graxos e glicerol por lipase de
Mucor miehei imobilizada em microporos hidrofébicos foi relatada
por Yamane et al.* e Hoq et al..®* Com 80% de conversdo, 32% de
MAG (principalmente 1-MAG) foram produzidos, sendo o tempo de
meia-vida da enzima de 54 dias®. A aplicagéo de biorreatores a mem-
brana para esterificacio de dcidos graxos com glicerol e a hidrdlise
de 6leos foi revisada por Kloostermam et al.* A Tabela 5 sumariza
alguns trabalhos recentes referentes a produ¢ao de monoglicerideos
pela esterificacdo do glicerol com acidos graxos.

Uma outra estratégia para superar o problema da acila¢do sub-
seqiiente, que pode ocorrer nas reacdes de esterificagdo com glicerol
puro, tem sido testada por vdrios grupos de pesquisa empregando
glicerol protegido' (Figura 5). Isso também oferece uma vantagem
para a sintese de MAGs na posi¢do especifica ou enantiomerica-
mente puro.®® Neste contexto, o dcido fenilboro (PBA) foi descrito
como um solubilizante e agente protetor da esterificagao do glicerol
com diferentes dcidos graxos na presenga de solventes orginicos.*
O rendimento mais elevado de MAGs foi de 84% usando o 4cido
hidroxiestedrico como substrato e Lipozyme como biocatalisador
em meio a solvente orgnico (n-hexano).*

METODOS DE PURIFICACAO

Dependendo da finalidade para qual sdo produzidos, como, por
exemplo, para inddstria de alimentos, farmacéutica, de cosméticos,
entre outras, € necessdria a purifica¢gdo dos monoglicerideos. Vale
ressaltar ainda que a rota quimica (que gera residuos téxicos, devido
as reagdes secundarias que ocorrem no processo) implica em multiplas
etapas adicionais de purifica¢do quando comparada a rota enzimatica.
Neste contexto, estudos relatados na literatura envolvendo a concen-
tracdo e purificagdo de MAGs incluem uma diversidade de métodos
fisicos, tais como cromatografia de parti¢do centrifuga,” adsorgdo
em coluna,*® resfriamento por solvente,” cromatografia liquida de
alta eficiéncia’' e destilagdo molecular.”> Além disso, a separagao por
outros métodos como cromatografia de exclusio de tamanho e camada
delgada, extrac@o com fluido supercritico, assim como destilagdo flash
sdo alternativas normalmente usadas experimentalmente.

Particularmente a destilagdo molecular constitui um processo
de grande potencial industrial na separacdo e purificacdo de pro-
dutos com elevada massa molecular, termicamente sensiveis e de
substincias com baixa pressio de vapor.” Este processo pode ser de
baixo custo e alto rendimento em grupos de compostos que incluem
vitaminas, resinas epéxidas, dcidos graxos altamente concentrados,
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Tabela 5. Obtencdo de monoglicerideos via esterificacdo enzimd-
tica

Solvente  Acido Lipase Razio MAG Ref.
graxo molar %
(glicerol
/acido)
Isento Oléico Staphylococcus 5:1 70,60 65
simullans
imobilizada em
CaCoO,
Hexano/  Laurico  Lipozyme IM 5:1 65 53
ter-butanol
Isento FFA Penicillium 5:1 87 66
-CLA* camembertii
Isento Céprico/  Lipozyme IM 1:1 52-57 67
Laurico/
Miristico
Isento Laurico  Lipozyme IM 1:1 61,30 1

*FFA-CLA - produto comercial composto por: dcido oléico conjugado
e uma mistura de 4cidos graxos.

FOH
0 +

o/L"

1

RC(O)OR!

1

1,2-O-isopropilideno Ester ou Acido 8raxo

glicerol
Lipase
OC(O)R
o + R'OH
o/,L .
1
Monoglicerideo Alcool ou Agua

Figura 5. Esquema da reagdo de obtengdo de MAGs por esterificagdo de
glicerol com dcidos graxos

plastificantes, compostos nitrogenados e vdrios outros materiais
termicamente sensiveis que requerem somente desodorizagdo ou
descolorag@o.” Além disso, esse processo tem vantagens sobre outras
técnicas que usam solventes como agentes de separacdo, evitando
problemas de toxicidade.

De forma geral, existem dois tipos de destiladores moleculares:
o destilador de filme descendente, que quando dispde de um sistema
de agitacdo do filme € conhecido por destilador molecular de filme
agitado e destilador centrifugo. Ambos modelos tém como principio
de separagdo o alto vicuo, pequena exposi¢ao do liquido destilado a
temperatura de operagdo e uma pequena distancia entre o evaporador
e o condensador (20-50 mm).” Conseqiientemente, forma-se um filme
liquido uniformemente distribuido sobre a superficie do evaporador,
que, no primeiro equipamento, € for¢cado rapidamente para baixo na
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superficie de evaporagdo. As paredes de aquecimento e o alto vacuo
conduzem os componentes mais voldteis (destilados) para a porcio
interna do condensador e os compostos menos voldteis (residuos)
continuam na parte inferior do cilindro.

Por sua vez, os destiladores moleculares centrifugos utilizam
a forga centrifuga para promoverem a distribui¢ao do filme liquido
sobre o evaporador. A combina¢@o de uma pequena distincia entre
o evaporador e o condensador (cerca de 2 cm) e um alto vdcuo na
destilac@o’ resulta em um mecanismo eficiente de transferéncia de
massa com rendimento/eficiéncia de evaporacdo de aproximadamente
20-40 g m2s!. As fracOes resultantes saem por meio de tomadas in-
dividuais de descarga e dependendo da aplicag@o, o produto desejado
pode ser tanto o destilado quanto a fragio residual.

Fregolente et al.,”” otimizaram a produ¢do de MAGs
destilados usando a técnica de superficie de resposta, estudando
como varidveis independentes a temperatura de evaporacdo (TEV)
e fluxo de alimentagdo (Q). Em condig¢des otimizadas (TEV = 250
°C e Q=5 mL/min) conseguiram recuperar 61% de MAGs. Kaplon
et al.”® investigaram a influéncia da temperatura de destilacdo, fluxo
de alimentac@o e velocidade do rotor na eficiéncia de separagdo dos
monoglicerideos, alcancando uma concentracdo de 85,6% de MAGs
no destilado. Contudo, quando destilacdo molecular € usada na
purificagdo de MAGs alguns problemas tem sido observados,” tais
como perdas parciais de monoglicerideos, assim como a migraciao
da posicdo sn-2 para sn-1,3. Este efeito do processo de destilacio
neste tltimo fendmeno foi previamente reportado por Xu et al..’ Na
purificagdo de MAGs de dcidos graxos instdveis (dcidos graxos con-
jugados) ndo € recomendado usar a técnica de destilagdo molecular,
devido a instabilidade destes compostos.” Entretanto, estes problemas
podem ser minimizados trabalhando-se em condic¢des de vacuo que
resultem em temperaturas de destilagdo mais baixas possiveis.

CONCLUSOES

Essarevisdo demonstrou a diversidade das lipases na produg@o de
monoglicerideos, empregando tanto a hidrdlise de 6leos e gorduras,
como a esterificacdo do glicerol com acidos graxos e a glicerdlise dos
triglicerideos. Embora a sintese enzimdtica dos MAG ndo seja reali-
zada em escala industrial, sendo ainda empregada a catélise quimica
de dleos e gorduras, a utilizacdo de lipases como catalisadores para a
obtencdo de varios compostos (emulsificantes, biodiesel, ésteres de
actcares, etc) vem sendo cada vez mais estudada, por proporcionar
algumas vantagens sobre os processos quimicos tradicionais, tais
como, condi¢des reacionais mais brandas, menores custos de energia
e maior seletividade e qualidade do produto final.

O elevado custo das lipases e sua baixa estabilidade operacional
apresentam o maior obstdculo na competi¢do com a sintese quimica
atualmente empregada, no entanto, meios de melhorar a sua eficién-
cia e reduzir os custos de operacio estdo sendo procurados e em um
ponto de vista otimista, o beneficio das enzimas juntamente com o
sucesso dos trabalhos de pesquisas desenvolvidos garantird o futuro
brilhante para as enzimas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, com acesso
gratuito na forma de arquivo PDF.

Informacdes adicionais referentes a sintese de monoglicerideos
por glicerdlise quimica e enzimdtica de triglicerideos estao incluidas
nesta revisdo como material suplementar Figuras 1S e 2S, respectiva-
mente. A representagdo esquematica de equipamentos de destilacio
molecular, destilador de filme descendente e centrifugo, € apresentada
nas Figuras 3S e 4S, respectivamente.
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