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Resumo 
Objetivo: o presente trabalho teve como objetivo a síntese enzimática de 
lipídeos estruturados a partir dos óleos de semente de uva e algodão, 
especificamente os triglicerídeos dietéticos do tipo MLM 
(médio:longo:médio), ou seja, aqueles que possuem ácidos graxos de 
cadeia média (M), em posições sn-1 e sn-3, e de cadeia longa (L), na 
posição interna da molécula de triacilglicerol.  Métodos: fez-se a 
caracterização das matérias primas (óleos de semente de uva e algodão) e 
dos TAGs (triglicerídeos) modificados em relação aos índices de acidez, 
peróxido, perfil em ácidos graxos por cromatografia gasosa e determinação 
da posição sn-2. Determinou-se as atividades de hidrólise e de esterificação 
das lipases empregadas. Utilizou-se um planejamento de experimentos 
(DCCR- Central Composite Rotatable Design) para verificar a influência de 
razão molar e temperatura sobre o grau de incorporação (GI) do ácido graxo 
de cadeia média. Por fim fez-se a caracterização hidrodinâmica do reator de 
leito fixo e/ou empacotado. Resultados: os resultados mostraram que as 
matérias primas estão dentro dos padrões de especificação (0,6 mg KOH/g 
para acidez e 10 meq/kg para peróxido), fornecendo valores semelhantes, 
independentemente do óleo analisado. Os óleos foram ainda caracterizados 
quanto à composição em ácidos graxos por cromatografia gasosa. Ambos 
apresentaram altas quantidades de ácidos graxos insaturados, ressaltando-
se o essencial ácido linoleico (C18:2n6). Em seguida, foram efetuadas 
reações de acidólise, visando-se à seleção do ácido graxo e do 
biocatalisador. Para o óleo de uva, foram obtidos valores de grau de 
incorporação (GI, %) que variaram de 23,62±1,34 a 34,53±0,05%. Os 
melhores resultados foram obtidos empregando-se C10 como ácido graxo e 
a lipase Lipozyme RM IM (34,53±0,05%). Para o óleo de algodão, os 
melhores resultados de GI também foram obtidos empregando-se C10:0 e a 
lipase Lipozyme RM IM (36,63±0,23%), e o GI variou de 22,92±4,35 a 
36,63±0,23%. Finalmente, realizou-se um planejamento de experimentos 
(DCCR) que avaliou a influência de razão molar e temperatura sobre o grau 
de incorporação, observando-se que apenas razão molar obteve influência 
significativa sobre o grau de incorporação. Com relação às reações de 
acidólise em leito fixo, estas foram conduzidas empregando-se tempo 
espacial de 1 hora, e o GI máximo foi em torno de 35% para ambos os 
óleos. Conclusão: diante do exposto, foi possível sintetizar triglicerídeos 
dietéticos do tipo MLM a partir dos óleos de semente de uva e algodão, 
utilizando reatores de tanque agitado e leito fixo. 
 
Palavras-Chave: Triglicerídeos do tipo MLM; Óleo de semente de uva; Óleo 
de algodão; Reatores. 
 

 

 

 

 



Abstract 
Objective: the objective of the present work was the enzymatic synthesis of 
structured lipids from grape and cottonseed oils, specifically the MLM type 
dietary triglycerides, that is, those with medium chain fatty acids (M), in 
positions sn-1 and sn-3, and long-chain (L), in the internal position of the 
triacylglycerol molecule. Methods: The raw materials (grape and cottonseed 
oils) and the modified TAGs (triglycerides) were characterized in relation to 
the acid, peroxide, fatty acid profile by gas chromatography and the sn-2 
position determination. The hydrolysis and esterification activities of the 
lipases employed were determined. A DCCR (Central Composite Rotatable 
Design) was used to verify the influence of molar ratio and temperature on 
the degree of incorporation (ID) of the medium chain fatty acid. Finally, the 
hydrodynamic characterization of the fixed bed reactor and / or packaged 
was performed. Results: The results showed that the raw materials are 
within the specification standards (0.6 mg KOH / g for acidity and 10 meq / kg 
for peroxide), providing similar values regardless of the oil analyzed. The oils 
were further characterized for fatty acid composition by gas chromatography. 
Both presented high amounts of unsaturated fatty acids, emphasizing the 
essential linoleic acid (C18: 2n6). Then, acidolysis reactions were carried out, 
aiming at the selection of the fatty acid and the biocatalyst. For the grape oil, 
values of degree of incorporation (ID,%) ranging from 23.62±1.34 to 
34.53±0.05% were obtained. The best results were obtained using C10:0 as 
fatty acid and Lipozyme RM IM lipase (34.53 ± 0.05%). For cotton oil, the 
best ID results were also obtained using C10 and Lipozyme RM IM lipase 
(36.63 ± 0.23%), and ID ranged from 22.92 ± 4.35 to 36.63 ± 0.23%. Finally, 
an experiment planning (DCCR) was carried out, which evaluated the 
influence of molar ratio and temperature on the degree of incorporation, 
observing that only molar ratio had a significant influence on the degree of 
incorporation. In relation to the fixed bed acidolysis reactions, these were 
conducted using 1 hour spatial time, and the maximum ID was around 35% 
for both oils. Conclusion: in view of the above, it was possible to synthesize 
MLM type dietary triglycerides from the grape and cottonseed oils, using 
batch and fixed bed reactors. 
 
Key-words: MLM-type triglycerides; Grape seed oil; Cotton oil; Reactors.
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1. Introdução 

As exigências do consumidor por produtos mais saudáveis, 

associadas às novas descobertas científicas sobre os efeitos de diversos 

alimentos na saúde humana, têm motivado a busca por processos 

adequados à produção de alimentos com características específicas. Entre 

eles, os óleos e gorduras modificadas têm recebido especial atenção, graças 

à importância do consumo adequado dos mesmos na dieta visando à 

promoção e manutenção da saúde. São os denominados Lipídeos 

Estruturados (1), óleos e gorduras, modificados química ou enzimaticamente 

que apresentam propriedades nutracêuticas (2). 

Dentre estes novos produtos apreciados pelos consumidores, pode-se 

citar os triglicerídeos do tipo MLM, que possuem ácidos graxos de cadeia 

média M, em posições sn-1 e sn-3, e de cadeia longa L, na posição interna 

sn-2 da molécula de triglicerídeo. O interesse por MLM aumentou, pois, 

apresentam baixa caloria e são indicados para pessoas com deficiências 

metabólicas. Os triglicerídeos MLM podem ser sintetizados por via química 

ou enzimática (3-5).  

A síntese enzimática destes compostos é normalmente catalisada por 

lipases (glicerol éster hidrolases – EC 3.1.1.3), biocatalisadores que 

catalisam reações tanto em meio aquoso como em meio orgânico. Este 

fenômeno é primariamente devido à sua capacidade de utilização de uma 

ampla gama de substratos, à sua estabilidade frente à temperatura, pH e 

solventes orgânicos, e também à sua quimio-regio e enantiosseletividade. 

Estas enzimas têm sido utilizadas em diversos segmentos industriais, como 
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o setor alimentício, farmacológico, oleoquímico, formulação de detergentes, 

entre outros (6-7). 

Existem muitas vantagens na produção dos lipídios estruturados por 

via enzimática, pois as reações catalisadas por lipases apresentam menores 

efeitos nocivos quando comparadas às catalisadas por agente químicos, 

principalmente relacionadas a não produção de subprodutos tóxicos que 

agridem o meio ambiente; porém a maior vantagem, do uso de lipases é a 

capacidade destas de incorporar ácidos graxos em posições específicas 

sobre o esqueleto de glicerol produzindo lipídios  com melhores 

propriedades funcionais ou  também aumentando a biodisponibilidade desta 

molécula (8). 

No entanto, a aplicação industrial da biocatálise não é tão imediata, 

devido à estabilidade operacional de uma enzima depender de uma série de 

fatores que limitam sua utilização em escala industrial (3 ,9).   É de 

conhecimento que a utilização de derivados enzimáticos (enzimas 

imobilizadas) pode favorecer a utilização industrial, pois há o aumento da 

estabilidade operacional da enzima assim como sua reutilização (10).  

O emprego desses biocatalisadores em processos em escala 

laboratorial tem sido realizado em diferentes configurações de reatores. A 

seleção do reator mais apropriado para um dado bioprocesso depende das 

características da bioconversão e de condições reacionais e cinéticas 

ligadas ao biocatalisador, que vão determinar o modo de operação e as 

características do fluxo (11). Existem diferentes configurações de reatores 

utilizadas, porém, para processos enzimáticos são utilizados principalmente 
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quatro tipos: o de tanque agitado (operando em modo batelada ou contínuo), 

os reatores de leito fixo e os de leito fluidizado (12-14). 

 Para as reações de acidólise em reatores de tanque agitado e leito 

fixo foram selecionados os óleos de semente de uva e algodão devido ao 

alto valor nutricional que apresentam, além de terem sido pouco explorados 

nestas reações visando-se à obtenção de TAGs dietéticos. O óleo de 

semente de uva possuí alto conteúdo de ácidos graxos insaturados, como o 

essencial ácido linoleico (58 a 78%), maior que em outros óleos como milho 

(34 a 66 %) e soja (48 a 59%) (15). Além de apresentar uma alta quantidade 

de compostos antioxidantes, como tocoferol (vitamina E), o tocotrienol e os 

fitosferóis, compostos possuem capacidade anti-arteriosclerótica (16-17). 

Além disso, atualmente existe um interesse crescente na exploração dos 

resíduos gerados pela indústria do vinho (18-19).  

 Com relação ao óleo de algodão, destaca-se o fato deste ser rico em 

vitamina E (antioxidante natural que auxilia no combate aos radicais livres), 

além de ser uma fonte equilibrada dos ácidos graxos essenciais ômegas 3 e 

6, o óleo de algodão possuí boa estabilidade térmica, podendo ser utilizado 

amplamente em processos da indústria alimentícia (20). Vale ressaltar que a 

utilização do óleo de algodão contribui para a valorização da produção de 

algodão do pequeno produtor, uma vez que o caroço do algodão pode ser 

vendido para a indústria alimentícia (21-23). Neste contexto, o objetivo do 

presente trabalho foi otimizar a síntese enzimática de triglicerídeos dietéticos 

do tipo MLM, por acidólise de óleos vegetais, semente de uva e algodão,  e 
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ácidos graxos de cadeia média, caprílico e/ou cáprico, em reator de tanque 

agitado e leito fixo. 
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2. Revisão de literatura 

2.1. Óleos e gorduras 

Óleos e gorduras são componentes essenciais da dieta humana e 

possuem também um amplo leque de aplicações industriais. Desempenham 

duas importantes funções na alimentação humana: fornecer energia e 

transportar agentes químicos orgânicos solúveis como os ácidos graxos 

essenciais, as vitaminas e os hormônios (24-25).  

Os ácidos graxos podem ser de origem animal ou vegetal. Diferem 

entre si pelo comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, pelo número e 

posição de suas duplas ligações. Portanto, as propriedades físicas, químicas 

e nutricionais dos óleos e das gorduras dependem da composição, estrutura 

e distribuição dos ácidos graxos. Os ácidos graxos são divididos em 3 

classes, os de cadeia curta que são aqueles com até seis carbonos, de 

cadeia média que são aqueles que possuem mais de seis carbonos e menos 

de doze e os de cadeia longa  que são aqueles ácidos graxos que possuem 

mais do que doze carbonos (26).  

Uma importante classe de ácidos graxos são os essenciais, aqueles 

que o organismo humano é incapaz de produzir, tornando-se necessária sua 

ingestão através da alimentação (27). Existem dois ácidos graxos 

essenciais, o ácido linoleico (ômega-6, C18:2) e o ácido linolênico (ômega-3, 

C18:3). O ácido graxo ômega 3 é encontrado principalmente nos peixes e 

óleos destes (28). Por outro lado, as melhores fontes alimentares de ácido 

graxo ômega 6 são os óleos vegetais convencionais. A importância destes 

ácidos graxos está na sua capacidade de se transformar em ácidos poli-



13 

 

 

insaturados de cadeia longa, que desempenham papel fundamental no 

crescimento, manutenção e funcionamento de processos fisiológicos (29). 

Na Figura 1 estão apresentadas as fórmulas estruturais dos ácidos graxos 

essências, linoleico e linolênico. 

 

 

 

Fonte: 15  

Figura 1. Fórmulas estruturais dos ácidos graxos essências, linoleico e 

linolênico. 

Atualmente, muito tem se falado na síntese dos lipídeos estruturados, 

definidos como lipídeos que foram modificados quimicamente ou 

enzimaticamente (1), com o objetivo de conferir características específicas 

aos triglicerídeos. A síntese de lipídeos estruturados empregando lipases 

permite não somente modificar ou melhorar as características físicas e 

químicas dos óleos e gorduras, como também confere propriedades 

nutricionais aos triglicerídeos (30). O valor nutricional de um triglicerídeo 

depende tanto da composição em ácidos graxos quanto da distribuição 

posicional dos grupos acila na molécula. A composição molecular dos 

triglicerídeos é importante porque a biodisponibilidade depende deste fator, 

uma vez que apenas a composição em ácidos graxos pode não ser 

suficiente para definir o valor nutricional (2). A literatura relata, por exemplo, 

que a relação entre a ingestão de determinados tipos de ácidos graxos, 

através do consumo de óleos e gorduras, promove efeitos benéficos à saúde 

Ácido Linoleico 
C18:2, n-6 

 
 

 
Ácido Linolênico 

C18:3, n-3  

  

Ácidos 
Graxos 

essenciais  
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como, a diminuição dos níveis de colesterol (LDL) e os riscos de doenças 

cardiovasculares (1).   

Exemplos de lipídeos estruturados obtidos por modificação enzimática 

de óleos e gorduras, incluem os substitutos da gordura de leito humano, os 

substitutos da manteiga de cacau, os triglicerídeos ricos em ácidos graxos 

específicos (ômegas 3 e 6), e os triglicerídeos de baixa caloria, chamados 

dietéticos (31).  

2.2. Triglicerídeos de baixa caloria  

Os triglicerídeos de baixa caloria são sintetizados visando-se a 

obtenção de aplicações nutricionais específicas, para atender à crescente 

necessidade de alimentos mais saudáveis (1). 

Sabe-se que a posição dos ácidos graxo nas moléculas dos 

triacilgliceróis (sn-1, sn-2 e sn-3) pode  ter um impacto significativo no 

metabolismo humano (4). Portanto, os triglicerídeos de baixa caloria podem 

ser de diferentes tipos: (i) SLS, um TAG (triglicerídeo) com ácidos graxos de 

cadeia curta, S, nas posições sn-1 e sn-3, e de cadeia longa, L, na posição 

interna; (ii) MLM, um TAG com ácidos graxos de cadeia média, M, nas 

posições sn-1 e sn-3, e de cadeia longa, L, na posição interna; e (iii) MMM, 

um TAG com ácidos graxos de cadeia média, M, em todas as posições do 

da cadeia de TAG (31).   

Esta classe de lipídeos estruturados apresenta menor valor calórico do 

que os óleos e gorduras convencionais (31).Além disso, devido o seu 

tamanho reduzido e maior solubilidade em relação ao ácido graxo de cadeia 

longa, os ácidos graxos de cadeias curta e média são transportados 
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diretamente para o fígado, proporcionando assim uma rápida fonte de 

energia (32). Adicionalmente, os monoglicerídeos restantes, como ácidos 

graxos de cadeia longa na posição sn-2, são facilmente absorvidos através 

da via linfática, sendo incorporados a diferentes tecidos (33-34).  

Especificamente neste trabalho, propõe-se a síntese de triglicerídeos 

dietéticos do tipo MLM. O interesse por estes TAGs aumentou 

recentemente, devido à sua principal característica nutricional, isto é, 

apresentarem baixa caloria. Portanto, são indicados para o controle da 

obesidade e também para as pessoas que apresentam de má absorção de 

gordura e outros problemas metabólicos (3-4). Podem ser administrados por 

via oral, através de sondas ou misturados a outros alimentos, no tratamento 

de pacientes que apresentam dificuldades metabólicas relacionadas a 

doenças como AIDS, fibrose cística, cirrose e anorexia. Também são usados 

em pacientes severamente desnutridos (2). 

Os triglicerídeos dietéticos do tipo MLM podem ser sintetizados por via 

química ou enzimática. Dependendo do tipo de substrato disponível, podem 

ser usados os seguintes métodos de produção: (i) alcoólise; (ii) acidólise e 

(iii) interesterificação (35).   

A síntese enzimática de lipídeos estruturados é normalmente 

catalisada por lipases 1,3 específicas. A reação de acidólise, catalisada por 

lipases, têm sido bastante empregada para se introduzir os ácidos graxos 

cáprico e caprílico nas posições sn-1 e sn-3 de diferentes óleos vegetais (36-

39), mantendo-se os ácidos graxos insaturados de cadeia longa na posição 

sn-2, tornando a absorção destes mais eficiente (34).   
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2.3. Lipases e suas aplicações 

As lipases (EC 3.1.1.3) constituem um importante grupo de enzimas 

para aplicações biotecnológicas. São amplamente encontradas na natureza, 

sendo obtidas de fontes animais, vegetais e principalmente  microbiana. Vale 

ressaltar que a origem do biocatalisador implica diretamente em suas 

propriedades catalíticas (40).  

Estes biocatalisadores são responsáveis pela hidrólise total ou parcial 

do triacilglicerol (TAG) numa interface óleo-água (41), atuando sobre as 

ligações ésteres presentes na molécula e promovendo a liberação de ácidos 

graxos e glicerol (42). Como as lipases são capazes de catalisar tanto a 

hidrólise quanto a reação inversa, ou seja, a síntese de ésteres, os dois 

processos básicos podem ser combinados numa sequência lógica para 

resultar em reações de transesterificação (acidólise, alcoólise e 

interesterificação), dependendo dos reagentes empregados (43).  

Na Figura 2 estão apresentadas de forma simplificada as reações de 

interesterificação, acidólise e alcólise. 

 

Fonte: 44 

Figura 2. Esquema reacional das reações de interesterificação, 

acidólise e alcólise. 
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Além de serem os únicos biocatalisadores capazes de hidrolisar 

moléculas de triacilgliceróis, as lipases vem ganhando destaque por 

demonstrar melhor desempenho nas reações de síntese do que os 

processos químicos. Este fato relaciona-se a uma propriedade que só a 

lipase tem, que é a sua quimio-regio e enantiosseletividade, característica 

que possibilita a aplicação desta enzima em sínteses com alto grau de 

especificidade (6-7). 

Com base na especificidade destes biocatalisadores, as lipases podem 

ser divididas em três grupos. 

 Lipases não especificas: hidrolisam os triglicerídeos, 

diglicerídeos e monoglicerídeos em qualquer uma das três posições (sn-1, 

sn-2 ou sn-3) (41, 45, 46). 

 Lipases 1,3 especificas: hidrolisam apenas as posições sn-1 e 

sn-3 dos triglicerídeos (41, 45, 46). 

 Lipases ácido graxo especificas: catalisam a hidrólise de 

ésteres com ácidos graxos de cadeia longa com duplas ligações cis entre C-

9 e C-10 (41, 45, 46). 

As lipases estão sendo cada vez mais aplicadas em diversos ramos 

industriais, devido às grandes vantagens que tem demonstrado quando 

comparada sua síntese com a síntese química. São importantes 

catalisadores para indústria farmacêutica, na síntese de drogas que não 

possuem efeitos colaterais e também são amplamente utilizadas em 

alimentos (produtos lácteos), produção de detergentes, processamento do 
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couro, indústria de papel, e vem ganhando destaque a produção de forma 

limpa de biodiesel (47-48). 

Com a ampla aplicabilidade destes biocatalisadores, as lipases vêm 

ganhando destaque no uso para catalisar as reações de acidólise entre 

óleos vegetais e ácidos graxos de cadeia média, para produzir os TAGs 

ditéticos, desta forma foram selecionados os óleos de semente de uva e 

algodão, por serem óleos ricos nutricionalmente e pouco explorados neste 

tipo de reação. 

2.4. Matérias-primas 

Com o crescimento pela busca por alimentos mais saudáveis, é que 

se tem explorado o uso de óleos vegetais para produção de lipídios 

estruturados. Alguns óleos como, soja, canola, abacate, azeite de oliva, 

linhaça, girassol, entre outros, estão sendo muito explorados para a síntese 

de triglicerídeos dietéticos, visando gerar um produto final com maior 

funcionalidade aos consumidores (3, 4, 5, 30, 34, 49, 50). 

 Para a síntese dos triglicerídeos dietéticos do tipo MLM, foram 

selecionados os óleos de semente de uva e de algodão, justificados 

principalmente pelo valor nutricional e o fato de que ambos não foram ainda 

muito explorados na literatura em reações de acidólise visando-se à 

obtenção de TAGs dietéticos. Os óleos mais utilizados para síntese dos 

triglicerídeos do tipo MLM são os óleos de soja e oliva.  

 A seleção do óleo de semente de uva deve-se ao alto conteúdo de 

ácidos graxos insaturados, como o ácido linoleico (72 a 76%, m/m), maior 

que em outros óleos como girassol (60 a 62%) e soja (50 a 55%) (51-52). 
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Estudos têm demonstrado que o óleo de semente de uva apresenta diversas 

atividades farmacológicas, como propriedades contra a oxidação das 

lipoproteínas de baixa densidade, prevenção de trombose e doenças 

cardiovasculares, redução do colesterol, dilatação dos vasos sanguíneos, e 

regulação do sistema nervoso autônomo (51-52).  

 Por apresentar características tão atrativas é que a aplicação do óleo 

de semente de uva vem crescendo, principalmente na indústria de 

alimentos.  Este óleo já está sendo usado como substituinte da gordura de 

porco em derivados cárneos (salames, mortadelas, hambúrgueres), para 

diminuição do colesterol, dos ácidos graxos saturados e taxa calórica nos 

produtos e também sendo empregado na produção de nano emulsões para 

encapsulação de antioxidantes instáveis, como o resveratrol (17, 53). 

 Além da indústria de alimentos outros ramos industriais usam o óleo 

de semente de uva como matéria prima de seus produtos, sendo elas a 

farmacêutica e a cosmética, justamente pelo fato do óleo ser rico em 

antioxidantes naturais. Esses compostos estão relacionados ao controle de 

doenças circulatórias e inibição do envelhecimento da pele devido ao 

estresse oxidativo causado pelos raios ultravioletas (54). 

 Com uma ampla gama de aplicações é do óleo de semente de uva, é 

importante destacar que atualmente existe um interesse crescente na 

exploração dos resíduos gerados pela indústria de vinho (55). As sementes 

representam em torno de 15% do resíduo sólido produzido e contêm de 14 a 

17% de óleo (51, 56).  
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 Com relação ao óleo de algodão, a seleção para este trabalho se 

justifica pelo fato de ser rico em antioxidantes naturais como a vitamina E 

(tocoferol) e o gossipol, além de ser uma fonte equilibrada dos ácidos graxos 

essenciais ômegas 3 e 6 (21).  O óleo de algodão apresenta um rendimento 

superior aos outros e também maior resistência à oxidação, o que permite 

ser utilização por mais vezes com boa qualidade e características sensoriais 

aos alimentos (22). 

 Apesar de grande parte do óleo de algodão ter sua aplicação 

direcionado para a síntese de biodiesel (57), sua utilização na indústria de 

alimentos vem crescendo. Este óleo já está sendo usado na substituição 

parcial do óleo de palma na produção de cookie, sem alterar as 

características, físico-químicas e sensoriais do produto (58). Além disso, 

devido a sua estabilidade térmica, o óleo de algodão está sendo empregado 

em processos de fritura de alguns alimentos como substituto do óleo de soja 

e da gordura hidrogenada (22). 

 Finalmente, a utilização do óleo de algodão constitui uma forma de se 

agregar valor à produção de algodão do pequeno produtor, uma vez que o 

caroço do algodão pode ser vendido para a indústria alimentícia. Isso é 

importante, uma vez que pode aumentar a renda e estimular o pequeno 

produtor a permanecer nesta atividade agrícola (23).  

 Ressalta-se também que os óleos de semente de uva e algodão 

foram selecionados devido as estes terem sido pouco explorado para uso 

em reações de acidólise catalisadas por lipases.  
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 Além da matéria prima, outro fator importante interfere diretamente 

nas reações enzimáticas, que é a configuração correta do biorreator a ser 

empregado. Para as reações de acidólise as principais configurações 

empregadas para a produção dos triglicerídeos dietéticos, são reatores de 

tanque agitado (batelada e contínuo) e de leito fixo e/ou empacotado (14). 

2.5. Biorreatores enzimáticos 

 Industrialmente, o sucesso do emprego de enzimas não foi imediato. 

Estes biocatalizadores em sua forma livre são muito instáveis aos processos 

industriais, que na maioria dos casos envolvem condições extremas de pH e 

temperatura, responsáveis pela perda da atividade dos catalisadores ou 

desnaturação. Com o tempo técnicas para dar maior estabilidade e estas 

moléculas foram surgindo, e atualmente a principal delas é a imobilização 

(59). 

A imobilização de uma enzima nada mais é que a ligação deste 

biocatalisador um material suporte hidrofóbico de origem conhecida. Existem 

diferentes métodos de imobilização enzimática, sendo os principais: 

confinamento, encapsulação, adsorção (ligação iônica ao suporte), ligação 

covalente (unipontual e multipontual) e reticulação (60). Uma enzima 

imobilizada tem muitas vantagens sobre um biocatalisador em sua forma 

livre, sendo a principais delas: estabilidade térmica, estabilidade ao pH, 

estabilidade a solventes e ácidos orgânicos e a reutilização do derivado 

imobilizado por várias vezes no processo catalítico (59, 61).  

A imobilização possibilitou o emprego dos derivados imobilizados em 

bioprocessos realizados em biorreatores, possibilitando uma maior 
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quantidade de produto após a catálise. Um reator ou biorreator enzimático 

pode ser definido como o equipamento no qual o derivado imobilizado é 

colocado em contato com o substrato, em condições de pH e  temperatura 

pré estabelecidos (62). 

A escolha do melhor tipo de reator a ser empregado no processo 

depende de inúmeras condições, como as descritas por Christopher et al. 

(63) e Poppe et al. (14): 

 Características físicas do suporte: molécula, fibra ou membrana; 

 Características físicas do substrato: suspensão coloidal, fluído ou 

suspensão sólida; 

 Condições operacionais: temperatura, pH e fluxo controlados; 

 Reações químicas: reação entre suporte e substrato, possível inibição 

da reação enzimática por excesso de substrato e produto ou ambos; 

 Substituição de biocatalizador e reativação: tempo reacional; 

 Construção do biorreator: determinar a geometria e as condições 

hidrodinâmicas do fluído (substrato); 

 Custo operacional: energia, manutenção e alimentação do biorreator; 

 Modo de operação: batelada ou contínuo (específico para o tipo de 

processo, formato do suporte e condição física do substrato). 

Existem diferentes configurações de reatores, porém, para processos 

enzimáticos são utilizados principalmente quatro tipos: o de tanque agitado 

(operando em modo batelada ou contínuo), os reatores de leito fixo e os de 

leito fluidizado (12-14). A seguir serão apresentados os quatro tipos de 

reatores e suas principais características.  
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Entrada 
Saída 

 Reator de tanque agitado (batelada e continuo): é a configuração mais 

simples de reator, onde substrato e enzima são colocados em contado sob 

agitação e temperatura controlados e tempo reacional pré-estabelecido. A 

separação do produto e do biocatalisador pode ser feitas por diferentes 

formas, sendo elas, centrifugação, filtração ou decantação. As vantagens do 

uso desse biorreator são: alto grau de dispersão do substrato, uso de 

equipamentos com estrutura simples e reação de fácil controle.  Já as 

desvantagens estão associadas à baixa taxa de coversão de substrato em 

produto, tempo gasto no descarregamento, limpeza e recarregamento do 

reator e em alguns casos, devido a agitação, cisalhamento do suporte. 

Porém essas desvantagens podem ser superadas operando este reator de 

forma contínua, colocando-se uma membrana na saída do reator e 

coletando o produto periodicamente (14, 59, 63, 64, 65, 66). Na Figura 3 

apresenta-se de forma simples o desenho do reator de tanque agitado 

(batelada e contínuo).  

 

 

 

                                                            

                  

 

 

                                                     Fonte: 14 

Figura 3. Representação de um tanque agitado (batelada e contínuo) 

Reatores de tanque agitado 

Batelada                                      Contínuo 
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Entrada 

Saída 

 Reator de leito empacotado (leito fixo): os reatores de leito 

empacotado são reatores de coluna. Eles recebem este nome, pois o 

derivado imobilizado é fixo dentro da coluna e o meio é bombeado em toda 

ela sob um fluxo especifico o que determinará o tempo espacial deste 

biorreator. Os suportes utilizados neste biorreator não devem ter menos que 

0,05 mm, pois a pressão precisa ser mantida estável. São reatores 

normalmente utilizados para reações em grande escala devido sua alta 

eficiência, facilidade de montagem e operação. Contudo, este tipo de reator 

possuí algumas desvantagens, como facilidade de obstrução do leito, 

formação de caminhos preferenciais e ineficiência de transferência de massa 

e calor (67-73). Na Figura 4, apresenta-se de forma simplificada, um reator 

de leito empacotado, operado em modo contínuo. 

 

 

 

 

                                      Fonte: 14. 

Figura 4. Representação de um reator de leito empacotado.  

 Reator de leito fluidizado: este tipo de reator é uma variação do reator 

de leito empacotado, que opera apenas no modo de fluxo ascendente. O 

reator de leito fluidizado é alimento de uma forma que o fluxo movimenta as 

moléculas do leito (fluidiza). A expansão do leito durante as reações 

depende de vários fatores, sendo os principais: natureza do suporte, 
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Entrada 

Saída 

velocidade do fluxo, geometria do reator e viscosidade do substrato utilizado 

na alimentação. A vantagem do uso deste biorreator é que neste, o leito 

pode ser composto por moléculas menores sem prejudicar a pressão do 

meio, evitando a formação de caminhos preferenciais.  Para ter eficiência, 

este reator necessita de menor carga enzimática, porém sua maior 

desvantagem está relacionada ao aumento de escala ocasionando 

interferências na taxa de fluxo do substrato que causam efeitos inesperados 

sobre o taxa de conversão devido a mudanças complexas no padrão do 

fluxo. Na Figura 5 apresenta-se o desenho simplificado de um reator de leito 

fluidizado (74-77). 

 

 

 

 

 

 
                                                                          Fonte: 14. 

Figura 5. Representação de um reator de leito fluidizado. 

A produção de triglicerídeos dietéticos utilizando reatores vem sendo 

amplamente explorada utilizando principalmente os óleos de soja e azeite. 

Para a execução deste trabalho foram selecionados os reatores de tanque 

agitado operando em regime batelada, uma vez que esta é a mais utilizada 

para a produção de triglicerídeos dietéticos e o reator de leito fixo e/ou 

empacotado, ainda pouco explorada para este tipo de reação (4, 30). 
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3. Proposição 

Objetivo: otimizar a síntese enzimática de triglicerídeos dietéticos do tipo 

MLM, por acidólise de óleos vegetais, semente de uva e algodão,  e ácidos 

graxos de cadeia média, caprílico e/ou cáprico, em reator de tanque agitado.  

E após seleção das melhores condições reacionais realizar reações em 

reator de leito fixo.  

Etapas do projeto 

1. Caracterizar as matérias primas e estabelecimento de metodologias 

de análise dos produtos de reação; 

2. Selecionar o ácido graxo e do biocatalisador adequado para catalisar 

a síntese enzimática de triglicerídeos dietéticos do tipo MLM;  

3. Avaliar a influência da temperatura e razão molar ácido:óleo nas 

reações de acidólise em regime batelada;  

4. Realizar reações de acidólise enzimática em reator de leito fixo 

operando em modo contínuo. 
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4. Material e métodos 

4.1. Material  

4.1.1.  Biocatalisadores  

 As enzimas comercialmente imobilizadas utilizadas como 

biocatalisadores foram: Lipozyme TL IM (Thermomyces lanuginosa), 

Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei) e Novozym 435 (Candida antarctica), 

gentilmente cedidas pela empresa Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark). A 

lipase de pâncreas de porco foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich. 

4.1.2. Matérias primas   

 Os óleos vegetais utilizados foram de semente de uva e algodão 

(Distriol, São Paulo, BRASIL). Os ácidos graxos utilizados foram o ácido 

cáprico (Merck, Darmstadt, ALEMANHA) e o ácido caprílico (Sigma Aldrich, 

São Paulo, BRASIL). 

4.2. Métodos 

4.2.1. Determinação da atividade hidrolítica  

Foi utilizado o método titulométrico usando emulsão de azeite de 

oliva. A emulsão foi constituída por água:azeite de oliva:goma arábica (50%: 

50%:7% sobre o valor da água m/m/m). A hidrólise ocorreu na temperatura 

de 37 ºC, sob agitação (200 rpm) em banho Dubnoff (Marconi, São Paulo, 

BRASIL), por 5 minutos. Para a inativação da enzima foram adicionados 10 

mL de álcool:acetona:água (1:1:1v/v/v). Adicionou-se hidróxido de potássio 

(0,05 M) em excesso, o qual foi titulado com ácido clorídrico (0,05 M), 

previamente padronizado (78 modificado). Uma unidade de atividade (U) é 

definida como a quantidade de enzima que liberou 1 μmol de ácido graxo 
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por minuto, nas condições do ensaio. A equação 1 representa o cálculo de 

atividade hidrolítica. 

mt

MVV
gUA ab

.

10.).(
)/(

6
       (1) 

Onde: 

Vb = volume médio de solução de HCl utilizado nos brancos (L);  Va = o 

volume de HCl utilizado na amostra (L);  M =  molaridade da solução de HCl;  

m = massa de enzima (g);  t = tempo em minutos de incubação da enzima 

no substrato. 

4.2.2. Determinação da atividade enzimática de esterificação 

A atividade de esterificação foi quantificada pelo consumo de ácido 

oleico. A reação de esterificação do ácido oleico (10,1 mL) etanol (1,9 mL), 

ocorreu a 40 °C, sob agitação magnética (200 rpm), por 1 hora. Foram 

adicionados de 0,2 g de enzima ao meio reacional e alíquotas de 300 µL 

foram retiradas nos tempos 0, 10, 20, 30, 40 e 60 minutos de reação. As 

amostras foram diluídas em 10 mL de acetona:etanol:água (1:1:1 v/v/v). A 

quantidade de ácido oleico consumido foi determinada por método 

titulométrico com solução de hidróxido de sódio 0,02 M, previamente 

padronizada. Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade 

de enzima que consumiu 1µmol de ácido graxo por minuto, nas condições 

do ensaio (79).  
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4.2.3. Determinação de umidade dos biocatalisadores 

A umidade do biocatalisador foi quantificada diretamente em balança 

de secagem acoplada com lâmpada de infravermelho (MARTE ID 50, São 

Paulo, BRASIL). 

4.2.4. Caracterização dos óleos de semente de uva e algodão  

Os índices de acidez (método Ca 5a-40) e peróxido (método Cd 8b-

90) foram determinados de acordo com os métodos oficiais da American Oil 

Chemist's Society (80).  

4.3. Reações de acidólise em reator de tanque agitado 

4.3.1. Estabelecimento da metodologia de analise do produto: reação 

com azeite 

Foi efetuada reação de acidólise utilizando azeite de oliva da marca 

Carbonell estra virgem, ácido cáprico e Lipozyme TL IM em reator de vidro, 

encamisado (diâmetro interno de 3 cm, altura de 6 cm), operando em regime 

batelada. A reação ocorreu sob temperatura de 45 ºC, com agitação 

constante de 400 rpm, razão molar óleo:acido (1:2), porcentagem de enzima 

de 5% (em relação á massa de óleo) e 30 g de meio reacional total (azeite + 

ácido). Este procedimento foi efetuado para fim de verificar-se a 

incorporação do ácido graxo adicionado, seguindo as condições 

estabelecidas pela literatura (4), e assim dar prosseguimento às reações de 

interesse, envolvendo os óleos de semente de uva e algodão, os ácidos 

graxos cáprico e/ou caprilíco e as lipases Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM 

e Novozym 435.  
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4.3.2. Reações de acidólise para síntese de triglicerídeos dietéticos 

(MLM) a partir dos óleos de semente de uva e algodão 

Foram efetuadas reações de acidólise entre os óleos vegetais 

(semente de uva e algodão) e os ácidos graxos (caprílico e/ou cáprico), em 

reator de vidro encamisado (diâmetro interno de 3 cm, altura de 6 cm), 

operando em regime batelada, catalisados por três lipases comerciais 

imobilizadas (Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM e Novozym 435). Na Figura 

6 está apresentado o esquema reacional para obtenção dos TAGs ditéticos 

em reator de tanque agitado operando em batelada. 

  

 

Figura 6. Esquema reacional para obtenção dos TAGs ditéticos em reator 

de tanque agitado operando em batelada: (1) agitador magnético; (2) reator 

de tanque agitado com meio reacional; (3) entrada da água de recirculação; 

(4) saída da água de recirculação.  
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As reações (30 g de meio reacional) ocorreram sob temperatura de 

45 ºC, com agitação constante de 400 rpm em agitador magnético com 

auxílio de barra magnética de 7mm de diâmetro X 20mm de comprimento, 

razão molar óleo:ácido (1:2) e porcentagem de enzima de 8%. Foram 

coletadas amostras nos tempos 0 e 24 horas, e estas foram quantificadas 

com relação à acidez, peróxido, composição em ácidos graxos e posição sn-

2. A partir destes resultados, selecionou-se o ácido graxo a ser incorporado 

em cada um dos óleos vegetais, bem como o melhor biocatalisador para 

catálise das reações.  

  A Tabela 1 apresenta a descrição das misturas das reações de 

acidólise com óleo de semente de uva e algodão.  

Tabela 1. Reações de acidólise com óleo de semente de uva e algodão. 

Ácido graxo Óleo Enzima Código 

Caprílico Algodão Lipozyme TL IM C8.AL.TL 

Caprílico Algodão Lipozyme RM IM C8.AL.RM 

Caprílico Algodão Novozym 435 C8.AL.435 

Caprílico Uva Novozym 435 C8.UV.435 

Caprílico Uva Lipozyme TL IM C8.UV.TL 

Caprílico Uva Lipozyme RM IM C8.UV.RM 

Cáprico Uva Lipozyme TL IM C10.UV.TL 

Cáprico Uva Lipozyme RM IM C10.UV.RM 

Cáprico Uva Novozym 435 C10.UV.435 

Cáprico Algodão Novozym 435 C10.AL.435 

Cáprico Algodão Lipozyme TL IM C10.AL.TL 

Cáprico Algodão Lipozyme RM IM C10.AL.RM 
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4.3.3. Planejamento experimental (DCCR) 

Após a seleção do melhor sistema reacional (óleo:ácido e lipase), 

avaliou-se a influência da razão molar (RM) óleo: ácido caprílico (ou cáprico) 

e da temperatura (T) na reação de acidólise, visando-se otimizar as 

condições reacionais que maximizem a incorporação de ácido caprílico (ou 

cáprico). Foi empregado um planejamento central composto rotativo (DCCR- 

Central Composite Rotatable Design) constituído por uma matriz fatorial 22, 

(níveis +1 e -1), complementada com quatro ensaios dos pontos axiais e a 

repetição do ponto central (Tabela 2).  

Tabela 2. Matriz codificada e descodificada do planejamento da reação de 

acidólise (DCCR), em função da temperatura (T) e da razão molar óleo/ácido 

(RM). 

  Variáveis 

codificadas 

Variáveis reais 

Exp. Etapa T RM T RM 

(óleo:ácido) 

1 

Planejamento 

fatorial 22 

-1 -1 45 1:2 

2 -1 +1 45 1:6 

3 +1 -1 65 1:2 

4 +1 +1 65 1:6 

5 

Região axial 

-1,41 0 41 1:4 

6 +1,41 0 69 1:4 

7 0 -1,41 55 1:1 

8 0 +1,41 55 1:7 

9  

Ponto central 

0 0 55 1:4 

10  0 0 55 1:4 

11 0 0 55 1:4 

 

Assumiu-se como resposta o grau de incorporação de ácido cáprico 

ao óleo de semente de uva. Os resultados experimentais obtidos foram 

tratados com o auxílio do programa Statistica, Statsoft, Tulsa, versão 6. O 
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modelo polinomial ajustado aos resultados experimentais foi validado 

através da realização de ensaios independentes, com diferentes valores de 

temperatura e razão molar, dentro do intervalo experimental considerado no 

estudo. 

4.4. Reações de acidólise em reator de leito fixo 

4.4.1. Caracterização hidrodinâmica do reator de leito fixo: distribuição 

do tempo de residência (DTR) 

4.4.1.1. Curva analítica do corante lipossolúvel 

Foi necessário a construção de uma calibração para a mistura 

(óleo+corante) lipossolúvel de Corante verde MIX. Foram preparadas 

soluções com concentrações distintas, e as leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro no comprimento de onde de 415 nm. As concentrações 

foram (g/L): 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 e 1,0. Com os resultados 

da média das absorbâncias, construiu-se um gráfico relacionando a 

absorbância com a concentração do traçador. 

4.4.1.2. Teste de traçador 

A caracterização da mistura no reator foi realizada a partir da 

determinação da dispersão axial, conforme Zanin (83). O desvio do 

comportamento ideal do escoamento do fluido no reator foi determinado 

através da curva de distribuição de concentração no fluxo de saída, usando-

se teste de traçador tipo pulso. O traçador utilizado foi uma solução de 

corante lipossolúvel (corante verde, grau alimentício da marca MIX).  
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Foram realizados diferentes testes, com massa de suporte (4, 5, 6 e 7 

g), vazão (0,14 e 0,36 mL/min.) e concentração (0,5, 1 e 5%) de traçador 

variados. As condições que se apresentaram ideais foram as que utilizaram 

6 g de suporte, vazão de 0,36 mL/min. e concentração de traçador de 1%. O 

teste foi realizado a uma temperatura de 65º C e razão molar de 1:4 

óleo:ácido, sendo estas estabelecidas a partir do planejamento de 

experimentos (item 4.3.3). A forma de operação foi contínua, utilizando uma 

bomba peristáltica da marca Gilson (Gilson's MINIPULS® 3) e reator de vidro 

encamisado (diâmetro interno de 2 cm, altura de 13 cm e volume de 40,82 

mL). Inicialmente (30 min.) o reator foi operado até estabilização das 

condições de temperatura, vazão e altura de leito. Em seguida, foi aplicado o 

pulso de traçador, o qual foi injetado na linha de alimentação do reator com 

auxílio de uma seringa contendo 0,5 mL de uma solução com concentração 

conhecida (1%). Na saída do reator, foram retiradas amostras de 5 em 5 

minutos, por 2 horas e 45 minutos, sendo que nas mesmas foi realizada a 

dosagem da quantidade de traçador pela leitura de absorbância a 415 nm , 

que foi convertida em concentração de corante através de uma curva 

“concentração versus absorbância” previamente estabelecida. Os resultados 

obtidos foram avaliados em um gráfico de concentração de traçador (mg/mL) 

em função do tempo (s), e utilizados para determinação do número de 

dispersão e tempo de residência (ZANIN, 1989).  

Para obter o volume útil do reator fez-se o cálculo apresentado na 

Equação 2.  Para verificar a formação de caminhos preferenciais, comparou-
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se o resultado do tempo espacial teórico obtido na Equação 3, com o 

resultado do tempo de residência médio, calculado pela Equação 4.  

enzimareatorútil VVV        (2) 

Onde: Vreator é o volume total de reator e Venzima é o volume ocupado pela 

enzima. 

O tempo deresidência teórico foi calculado de acordo com a Equação 

3. 

.Q

V

vol

útil       (3) 

Onde: Vútil  é o volume útil de reator e Qvol  vazão do reator (mL/min.). 

O tempo de residência médio foi calculado de acordo com Equação 4. 





0

dt)t(tEtm       (4) 

Onde: t é o tempo, E(t) é função de distribuição de  tempo de residência. 

A função de distribuição do tempo de residência (DTR), foi calculada 

pela Equação 5. 






0
dt)t(C

)t(C
)t(E       (5) 

Onde: C(t) corresponde à concentração do traçador em um determinado 

tempo (t) e o denominador da equação corresponde à área sob curva C(t) x 

t. 

4.4.2 Reações de acidólise para síntese de triglicerídeos dietéticos 

(MLM) a partir dos óleos de semente de uva e algodão 

A partir do resultado de tempo de residência médio (1 hora) obtido 

com o teste de traçador foram efetuadas as reações de acidólise com os 
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óleos vegetais (semente de uva e algodão) e o ácido graxo cáprico (C10:0), 

utilizando-se reator de vidro encamisado (diâmetro interno de 2 cm, altura de 

13 cm e volume de 40,82 mL), operando em regime contínuo e fluxo 

ascendente com auxílio  de uma bomba peristáltica da marca Gilson 

(Gilson's MINIPULS® 3) catalisadas pela lipase imobilizada Lipozyme RM IM. 

As reações ocorreram sob temperatura de 65 ºC, razão molar óleo:acido 

(1:4), 6 g de lipase imobilizada, vazão de 0,36 mL/min., e tempo de 

residência de 1 hora. Foram coletadas amostras nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 24 horas, e estas foram quantificadas com relação à 

acidez, peróxido, composição em ácidos graxos e posição sn-2. Na Figura 7 

está apresentada o esquema reacional para obtenção de TAGs dietéticos 

utilizado reator de leito fixo. 

 

 

Figura 7. Sistema reacional para obtenção de TAGs dietéticos utilizando 

reator de leito fixo: (1) reator de coluna; (2) meio reacional de alimentação; 

(3) bomba peristáltica; (4) produto. 
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4.5. Métodos para análise dos produtos de reação 

4.5.1. Separação dos triglicerídeos por neutralização dos ácidos graxos 

residuais  

Foram pesados 1,5 g da amostra (24 h). Após, foram adicionados 30 

mL de hexano e 10 mL da solução hidroalcóolica (30% etanol) de hidróxido 

de potássio (0,8 M). A mistura foi mantida sob agitação (500 rpm) e em 

seguida, foi mantida em repouso para separação de fases. A fase orgânica 

(superior) foi coletada, repetindo-se a extração dos triglicerídeos com 

hexano (10 mL) novamente. Com auxílio de um rotaevaporador, o solvente 

(hexano) foi extraído (40°C) e o triglicerídeo foi armazenado a baixa 

temperatura (6ºC), para posterior metilação, análise de composição em 

ácidos graxos e determinação da posição sn-2 (34). 

4.5.2.  Metilação dos triglicerídeos purificados 

A metilação foi realizada de acordo com ISO 12966-2 (81) modificado. 

Foram pesados aproximadamente 50 mg do triglicerídeos purificado (item 

4.2.7 em um vial de 20 mL. Adicionaram-se 2 mL de uma solução metanólica 

de hidróxido de sódio (0,2 M) e aqueceu-se (80ºC/15min), sob agitação 

vigorosa. Em seguida, a amostra foi resfriada e adicionaram-se 2 mL de uma 

solução metanólica de ácido sulfúrico (1 M). A amostra foi aquecida 

(80ºC/15min), sob agitação vigorosa e posteriormente resfriada.  Em seguida 

adicionou-se 1 mL de uma solução saturada de NaCl e 2 mL de hexano. A 

mistura foi agitada vigorosamente em vortex (30 segundos), sendo mantida 

em repouso para separação de fases. A fase superior (orgânica) foi 

transferida para outro vial de 20 mL, e o processo de extração com hexano 
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foi repetido por duas vezes. O hexano foi evaporado a 50 ºC em chapa de 

aquecimento e o triglicerídeo metilado foi armazenado a baixa temperatura 

(6ºC) para posterior análise em ácidos graxos.  

4.5.3. Composição em ácidos graxos 

A composição em ácidos graxos foi determinada por cromatografia 

gasosa, de acordo com o método Ce 2-66 da American Oil Chemist's 

Society (80). 

4.5.4. Análise da posição sn-2  

A composição em ácidos graxos na posição 2 do triaglicerídeo foi 

analisada de acordo com o procedimento de hidrólise por lipase de pâncreas 

de porco adaptado de Caballero et al. modificado (5). Em um tubo de 

centrífuga foram pesados 100 mg de lipase de Pâncreas de porco (LPP), 

adicionados 1 mL de tampão Tris (pH 8,0), 0,250 mL de sal biliar, 0,1 mL de 

cloreto de cálcio e por fim o  triglicerídeo (100 mg). A reação se deu na 

temperatura de 40ºC, em banho Maria, por 30 minutos. A hidrólise foi 

cessada com a adição de 1 mL ácido clorídrico (6M) e 1 mL éter. Após, a 

mistura foi centrifugada (5000 rpm/10 min) e a fase superior foi coletada e 

aplicada a uma placa de cromatografia de camada delgada (TLC). A placa 

de TLC (placa de sílica gel com indicador de fluorescência, 254 nm) foi 

levada para uma cuba contendo hexano, éter e ácido acético nas proporções 

de 70/30/1 v/v/v. Após a eluição da amostra, a placa foi revelada com uma 

solução alcoólica de 2,7 diclofluoresceína (0,2%) e a banda do 

monoglicerídeo foi raspada, estes foram extraídos adicionando-se éter etílico 
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(2 mL por 3 vezes) recolhendo a fase orgânica a qual foi evaporada, 

metilada e analisada em cromatógrafo gasoso (item 4.2.9).  

4.5.5. Determinação do grau de incorporação dos ácidos graxos (GI) 

O grau de incorporação (GI) foi calculado de acordo com a equação 6 

(82). 

100*
MT

MFA
(%)GI        (6) 

Onde:  MFA é o número de mols de ácidos graxos de cadeia média (C8:0 ou 

C10:0) no triglicerídeo e MT é o número de mols totais de ácidos graxos no 

triglicerídeo.   

 

4.5.6. Estabelecimento da metodologia de determinação de perfil de 

ácidos graxo 

Para estabelecimento da metodologia de determinação de perfil de 

ácidos graxos no Departamento de Alimentos e Nutrição, foram utilizados 

um mix de padrões de esteres de ácidos graxos (mix de FAMES, C4 à C25). 

Os testes foram realizados em um cromatógrafo a gás (PerkinElmer) 

utilizando-se  injetor Split,  detector de ionização por chama (FID) e coluna  

Supelcowax (L × I.D. 30 m × 0.32 mm, df 0.50 μm). A temperatura do injetor 

e do detector foi de 250ºC, sendo o modo de injeção split (1:10), utilizando-

se nitrogênio na vazão de 0,5 mL/min., como gás de arraste. A rampa de 

aquecimento do forno foi: temperatura inicial de 60ºC até 210ºC ( 20ºC/min); 

a temperatura de 210ºC foi mantida por 7 min., e uma taxa de  aquecimento 

20ºC/min., foi empregada para que fosse atingida a temperatura final de 

250°C, sendo esta mantida por 25 min.  
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5. Resultados 

5.1. Caracterização dos óleos de semente de uva e algodão 

5.1.1. Caracterização físico-química 

Inicialmente, as matérias primas (óleos vegetais) foram caracterizadas 

com relação às propriedades físico-químicas e composição em ácidos 

graxos. Com relação ás análises cromatográficas estas foram realizadas nas 

dependências do CEMPEQC, no Instituto de Química da UNESP. Na Tabela 

3 estão expressos os resultados da caracterização físico-química dos óleos 

de semente de uva e algodão. 

Tabela 3. Caracterização físico-química do óleo de semente de uva e 

algodão. 

Índice Óleo de semente de uva Óleo de algodão 

Acidez (mg KOH/g) 0,225 ± 0,021 

0,905 ± 0,148 

0,280 ± 0,000  

Peróxido (mEq/kg) 1,320 ± 0,431 

*média ±desvio padrão 

Os resultados (Tabela 3) apresentados mostraram que as matérias 

primas estão dentro dos padrões especificados (15): 0,6 mg KOH/g para 

acidez e 10 meq/kg para peróxido. Os valores obtidos para os índices de 

acidez e peróxido foram semelhantes, independentemente do óleo 

analisado. A determinação destes índices é de suma importância, pois a 

partir destes parâmetros é que um óleo pode ser considerado como 

adequado para ser empregado em alimentos ou utilizado como matéria para 

geração de outros produtos. 

O índice de acidez (Tabela 3) mostra a quantidade de ácidos graxos 

livres no óleo, portanto Pardo et al. (84) em seu estudo de caracterização do 
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óleo de semente de uva encontrou 0, 37 mgKOH/g de acidez no óleo da 

cultivar Monastrell, valor este próximo ao do presente estudo. Isaac e Ekpa 

(85), em sua pesquisa sobre aplicação de óleo de algodão para produção de 

biopolímeros, obtiveram um índice de acidez de 1,122 mg KOH/g, maior que 

o encontrado. 

A determinação do índice de peróxido (Tabela 3) avalia o quanto os 

ácidos graxos insaturados estão com suas duplas ligações rompidas. Desta 

forma Dalmolin et al. (86)  estudando sobre o comportamento do óleo de 

semente de uva na presença de dióxido e de carbono e etanol, encontraram 

índice de peróxido de 5 mEq/Kg, resultado este superior ao obtido no 

presente trabalho (Tabela 3). Os resultados obtidos por Dalmolin et al. (86), 

encontram-se dentro do especificado pela legislação vigente, mostrando que 

o óleo de semente de uva possui boa estabilidade oxidativa, isso por que, 

este óleo é rico em compostos antioxidantes, como o tocoferol e o tocotrienol 

(86-88).  

Com relação ao óleo de algodão, Adelola e Ndudi (89), em seu estudo 

de extração e caracterização do referido óleo, obtiveram um índice de 

peróxido de 9,25 meq/kg, valor este muito acima do apresentado (Tabela 3). 

5.1.2. Perfil em ácidos graxos 

Na Tabela 4 são apresentados os resultados das composições em 

ácidos graxos dos óleos de semente de uva e algodão, empregando-se 

cromatografia. Ressalta-se que estas análises foram efetuadas nas 

dependências do CEMPEQC, no Instituto de Química da UNESP.  
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Tabela 4. Perfil composicional do óleo de semente de uva e de algodão 

 
Óleo de 

semente de 
uva 

Óleo de 
Algodão 

Ácido 
Graxo 

% % 

C16:0 11,10 11,27 

C18:0 6,72 4,83 

C18:1n9 26,57 26,94 

C18:2n6 46,25 50,24 

C20:0 - 0,42 

C20:1 - 0,02 

C20:1 - 0,44 

C18:3n3 3,46 4,50 

C20:2 - 0,02 

C20:3 2,11 0,03 

C20:4 

C22:0 

NI* 

- 

1,16 

2,63 

0,05 

- 

1,24 

Total 100 

 

 

100 

 

 

                *NI = não identificados 

Alguns ácidos graxos não foram identificados (NI). Além disso, ambos 

os óleos apresentaram altas quantidades de ácidos graxos insaturados 

como ácido oleico (C18:1n9), ressaltando-se a alta quantidade do essencial 

ácido linoleico (C18:2n6). Por apresentar altas quantidades dos ácidos 

graxos oleico e linoleico e também por sua alta quantidade de tocoferol 

(vitamina E), poderoso antioxidante, é que o uso do óleo de semente de uva 

(MM=824,10g/mol) vem ganhando destaque e sendo aplicado em diferentes 

setores industriais, como por exemplo nas indústrias de alimentos e 

cosmética. Além de possuir características químicas atrativas, este óleo 
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apresenta suavidade no sabor e aroma agradável, tornando sua 

aplicabilidade ainda mais efetiva (90-95).  

A ingestão de óleos ricos nestes ácidos graxos traz grandes 

benefícios à saúde humana, ou seja, o consumo de óleos com grande 

quantidade de ácido oleico está associada à produção de oleoletanolamina, 

composto que promove o catabolismo e ajuda a dar saciedade na ingestão 

de alimentos (96). Além disso, o consumo deste ácido graxo ajuda na 

prevenção de doenças cardiovasculares, diminuição da LDL (proteínas de 

baixa densidade), supressão de tumorogênese e melhora de doenças 

inflamatórias (97-98). 

Já o consumo do essencial ácido linoleico está relacionado à redução 

de carcinogênese, aterosclerose, diabetes assim como promoção e auxilio 

na formação óssea e atua também como agente anti-inflamatório (99-100).  

Estudos relatam que as quantidades de ácido oleico em óleo de 

semente de uva podem variar de 10 a 22% e de ácido linoleico de 60 a 75% 

(101-103). De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, o óleo 

de uva empregado no presente trabalho apresenta teores de ácido oleico 

(26,57%) e linoleico (46,25%), respectivamente, um pouco acima e abaixo 

do que é relatado na literatura.   

Já o óleo de algodão (MM=852,70 g/mol) é mais utilizado na produção 

de biodiesel, porém seu emprego na indústria alimentícia tem aumentado. 

Isso porque, este óleo possui alta estabilidade térmica, podendo ser utilizado 

em processos que envolvem alta temperatura, além do mais possui sabor e 
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odor suaves, os quais não interferem nas características sensoriais do 

produto final (57, 104, 105).  

Alguns estudos relatam que as quantidades de ácido oleico em óleo 

de algodão podem variar de 11 a 16,9% e de 50 a 58% para o ácido 

linoleico, além de possuir quantidade considerável de tocoferol (vitamina E) 

(20, 106, 107). De acordo com os resultados da Tabela 4, o óleo de algodão 

possuí alta quantidade de ácido linoleico (C18:2n6, 50,24%), além de 

quantidades expressivas de ácido oleico (C18:1n9, 26,94%). Portanto, a 

quantidade de ácido oleico presente no óleo de algodão empregado no 

presente trabalho foi superior ao apresentado na literatura, enquanto o teor 

de ácido linoleico apresentou-se adequado. 

A quantidade de alguns ácidos graxos variou para ambos os óleos 

quando comparado os dados do presente estudo com os da literatura, mas 

esta variação é facilmente justificada por diversos fatores, como por 

exemplo: o tipo de cultivar da planta, mudanças climáticas, região cultivada, 

solo, entre outros (108-109). Salienta-se que os óleos empregados no 

presente trabalho foram adquiridos comercialmente, em grau alimentício.  

5.2. Atividade hidrolítica e de esterificação das lipases  

Reações de transesterificação de óleos e gorduras, dentre elas a 

acidólise, envolve, em nível molecular, reações sequenciais de hidrólise e 

esterificação (re-síntese) dos triacilgliceróis (110). Portanto, julgou-se 

interessante a avaliação das atividades de hidrólise e síntese (esterificação) 

dos biocatalisadores empregados no presente trabalho. Na Tabela 5 estão 
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expressos os resultados das atividades hidrolíticas das lipases durante o 

tempo de armazenamento.  

Tabela 5. Perfil das atividades hidrolíticas de esterificação das lipases 

Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM. 

 
Lipozyme 

RM IM 
Lipozyme 

TL IM 
Novozym 

435 

Umidade (%) 5,11 7,86 6,86 

Atividade Hidrolítica 
(U/g)* 

568,09±42,45 5678,55±263,20 - 

Atividade de 
Esterificação (U/g) 

5543,87 - 6286,01 

* média ± desvio padrão 

Os resultados de atividade hidrolítica (Tabela 5) apresentados 

mostram que a maior atividade hidrolítica é da Lipozyme TL IM, sendo que a 

Novozym 435 apresentou atividade hidrolítica igual à zero. Com relação à 

atividade de esterificação (Tabela 5) dos biocatalisadores é possível 

observar que é inversa a hidrolítica, pois quanto maior a atividade de 

esterificação menor a hidrolítica e vice-versa. A lipase Lipozyme TL IM, em 

todos os testes realizados, sempre forneceu atividade de esterificação igual 

à zero. 

5.3. Reações em reator de tanque agitado 

5.3.1. Estabelecimento da metodologia de análise do produto: reação 

com azeite  

Para o estabelecimento da metodologia de análise dos produtos 

formados na reação de acidólise, uma reação empregando-se azeite de oliva 

e ácido cáprico (C10) como substrato, catalisada por Lipozyme TL IM, foi 

efetuada. Essa reação foi conduzida nas mesmas condições da literatura (4). 
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O objetivo desta etapa foi avaliar se o grau de incorporação obtido estaria de 

acordo com a literatura, confirmando a metodologia de análise de produto 

empregada. Na Tabela 6 estão apresentados os resultados de composição 

em ácidos graxos do azeite de oliva sem modificação e modificado. 

Tabela 6. Composição em ácidos graxos do azeite de oliva sem modificação 

e modificado. 

 Azeite sem 

modificação 

Azeite 

modificado 

Ácidos 

graxos 

% % 

C10:0 0,18 24,04 

C16:0 12,35 8,96 

C16:1 0,77 0,77 

C17:1 0,11 0,11 

C18:0 1,80 1,80 

C18:1n9 71,79 55,00 

C18:2n6 10,02 7,83 

C20:0 0,34 0,25 

C20:1 0,22 0,16 

C18:3n3 0,60 0,46 

C22:0 0,10 0,07 

C20:3 0,09 0,14 

N.I 0,42 0,40 

Total 100,00 100,00 

                          *NI = não identificados 

É possível observar (Tabela 6) algumas modificações no perfil em 

ácidos graxos após a reação de acidólise, como por exemplo diminuição de 

ácido linoleico de 71,79 % para 55%. Este fato se deve a hidrólise dos 

ácidos graxos das posições sn-1 e sn-3 para consequente esterificação de 

ácido cáprico.  

A partir da composição em ácidos graxos, efetuou-se o cálculo do 

grau de incorporação. Obteve-se grau de incorporação de ácido cáprico de 
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29,59%, enquanto Nunes et al. (4) obtiveram 28,80%. Portanto, os métodos 

empregados para análise (separação dos TAGs e perfil de ácidos graxos por 

cromatografia gasosa) são válidos e podem ser reproduzidos. 

5.3.2.  Perfil de acidez em função do tempo reacional 

Inicialmente, com base na literatura, foi estabelecido que as reações 

de acidólise seriam conduzidas por 24h. Nesta etapa do trabalho, avaliou-se 

a acidez das amostras em diferentes tempos reacionais (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 

24h). Na Figura 8 estão expressos os dados da acidez (mg KOH/g de óleo) 

em função do tempo de reação de acidólise em azeite de oliva.  

  

 

Figura 8. Perfil de acidez em função do tempo reacional utilizando azeite de 

oliva, ácido cáprico e lipozyme RM IM. 

É possível observar que houve um pico de acidez no tempo de 6 

horas, indicando uma maior liberação de ácidos graxos. A partir deste tempo 

reacional, a acidez sofreu decaimento, atingindo a estabilidade a partir de 12 

horas de reação (aproximadamente 48mg KOH/g). Este fato está 
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relacionado às reações de hidrólise e de esterificação que a lipase realiza 

simultaneamente (110). 

5.3.3. Reações de acidólise dos óleos de uva e algodão em reator de 

tanque agitado 

Após o estabelecimento adequado das metodologias de análise e 

conclusão das reações iniciais com azeite de oliva, deu-se inicio às reações 

de acidólise empregando os óleos de semente de uva e algodão como 

substratos. Nesta etapa, foram conduzidas 12 reações com cada óleo 

vegetal. Foram avaliados dois ácidos graxos (ácidos cáprico e caprílico) e 

três lipases imobilizadas comerciais (Novozym 435, Lipozyme RM IM e 

Lipozyme TL IM).  Foram realizadas análises de determinação dos índices 

de acidez e peróxido bem como de perfil em ácidos graxos. Os resultados 

são apresentados a seguir.  

5.3.3.1  Caracterização físico-química dos triglicerídeos modificados 

Na Tabela 7 estão apresentados os índices de acidez das misturas 

dos ácidos graxos (caprílico ou cáprico). 

   Tabela 7. Índices de acidez das misturas dos óleos de semente de uva e 

algodão com os ácidos graxos (caprílico ou cáprico). 

*média±desvio padrão 

Na Tabela 8 estão apresentados os resultados da caracterização 

físico-química dos produtos de reação, os triglicerídeos modificados.  

  

Índice de Acidez (mg KOH/g)* 

 Óleo de semente de uva Óleo de algodão 

Ácido caprílico 118,61 ± 1,07 118,79 ± 0,84 

Ácido cáprico 123,07 ± 0,75 121,91 ± 1,62 
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Tabela 8. Caracterização físico-química dos triglicerídeos modificados. 

Triglicerídeos 

Modificados* 

Índice de Acidez  

(mg KOH/g)** 

Índice de 

Peróxido 

(mEq/Kg)** 

C8.AL.TL 143,30 ± 1,13 2,73 ± 0,00 

C8.AL.RM 142,71 ± 0,58 1,03 ± 0,28 

C8.AL.435 138,55 ± 0,14 1,48 ± 0,15 

C8.UV.435 131,12 ± 0,92 1,34 ± 0,24 

C8.UV.TL 133,43 ± 0,14 3,15 ± 0,00 

C8.UV.RM 131,54 ± 0,73 1,04 ± 0,02 

C10.UV.TL 128,25 ± 1,40 2,41 ± 0,41 

C10.UV.RM 119,52 ± 0,29 0,33 ± 0,07 

C10.UV.435 122,04 ± 1,02 0,44 ± 0,12 

C10.AL.435 128,56 ± 2,52 0,53 ± 0,00 

C10.AL.TL 135,20 ± 5,41 1,90 ± 0,09 

C10.AL.RM 129,98 ± 0,00 0,27 ± 0,00 

                      *código apresentado na tabela 1                                                                                                   

                     **média±desvio padrão 

O índice de acidez (Tabela 8) aumentou ligeiramente quando 

comparado com as misturas iniciais (tabela 7). Isso é facilmente explicado, 

pois os biocatalizadores hidrolisam os triglicerídeos do meio reacional, 

liberando ácidos graxos de cadeia maior, desta forma deixando a mistura 

levemente mais ácida.  

Já o índice de peróxido (Tabela 8) sofreu pequenas modificações na 

faixa de 0,33 a 3,15 (mEq/Kg) para óleo de uva  e de 0,27 a 2,73 (mEq/Kg) 

para óleo de algodão, revelando que a oxidação do meio reacional foi 

mínima nestas condições (temperatura de 45°C). 
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5.3.3.2. Grau de incorporação dos ácidos cáprico e caprílico 

Nas Tabelas 9 e 10 estão apresentados os perfis em ácidos graxos 

das reações de acidólise com óleo de algodão e semente de uva, 

respectivamente. 

Tabela 9. Perfis em ácidos graxos das reações de acidólise com óleo de 

algodão 

Amostras (%)* 

Ácidos 
graxos 

C8.AL.TL C8.AL.RM C8.AL.435 C10.AL.435 C10.AL.TL C10.AL.RM 

C8:0 11,41±2,75 15,94±1,78 12,89±1,20 - - - 

C10:0 0,04±0,00 0,3±0,00 0,02±0,00 20,41±2,85 16,85±1,87 26,78±0,90 

C14:0 - - 0,03±0,00 - - 0,02±0,00 

C16:0 9,61±0,40 6,60±0,58 8,20±0,59 7,72±0,00 2,69±0,38 5,18±0,54 

C16:1 0,05±0,00 - 0,02±0,01 0,04±0,00 - 0,04±0,00 

C17:0 0,05±0,00 - 0,04±0,00 0,04±0,01 - 0,02±0,00 

C17:1 0,03±0,00 - - 0,02±0,00 - 0,02±0,00 

C18:0 3,41±0,06 2,38±0,18 2,15±0,34 2,96±0,26 2,98±0,23 1,82±0,24 

C18:1n9 20,48±0,70 20,73±0,06 21,69±0,20 19,86±2,79 19,48±1,14 18,27±0,33 

C18:2n6 48,82±1,69 49,49±0,66 50,23±0,35 46,62±4,28 46,46±2,27 44,34±0,49 

C18:3n3 5,22±0,09 5,09±0,04 5,44±0,09 5,11±0,60 5,02±0,27 4,41±0,05 

C18:3n6 0,22±0,00 - 0,22±0,00 0,21±0,02 0,27±0,00 0,19±0,01 

C20:0 0,29±0,00 0,20±0,00 0,22±0,02 0,23±0,01 0,23±0,02 0,17±0,02 

C20:1 0,33±0,01 0,34±0,01 0,30±0,00 0,30±0,04 0,33±0,03 0,29±0,02 

C21:0 - - 0,01±0,00 0,01±0,00 0,01±0,00 0,01±0,00 

C20:2 0,02±0,00 - 0,02±0,00 0,02±0,00 0,02±0,00 0,01±0,00 

C22:0 0,36±0,01 0,28±0,00 0,28±0,03 0,30±0,02 0,29±0,03 0,23±0,03 

             *média±desvio padrão 
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Tabela 10. Perfis em ácidos graxos das reações de acidólise com óleo de semente de uva. 

Amostras (%)* 

Ácidos  
graxos 

C8.UV.435 C8.UV.TL C8.UV.RM C10.UV.TL C10.UV.RM C10.UV.435 

C6:0 0,22±0,00 - - - - - 

C8:0 15,55±0,34 13,90±0,74 20,05±1,07 0,08±0,00 0,01±0,00 - 

C10:0 0,05±0,00 0,03±0,00 - 18,49±0,80 24,61±0,03 16,65±0,90 

C14:0 - - 0,02±0,01 0,03±0,00 0,02±0,00 - 

C16:0 8,80±0,15 8,97±0,06 5,93±0,04 8,03±0,00 5,55±0,14 7,97±0,13 

C16:1 0,05±0,00 0,02±0,00 0,05±0,00 0,04±0,00 0,05±0,00 0,05±0,00 

C17:0 - - 0,04±0,00 0,04±0,00 0,03±0,00 0,04±0,00 

C17:1 0,04±0,00 - 0,02±0,00 0,02±0,00 0,02±0,00 - 

C18:0 3,16±0,05 3,19±0,06 2,10±0,30 2,90±0,08 1,95±0,00 2,84±0,05 

C18:1n9 21,27±0,37 20,97±0,98 19,30±0,18 19,70±0,25 18,42±0,01 19,79±1,01 

C18:2n6 48,37±0,81 47,30±1,35 46,90±0,92 44,45±0,49 44,16±0,44 46,17±0,89 

C18:3n3 5,14±0,09 5,17±0,06 4,73±0,05 4,83±0,18 4,44±0,00 4,98±0,25 

C18:3n6 0,22±0,00 0,021±0,00 0,20±0,00 0,20±0,00 0,19±0,01 0,21±0,00 

C20:0 0,23±0,00 0,25±0,01 0,19±0,00 0,23±0,02 0,18±0,00 0,23±0,01 

C20:1 0,27±0,00 0,31±0,03 0,31±0,01 0,30±0,04 0,29±0,013 0,33±0,02 

C21:0 - - 0,01±0,00 0,02±0,00 0,01±0,00 - 

C20:2 - 0,02±0,00 - - - - 

C20:4 0,13±0,02 - - - - - 

C22:0 0,27±0,02 0,32±0,02 0,25±0,00 0,29±0,03 0,23±0,01 0,29±0,01 

C24:0 0,13±0,02 - - - - - 

 *média±desvio padrão 

A partir da composição em ácidos graxos, foram calculados os 

valores de grau de incorporação dos ácidos cáprico e caprílico nos óleos de 

algodão e semente de uva. Os resultados estão apresentados na Tabela 11.  
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Tabela 11. Grau de incorporação dos ácidos cáprico e caprílico nos óleos de 

algodão e semente de uva. 

Código* GI (%)** 

C8.AL.TL 22,92 ± 4,35 

C8.AL.RM 26,49 ± 2,17 

C8.AL.435 21,80 ± 3,12 

C8.UV.435 25,24 ± 0,00 

C8.UV.TL 23,62 ± 1,34 

C8.UV.RM 32,64 ± 1,42 

C10.UV.TL 26,88 ± 1,11 

C10.UV.RM 34,53 ± 0,05 

C10.UV.435 24,47 ± 2,94 

C10.AL.435 28,83 ± 2,63 

C10.AL.TL 24,73 ± 2,02 

C10.AL.RM 36,63 ± 0,23 
                                                 *código apresentado na tabela 1 

                                                 *média±desvio padrão 

De acordo com os resultados das Tabelas 9 e 10, observa-se que a 

reação de acidólise promoveu alterações no perfil composicional de ácidos 

graxos. Comparando-se a composição em ácidos graxos dos óleos (Tabela 

3) e dos produtos acidificados (Tabelas 9 e 10), observam-se diminuições na 

porcentagem dos ácidos palmítico (C16:0), esteárico (C18:0), oleico 

(C18:1n9) e linoleico (C18:2n6), independentemente do óleo empregado. 

Esta diminuição está relacionada à incorporação dos ácidos de cadeia média 

(C8:0 e C10:0), uma vez que estes ácidos graxos foram quantificados 

apenas nos produtos, não estando presentes nas matérias primas.  Quanto 

aos demais ácidos graxos, pouca ou nenhuma variação foi observada. 

A partir da composição em ácidos graxos, foram calculados os 

valores de grau de incorporação dos ácidos cáprico e caprílico nos óleos de 

algodão e semente de uva (Tabela 11). O grau de incorporação máximo é de 
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66, 33%, uma vez que a incorporação dos ácidos graxos só acorre nas 

posições sn - 1 e sn – 3, uma vez que estas reações foram catalisadas por 

lipases 1, 3 específicas. 

Para o óleo de uva, foram obtidos valores de GI que variaram de 

23,62 ± 1,34 a 34,53 ± 0,05%. Os melhores resultados obtidos foram, 

empregando-se C10:0 como ácido graxo de cadeia média e a lipase 

Lipozyme RM IM. Para o óleo de algodão ocorreu o mesmo, ou seja, os 

melhores resultados de GI foram com C10 e a lipase Lipozyme RM IM, 

sendo que os valores de GI variaram de 21,80 ± 3,12 a 36,63 ± 0,23%.  

Nunes et al. (3)  obtiveram um grau de incorporação (27,1%)  menor que o 

do presente trabalho utilizando a Lipozyme RM IM, azeite de oliva e ácido 

cáprico. O mesmo não aconteceu com a Lipozyme TL IM e a Novozym 435, 

pois os resultados do presente trabalho estão próximos aos descritos por 

Nunes et al. (3) 28,8% e 30,4% respectivamente.  Caballero et al. (5) assim 

como no presente trabalho obteve maior grau de incorporação utilizando a 

Lipozyme RM IM, porém em seu trabalho ele utilizou óleo de abacate e ácido 

caprílico. O GI alcançado foi de 29,2%, resultado este, próximo ao do 

presente trabalho quando utilizou-se este mesmo ácido graxo. 

A Lipozyme RM IM forneceu melhor desempenho de incorporação 

(36,63 ± 0,23% para o óleo de algodão e 34,53 ± 0,05% para o óleo de 

semente de uva), pois, diferentemente dos outros biocatalisadores possuí 

atividade hidrolítica e de esterificação (Tabela 5). Além do mais a maior 

incorporação do ácido cáprico (C10:0) se deve ao fato de este possuir uma 

cadeia carbônica mais longa, em comparação ao ácido caprílico (C8:0). Isso 
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porque, a literatura relata que a especificidade desta lipase está diretamente 

relacionada ao tamanho da cadeia dos ácidos graxos, sendo a enzima 

apresenta preferência por ácidos graxos de maior cadeia carbônica. (5, 111, 

112). 

5.3.3.3. Determinação da posição Sn-2 dos óleos de semente de uva e 

algodão e seus produtos de reação  

Na Figura 9 é possível observar a separação das camadas de 

monoglicerídeo, diglicerídeo, ácido e triglicerídeo. Considerando-se que os 

melhores resultados de grau de incorporação nas reações de acidólise foram 

utilizando o ácido graxo de cadeia média C10:0 e lipase  Lipozyme RM IM 

para ambos os óleos, os produto modificados obtidos foram avaliados 

quanto aos ácidos graxos presentes na posição sn-2 do triacilglicerol. 

 

 

 

Figura 9. Exemplo de separação de monoglicerídeo por cromatografia em 

camada delgada (TLC), empregando-se padrões cromatográficos de ácido, 

mono, di e triglicerídeos.  

Triglicerídeo 

Diglicerídeo 

Monoglicerídeo 

Ácido 

Ácido 
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Na Tabela 12 estão expressos os resultados obtidos da determinação 

da posição Sn-2 dos óleos de semente de uva e de algodão e dos produtos 

de reação que obtiveram os melhores graus de incorporação.  

Tabela 12. Perfil composicional da posição sn - 2 dos óleos de semente de 

uva e de algodão e dos produtos de ração de ambos utilizando C10:0 e 

Lipozyme RM IM .  

 Óleo de 
semente de uva 

Óleo de 
semente de 

uva 
modificado 

Óleo de 
algodão 

Óleo de 
algodão 

modificado 

Ácidos 
Graxos 

% % % % 

C10:0 - 3,36 - 3,58 
C16:0 2,89 2,19 2,87 2,35 
C18:0 0,90 0,89 0,89 0,92 

C18:1n9 28,15 24,33 32,24 31,54 
C18:2n6 63,23 63,56 60,78 57,43 
C18:3n3 4,83 5,03 3,32 4,14 

NI* - 0,64 - 0,03 

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 
 *NI = não identificados        

É possível observar (Tabela 12) que grande parte dos ácidos graxos 

insaturados de cadeia longa presentes na matéria prima ocupam a posição 

sn-2 do triglicerol. Após a acidólise dos óleos, o perfil composicional desta 

posição foi praticamente inalterado. A posição 2 ser mantida já era um 

resultado espero, uma vez que se empregou uma lipase sn-1,3 regio-seletiva 

(113). Sabe-se que esta conformação de TAG garante uma melhor absorção 

de ácidos graxos de cadeia longa (oleico e linoleico), já que a ingestão dos 

mesmos está associada à prevenção de doenças como, por exemplo, as 

doenças cardíacas, doenças relacionadas à má absorção lipídica, doenças 

inflamatórias, câncer, entre outras (114, 34).  
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 Além disso, observa-se uma pequena incorporação de C10:0 nesta 

posição o que pode estar  relacionado à acilmigração deste ácido graxo. 

Segundo Wang et al. (34) que realizaram um estudo da influência do 

aumento da temperatura sobre o processo de acilmigração no qual 

concluíram que a migração estava associado ao aumento de temperatura, 

ou seja quanto maior a temperatura empregada, maior a chance do ácido 

graxo de cadeia média migrar para a posição 2 do triglicerídeo. 

5.3.4. Planejamento experimental (DCCR) 

5.3.4.1 Caracterização físico-química dos produtos de reação do 

planejamento experimental (DCCR) 

 Na Tabela 13 estão expressos os resultados da caracterização físico-

química dos produtos gerados no planejamento de experimentos. 

Tabela 13. Caracterização físico-química dos produtos gerados no 

planejamento de experimentos (DCCR) 

Planejamento  
(DCCR) 

 

T 
(°C) 

RM 
(óleo: 
ácido) 

Índice de acidez  
(mg KOH/g)* 

Índice de peróxido 
(mEq/Kg)* 

1 45 1:2 124,75 ± 0,59 0,45 ± 0,05 

2 45 1:6 164,56 ± 1,24 0,88 ± 0,05 

3 65 1:2 140,69 ± 3,40 9,18 ± 0,04 

4 65 1:6 174,33 ± 1,36 9,05 ± 0,22 

5 41 1:4 129,84 ± 0,16 0,42 ± 0,02 

6 69 1:4 196,58 ± 1,95 26,13 ± 0,92 

7 55 1:1 131,90 ± 2,18 4,82 ± 0,30 

8 55 1:7 189,99 ± 4,91 5,48 ± 0,12 

9 55 1:4 162,64 ± 2,46 5,70 ± 0,04 

10 55 1:4 163,70 ± 1,75 5,95 ± 0,27 

11 55 1:4 163,50 ± 0,33 6,34 ± 0,25 
*média±desvio padrão 

O índice de acidez foi maior quando se utilizaram razões molares 

maiores, porém isto já era esperado, pois, nem todo o ácido graxo foi 
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incorporado, além disso é visto que quanto mais ácido graxo oferecido no 

meio reacional  houve um maior GI (Tabela 14) e consequentemente maior 

hidrólise e liberação de outros ácidos graxos no meio. 

O contrário aconteceu com o índice de peróxido, que aumentou 

quando se utilizou temperaturas mais elevadas, dando destaque para 69ºC, 

que forneceu um índice de 26,13±0,92 mEq/Kg, resultado este muito acima 

do especificado pela FAO (15) que é de 10 mEq/Kg. Um índice de peróxido 

elevado indica que óleo sofreu oxidação devido alguns fatores, sendo os 

principais deles, processos que envolvem temperaturas elevadas, oxigênio 

no meio e presença de luz. Além disso, a presença de ácidos graxos poli-

insaturados no óleo de semente de uva pode ter facilitado o processo 

oxidativo (115-116). Este processo consiste na quebra das duplas ligações 

dos ácidos graxos poli-insaturados, formando os hidroperóxidos, que serão 

novamente quebrados e formam assim produtos de peso molecular menor, 

como aldeídos, alcoóis e cetonas, que geram sabor e odor desagradáveis ao 

produto (117). Vale ressaltar, que além prejudicar as características 

sensoriais dos produtos, estes compostos também são nocivos a saúdes, 

estando a associados ao aparecimento de doenças cardíacas e câncer 

(118). 

5.3.4.2.  Grau de incorporação do planejamento experimental (DCCR) 

Foram obtidos os valores de grau de incorporação nos 5 diferentes 

níveis testados para a temperatura e a razão molar. A Tabela 14 apresenta a 

matriz do planejamento e o grau de incorporação de ácido cáprico no óleo 

de semente de uva. 



58 

 

 

Tabela 14. Matriz do planejamento e grau de incorporação (GI) de ácido 

cáprico no óleo de semente de uva. 

Planejamento 
(DCCR) 

T RM GI (%) 

1 -1 -1 35,91 

2 -1 +1 42,79 

3 +1 -1 34,40 

4 +1 +1 54,36 

5 -1,41 0 41,70 

6 +1,41 0 47,26 

7 0 -1,41 21,29 

8 0 +1,41 48,45 

9  0 0 38,60 

10  0 0 43,72 

11 0 0 41,09 

 
A partir dos resultados obtidos foi possível calcular os efeitos 

principais e a interação das variáveis temperatura e razão molar sobre o 

grau de incorporação de ácido cáprico no óleo de semente de uva. Na 

Tabela 15 estão apresentados os efeitos da razão molar e temperatura 

sobre o grau de incorporação. 

Tabela 15. Efeitos principais, lineares (L) e quadráticos (Q), da 

temperatura(T) e da razão molar (RM), e da interação que influenciaram o 

grau de incorporação de ácido cáprico no óleo de semente de uva, obtido 

por acidólise catalisada pela Lipozyme RM IM 

 

Efeito   P 

     

Efeitos Principais 

T (L) 4,48076   0,075283 

T (Q) 4,43833   0,121414 

RM (L) 16,31251   0,000451 

RM (Q) -5,17167   0,081991 

Interação 

Temperatura x 

RM  6,54   0,068812 
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Como se pode observar a razão molar apresentou um efeito linear 

altamente significativo (p<0,001) no grau de incorporação de ácido cáprico 

ao óleo de semente de uva. Contudo, os restantes efeitos lineares e 

quadráticos e a interação apresentaram valores de p não muito elevados e, 

por isso, podem ser desprezados. Os efeitos lineares positivos da 

temperatura e da RM indicam que o grau de incorporação aumenta com os 

valores destes fatores. O efeito quadrático é positivo para a T e negativo 

para a RM. Tal indica que o GI é descrito por uma superfície convexa, em 

função da temperatura e por uma superfície côncava, em função da razão 

molar. A interação T x RM é positiva indicando que um aumento em ambos 

os fatores se traduz num aumento no GI. A Figura 9 apresenta a superfície 

de resposta, e respectiva projeção, ajustada aos resultados experimentais. 

Como se pode observar, trata-se de uma superfície em forma de sela 

(saddle-like surface) que não apresenta nenhum ponto ótimo no intervalo 

experimental. Contudo, pode-se observar que os maiores graus de 

incorporação de ácido cáprico foram alcançados em temperaturas e razões 

molares mais elevadas. 

A superfície de resposta para o GI (%) pode ser descrita pelo seguinte 

modelo polinomial de segundo grau (Equação 7): 

           RM)x  (T 0,164 + RM0,646 - RM 0,257 + T 0,022 + T 2,87-105,26  =GI 22       (7) 

Os valores do coeficiente de determinação (R2) e do coeficiente de 

determinação ajustado (R2
aj) são 0,946 e 0,893, respectivamente. Tal 

demonstra um elevado ajuste dos modelos aos resultados experimentais. 
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Figura 9. Superfície de resposta e respectiva projeção (B) ajustada para 

grau de incorporação de ácido cárpico em óleo de semente de uva, obtido 

por acidólise catalisada pela Lipozyme RM IM.  

 Após a obtenção do modelo estatístico, realizou-se um ensaio 

experimental empregando-se as condições reacionais que maximizavam o 

GI (RM = 1:7; T = 69 ºC). O GI predito pelo modelo (equação 2) foi de 
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61,70%, e o obtido experimentalmente foi de 61,50%. Portanto, este 

resultado comprova que o modelo obtido no presente trabalho representa 

adequadamente a influencia da temperatura e da razão molar sobre o grau 

de incorporação das reações de acidólise do óleo de semente de uva e 

ácido cáprico, catalisada com Lipozyme RM IM.  

5.3.4.3. Posição sn-2  

Para a determinação da posição sn-2 do planejamento de 

experimentos foram selecionados os pontos de validação do modelo (69ºC e 

RM 1:7) e o ponto de melhor rendimento de incorporação (65ºC e RM 1:6). 

Na Tabela 16 estão expressos o resultados obtidos da determinação da 

posição sn-2 do planejamento experimental. 

Tabela 16. Posição sn-2 do ponto de melhor GI e do ponto de validação do 

planejamento de experimentos 

 Óleo de semente 

de uva sem 

modificação 

Ponto de 

melhor GI* 

Ponto de 

validação do 

modelo** 

Ácidos 

Graxos 

% % % 

C10:0 - 16,07 13,91 

C16:0 2,89 2,81 2,57 

C18:0 0,90 1,16 1,02 

C18:1n9 28,15 22,97 22,72 

C18:2n6 63,23 52,73 55,41 

C18:3n3 4,83 4,25 4,36 

Total 100,00 100 100,00 

     *T=65ºC RM=1:6  

     **T=69ºC RM=1:7 
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 Partindo dos resultados obtidos (Tabela 16), é possível observar que 

grande parte dos ácidos graxos de cadeia longa foram mantidos na posição 

2 do TAG, em ambas as reações, porém houve uma pequena diminuição de 

alguns ácidos graxos, principalmente dos ácidos oleico e linoleico. Além 

disso, o ácido graxo de cadeia média (C10:0) migrou do meio reacional para 

a posição 2 do triglicerídeo. A acilmigração de ácidos graxos para posição 

sn-2 é um dos grandes problemas enfrentados na produção dos 

triglicerídeos estruturados (119-120). Este problema está relacionado a 

alguns fatores, como o relatado por Liu et al (2), o uso de altas temperaturas, 

tempos reacionais longos e altas quantidades de ácidos graxos livres no 

meio. 

 Wang e seus colaboradores (34) confirmaram em seu trabalho a 

influência da temperatura com a relação ao processo de acilmigração: 

quanto maior a temperatura empregada (30 a 70ºC) mais os ácidos graxos 

de cadeia média migraram para posição sn-2.  

 Desta forma explica-se o a presença de ácido cáprico na posição 2 de 

ambos os pontos do planejamento de experimentos, pois trataram-se de 

reações realizadas em altas temperaturas (65 e 69ºC), longos tempos de 

reação (24 horas) e razões molares elevadas (1:6 e 1:7). 

Embora tenha-se utilizado dois óleos vegetais diferentes (óleo de 

semente de uva e algodão), optou-se por realizar  o planejamento de 

experimentos (DCCR) apenas com o óleo de semente de uva, pois ambos 

os óleos tem  um perfil em ácidos graxos parecido. Além disso, a execução 

de um planejamento de experimentos demanda grandes quantidades de 
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matérias primas, e provavelmente, devido á semelhança composicional, os 

resultados obtidos seriam semelhantes. Julgou-se mais interessante dar 

continuidade aos experimentos, avaliando-se a reação de acidólise em 

reator de leito fixo. 

5.5. Estabelecimento da metodologia de determinação de perfil de 

ácidos graxos 

 Na Figura 10 está apresentado o cromatograma do perfil de padrões 

de FAMES utilizado para padronizar o método de detecção de ésteres de 

ácidos graxos das amostras de TAGs (item 4.5.6.).  

 
Tempo (min.) 

Figura 10. Cromatograma do perfil de padrões de FAMES utilizado para 

padronizar o método de detecção de ésteres de ácidos graxos das amostras 

de TAGs.  

 

O estabelecimento desta metodologia na Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas foi de extrema importância, uma vez que possibilitou a 

execução das análises com maior agilidade. Observa-se que o método 
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utilizado foi ideal para a detecção dos ésteres de ácidos graxos, pois todos 

os picos apareceram no cromoatograma. 

O estabelecimento desta metodologia foi validado através da 

comparação dos resultados obtidos com o método do item 4.5.6. com o 

método utilizado pelo centro de pesquisa CEMPEQ, ou seja o método oficial 

do INMETRO. Partindo disto foi possível confirmar que as condições 

utilizadas fornecem dados confiáveis, assim como na metodologia oficial. O 

teste de validação foi realizado aplicando-se diferentes padrões de ésteres 

de ácidos graxos como C8:0, C10:0, C12:0, C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 e 

C18:3, os quais obtiveram o mesmo tempo de retenção do método oficial.   

5.6. Reações de acidólise em reator de leito fixo 

Nesta etapa do trabalho, foram efetuadas duas reações de acidólise 

utilizando o ácido graxo de cadeia média C10:0, sendo uma com óleo de 

semente de uva e outra com óleo de algodão. Optou-se por utilizar as 

condições reacionais de 65ºC e razão molar de 1:4 óleo:ácido, a fim de 

minimizar os problemas encontrados quando se utilizou condições mais 

extremas, como por exemplo a oxidação do óleo e a acilmigraçao do ácido 

graxo de cadeia média para a posição 2 do triglicerídeo. Além disso, vale 

ressaltar, que foi pré estabelecido um tempo de residência de 1 hora 

minimizando os processos de oxidação e acilmigração como demonstrado 

nas Tabelas 17 e 18. 
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5.6.1 Caracterização hidrodinâmica do reator: distribuição do tempo de 

residência  

5.6.1.1. Curva de calibração do corante lipossolúvel  

A figura 11 mostra a curva de calibração obtida para a solução 

lipossolúvel do corante empregado no teste de traçador. A curva relaciona a 

absorbância com a concentração do corante, podendo ser obervada uma 

boa correlação dos dados experimentais (R2 = 0,992). 

 

Figura 11. Curva de calibração do corante verde MIX. 

5.6.1.2. Teste de traçador 

 Na Figura 12 apresenta-se a Distribuição de Tempo de Residência 

(DTR) para o reator de coluna utilizado nas reações de acidólise.  
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Figura 12. Distribuição do tempo de residência para o reator de coluna 

utilizado nas reações de acidólise. 

O tempo médio de residência calculado foi de 71,78 minutos, 

indicando que a maior parcela do corante (traçador) injetado permaneceu 

por este tempo dentro do reator. A partir do volume útil do reator e da vazão 

empregada (0,36 mL/min), obteve-se o tempo de espacial de 61,10 minutos. 

Comparando-se este tempo com o tempo de residência médio (71,78 

minutos), tem-se uma diferença de 10,68 minutos (erro de 17,51%). Esta 

diferença pode ser considerada aceitável para este tipo de experimento.  

Além do pequeno erro apresentado, observa-se um espalhamento na 

curva de DTR, apesar da presença de um único pico. Houve uma pequena 

diferença entre o tempo espacial e o tempo de residência médio, indicando 

pouca ou nenhuma formação de caminhos preferenciais. A Figura 13 

apresenta algumas fotos do experimento.  
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                   Fonte: o autor 

Figura 13. Fotos do experimento de teste de traçador realizado no presente 

estudo. 

5.6.2. Caracterização físico-química dos triglicerídeos modificados  

Nas Tabelas 17 e 18 estão apresentados os resultados da 

caracterização físico-química dos produtos da acidólise dos de semente de 

uva e algodão respectivamente.  
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Tabela 17. Caracterização físico-química do produto da acidólise do óleo de 

semente de uva 

Tempo reacional 
(horas) 

Índice de acidez 
(mg de KOH/g) 

Índice de peróxido 
(meq/kg) 

1 151,38 ± 6,25 0,62 ± 0,07 

2 173,41 ± 5,83 0,55 ± 0,08 

3 158,15 ± 7,17 0,66 ± 0,05 

4 152,34 ± 3,08 0,75 ± 0,12 

5 176,47 ± 5,86 0,75 ± 0,02 

6 149,89 ± 6,35 0,62 ± 0,09 

7 144,27 ± 9,41 0,81 ± 0,07 

8 133,72 ± 3,33 0,62 ± 0,07 

9 151,94 ± 7,24 0,87 ± 0,05 

10 146,03 ± 6,68 0,72 ± 0,02 

11 139,90 ± 7,21 0,89 ± 0,05 

12 170,57 ± 0,17 0,91 ± 0,02 

24 147,58 ± 9,11 0,92 ± 0,07 

*média±desvio padrão 

 

Partindo dos resultados obtidos é possível observar que, o índice de 

acidez teve um pico no tempo de 5 horas, tanto para o óleo de uva quanto o 

óleo de algodão. Este resultado indica que houve uma maior liberação de 

ácidos graxos neste tempo, ou seja uma maior hidrólise enzimática. Este 

fato está relacionado às reações de hidrólise e de esterificação que a lipase 

realiza simultaneamente (110). 

Com relação ao índice de peróxido, pouca ou nenhuma modificação 

foi observada para ambas as reações. Isso devido ao tempo de residência 

ser de apenas 1 hora, não degradando o óleo, apesar a lata temperatura 

utilizada (65ºC). 
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Tabela 18. Caracterização físico-química do produto da acidólise do óleo de 

algodão. 

Tempo reacional 
(horas) 

Índice de acidez 
(mg de KOH/g) 

Índice de peróxido 
(meq/kg) 

1 142,33 ± 0,11 1,01 ± 0,04 

2 156,55 ± 1,21 1,00 ± 0,11 

3 150,21 ± 5,89 1,00 ± 0,03 

4 148,49 ± 7,80 1,13 ± 0,05 

5 195,51 ± 5,30 0,93 ± 0,05 

6 155,87 ± 5,14 0,98 ± 0,03 

7 141,29 ± 2,94 0,95 ± 0,02 

8 138,36 ± 2,34 1,04 ± 0,01 

9 152,76 ± 1,49 0,96 ± 0,08 

10 156,98 ± 0,61 1,05 ± 0,11 

11 142,30 ± 3,23 1,00 ± 0,05 

12 138,40 ± 2,60 0,97 ± 0,06 

24 140,98 ± 2,59 1,11 ± 0,09 

*média±desvio padrão 

5.6.3. Grau de incorporação do ácido cáprico 

Nas tabelas 19 e 20 estão apresentados os resultados do perfil em 

ácidos graxos dos triglicerídeos modificados dos óleos de semente de uva e 

algodão, respectivamente. 
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Tabela 19. Perfil em ácidos graxos do óleo de semente de uva modificado. 

 
Ácido graxo (%) 

Tempo de 
reação (h) 

C10:0 C16:0 C18:0 C18:1n9 C18:2n6 C18:3n3 Total 

1 26,48 4,23 1,25 20,67 45,01 2,37 100 

2 26,86 5,47 2,18 18,59 42,67 4,23 100 

3 27,52 5,45 2,11 18,3 42,44 4,17 100 

4 24,17 5,82 2,24 19,55 44,15 4,07 100 

5 26,41 5,66 1,96 18,75 43,03 4,19 100 

6 21,82 5,69 2,35 20,1 45,71 4,32 100 

7 23,41 5,98 2,22 19,54 44,55 4,3 100 

8 23,39 6,01 2,49 20,29 43,72 4,09 100 

9 24,66 6,32 2,23 19,04 43,47 4,27 100 

10 16,32 6,38 2,5 21,46 48,64 4,69 100 

11 17,15 6,25 3,21 19,25 48,97 5,16 100 

12 20,28 5,91 2,88 19,81 46,83 4,29 100 

24 19,72 6,95 2,08 16,63 51 3,63 100 

 

Tabela 20. Perfil em ácidos graxos do óleo de algodão modificado. 

 
Ácido graxo (%) 

Tempo de 
reação (h) 

C10:0 C16:0 C18:0 C18:1n9 C18:2n6 C18:3n3 Total 

1 23,16 7,65 2,19 19,67 43,38 3,96 100 

2 21,27 5,59 2,35 21,02 45,42 4,35 100 

3 24,28 6 2,32 19,71 43,63 4,07 100 

4 24,84 7,84 1,98 17,83 43,7 3,81 100 

5 24,87 7,61 2,37 17,65 43,78 3,72 100 

6 23,49 7,67 2,42 19,49 42,82 4,11 100 

7 17,85 7,58 2,7 20,7 46,99 4,18 100 

8 16,69 7,24 2,77 21,61 47,08 4,61 100 

9 17 7,37 2,9 21,55 46,64 4,54 100 

10 16,21 8,75 3,23 24,22 43,71 3,87 100 

11 12,4 8,23 3,3 22,86 48,08 5,13 100 

12 12,59 7,79 6,07 21,97 46,95 4,63 100 

24 7,64 9,74 3,5 23,68 50,32 5,11 100 

 

Comparando-se o perfil de ácidos graxos dos óleos sem modificação 

(Tabela 4) com os óleos modificados (Tabelas 19 e 20), é possível observar 

que para ambos, as alterações do perfil em ácidos graxos foi semelhante, 
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uma vez que houve a diminuição dos ácidos graxos de cadeia longa, ácido 

oleio e linoleico, principalmente. Isso ocorreu porque o biocatalisador 

utilizado tem maior facilidade de hidrolisar ácidos graxos de cadeia longa 

com insaturações (5).  

Nas Figuras 14 e 15 respectivamente estão apresentados os graus de 

incorporação do ácido graxo de cadeia média (C10:0)  nas reações de 

acidólise com os óleos de semente de uva e algodão em reator de leito fixo. 
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Figuras 14. Grau de incorporação do ácido graxo de cadeia média (C10:0) 

na reação de acidólise com óleo de semente de uva em reator de leito fixo. 
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Figura 15. Grau de incorporação do ácido graxo de cadeia média (C10:0)  

na reação de acidólise com óleo de algodão em reator de leito fixo. 

 O tempo espacial empregado em ambas às reações foi de 1h 

aproximadamente. Logo, o estado estacionário foi atingido após 3h, ou seja, 

três tempos espaciais. Comparando-se a composição em ácidos graxos de 

ambos os óleos, esperava-se que os resultados de GI fossem semelhantes. 

No entanto, variações foram observadas.  

Com relação à reação empregando-se o óleo de semente de uva 

(Figura 14), é possível observar que até o tempo de 9 horas o GI foi em 

torno de 35%. A partir de 10 horas, houve uma pequena queda de GI, porém 

este foi estável até o final da reação, o que já era esperado. No estado 

estacionário (entre 3 e 9h) o GI médio foi de 34,40±2,35%. Após este 

período, observou-se uma queda no GI de aproximadamente 22,44% até 

12h, mantendo-se praticamente constante em 24h.  
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No caso do emprego de óleo de algodão, o período de duração do 

estado estacionário foi menor (entre 3 e 7h), em comparação com a reação 

de acidólise empregando-se óleo de semente de uva. Além disso, o GI 

médio no estado estacionário (entre 3 e 7h) foi em média 34,24±0,78%. 

Porém, neste caso, a queda no GI foi mais acentuada (65,57%), 

decrescendo até o final da reação (24h).  

5.6.4. Posição sn-2 

Na tabela 22 estão expressos os resultados da determinação da 

posição sn-2 das reações de acidólise em leito fixo com os óleos de semente 

de uva e algodão, ácido cáprico e Lipozyme RM IM.  

 

Tabela 22. Posição sn-2 das reações de acidólise em leito fixo com os óleos 

de semente de uva e algodão, ácido cáprico e Lipozyme RM IM. 

 Óleo de 
semente de uva 

Óleo de 
semente de 

uva 
modificado 

Óleo de 
algodão 

Óleo de 
algodão 

modificado 

Ácidos 
Graxos 

% % % % 

C10:0 - 1,21 - 1,17 

C16:0 2,89 0,99 2,87 1,40 

C18:0 0,90 0,40 0,89 0,37 

C18:1n9 28,15 25,68 32,24 34,94 

C18:2n6 63,23 66,36 60,78 58,72 

C18:3n3 4,83 5,37 3,32 3,41 

Total 100,00 100 100,00 100 

 

Com relação à posição sn-2 observa-se que a mesma foi mantida, 

assim como nas reações em batelada, para ambos os óleos. Ressalta-se 
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que, apesar do uso da temperatura de 65ºC, que demonstrou porcentagem 

alta de acilmigração no planejamento de experimentos, o mesmo não 

ocorreu nas reações em leito fixo, isso por que o tempo espacial foi de 

apenas 1 hora, diminuindo assim o processo de migração dos ácidos graxos 

de cadeia média para a posição 2 do glicerol. 
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6. Conclusão 

A seleção dos óleos de semente de uva e de algodão foi realizada 

com base em suas composições ricas em ácidos graxos insaturados. Os 

óleos foram submetidos à reações de acidólise em reatore batelada, com 

ácidos graxos de cadeia média (caprílico e cáprico) utilizando lipases 

comerciais como biocatalizadores  foi possível concluir a primeira etapa do 

projeto. Os melhores valores de grau de incorporação tanto em óleo de uva 

(34,53 ± 0,05 %) e algodão (36,63 ± 0,23 %) foram utilizando-se ácido 

cáprico (C10:0) e a enzima Lipozyme RM IM. Além de um satisfatório GI, os 

óleos após as reações de acidólise, mantiveram a posição sn-2 praticamente 

intacta, na qual grande parte dos ácidos graxos são os de cadeia longa 

(oleico, linoleico e linolênico), que trazem grandes benefícios a saúde e são 

melhores absorvidos pelo metabolismo nesta configuração de TAG.  

Com os resultados obtidos nas 12 primeiras reações deu-se 

prosseguimento aos experimentos e realizou-se o planejamento de 

experimentos (DCCR), avaliando a influência de razão molar e temperatura 

sobre o grau de incorporação. Nesta etapa foi possível concluir que, apenas 

RM influenciou diretamente no grau de incorporação, uma vez que quanto 

maior, mais ácidos graxos de cadeia média eram incorporados. Porém a 

grande quantidade de ácidos graxos no meio, associada à alta temperatura 

e longos tempos reacionais, ocasionou um fenômeno chamado acilmigração, 

que nada mais é que a migração dos ácidos graxos de cadeia média para a 

posição 2 do TAG, processo este indesejado quando ser quer produzir TAGs 

do tipo MLM.  
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Finalmente realizaram-se reações de acidólise em reator de leito 

fixo, operando em modo contínuo. Para dar início às estas reações, 

primeiramente, fez-se a caracterização hidrodinâmica do reator através do 

teste de traçador, onde o tempo espacial teórico foi de 61,10 min e o médio 

calculado de 71,78 min. Essa diferença de tempos (17,51%) está associada 

aos erros experimentais durante a execução do experimento, concluindo-se 

que houve pouco ou nenhuma formação de caminhos preferenciais; além 

disso, isto indica um bom empacotamento do leito. Para ambas as reações. 

A execução deste projeto foi viável, pois foi possível produzir os 

triglicerídeos dietéticos do tipo MLM a partir das reações de acidólise com os 

óleos de semente de uva e algodão, lipases comerciais e os ácidos graxos 

de cadeia média, cáprico e caprílico, em ambas as configurações de 

reatores, batelada e leito fixo. 
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7. Perspectivas futuras 

A partir da análise dos resultados obtidos podem-se propor 

pesquisas futuras relacionadas ao emprego de diferentes configurações de 

reatores, avaliação de suportes de imobilização, e avaliação de propriedades 

dos TAGs sobre o metabolismo. Além disso, pode-se avaliar a possibilidade 

de encapsular os triglicerídeos dietéticos para aumentar sua gama de 

aplicações. 
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