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Resumo
Pesquisas têm mostrado o diacilglicerol como um promissor substituto ao óleo convencional (triacilglicerol) por apresentar propriedades befénicas à saúde. Atualmente, a produção industrial do diacilglicerol é realizada por meio de hidrólise total do óleo seguida por uma esterificação parcial. Alternativamente à rota convencional, este trabalho teve como objetivo produzir diacilglicerol a partir de duas reações químicas simultâneas, a glicerólise e a esterificação enzimática do óleo de soja. Foi realizado um planejamento fatorial 24 com triplicata no ponto central,  para avaliar as reações entre óleo de soja, ácido oleico e glicerol em diferentes temperaturas e razões molares entre os reagentes por meio de um delineamento central composto rotacional e da metodologia de superfície de resposta. As concentrações dos produtos foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência. Após análise dos resultados, constatou-se que a quantidade de enzima utilizada não foi influente na reação. Para o rendimento de diacilglicerol, as duas razões dos reagentes tiveram influência, mostrando que o uso das duas reações simultâneas pode maximizar a produção de diacilglicerol.
Introdução

Os óleos e gorduras exercerem papel essencial no metabolismo humano. Porém o consumo exagerado destes traz consequências na qualidade de vida da população por conta dos problemas associados a obesidade. O diacilglicerol (DAG) possui melhores características para o consumo, pois fornece os ácidos graxos livres (AGL) essenciais ao organismo e não é acumulado na forma de gordura. Vários estudos mostram que o DAG possuí características metabólicas diferentes do triacilglicerol (TAG), e desta forma, dietas ricas em óleos vegetais ricos em diacilglicerol (80% em massa) possuem vantagens para a saúde em relação a dietas ricas em óleos compostos por triacilglicerol (NAGAO et al., 2000; MURASE et al., 2002). 
A produção convencional de DAG utiliza uma rota de hidrólise total (1) do óleo (TAG), seguida por uma esterificação parcial (2 e 3).

TAG + 3H2O ↔ 3AGL + GLI 
(1)
GLI + AGL ↔ MAG + H2O 
(2)

MAG + AGL ↔ DAG + H2O 
(3)
Objetivo deste trabalho é  produzir diacilglicerol a partir de uma nova rota, que consiste de duas reações químicas simultâneas, a glicerólise e a esterificação enzimática do óleo de soja.
Materiais e Métodos

Os reagentes utilizados foram óleo (OIL) de soja (>98% TAG) (MMMédia = 873,0 g mol-1), glicerol (GLI) comercial (MM = 92,1 g mol-1), ácido oleico (AGL ou FFA) comercial (MM = 282,5 g mol-1), lipase comercial imobilizada 435.
Foi realizado um planejamento fatorial 24 com triplicata no ponto central para avaliar o rendimento de DAG, sendo as variáveis: razões GLI:OIL e AGL:OIL, a temperatura e a fração mássica de enzima. Após análise dos resultados do planejamento fatorial, foram feitos novos experimentos baseados em um planejamento com delineamento composto central rotacional (DCCR). As variáveis de interesse foram as razões GLI:OIL e AGL:OIL e a temperatura. As reações que ocorrem neste sistema são as seguintes:
TAG + GLI ↔ DAG + MAG 

(4)

GLI + AGL ↔ MAG + H2O 

(5)

MAG + AGL ↔ DAG + H2O 

(6)

DAG + AGL ↔ TAG + H2O 

(7)
Sendo TAG, DAG, MAG, AGL e GLI respectivamente, tri, di e monoacilglicerol, ácido graxo lívre (ácido oleico) e glicerol. 

As reações foram realizadas em um Shaker com controle de temperatura, por um período de 48 horas e agitadas a 180 RPM. A quantificação de ácidos graxos livres foi realizada por titulação, baseando-se no trabalho de Awadallak (2013). As análises de triacilglicerol e diacilglicerol foram feitas por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em um equipamento Shimadzu A20 com detector de UV-vis. 
Resultados e Discussão
Os resultados do Planejamento experimental e os níveis avaliados de cada uma das variáveis avaliados são apresentados na Tabela 1.
Tabela 1 – Resultados do planejamento fatorial

	No
	Temp.

(°C)
	GLI:

OIL
	AGL:

OIL
	Enzima

(%m)
	Conv. AGL (%)
	Conv. TAG (%)
	Rend. MAG (%)
	Rend. DAG (%)

	1
	45
	1:1
	1:1
	5
	58.59
	61.31
	24.04%
	39.51

	2
	45
	1:1
	1:1
	5
	58.81
	60.89
	21.74%
	41.55

	3
	45
	1:1
	1:1
	5
	58.90
	59.36
	19.78%
	42.48

	4
	36
	1:2
	1:2
	4
	31.34
	37.41
	13.61%
	25.74

	5
	36
	1:2
	1:2
	6
	20.77
	41.86
	11.80%
	29.79

	6
	36
	1:2
	2:1
	4
	33.61
	20.39
	13.59%
	14.34

	7
	36
	1:2
	2:1
	6
	32.20
	26.23
	14.00%
	16.79

	8
	36
	2:1
	1:2
	4
	17.87
	25.57
	6.93%
	29.12

	9
	36
	2:1
	1:2
	6
	8.17
	40.43
	16.73%
	29.06

	10
	36
	2:1
	2:1
	4
	71.29
	21.54
	25.62%
	22.14

	11
	36
	2:1
	2:1
	6
	69.76
	32.49
	29.36%
	23.77

	12
	54
	1:2
	1:2
	4
	73.75
	37.84
	5.19%
	38.93

	13
	54
	1:2
	1:2
	6
	72.73
	38.85
	4.74%
	40.01

	14
	54
	1:2
	2:1
	4
	57.65
	0.95
	18.04%
	7.60

	15
	54
	1:2
	2:1
	6
	58.32
	4.03
	19.98%
	7.66

	16
	54
	2:1
	1:2
	4
	74.27
	64.22
	17.88%
	53.03

	17
	54
	2:1
	1:2
	6
	72.20
	65.38
	20.96%
	50.54

	18
	54
	2:1
	2:1
	4
	90.22
	61.61
	36.40%
	39.52

	19
	54
	2:1
	2:1
	6
	91.27
	61.52
	35.77%
	40.47


A partir da análise estatatística ao nível de significância de 5% (p≤0,05), constatou-se que o teor de enzimas foi a única variável que não apresentou efeito sobre o rendimento em DAG, isso por estar se trabalhando no equilíbrio. As razões GLI:OIL e AGL:OIL e a temperatura apresentaram efeitos significativos.

Com base nos resultados do primeiro planejamento, foi realizado um planejamento DCCR para avaliar apenas as três variáveis que se mostraram significativas. Os resultados do segundo planejamento e os níveis avaliados são apresentados na Tabela 2.
Tabela 2 – Resultados do planejamento DCCR 

	No
	Temp.
(°C)
	GLI:
OIL
	AGL:
OIL
	Conversão AGL (%)
	Conversão TAG (%)
	Rend. MAG (%)
	Rend. DAG (%)

	1
	30
	1:1
	1:1
	31.99%
	38.65%
	24.83%
	16.88%

	2
	36
	1:2
	1:2
	29.69%
	37.41%
	13.39%
	25.74%

	3
	36
	1:2
	2:1
	33.66%
	20.39%
	13.61%
	14.34%

	4
	36
	2:1
	1:2
	17.91%
	25.57%
	6.94%
	29.12%

	5
	36
	2:1
	2:1
	70.97%
	21.54%
	25.51%
	22.14%

	6
	45
	1:3,36
	1:1
	30.21%
	31.14%
	11.41%
	21.10%

	7
	45
	1:1
	1:3,36
	9.10%
	62.91%
	15.45%
	46.39%

	8
	45
	1:1
	1:1
	65.36%
	58.39%
	21.36%
	41.68%

	9
	45
	1:1
	1:1
	63.18%
	60.30%
	23.93%
	39.97%

	10
	45
	1:1
	1:1
	63.55%
	59.94%
	24.04%
	39.67%

	11
	45
	1:1
	3,36:1
	61.71%
	9.86%
	26.61%
	13.30%

	12
	45
	3,36:1
	2:1
	62.23%
	56.65%
	24.65%
	42.31%

	13
	54
	1:2
	1:2
	73.63%
	37.84%
	5.18%
	40.14%

	14
	54
	1:2
	2:1
	57.50%
	0.95%
	17.99%
	7.60%

	15
	54
	2:1
	1:2
	74.44%
	64.22%
	17.90%
	53.03%

	16
	54
	2:1 
	2:1
	90.22%
	61.61%
	36.40%
	39.52%

	17
	60
	1:1
	1:1 
	85.47%
	53.01%
	17.26%
	46.58%


A partir da análise estatatística ao nível de significância de 5% (p≤0,05), constatou-se que a razão AGL:OIL apresentou o maior efeito no rendimento de DAG, porém este efeito é negativo, ou seja, com a diminuição desta razão aumenta-se o rendimento de DAG. Em seguida vem a temperatura e a razão GLI:OIL. Com o aumento da temperatura, desloca-se o equilíbrio da reação no sentido de formação de DAG. Porém, há a necessidade de se estudar a partir de qual temperatura a enzima começa a desnaturar e perder atividade. Como o aumento do GLI:OIL aumenta-se o rendimento de DAG pois há mais moléculas de MAG disponíveis para a conversão com AGL. 

Conclusões
Foi estudada uma nova rota de produção de diacilglicerol. As variáveis foram avaliadas a partir de dois planejamentos experimentais, um fatorial 24, tendo como variáveis as razões GLI:OIL e AGL:OIL, a temperatura e a fração mássica de enzima, e um planejamento DCCR onde excluiu-se a fração de enzima das variáveis. O ponto ótimo encontrado pelo modelo a partir do planejamento DCCR foi em AGL:OIL -3,25, GLI:OIL 4,49 e temperatura 73,9 °C, apresentado rendimento de DAG 66,9%.
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