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Resumo 
Os monoacilgliceróis (MAG) e diacilgliceróis 

(DAG) são dos emulsionantes mais utilizados na indústria 
alimentar e farmacêutica.  

Neste trabalho pretendeu-se selecionar preparações 
enzimáticas imobilizadas adequadas à biocatálise da 
glicerólise do óleo de bagaço de azeitona refinado em n-
hexano para a produção de glicéridos parciais (MAG e DAG). 
Para tal, testaram-se duas preparações enzimáticas da Candida 
rugosa imobilizadas em espumas de poliuretano (Hypol) com 
diferentes aquafilicidade (FHP X4300 e FHP 2002). 

A modelação e otimização da glicerólise foram 
efetuadas recorrendo à metodologia das superfícies de 
resposta. Os ensaios foram realizados em função da razão 
molar glicerol/triacilgliceróis e o valor da aw inicial.  

Os valores mais elevados de MAG (32%, m/m) e 
DAG (18%, m/m) foram obtidos quando a lipase se 
encontrava imobilizada em espuma de poliuretano FHP 
X4300. 
 
Palavras-chave: monoacilgliceróis, diacilgliceróis, lipase, 
glicerólise, método de superfícies de resposta. 
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Abstract 
In food and pharmaceutical industries, 

monoacylglycerols (MAG) and diacylglycerols (DAG) are 
among the most important emulsifiers. 

The aim of this study was to select adequate 
immobilized lipases to be used as catalysts for the glycerolysis 
of refined olive residue oil in n-hexane for the production of 
partial glycerides (MAG and DAG). The lipases from Candida 
rugosa, immobilized in two different biocompatible 
polyurethane foams (Hypol), with different aquaphilicities 
values, were tested (FHP X4300 e FHP 2002). 

The modeling and optimization of glycerolysis was 
attempted via the Response Surface Methodology. The 
experiments were carried out as a function of the initial water 
activity (aw) of the biocatalyst and the molar ratio 
glycerol/triglycerides. 

The best MAG (32%, w/w) and DAG (18%, w/w) 
productions were achieved when the lipase was immobilized 
at FHP X4300 polyurethane foam. 
 
Keywords: monoacylglycerols, diacylglycerols, lipase, 
glycerolysis, response surface methodology. 

 
 

1. Introdução 
Os alimentos que na sua constituição contêm gordura são geralmente emulsões 

(Becher, 1957). Uma emulsão é um sistema heterogéneo que consiste em pelo menos 
um líquido imiscível disperso noutro sob a forma de gotículas. No entanto, este sistema 
apresenta uma grande instabilidade termodinâmica tendo tendência para regenerar as 
duas fases que lhe deram origem. Deste modo, a adição de agentes de superfície, como é 
o caso dos emulsionantes, vai diminuir essa tensão interfacial, promover a mistura 
homogénea e estabilizar as emulsões. 

Os monoacilglicerois (MAG) e diacilglicerois (DAG), são dos emulsionantes 
mais utilizados na Indústria Alimentar (cerca de 70% da produção total) sendo 
amplamente utilizados na produção de margarinas, chocolates, gelados, molhos e 
massas (Fisher e Parker, 1988). Possuem ainda o estatuto GRAS (Generally Recognized 
as Safe, alimentos reconhecidos como seguros) atribuído pela FDA (Food and Drugs 
Administration, USA). 

Quimicamente, os MAG e DAG são ésteres formados por ligação entre o 
glicerol e, um ou dois, ácidos gordos, respetivamente. 
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Ao nível industrial os MAG e DAG são obtidos por via química a partir da 
interesterificação dos triacilgliceróis (TAG) com glicerol (Gli) (glicerólise) na presença 
de catalisadores inorgânicos alcalinos a elevadas temperaturas (200-250ºC) e pressões 
(5MPa) (Sonntag, 1982; Noureddini e Medikonduru, 1997). A via enzimática, com 
recurso a lipases como catalisadores, apresenta vantagens nomeadamente na redução 
dos efeitos poluentes, nos consumos de energia (condições moderadas de pressão e 
temperatura), na eliminação de reações secundárias indesejáveis e no aumento do 
rendimento (Armstrong e Yamazaki, 1986; Rosu et al., 1997). 

Os TAG, principais constituintes dos óleos e gorduras, são os substratos 
naturais das lipases e quimicamente são ésteres de uma molécula de glicerol com três 
moléculas de ácidos gordos. 

A reação da glicerólise catalisada por catalisadores químicos baseia-se nas 
seguintes reações em cadeia (Sonntag, 1982): 

 
  TAG + Gli  DAG + MAG   (1) 
          
 
  DAG + Gli  2 MAG    (2)

                     
 

Logo, a reação global será: 
 
  TAG + 2 Gli  3 MAG    (3)

          
 

O mecanismo geral da glicerólise por via enzimática consiste inicialmente na 
hidrólise de uma ligação éster no glicérido com libertação de ácido gordo livre, seguida da 
esterificação desse ácido gordo ao glicerol (Macrae, 1985; Goderis et al., 1987; Heisler et al., 
1991; Zu-Yi e Ward, 1993; Ferreira-Dias e Fonseca, 1995). 

As lipases são enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol acil-hidrolases, 
E.C. 3.1.1.3) que atuam sobre a ligação éster de vários compostos e que se encontram 
amplamente na natureza, podendo ser obtidas a partir de várias fontes animais, vegetais e 
microbianas. As lipases de origem microbianas apresentam, presentemente, uma enorme 
aplicabilidade (Kazlauskas e Bornscheuer, 1998). As lipases não específicas, como é o caso da 
Candida rugosa, quebram as moléculas dos TAG produzindo ácidos gordos livres (AGL), Gli, 
MAG e DAG como produtos intermédios. A lipase da Candida rugosa tem sido utilizada 
industrialmente na produção de biodisel e modificações de óleos (Nandi et al., 2005; Shao et 
al., 2008). 
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A produção de emulsionantes por via enzimática só poderá competir com a via 
química se a lipase for imobilizada, de modo a permitir a sua reutilização ou utilização em 
reatores contínuos, com consequente redução dos custos do biocatalisador. Com a imobilização 
consegue-se ainda proteger a lipase da ação de alguns compostos inibitórios, pela criação dum 
micro ambiente propício à atividade enzimática (Persson et al., 2002). A imobilização do 
biocatalisador pode ser efetuada recorrendo a métodos químicos, físicos ou por ambos, de 
modo que as moléculas da lipase fiquem retidas tornando-se insolúveis em meio aquoso. 

Os poliuretanos têm sido muito utilizados como suportes enzimáticos nas reações em 
meio orgânico devido à sua resistência aos solventes orgânicos. Na imobilização em espumas 
de poliuretano a lipase fica retida na estrutura porosa da matriz por meio de ligações covalentes 
(Kennedy e Cabral, 1987). A lipase da Candida rugosa imobilizada em espumas de 
poliuretano tem sido empregue, com grande sucesso, em reações de esterificação do ácido 
butírico com etanol (Pires-Cabral et al., 2007), glicerólise e hidrólise do azeite (Ferreira-Dias e 
Fonseca, 1995; Balcao et al., 1996). 

O bagaço de azeitona é um subproduto da extração do azeite que pode conter ainda 8 
a 12% (m/m) gordura (Uzzan, 1996) e que apresenta uma composição química muito 
semelhante à do azeite. Ambas as gorduras provêm da polpa da azeitona, sendo o azeite 
extraído por meios físicos, enquanto o óleo de bagaço de azeitona é obtido recorrendo a 
solventes orgânicos. A utilização do óleo de bagaço de azeitona na obtenção de produtos com 
maior valor acrescentado (como é o caso dos emulsionantes) poderá ser uma alternativa para a 
sua rentabilização. 

Com este trabalho pretendeu-se modelar a reação de glicerólise de óleo de bagaço de 
azeitona refinado, em n-hexano, catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada em duas 
espumas de poliuretano de diferentes hidrofilicidades para a produção de compostos (MAG e 
DAG) com características emulsionantes. 

 
2. Materiais e Métodos 
 
Materiais: Óleo de Bagaço de Azeitona refinado, cedido por José Carvalho 

Coimbra, Portugal; lipase da Candida rugosa (lipase AY) oferta da Amano, Reino Unido; dois 
pré-polímeros de poliuretano de diferentes hidrofilicidades Hypol (FHP X4300 e FHP 2002, 
com aquafilicidades de 2,8 e 3,7, respetivamente) oferecidos pela Hampshire Chemical GmbH, 
Alemanha. 

 
Imobilização: A lipase (350mg) foi imobilizada em espumas de poliuretano 

preparadas a partir de 0,4g e 0,6g de pré-polímero de FHP X4300 e FHP 2002, respetivamente 
(Ferreira-Dias et al., 1999). As preparações foram utilizadas a diferentes valores de atividade 
da água (aw), conseguidas por secagem em estufa sob pressão reduzida. A aw foi avaliada, a 
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30ºC, num higróscopo munido de sensor de humidade de cloreto de lítio, ROTRONIC 
HYGROSKOP DT (DMS-100H). 

 
Reação de glicerólise: A lipase imobilizada nas espumas foi adicionada a 12 cm3 de 

um sistema reacional constituído por uma solução a 30% (m/v) de óleo de bagaço de azeitona 
refinado em n-hexano e quantidades variáveis de glicerol. Os ensaios decorreram em reatores 
cilíndricos (50 cm3) sob agitação magnética, a 30ºC (temperatura inferior à do ponto de fusão 
dos MAG). Após 24 horas de reação foram retiradas amostras do meio orgânico onde se 
analisaram os TAG não consumidos e os produtos de glicerólise presentes. 

Para a modelação da reação de glicerólise recorreu-se à metodologia das superfícies 
de resposta (RSM) que se baseia em delineamentos experimentais adequados de modo a 
abranger o máximo das situações possíveis com um pequeno número de ensaios selecionando 
as variáveis operatórias com efeito significativo na reação, modelar e otimizar as condições que 
maximizam a produção de MAG e DAG. Os ensaios foram realizados segundo uma matriz 
“Central Composite Rotatable” (CCDR) (Vuataz, 1986), em função da razão molar 
glicerol/triacilgliceróis (Gli/TAG) (0,5-2,0), e do valor de aw inicial das espumas (FHP X4300: 
0,37-0,91; FHP 2002: 0,24-0,91). 

 
Métodos analíticos: Os DAG e TAG foram separados por cromatografia em camada 

fina e quantificados por cromatografia gasosa (GC) sob a forma de ésteres metílicos dos ácidos 
gordos constituintes (FAME) recorrendo a um GC CARLO ERBA modelo VEGA 6000 
série 2, munido com uma coluna capilar SupelcoTM 2380 (60m de comprimento; 0,25mm de 
diâmetro interno; 0,20µm de espessura de filme), um injetor com divisão de fluxos e um 
detetor de ionização de chama (FID). O gás de arraste utilizado foi o hidrogénio com uma 
pressão à entrada da coluna de 60kPa. O injetor e o FID encontravam-se a 250ºC e a coluna 
sujeita a uma temperatura constante de 230ºC. Os AGL, resultantes de eventual hidrólise dos 
glicéridos e do mecanismo de glicerólise enzimática, foram quantificados pelo método de 
Lowry e Tinsley (1976) modificado e os MAG foram calculados por via indireta (Ferreira-Dias 
e Fonseca, 1993). 

 
3. Resultados e discussão 
As produções de glicéridos parciais pela lipase da Candida rugosa imobilizada nas 

espumas de poliuretano, a diferentes valores de aw e Gli/TAG, encontram-se nas figuras 1 e 2 
para os MAG e nas figuras 3 e 4 para os DAG. 
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Fig. 1 - Superfícies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da produção de 
monoacilgliceróis (MAG) durante a glicerólise do óleo de bagaço de azeitona em n-hexano 
catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada na espuma FHP 2002, em função da razão 
molar Gli/TAG e de aw inicial das espumas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 – Superfícies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da produção de 
monoacilgliceróis (MAG) durante a glicerólise do óleo de bagaço de azeitona em n-hexano 
catalisada pela lipase da Candida rugosa imobilizada na espuma FHP X4300, em função da razão 
molar Gli/TAG e de aw inicial das espumas. 
 
Quando se utilizou a lipase em FHP X4300, as produções de MAG e DAG 

puderam ser descritas por modelos polinomiais de segunda ordem, correspondentes a 
uma superfície côncava (Fig. 2) e em sela (Fig. 4), respetivamente.  
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Fig. 3 - Superfícies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da produção de diacilgliceróis 
(DAG) durante a glicerólise óleo de bagaço de azeitona em n-hexano catalisada pela lipase da 
Candida rugosa imobilizada na espuma FHP 2002, em função da razão molar Gli/TAG e de aw 
inicial das espumas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 - Superfícies de resposta ajustadas aos pontos experimentais da produção de diacilgliceróis 
(DAG) durante a glicerólise do óleo de bagaço de azeitona em n-hexano catalisada pela lipase da 
Candida rugosa imobilizada na espuma FHP X4300, em função da razão molar Gli/TAG e de aw 
inicial das espumas. 
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Com a lipase em FHP 2002, as conversões em MAG e DAG foram descritas 
por polinómios de primeira ordem (superfícies planas) (Fig. 1 e 3). A conversão em 
MAG observada com a lipase na espuma FHP X4300 (32%, m/m) foi superior à obtida 
com a lipase na FHP 2002 (14%, m/m). Essa diferença pode ser explicada pela 
diferença de valores de aquafilicidade das espumas pois, sendo o glicerol um composto 
hidrofílico, terá tendência para migrar preferencialmente para o interior da espuma de 
maior aquafilicidade (FHP 2002) (Ferreira-Dias e Fonseca, 1995). Tal poderá ocasionar 
no microambiente condições de inibição da lipase e/ou dificultar o acesso dos substratos 
hidrofóbicos, como é o caso do óleo de bagaço de azeitona. 

Com a espuma FHP X4300, verifica-se um mínimo na produção de MAG para 
valores de aw cerca de 0,5 (Fig.2). Abaixo e acima desse valor de aw ocorreu um 
aumento da produção de MAG, que poderá resultar da predominância da reação de 
glicerólise para valores baixos e da reação de hidrólise para valores mais altos. Nos 
sistemas de aw elevada as reações de esterificação são reprimidas e os MAG presentes 
provêm fundamentalmente da reação de hidrólise (Ferreira-Dias e Fonseca, 1995). 

A maior produção de DAG, observada com a lipase imobilizada em 
FHP X4300 (fig. 4), coincidiu com o mínimo na produção de MAG (Fig. 2). É possível 
que, para valores intermédios de aw a conversão de DAG em MAG seja um passo 
limitante da reação (compromisso entre a reação de hidrólise e a da glicerólise). 

Nas duas preparações enzimáticas observou-se uma elevada produção de AGL 
(20%, m/m), para valores elevados de aw e razões molares de Gli/TAG baixas. 

 
4. Conclusão 
A lipase da Cândida rugosa imobilizada nas espumas de poliuretano 

FHP X4300 foi a matriz que se mostrou mais adequada para a produção de MAG e 
DAG. Com esta preparação enzimática a uma aw inicial de 0,83, conseguiu-se uma 
conversão de 62% (m/m) dos TAG, com produção de 32% (m/m) de MAG e 18% de 
DAG (m/m), após 24 horas de reação, quando a razão Gli/TAG foi de 1, enquanto que 
na preparação cuja lipase se encontrava imobilizada em FHP 2002, a conversão dos 
TAG foi apenas 36% (m/m). 
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