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Resumo

Os 6leos alimentares usados (OAU) quando descartados incorretamente, acabam por atingir
0 meio aquatico e prejudicar os ecossistemas envolventes, tornando-se um grande problema
ambiental. Ja existem algumas formas de combater este problema através da valorizagcdo dos
OAU, principalmente através da sua transformagéo em biodiesel.

Neste trabalho pretende-se valorizar o OAU, atraveés de estudos de otimizagao do processo de
saponificacdo, que posteriormente resultam na preparagdo de detergente do chdo, com menor
impacto ambiental que os detergentes convencionais conhecidos no mercado. Para este estudo,
foram escolhidos o éleo de palma, 6leo de colza e 6leo de girassol, que sdo trés dos 6leos mais
consumidos no mundo, e que até ao momento ainda ndo foram estudados com este propdsito.

O projeto inclui duas componentes, uma computacional de dindmica molecular e uma
componente laboratorial. Em dindmica molecular estudou-se o comportamento da enzima
Thermomyces Lanuginosus (TLL) em sistemas bifasicos 6leo/agua que visam reproduzir a reagdo
de hidrolise dos 6leos em estudo. Estes estudos demonstraram que a proteina TLL tem um
comportamento semelhante perante os diferentes 6leos. A componente laboratorial consistiu
numa caracterizacao dos 6leos virgens e usados através do indice de acidez, saponificagdo, iodo
e as espectroscopias de FTIR e UV-Vis. Posteriormente passou-se a otimizacdo da reagdo de
hidrolise através do planeamento factorial, e por fim a preparacdo e caracterizagdo dos
detergentes, através de pH, teste de espuma, indice de emulsificagdo, viscosidade e tenséo
superficial. Ao longo do trabalho laboratorial concluiu-se que 0s 6leos virgens e usados sdo
muitos semelhantes em termos de propriedades fisico-quimicas, e que os detergentes obtidos
através destes 6leos sdo muito semelhantes aos detergentes comerciais existentes no mercado,
com a vantagem de serem mais ecoldgicos na sua preparagdo e com menor impacto ambiental
apos o seu descarte
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Abstract

When incorrectly disposed, used cooking oils (UCO) end up reaching the aquatic
environment and damaging the surrounding ecosystems, becoming a major environmental
problem. There are already some solutions to combat this problem through the valorization of
UCO, mainly through their transformation into biodiesel.

This work intents to study UCOs demonstrating its value through optimization studies of the
saponification process, which later result in the preparation of detergent with less environmental
impact than the synthetic detergents present in the market. Palm oil, rapeseed oil and sunflower
oil were the oils elected for the matter of this study since they are among the most consumed oils
in the world and haven’t yet been studied for this purpose.

The project includes two components, a molecular dynamics component and a laboratory
component. In molecular dynamics, the behavior of the enzyme Thermomyces Lanuginosus
(TLL) was studied in two-phase oil/water systems that aim to reproduce the hydrolysis reaction
of the oils under study. These studies have shown that the TLL protein behaves similarly to
different oils. The laboratory component aimed to characterize the virgin and used oils, through
the acid value, saponification index, iodine value and FTIR and UV-Vis spectroscopies,
afterwards the optimization of the hydrolysis reaction through factorial planning. Finally, the
detergents were prepared and characterized through pH, foam test, emulsification index, viscosity
and surface tension. Throughout the laboratory work it was concluded that virgin and used oils
are very similar in terms of physico-chemical properties, and that the detergents obtained through
these oils are very similar to commercial detergents on the market, with the advantage of being
more environmentally friendly in its manufacture and after its disposal.
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1. Introducéao

1.1. Impacto Mundial dos Oleos Alimentares Usados

Na sociedade atual, o consumo de 6leos vegetais, € uma realidade que tem vindo a aumentar
de ano para ano a escala global, sendo estes maioritariamente usados na industria alimentar. Os
6leos vegetais, como o nome indica sdo extraidos de plantas, e 0 seu consumo é considerado uma
alternativa mais saudavel a gordura animal. Uma vez que a gordura animal é rica em acidos gordos
saturados, que séo associados a elevados niveis de colesterol LDL (“mau” colesterol), € os 6leos
vegetais contém sobretudo acidos gordos insaturados. Por esta razdo, a industria alimentar opta
cada vez mais pela utilizagdo dos 6leos ou gorduras vegetais, pelo que neste Gltimo ano 2019/2020
foram consumidos 204,83 milhdes de toneladas de 6leo vegetal no mundo.! Portugal também néo
é excec¢do, 0 consumo de Gleos vegetais faz parte da cultura do pais e por isso € um parametro que
tem vindo a ser constante ao longo dos anos, pelo que segundo o Instituto Nacional de Estatistica,
0 Ultimo ano com registo estatistico é 2017 e contou com 229 milhares de toneladas consumidas
de 6leos e gorduras vegetais.?

Os 0leos alimentares usados (OAU) sdo muitas vezes descartados para a rede de esgotos, o
gue acarreta diversos problemas tanto a nivel ambiental como a nivel econémico. Uma vez nas
tubagens da rede de esgotos 0s OAU acabam por se depositar e acumular na forma sélida, muitas
vezes até com outros residuos sanitarios como por exemplo papel. Desta forma reduzem o
didametro dos tubos da rede de esgotos, e isto pode desencadear em entupimentos seja a nivel local
como por exemplo o bloqueio de um cano de cozinha doméstico, ou a um nivel mais profundo
como por exemplo o entupimento do sistema de esgotos. Este problema tem outras consequéncias
tais como, o transbordo das aguas de esgotos, seja no domicilio ou na rua, que acaba por libertar
substancias nocivas para a salde publica e ambiente, ou até a corrosao das tubagens sob condi¢des
anaerobias (auséncia de nitrato, sulfato e oxigeénio para a decomposicdo de matéria orgénica da
rede de esgotos, formando compostos organicos de menores dimens@es) libertando gases com
efeito de estufa. Para além disto, os OAU podem ainda passar pela rede de esgotos e chegar as
ETAR causando sobrecarga no sistema, e até complicacdes adicionais se ndo forem eliminados
nas primeiras etapas de tratamento. Todos estes problemas mencionados, levam a um aumento de
custos de manutengéo de todos os sistemas de esgoto e ETAR’s. O projeto EU — RecOil, uma
iniciativa da Unido Europeia apoiada pela Comissdo Europeia por meio do Programa Energia
Inteligente para a Europa, estimou que 25% dos custos de tratamento de esgoto se devem a
presenca de aglomerados de OAU.3

Em muitas cidades no mundo, nem toda a percentagem de aguas de esgoto é tratada nas
ETAR’s, infelizmente, ha uma parte que acaba por desaguar nos rios ou até no mar. Quando isto
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acontece, 0 OAU gue vem do esgoto, devido a sua baixa densidade em relagdo a agua, acaba por
se depositar na superficie dos mares e rios, levando a diversas consequéncias nos ecossistemas
presentes. Segundo diversas organizacdes nomeadamente a Comissdo Europeia e a Agéncia
Portuguesa do Ambiente, 1 litro de 6leo doméstico deitado no ralo da cozinha, chega a contaminar
1 milhdo de litros de agua.*®

Para além do 6leo ser menos denso que a 4gua, estes componentes sdo também imisciveis, o
que logo a partida leva a formacdo de uma camada de 6leo na superficie da agua. Esta camada
dificulta a penetracéo de luz e oxigénio,® reduzindo assim a fotossintese das algas, que sdo ndo sé
as especies basais da cadeia alimentar dos ecossistemas aquaticos, como também constituem,
juntamente com os recifes de corais, a estrutura de habitats principalmente dos invertebrados
marinhos. Existe um grande grau de variacdo em relacdo aos efeitos da exposicdo das algas e
corais ao 6leo. Muitas ndo resistem a esta interacdo, outras, as plantas adultas acabam por resistir
e consequentemente assumem um crescimento desmedido em relacdo as restantes espécies.
Resultando num grande aumento da sua estrutura e por consequéncia levam a perda de toda a
biodiversidade original do local, provocando a morte de muitos invertebrados. Os peixes e 0s
mamiferos marinhos também séo espécies afetadas devido ao contacto fisico com o éleo. A sua
incapacidade de detetar a presenca das manchas de Oleo, leva ao consumo de alimentos
contaminados, a adesdo do 6leo a pele/penas/escamas, olhos e as restantes partes sensiveis, a
inalacdo de substancias volateis, entre outros. O que consequentemente pode desencadear
inflamacbes das membranas pulmunares, congestfes pulmunares, pneumonias, asfixias,
problemas digestivos, originando grandes sequelas ou até mesmo a prépria morte.”

As aves marinhas sdao provavelmente a espécie mais afetada com a poluicdo da agua causada
por 6leo. O seu contacto com o 6leo reveste as penas deste residuo, o que provoca principalmente
a inibicdo das habilidades de voo e de isolamento, ficando vulneraveis a predadores. Por outro
lado, as aves, interrompem a sua atividade para se limpar ficando assim com fome e desnutridas,
perdem capacidade de flutuar o que pode resultar em afogamento, e ainda ficam suscetiveis a
lesGes intestinais e intoxicacdo devido ao 6leo ingerido durante a auto-limpeza. Para além disto,
0 6leo também pode levar ao entupimento das narinas e garganta resultando em asfixia.®

A vegetacdo tipica das zonas costeiras aos meios aquaticos contaminados também sofre com
a poluicéo causada pelo 6leo, pois acaba por revestir as suas zonas respiratorias das raizes e caules,
resultando no envenenamento e sufoco das plantas e consequente morte.”

A poluicdo causada pelo OAU é uma realidade atual e tem repercussdes negativas tanto na
natureza como a nivel financeiro nas ETAR e sistemas de esgoto. Por esta razdo 0 OAU néo deve
ser deitado para os sistemas de esgoto, mas sim valorizado e reciclado, tal como explicado na
préxima secgao.
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1.2. Valorizacdo de Oleo Alimentar Usado

1.2.1. Formas de Valorizacdo do OAU

O oleo alimentar depois de usado, seja pelo sector doméstico, industrial ou de restauracéo,
ainda mantém muitas caracteristicas fisico-quimicas que permitem a sua reciclagem e
valorizacdo. As vantagens dos produtos industriais derivados de 6leos vegetais vdo ao encontro
de varios principios da quimica verde®, nomeadamente a necessidade de uso de matéria-prima
renovavel e a minimizacgdo de riscos devido a emissdes de substancias com a menor toxicidade
possivel. Devido a sua natureza de base vegetal os produtos formados a partir de éleo vegetal sdo
frequentemente biodegradaveis. A grande procura por produtos ecoldgicos deve-se em grande
parte a preocupacao pelo esgotamento das reservas mundiais de combustiveis fésseis e aumento
dos custos que Ihes sdo associados, e a crescente preocupagao com a poluicdo ambiental. Existem
varias formas de valorizacdo do OAU, originando todo um leque de aplicagdes, como por
exemplo biodiesel, glicerina, sabdo, PHAs (polihidroxialcanoatos), biosurfactantes, compostos

plastificantes, biogas, resina de impressdo 3D, aglutinantes, lubrificantes, bioadsorventes e etc.'*
11,12, 13

A transformacdo de OAU em biodiesel, é a forma de valorizagdo de OAU mais utilizada no
mundo. O uso de 6leos vegetais em motores a diesel é quase tdo antigo quanto o proprio motor,
pois Rudolf Diesel, o inventor deste motor, usou 6leo de amendoim para demonstracGes do seu
motor numa exposicdo em Paris no ano de 1900.'* O uso de biodiesel é mais vantajoso quando
comparado com os combustiveis fésseis derivados de petroleo. Cerca de 1000 litros de OAU
permitem produzir entre 920 a 980 litros de biodiesel, cujos indices de emissao de dioxido de
carbono podem chegar a menos de 80% em comparacéo com os efeitos do gaséleo.

Analisando quimicamente, o biodiesel é composto por ésteres metilicos ou etilicos de acidos
gordos que podem ser produzidos a partir de diferentes fontes lipidicas, por transesterificacdo
(reagdo com &lcool na presenca de uma base, &cido, enzima ou catalisador s6lido). Atualmente,
as reacdes de esterificacdo e transesterificacdo sdo as mais utilizadas para produzir biodiesel.
Qualquer tipo de matéria-prima que contenha acidos gordos livres e/ou triglicerideos, como 6leo
vegetal e gordura animal, pode ser convertido em biodiesel. No entanto, os produtos finais devem
cumprir rigorosos padrfes de qualidade antes de serem aceites como biodiesel (legislagédo em
vigor). Os oleos vegetais mais comercializados, e por isso mais utilizados para producéo de
biodiesel, sdo 6leo de soja, colza, palma, girassol, coco e linhaga.®

A producgdo de sabdo também é uma forma de valorizacdo de OAU, para tal é utilizada a
reacdo de saponificacdo, também conhecida como processo a frio para fabricacdo de sabdo, e
consiste na hidrdlise alcalina de triglicerideos, que como ja foi dito, sdo os principais constituintes
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dos Oleos vegetais e gorduras animais, podendo reagir com uma base forte mineral como
hidroxido de sodio, em meio aquoso, para produzir os sais de sédio dos acidos gordos livres
hidrolisados (sab&o) e glicerol.'’

Historicamente, a producdo de sabdo costumava ser um método para reutilizar gorduras
animais, banha e sebo. Atualmente, a maioria das pessoas usa sabdo industrial, no entanto, hd um
movimento crescente para aprimorar a producéo artesanal de sab&o de boa qualidade, tanto por
ser considerado melhor para a pele e para a saude em geral, quanto para reduzir a pegada hidrica
e de carbono. Hoje em dia, é possivel produzir sabdes com diferentes caracteristicas consoante o
tipo de 6leo utilizado e os aditivos adicionados.’

Tanto a reacdo de transesterificacdo no caso do biodiesel como a de saponificacdo no caso do
sabdo, tém como subprodutos o glicerol, também conhecido comercialmente como glicerina
(produto comercial purificado que contém pelo menos 95% de glicerol). A glicerina purificada
apresenta também um vasto leque de aplica¢des, sendo que a maior percentagem é na industria
comeéstica e farmacéutica, no entanto também é usada na industria alimentar, de resinas, de tabaco,
de celulose, etc.’®

A adicdo de residuos organicos de alta resisténcia como 6leos e gorduras, aumenta a produgao
de biogés a partir de digestores anaerdbios em instalagdes de tratamento de aguas residuais, o que
incentiva economicamente o uso de biogas para gerar eletricidade, energia térmica ou mecénica.®
Para além disto, os OAU também sdo Uteis na area dos pesticidas. Os 6leos vegetais virgens ja
sdo adicionados em pequenas fragOes a alguns pesticidas como adjuvantes, mas o uso de OAU
permite a substituicdo dos 6leos virgens e a valorizagdo dos OAU. Os 6leos reduzem a tensdo
superficial das gotas pulverizadas sobre a planta, aumentando a area de contacto. A sua utilizacdo
aumenta a facilidade de penetracdo do produto na cuticula da planta e, consequentemente, podera
diminuir a dose necessaria dos compostos quimicos activos.?°

Como foi demonstrado, os OAU sdo um residuo com inimeras potencialidades na sua
valorizag&o. O presente projeto cientifico incide na saponificacdo destes residuos e transformagéo
em diversos produtos de limpeza, um tema que sera abordado mais em pormenor nas proximas
seccoes.

1.2.2. Enquadramento Legal

Os OAU apenas recentemente comegaram a ser vistos como uma matéria-prima valorizavel,
e por isso a legislacéo existente relativa & sua gestdo também é relativamente recente. A Tabela 1
resume este enquadramento legal dos OAU.
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Tabela 1 - Enquadramento legal dos OAU.

Legislacao Data Definicgéo

. Transporte de OAU em
Portaria n°® 335/97 16/05/1997 o ]
territério nacional.

Controlo da epidemia
03/10/2002 Encefalopatia Espongiforme
Bovina.

Regulamento (CE) n°
1774/2002

Regul to (CE) ne Fiscalizagdo e controlo das
egulamento n

14/06/2006 transferéncias de residuos na
1013/2006 . .
Comunidade Europeia.
. Regime Geral de Gestdo de
Decreto-Lei n° 178/2006 05/09/2006 .
Residuos.
. Regime juridico da deposicdo
Decreto-Lei n° 183/2009 10/08/2009 i
de residuos em aterro.
. Regime de gestdo dos 6leos
Decreto-Lei n° 267/2009 29/09/2009 .
alimentares usados.
Assegura a execugdo do
Decreto-Lei n® 33/2017 23/03/2017 Regulamento (CE) ne
1069/2009.
Regras aplicaveis ao
Portaria n°® 145/2017 26/04/2017 transporte de residuos em
territdrio nacional.
Aprova as guias de
acompanhamento de
Despacho 8442/2017 26/09/2017

subprodutos  animais e
produtos derivados.

A 16 de maio de 1997 foi publicada no Diério da Republica Portuguesa a Portaria n® 335/97
gue fixa as regras a que fica sujeito o transporte de residuos dentro do territério nacional. Nessa
altura, a principal utilizacdo de OAU era para racdo animal, no entanto, mais tarde com o
surgimento da epidemia Encefalopatia Espongiforme Bovina (também conhecida como doenca
das vacas loucas), levou a implementacdo de novas medidas por parte do Parlamento Europeu
com o Regulamento (CE) n°® 1774/2002, nomeadamente a proibi¢cdo da alimentagdo de uma
espécie animal com proteinas derivadas da transformacdo dos corpos ou partes de corpos de
animais da mesma espécie, por apresentar um risco de propagacdo da doenca, incluindo assim 0s
OAU (devido aos restos de comida no 6leo).

A 14 de junho de 2006, entrou em vigor o Regulamento (CE) n°® 1013/2006 relativo a
fiscalizacdo e ao controlo das transferéncias de residuos no interior, a entrada e a saida da
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Comunidade Europeia, tendo ja esta legislacdo sofrido diversas alteracbes substanciais desde
1993, data de publicacdo do regulamento original. No mesmo ano, a 5 de setembro, entrou em
vigor através do Decreto-Lei n° 178/2006, o Regime Geral de Gestdo de Residuos (RGGR) que é
aplicavel a prevencdo, producdo e gestdo de residuos. O RGGR surgiu com a crescente
necessidade de valorizar estes residuos, definindo assim o seu encaminhamento, transporte,
reporte de informacdo (& Agéncia Portuguesa do Ambiente) e tratamento para 0s setores
industrial, hotelaria e restauracdo, no caso do setor doméstico, esta gestdo fica a cargo do
municipio.

Em 2009 entrou em vigor o Decreto-Lei n° 183/2009 que estabelece o regime juridico da
deposicéo de residuos em aterro, as caracteristicas técnicas e 0s requisitos a observar na concecao,
licenciamento, construcdo, exploragdo, encerramento e pos-encerramento de aterros (diploma
aterros). Mais tarde, ainda em 2009, surgiu 0 Decreto-Lei n® 267/2009, de 29 de setembro, que
aprova o regime de gestdo dos 6leos alimentares usados (diploma OAU) provenientes dos setores
domeéstico, da Hotelaria, Restauragdo e Catering (HORECA) e do setor industrial. Este diploma
acresce a0 RGGR para dinamizar o setor dos OAU criando um conjunto de normas que visam
quer a implementacao de circuitos de recolha selectiva, 0 seu correcto transporte, tratamento e
valorizagdo, por operadores devidamente licenciados para o efeito, quer a rastreabilidade e
quantificagdo de OAU. Para além disto, este regime juridico da um especial enfoque a recolha de
OAU no sector doméstico, atribuindo um papel de relevo aos municipios e estabelecendo
objectivos concretos para a constituicdo de redes municipais de recolha selectiva. Sdo ainda
destacadas algumas proibi¢cdes importantes para a sociedade em geral:

o Alintroducdo de OAU ou de substancias recuperadas de OAU na cadeia alimentar;

e A descarga de OAU nos sistemas de drenagem, individuais ou colectivos, de aguas
residuais;

e A deposicdo em aterro de OAU, nos termos do regime juridico da deposicao de residuos
em aterro;

e A mistura de OAU com substancias ou residuos perigosos;

o A realizagéo de operacdes de gestdo de OAU por entidades ndo licenciadas nos termos
do Decreto-Lei n.° 178/2006, de 5 de Setembro;

e A utilizacdo, como combustivel em veiculos, de OAU que ndo cumpram 0s requisitos
técnicos aplicaveis aos biocombustiveis previstos no Decreto-Lei n.° 62/2006, de 21 de
Marco.

Em 2017 entrou em vigor o Decreto-Lei n® 33/2017, a Portaria n® 145/2017 e o Despacho
8442/2017. O Decreto-Lei n.° 33/2017 assegura a execucdo e garante o cumprimento das
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disposicGes do Regulamento (CE) n° 1069/2009, que define as regras sanitarias relativas a
subprodutos animais e produtos derivados ndo destinados ao consumo humano e que revoga o
Regulamento (CE) n° 1774/2002. A Portaria n°® 145/2017 define as regras aplicaveis ao transporte
rodoviério, ferroviario, fluvial, maritimo e aéreo de residuos em territdrio nacional e cria as guias
eletronicas de acompanhamento de residuos (e-GAR), a emitir no Sistema Integrado de Registo
Eletrénico de Residuos (SIRER). O Despacho 8442/2017 do Diretor-geral de Alimentacdo e
Veterinaria, que cria a guia de acompanhamento de subprodutos animais e produtos derivados do
Decreto-Lei n° 33/2017.

Toda a informacéo presente nesta seccao esta em conformidade com a Nota Técnica relativa
a gestdo de OAU, elaborada conjuntamente pela Direcdo Geral de Alimentagdo e Veterinaria e
pela Agéncia Portuguesa do Ambiente.?

1.3. Oleos Alimentares em Estudo

Os 6leos alimentares estudados neste projeto foram escolhidos com base no seu consumo a
nivel mundial e nacional, pois quanto mais um éleo é consumido, maior quantidade havera para
reciclar. A Figura 1 apresenta uma analise estatistica do consumo de 6leos vegetais a nivel
mundial. Neste contexto, foram estudados o 6leo de palma, o 6leo de colza e 6leo de girassol.
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Figura 1 - Consumo de Oleos vegetais a nivel mundial. Adaptado de

https://www.statista.com/statistics/263937/vegetable-oils-global-consumption/?.
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O 6leo de palma é o 6leo mais consumido no mundo.! E extraido do mesocarpo (vulgarmente
chamado de polpa) dos frutos da palmeira (Elaeis guineensis). Esta planta é muito comum em
climas tropicais, e por isso é cultivada maioritariamente em Africa, América do Sul e Sudeste
Asiatico, os cinco principais paises produtores séo a Indonésia, Malésia, Tailandia, Colémbia e
Nigéria. A palmeira fornece o maior rendimento de 6leo por unidade de &rea cultivada, um hectar
de plantacdes de palmeira € capaz de produzir até 10 vezes mais 6leo do que outras principais
culturas oleaginosas. O fruto da palmeira produz dois tipos distintos de 6leos, o éleo de palma
que € extraido da polpa do fruto e o 6leo de palmiste que é extraido do caroco do fruto, no entanto
apenas o 0leo de palma é usado na culinéria. A industria alimentar utiliza cerca de 90% do 6leo
de palma produzido, os restantes 10% sdo usados na fabricacdo de sabdo e industria
oleoquimica.??

O fruto da palmeira contém cerca de 56 a 70% de Gleo, e pode ser extraido por processos
diferentes consoante 0 seu rendimento e complexidade. Para a sua extragdo existem Varios
métodos, mas a sua base € comum a todos eles: esterilizagdo do fruto, separa¢ao da polpa do fruto,
digestdo, extracdo de dleo e clarificagdo. A esterilizacdo do fruto envolve um processo de calor e
absorcao de humidade, o objetivo € inativar as enzimas lipoliticas da polpa do fruto. A extracdo
pode ser feita por dois procedimentos, a prensagem mecénica ou a extragéo por solvente. No fim
do processo € comum submeter o 6leo a refinamento para remover impurezas, pode ser
refinamento quimico ou fisico, sendo que o refinamento quimico apresenta algumas desvantagens
em relacdo ao fisico, como a perda de triglicerideos, o alto consumo de energia, altos custos no
equipamento, o factor tempo e ainda o facto de gerar grandes quantidades de efluentes que poluem
0 meio ambiente.??

Quando comparado com outros 6leos vegetais, 0 6leo de palma possui uma composicéo Unica
de acidos gordos, pois contém praticamente igual quantidade de acidos gordos saturados e &cidos
gordos insaturados, 0 que o torna naturalmente semi-sélido a temperatura ambiente, tendo um
ponto de fusdo entre 33 °C e 45 °C. A composic¢ao aproximada de acido palmitico (C16: 0) é de
44%, de acido oleico (C18: 1) é de 40%, de acido linoleico (C18: 2) é de 10% e acido estearico
(C18: 0) é de 5%.% Tal como os restantes 6leos, 0 6leo de palma é constituido por uma mistura
de triacilglicerideos, diacilglicerideos e monoacildiglicerideos, estes dois ultimos, muitas vezes
resultam da hidrolise dos triacilglicerideos. Para além de lipidos, o 6éleo de palma também é
constituido por micronutrientes tais como carotendides, tocofer6is, tocotrienois, esterois,
fosfolipidos, glicerolipidos e esqualeno.?? Os carotendides sdo responsaveis pela cor vermelho-
alaranjado do 6leo de palma. Eles atuam como antioxidantes protegendo o 6leo contra a oxidagéo,
sendo eles mesmos oxidados antes do ataque oxidativo aos triglicerideos. Os tocoferdis e
tocotriendis sdo geralmente chamados de vitamina E, sdo sollveis em gordura, tém uma cabeca
formada por anéis fendlicos e heterociclicos e uma cadeia hidrocarbonada que representa a cauda.
A diferenca na estrutura dos tocoferois e tocotriendis encontra-se apenas na cauda, os tocoferois
possuem uma cauda saturada, enquanto que os tocotriendis possuem uma cadeia ndo saturada
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com trés ligacBes duplas isoladas. Atuam também como antioxidantes inibindo radicais livres. O
0leo de palma é uma das fontes mais ricas de vitamina E da natureza. Os restantes micronutrientes
estdo presentes em quantidades mais baixas e também contribuem para evitar a oxidacdo do leo
de palma. Todos estes constituintes tém influéncia nas propriedades fisico-quimicas do 6leo.?

O oleo de colza ou canola, é o terceiro 6leo mais consumido no mundo.! E extraido das
sementes da colza (Brassica napus L.), uma planta com flores amarelas. As sementes da colza
contém aproximadamente 40% de dleo e 17 a 26% de proteina. Para além de 6leo de colza, ainda
é possivel produzir farinha de colza, que é um subproduto da extracdo do 6leo de colza, € uma
matéria-prima altamente rica e contém até 50% de proteina.?

A colza (Brassica napus L.) é uma espécie que se originou numa regido geogréafica limitada
através de hibridizaces espontaneas entre 0s gendétipos de nabo (Brassica rapa L.) e do repolho
(Brassica oleracea L.).* Esta planta é cultivada em climas mais frios, sendo que no inverno o
cultivo incide mais na Europa e na Asia, na primavera o clima mais adequado é o do Canada,
norte da Europa e Austrélia, e no verao os eleitos sao os paises do norte da Europa, Canada, China
e Australia.?® O Canada tornou-se lider mundial na producédo em larga escala de variedades de
canola de alta qualidade, caracterizadas por baixos niveis de &cido ertcico (<2%) e glucosinolato
(<30 Imol / g). Foi no Canada que surgiu o termo Canola que resulta da contracdo da frase
Can(adian) o(il) I(ow) a(cid), ou seja, 6leo canadense de baixo teor de acido.?

O processo da extracdo do 6leo das sementes da colza divide-se em vérias etapas, primeiro é
feita uma limpeza as sementes, de seguida as sementes sdo pré aquecidas e submetidas a moinhos
para que possam ser lascadas e posteriormente sdo novamente aquecidas a altas temperaturas para
comecar a extrair o 6leo. Posto isto, as sementes passam por prensas, onde é possivel extrair uma
grande quantidade de 6leo, posteriormente o 6leo é submetido a um tratamento para remover
fosfatos, e a um refinamento para remover impurezas. Tal como no 6leo de palma, o refinamento
também pode ser quimico ou fisico, sendo que o fisico é mais econémico.?

O 6leo de colza contém entre 6 e 14% de &cido linoleico (C18: 2), 50 e 66% de acido oleico
(C18: 1) e cerca de 7% de &cidos gordos saturados. A restante percentagem é atribuida a
tocoferais, fitoesterois, polifendis, carotenoides, fosfolipidos, clorofila, acidos gordos livres e ides
metalicos. Destes constituintes, os tocoferdis e os carotenoides sdo antioxidantes naturais. Os
polifenois, que estdo presentes em grandes quantidades no 6leo de colza quando comparado com
outros Oleos, para além de antioxidantes exibem também propriedades antimicrobianas. Os
fitoesterois mostraram desenvolver atividade de antipolimerizacdo. A clorofila (que esta presente
em grande quantidade), os &cidos gordos livres e os ides metalicos promovem a oxidacdo do dleo
e por isso sdo constituintes indesejaveis que por norma tentam ser removidos durante o
refinamento do o6leo. Os fosfolipidos também sdo indesejados porque causam grandes
dificuldades nas etapas de tratamento do 6leo.?
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O 6leo de girassol é o 6leo mais consumido em Portugal?, o segundo 6leo mais consumido na
Europa a seguir ao 6leo de colza,?” e o quarto 6leo mais consumido no mundo.! O girassol,
Helianthus annuus (L.), é uma planta alta com flores amarelas e sementes comestiveis, ganhou
este nome porque as suas flores se assemelham ao sol e retorcem as hastes para seguir o sol
durante o dia. O 6leo de girassol € extraido através das sementes de girassol, que para além desta
finalidade, sdo comestiveis e muito usadas também em racdes para aves.?” Os principais paises
produtores de girassol no mundo sdo a Ucrania, Rissia, Unido Europeia, Argentina e Turquia.?®

As sementes de girassol ricas em ferro sdo, em peso, 47% de gordura e 24% de proteina. Na
producdo de 6leo de girassol virgem, a qualidade da matéria-prima é muito importante, por isso
todo o processo de colheita, armazenamento e transporte tem um rigor associado. Para produzir
0 Gleo, as sementes sdo trituradas, aquecidas e prensadas a quente. Ap6s prensagem, o0 produto
resultante é extraido por solvente. O dleo bruto deve ser refinado para remover compostos e
aromas desagradaveis. O resultado é um 6leoc amarelo palido, de sabor neutro, mas utilizavel numa
ampla gama de aplicacdes.?

A nivel de composicéo quimica o 6leo de girassol contém entre 48% e 74% de &cido linoleico
(C18: 2), 14% e 39% de acido oleico (C18: 1) e 7% e 11% de acidos gordos saturados. Para além
disto, ainda € constituido por tocoferdis, fitoesterdis, esqualeno, carotendides, acidos fendlicos,
coenzimas Q9 e Q10, fosfolipidos, acidos gordos livres, clorofila, cera e ibes metélicos. Os
tocoferdis, carotenoides, acidos fendlicos e as coenzimas Q9 e Q10 sdo antioxidantes, e para além
disto, estas coenzimas exibem também propriedades anti-inflamatérias. Os fitoesterdis e o
esqualeno séo conhecidos por ajudar a reduzir o colesterol no sangue. Dos constituintes mais
indesejados, temos os acidos gordos livres, a clorofila e os ides metalicos que promovem a
oxidagdo do dleo, os fosfolipidos que dificultam o processo de extracdo de 6Oleo e a cera que
provém das cascas das sementes. Estes constituintes mais indesejaveis sao reduzidos no processo
de refinamento do 6leo.*

A composicdo destes 6leos esta descrita na literatura com mais detalhe3! 32 222430 ng entanto,
a Tabela 2 apresenta um resumo da composicéo dos 6leos estudados neste projeto.

29



introcuczo NN

Tabela 2 - Composi¢do dos 6leos de palma, colza e girassol. Informagdo em conformidade com
a Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura.

Constituintes Oleode Palma Oleo de Colza Oleo de Girassol

C12:0 A4 0.5 : Até 0.1
C14:0 0.5-2.0 Até 0.2 Até 0.2
C16:0 30.3-47.5 2.5-7.0 5.0-7.6
C16:1 Até 0.6 Até 0.6 Até 0.3
C17:0 Até 0.2 Até 0.3 Até 0.2
c17:1 . Até 0.3 Até 0.1
’ C18:0 3.5-6.0 0.8-3.0 2.7-6.5
22"05 gordos ci8:1 36.0-44.0 51.0-70.0 14.0-39.4
relativamente Cc18:2 9.0-12.0 15.0-30.0 48.3-74.0
" do;‘;t:r' dos;’e c18:3 Até 0.5 5.0-14.0 At 0.3
C20:0 Até 1.0 0.2-1.2 0.1-0.5
C20:1 Até 0.4 0.1-4.3 Até 0.3
C20:2 : Até 0.1 ]
C22:0 Até 0.2 Até 0.6 0.3-15
c22:1 : Até 2.0 Até 0.3
C22:2 : Até 0.1 Até 0.3
C24:0 : At6 0.3 Até 0.5
C24:1 : Até 0.4 ]
Outros Esterdis 300-700 4500-11300 2400-5000
Constituintes Tocoferdis e
(k) Tocotriendic 150-1500 430-2680 440-1520

As diferencas na composicdo quimica dos trés Oleos afeta as suas propriedades fisico-
guimicas. Na Tabela 3 estdo apresentadas algumas dessas propriedades para cada 6leo.
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Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos 6leos em estudo segundo o Decreto-Lei n°® 106/2005.

Oleo de Palma Oleo de Colza Oleo de Girassol
Densidade
. ] 0.891-0.899 0.914-0.920
relativa(x °C/ agua 0.918-0.923 x=20°C
x=50°C x=20°C
a 20°C)
Indice de refraccéo 1.454-1.456 a
1.465-1.467 1.461-1.468
(40°C) 50°C
indice de
saponificacédo (mg KOH/g 190-209 182-193 188-194
de 6leo)
indice de iodo (Wijs) 50.0-55.0 105-126 118-141
Matéria
<=12 <=20 <=15

insaponificavel (g/kg)

Algumas das propriedades apresentadas na Tabela 3 serdo estudadas neste projeto,
nomeadamente o indice de saponificacdo e indice de iodo. A densidade relativa dos 6leos esta
diretamente ligada a natureza das cadeias hidrocabornadas dos acidos gordos presentes e varia
com a temperatura, por definicao representa a razdo entre a massa de um volume de amostra (de
6leo neste caso) em relacdo ao mesmo volume de &gua a 20°C. O indice de refragdo nos dleos
depende do seu peso molecular, do comprimento da cadeia hidrocarbonada e do seu grau de
insaturacdo. Os 6leos vegetais também contém um pequeno teor de matéria insaponificavel como
por exemplo, fitoesterdis, tocoferdis e hidrocarbonetos.® Sdo muitas as propriedades que
caracterizam fisico-quimicamente os 6leos vegetais, sendo que uma das mais comuns € o indice
de acidez, que para 6leos refinados ndo deve ultrapassar 0.6 mg KOH/g de 6leo, para 6leos virgens
e prensados a frio o indice pode ir até 4 mg KOH/g de 6leo e para 6leos de palma virgens até 10
mg KOH/g de 6leo.

As propriedades fisico-quimicas dos Oleos estdo portanto diretamente ligadas a sua
composicdo quimica. Quando os 6leos sdo submetidos a frituras, a sua composicao é alterada.
Durante a fritura, é libertada 4gua da comida, e em contrapartida o 6leo migra para a comida. Esta
agua que € libertada promove reagdes de hidrdlise formando monoacilglicerol, diacilglicerol,
acidos gordos livres e glicerol, para além disto, no meio de fritura ha ainda reacGes de oxidacao
que resultam na formacdao de hidroperdxidos, aldeidos, cetonas, acidos, peroxidos e etc, e ainda
reacdes de isomerizacdo, ciclizagdo e polimerizacdo devido as altas temperaturas do meio
reacional. A medida que o 6leo é submetido a mais processos de fritura, estas reagdes repetem-se
e por isso, um 6leo mais usado tem mais produtos secundarios do que um 6leo menos usado.*
Esses subprodutos sdo, portanto, responsaveis por alterar as propriedades da Tabela 3, bem como
outras propriedades fisicas, nomeadamente cor, viscosidade, tensdo superficial, etc. A cor é uma
propriedade que geralmente altera e é facilmente observada. Normalmente a cor escurece devido
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ao desenvolvimento de pigmentos durante a oxidacdo de &cidos gordos, reacdes de Maillard
(reacBes entre grupo amino de um aminoécido com carbonilo de um hidrato de carbono redutor)
e oxidacdo de compostos fenolicos, que neste caso pode até resultar numa cor diferente e ndo no
escurecimento, como ¢é o caso do 6leo de palma quando o B-caroteno oxida (a cor muda de laranja
para amarelo).!

A viscosidade do OAU aumenta com o nimero de ciclos de fritura devido a dimeros apolares
e compostos poliméricos de alto peso molecular produzidos durante a polimerizacdo de
triglicerideos.'! Quanto maior o teor de polimeros formados, também maior sera a densidade do
oOleo, por isso é expectavel que a densidade aumente ao longo dos ciclos de fritura. O indice de
acidez tende também a aumentar, uma vez que as reagdes de hidrolise que acontecem no meio de
fritura formam acidos gordos livres.*® Estes sdo alguns exemplos de como a fritura do 6leo pode
afetar as suas propriedades. Neste projeto serdo estudadas algumas destas propriedades dos 6leos
virgens e usados com maior detalhe.

1.4. Do OAU aos Surfactantes

O OAU, como explicado anteriormente, permite a formacéo de sabdo através da reagédo de
saponificacdo que consiste na hidrolise alcalina de triglicerideos, ou seja, a reacdo de uma base
forte em meio aquoso produzindo sais de acido gordo e glicerol (Figura 2).%

R1
R, >co OH
O:< © NaOH i £ 2 P Bl ? + - P
o) + 3H,0 — + Nao~< + NaOA{ + Nao%
o} HO M Re k.
>370
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Figura 2 - Reagdo de saponificacdo dos triglicerideos.

Estes sais de &cidos gordos séo designados tensioativos ou surfactantes, e sdo caracterizados
por serem sollveis em &gua e se concentrarem nas superficies e interfaces reduzindo a tensdo
superficial, o que permite que sejam usados para umedecer, lavar, emulsionar e dispersar. Esta
atividade superficial deve-se a sua estrutura de molécula anfifilica. Em que uma parte da molécula
é hidrofébica, normalmente uma cadeia hidrocarbonada, que por isso tem afinidade com
substancias apolares como a gordura. Outra parte da molécula é hidrofilica, designada muitas
vezes por cabeca polar, e por isso tem afinidade com a 4gua.®
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O termo interface denota um limite entre duas fases imisciveis, ja o termo superficie indica
gue uma das fases € um gas, geralmente ar. Existem, portanto, dois tipos de superficie, as de
solido-vapor e liquido-vapor, e trés tipos de interfaces, as de so6lido-liquido, s6lido-s6lido e
liquido-liquido. A concentracéo do surfactante num limite depende da estrutura do surfactante e
também da natureza das duas fases que se encontram na interface.®

Um surfactante classifica-se com base na carga do grupo da cabeca polar, e pode ser anionico,
cationico, ndo iénico e zwiteridnico. Nos surfactantes anionicos o grupo hidrofilico tem carga
negativa, como por exemplo carboxil (RCOO"), sulfonato (RSO3, sulfato (ROSO3), ou fosfato
(ROPQO3). Os surfactantes catidénicos tém cabeca polar com carga positiva, por exemplo
halogenetos de amonio quaternario (RsN*). Os surfactantes ndo iénicos ndo tém carga, mas o seu
grupo hidrofilico é altamente polar, por exemplo o polioxietileno, poliol, agucares. Os
surfactantes zwiteridnicos tém simultdneamente carga positiva e negativa, sdo exemplo as

sulfobetainas (RN*(CH3).CH,CH>S05). %

As estruturas especificas das moléculas de surfactante, com grupos hidrofilicos e hidrofébicos
bem definidos, sdo responsaveis pela sua tendéncia de se concentrar nas interfaces, e assim,
reduzir a energia livre interfacial do sistema em que se encontram. No entanto, quando todas as
interfaces estdo ou comecam a ficar saturadas, a reducao geral de energia pode continuar por meio
de outros mecanismos. Um desses mecanismos, manifesta-se fisicamente pela cristalizagdo ou
precipitacdo do surfactante na solugdo, tal como é observado para uma solucéo de qualquer soluto
gue excedeu seu limite de solubilidade. No caso dos surfactantes, ha outros mecanismos mais
comuns, como a formacao de agregados moleculares, chamados de micelas e mesofases de cristal
liquido, que permanecem em solugdo como espécies dispersas termodinamicamente estaveis, com
propriedades distintas das da solugdo monomeérica. A formacgdo de micelas ocorre assim que se
atinje a concentracdo micelar critica (CMC), a partir deste momento a concentracdo de
monomeros em solucdo mantém-se estavel e aumenta a concentracdo de micelas, como
representado esquematicamente na Figura 3.3
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Figura 3 - Representacdo esquematica da adicdo de surfactante a agua em contacto com ar, até
se atingir a concentracdo micelar critica (CMC). Adaptado de Anika Hamberger & Katharina
Landfester.*

Consoante o grau de empacotamento e a concentragdo dos surfactantes em solucéo, podem
ser formados varios tipos de agregados. O factor de empacotamento critico (CPP), que determina
0 grau de empacotamento dos surfactantes é dado pela Equacéo 1:

vV
CPP = —— Equacéo 1
A X1 quac

onde V representa o volume ocupado pela cauda do sufactante, A a &rea da cabeca hidrofilica e |
0 comprimento da cauda hidrofébica.*

A Figura 4 representa os possiveis agregados micelares que se podem formar consoante o
CPP dos surfactantes. Ordenados de forma ascendente relativamente ao seu grau de
empacotamento de surfactante, temos na Figura 4(a) uma micela esférica (CPP < 1/3) com interior
composto pelas cadeias hidrocarbonadas e o exterior por grupos de cabecas polares (representadas
como esferas) voltadas para a agua; na Figura 4(b) uma micela cilindrica (1/3 < CPP < 1/2) com
o interior composto também de cadeias hidrocarbonadas e exterior de cabegas polares; na Figura
4(c) uma vesicula (1/2 < CPP < 1) , que é constituida a partir de bicamada semelhante a da fase
lamelar e é caracterizada por um compartimento de agua no interior da vesicula. As vesiculas
podem ter formas diferentes e também existem vesiculas reversas; na Figura 4(d) a fase lamelar
(CPP = 1), que consiste em bicamadas de surfactante paralelas, formando muitas vezes cristais
liquidos, e tém para sistemas de surfactante-dgua, um nucleo composto por cadeias
hidrocarbonadas; na Figura 4(e) uma micela reversa, composta por um nucleo de agua circundado
pelos grupos de cabecas polares do surfactante e as cadeias alquilicas voltadas para o exterior por
afinidade com um solvente néo polar.®

34



introcuczo NN

Micela
esférica

/ Vesiculas de &

Figura 4 - Agregados micelares consoante o seu grau de empacotamento (CPP): (a) Micela
esférica; (b) Micela cilindrica; (c) Vesicula; (d) Fase lamelar; (e) Micela reversa. Adaptado
de Domenico Lombardo et al.*®

Esta caracteristica de agregacdo dos surfactantes € uma das responsaveis pelo poder de
detergéncia dos produtos de limpeza. Quando um objeto esta sujo, por exemplo de gordura, em
meio aquoso na presenca de surfactante, a parte hidrofobica do surfactante liga-se a gordura que
é também apolar, e a parte hidrofilica do surfactante fica solubilizada em agua. O surfactante
ocupa todas as faces da gordura acabando por assim emulsionar esta sujidade. Este processo pode
ser observado na Figura 5.4

35



introcuczo NN

Figura 5 — Esquematizacéo do processo de lavagem usando surfactantes. Adaptado de Bock K.,
Stache H..%

N&o existe um surfactante universalmente bom, adequado a todos 0s usos, a escolha depende
da aplicacéo pretendida, mas de forma geral, espera-se que para um detergente os surfactantes
tenham boa adsorcdo e remocdo da sujidade, baixa sensibilidade a dureza da é&gua, boas
propriedades de dispersdo, alta solubilidade (na forma de agregado) e baixa capacidade de
reposicdo da sujidade. Atualmente, dependendo da aplicagdo de um detergente, sdo misturados
varios tipos de surfactante, e obviamente que esta escolha de surfactante ndo é exclusiva ao
desempenho do detergente, mas também tem em conta consideragdes toxicologicas, ecolégicas e
econdmicas. Os surfactantes anidnicos sdo 0os mais usados para detergentes de roupa, lava-louca
e limpeza no geral, ja os catiénicos sdo mais adequados a amaciadores da roupa, devido a sua
incompatibilidade com surfactantes anionicos e baixa eficiéncia de limpeza.*

O presente projeto incide na valorizacdo do OAU, reciclando-0 e transformando-o em
detergente. No entanto, o processo de saponificacdo é um pouco diferente do convencional, uma
vez que numa primeira fase se realiza a hidrdlise dos triglicerideos na presenca de uma enzima, a
lipase, com o objetivo de quebrar a ligacdo éster dos triglicerideos, formando acidos gordos,
seguido da adicdo de base para que acima do seu pKa se formem sais carboxilatos, os surfactantes.

O uso da reagdo enzimatica traz vantagens ao processo de saponificacdo, uma vez que 0
processo convencional usa hidréxido de sddio em quantidades que proporcionam um aumento do
pH, tornando o seu processo de produgdo perigoso para o utilizador. Para além disto substituindo
0 processo quimico convencional pela reagdo enzimatica descrita, 0 impacto ambiental também
é mais reduzido. A reacdo enzimatica de hidrolise esta esquematizada na Figura 6. Esta lipase
torna-se ativa na interface 6leo/agua, sendo que se posiciona na agua direcionando o seu centro
ativo para os triglicerideos, que sdo o seu substrato. Assim, quebra as ligacOes éster dos
triglicerideos, formando inicialmente diacilglicerol e um &cido gordo, na segunda quebra de
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ligacdo éster forma monoacilglicerol e um &cido gordo, e por fim, na terceira quebra da ligacdo

éster, da origem ao glicerol e mais um &cido gordo.

%
CH,—0—C—R, CH,—OH
(l') Lipase [ (,,) 9
CH—O-((:)—R: + HO 3 e L[‘,H—O—%—AR: + 0—C—R, + HO
CH—0—C—R, CH.‘.-—O—!CI,—R:
Tr.iacllgncerol Diacilglicerol
l ! Li
*[ pase
CH,—OH CH;—OH
| 0 2
CH—0H + 0—C—R, + H,0 CH—OH + "0-C—R,
9 ’ E ] Acido gordo
CH,—0—C—R, CH,—OH
Monoacilglicerol Glicerol

Figura 6 - Reagdo enzimética de hidrdlise usada no processo de saponificacao.

As enzimas ja sdo atualmente um componente conhecido dos detergentes*?, no entanto, néo
com 0 mesmo objetivo que as estudadas neste projeto. Enquanto que neste projeto se recorre ao
uso da lipase para hidrolisar os triglicerideos e transformar em &cidos gordos, nos detergentes
convencionais sdo usadas enzimas como aditivos para ajudar os surfactantes a desempenhar a sua
funcdo de limpeza, ou seja, 0 objetivo da enzima é catalisar a degradagdo de um substrato (neste
contexto, a sujidade) por hidrélise, enquanto que o papel do surfactante é normalmente remover
a sujidade da superficie. A acdo da enzima é especifica, as lipases e esterases catalisam a hidrélise
de ligacOes éster, as proteases (também chamadas peptidases) atuam nas ligagdes peptidicas, as
amilases catalisam a hidrolise do amido em acUcares, as celulases catalisam a decomposicéo de
celulose e alguns polissacarideos. Ja no caso dos surfactantes, 0 mesmo surfactante pode remover
tipos de sujidade diferentes, embora ainda assim existam diferentes surfactantes que se adequam
mais ou menos a determinadas aplicacdes, por exemplo, os surfactantes aniénicos tém uma vasta
gama de aplicagbes e sdo os mais usados em detergentes (muitas vezes juntamente com
surfactantes ndo-iénicos), ja os surfactantes catidnicos sdo bem mais especificos e geralmente
usados em amaciadores da roupa ou condicionadores de cabelo.*?

A eficiéncia dos detergentes pode ser caracterizada por varios parametros, 0s mais
importantes sdo a CMC, o nimero de agregacdo, a temperatura micelar critica (CMT), a
temperatura de Krafft (Tk), o “cloud point” e o equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB). ACMC é
importante do ponto de vista em que 0s processos de solubilizacdo prosseguem frequentemente
através da forma micelar, sendo que as micelas cilindricas sdo maior parte das vezes preferenciais
em relacdo as esféricas, uma vez que tém um volume maior e por isso maior capacidade de
encapsular moléculas hidrofdbicas e adsorvem de forma mais eficaz as superficies. Assim sendo,
uma CMC baixa é mais eficaz para um detergente, pois formam-se micelas com menor quantidade
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de surfactante, por outro lado ha diversos factores que influenciam a CMC, sdo eles o pH, a
temperatura, e no caso dos surfactantes iénicos, a forca idnica e o tipo de contra-ido.** O nimero
de agregacdo, representa 0 nimero médio de moléculas que formam uma micela, e é portanto um
critério importante para o tamanho micelar, que podera ser influenciado pelos mesmos factores
externos que a CMC. A CMT representa a temperatura na qual se atinge a CMC, e a temperatura
de Krafft é o ponto triplo no qual coexistem mondmeros, micelas e cristais hidratados em solucéo,
desta forma, temperaturas abaixo destes pontos ndo favorecem a formacdo de micelas e
consequentemente o poder de detergéncia é inferior.** O “cloud point”, acontece para surfactantes
ndo-idnicos, e representa uma temperatura especifica acima da CMT, em que o0s detergentes
passam por uma separacgéo de fases, produzindo uma camada rica em surfactantes e outra camada
sem surfactantes (aquosa), 0 que do ponto de vista do poder de detergéncia nao sera benéfico, e
por isso deve-se procurar ndo atingir o “cloud point”.** O nimero HLB, balango hidrofilico-
lipofilico, é uma medida da hidrofobicidade relativa do detergente. Os surfactantes mais
hidrofébicos ttm um numero HLB proximo de zero, enquanto que os detergentes mais
hidrofilicos tém valores proximos de 20, este valor é calculado a partir da estrutura do surfactante
consoante os grupos funcionais que apresenta. Para detergentes, 0 HLB mais adequado situa-se
na faixa entre 12 e 14. Todos estes parametros sdo muito importantes para melhorar o poder de
detergéncia, no entanto, devemos ter em conta que sdo sempre influenciados por outros fatores
como a forca idnica, o comprimento das cadeia hidrocarbonadas dos surfactantes, o pH, a
temperatura e a presenca de aditivos.*

1.5. Enzimas em Estudo

Os processos enzimaticos tém vindo a ser implementados numa ampla gama de indUstrias
devido as grandes vantagens que podem oferecer, como a sua especificidade e o facto de serem
ambientalmente amigaveis. Estas propriedades trazem também algumas vantagens ao processo
como por exemplo economia de matéria-prima, de energia e de produtos quimicos. Os beneficios
mais notaveis sdo as baixas temperaturas e pressdes do processo, sem reagdes secundarias
indesejadas.*

As lipases tém desempenhado um papel importante como biocatalisadores industriais, pois
representam uma classe de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes éster em substratos de
triglicerideos insollveis em agua. De facto, as lipases de fontes fingicas como Rhizomucur
miehei, Thermomyces lanuginosus, Rhizopus delemar, Candida rugosa e Candida antarctica A e
B sdo hoje amplamente utilizadas em aplicacGes como detergentes, alimentos, producdo de
biodiesel e cosméticos.*

A Thermomyces lanuginosus lipase (TLL) é uma proteina que contém 269 aminoacidos, uma
estrutura secundaria pertencente a familia o/B-hidrolase, e o seu sitio ativo é o trio catalitico
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composto por uma serina (Ser146), uma histidina (His258), e um aspartato (Asp201).%¢ O seu
peso molecular é de 31.700 g/mol e o seu ponto isoelétrico é de 4.4, tem uma forma
aproximadamente esférica, com um tamanho de 35A x 45A x 50 A, e contém uma estrutura de
folha-B central, predominantemente paralela, de oito filamentos, com cinco a-hélices
interconectadas. A TLL é uma proteina bastante estavel, é capaz de manter a sua atividade
enzimatica entre 55 e 60°C, com o maximo de atividade a pH préximo de 9.4’

Como foi dito anteriormente, ao contrario do uso convencional das lipases em detergentes,
neste projeto a lipase é usada no processo de preparacdo dos detergentes, tal como demonstrado
na Figura 6. Para tal, foi usada a TLL, comercializada pela Novozymes.

Este tipo de proteina é caracterizado por ter ativacdo interfacial, ou seja, torna-se ativa quando
encontra uma interface agua/lipido. Neste caso, a proteina que € sollivel em &gua, liga-se a
interface e atua apenas em substratos da interface. Em particular na TLL, existe uma pequena
estrutura (a-hélice), o lid (entre os residuos 82 e 98), que € responsavel pela ativagdo da proteina
assim que ela se liga a interface, pois assume duas conformacdes: uma que provoca impedimento
ao trio catalitico (conformacéo fechada) e outra que desimpede o trio catalitico (conformagéo
aberta). Este mecanismo de atividade interfacial estd demonstrado na Figura 7.48:46

e
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Figura 7 - Mecanismo de ativagao interfacial da lipase. A branco esta representada uma interface
lipidica, e a preto um lipido que viaja entre a interface e 0 meio aquoso. Esta imagem permite
observar que a enzima assim que se liga & interface adota uma conformacdo especifica para
favorecer a sua atividade, e a0 mesmo tempo que o seu centro ativo apenas tem afinidade para o0s
lipidos da interface. Imagem adaptada de Gelb, M. et al.*®

Uma vez ligada a interface lipido/agua, a lipase inicia a sua atividade através do trio catalitico.
O mecanismo desta fase esta apresentado na Figura 8. Na primeira etapa, a serina é ativada por
desprotonacdo, com auxilio da histidina e do aspartato (Figura 8a). Consequentemente, da-se um
ataque nucleofilico da serina ao grupo carbonilo do substrato formando um intermediério acil-
enzima (Figura 8b). De seguida, da-se um novo ataque nucleofilico, desta vez por parte da 4gua
(também funciona com um monoacilglicerideo por exemplo), & enzima acilada levando a
libertagdo do produto e regeneracdo do sitio catalitico (Figura 8c).*°
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Figura 8 - Mecanismo de catalise da lipase. Adaptado de Reis, P. et al.*°

Neste projeto, para os estudos de dindmica molecular, que serdo falados adiante, foi usada a
mesma enzima, no entanto foi estudada na sua conformagéo aberta (1EIN), conformacéo fechada
(1DT3) e ainda uma mutacdo entre uma esterase e uma nativa 1EIN (1EIN_hybrid). Para a
realizacdo destes estudos, foram adquiridas as estruturas da proteina através do Protein Data Bank
(PDB), as quais foram atribuidas os cddigos PDB 1DT3 e 1EIN.

Estudos computacionais de dindmica molecular que constam na literatura, sustentam a ideia
de que o lid fecha (1DT3, conformagdo fechada) quando a lipase est4 presente num ambiente
hidrofilico (alta constante dielétrica), enquanto quando o ambiente passa a ser hidrofobico (baixa

constante dielétrica), o lid abre (1EIN, conformacgdo aberta). A Figura 9 demonstra este
movimento do lid.*

Closed [ \ Open
Lid

Lid

\

. J«“ |
)‘\/-'

Actwe
Site

Figura 9 - A imagem do lado esquerdo representa a proteina TLL na sua conformag&o aberta,
sendo que a cor rosa representa o lid, e a cor amarela representa o trio catalitico. A figura do lado
direito representa uma aproximacdo da zona do lid e trio catalitico da proteina TLL, demonstrando
0 movimento que o lid adota face as duas conformag@es da proteina: com o lid cinzento estamos
perante a conformacéo fechada, e com o lid vermelho estamos perante a conformacdo aberta.
Imagens adaptadas de https://www.rcsh.org/ e de Jakob Skjold-Jgrgensen et al.*®
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Para se obter uma boa eficiéncia a nivel da reacéo enzimatica, é necessario que a proteina
esteja ativa, ou seja, que o lid esteja aberto para que o trio catalitico possa receber o seu substrato,
gue no caso deste projeto sdo os triglicerideos. Segundo a literatura, & medida que o substrato
atinge concentragdes acima da sua CMC, a atividade da lipase aumenta mais de 10 vezes com
uma abertura concomitante do lid, no entanto, a abertura do lid é energeticamente desfavoravel
em solucdes aquosas, uma vez que implica expdr uma area hidrofébica, que corresponde a cerca
de 10% da area superficial da proteina, num ambiente hidrofilico.>® Desta forma, e apesar da
lipase se tornar ativa assim que encontrar uma interface lipidica, surgiu o interesse de criar e
estudar computacionalmente uma proteina mutada na regido do lid para alterar favoravelmente o
mecanismo de ativagdo da TLL. Este procedimento de mutacdo foi sustentado por resultados
positivos presentes na literatura, que nos levaram a optar, em diamica molecular, por uma mutacao
ja estudada computacionalmente, escolhendo assim uma mutagao entre a estrutura nativa da TLL
e uma proteina esterase, a FAEA. A FAEA é uma esterase que curiosamente ndo tem uma
sequéncia primaria muito semelhante & TLL nem exibe atividade de lipase, no entanto, as suas
estruturas terciarias sdo bastante semelhantes e o seu lid tem uma boa distribuicdo de residuos
polares, 0 que permite manter o lid aberto em meio aquoso.>® A Figura 10 representa a mutagéo
efetuada para se obter a proteina 1EIN_hybrid, que foi estudada através de simulagdes de
dindmica molecular ao longo deste projeto.

Figura 10 - Trés sequéncias de aminoacidos do lid das proteinas (entre os residuos 82 e 98), a
primeira (1EIN) e a terceira (Esterase) combinadas deram origem a segunda (1EIN_Hybrid).
Adaptado de Willems, N., et al.>!

Como referido anteriormente, estas enzimas ja foram estudadas em dindmica molecular, para
sistemas 6leo/agua em que o 6leo é representado apenas pela trioleina (TOG). A novidade deste
projeto a nivel computacional, prende-se com a constituicdo da caixa de 6leo, que visou
representar os diferentes 6leos em estudo através de misturas de diferentes tipos de triglicerideos.

1.6. Dinamica Molecular

A Dinémica Molecular (DM) é uma técnica computacional de simulacdo. Serve para simular
0 comportamento de determinados sistemas quimicos prédefinidos. Aplica as equagbes de
movimento de Newton, conforme descrito na mecanica classica, para especificar a posicéo e a
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velocidade de cada atomo no sistema em estudo. Inicialmente, é atribuida uma configuragéo
especifica aos &tomos com o objetivo de reproduzir a temperatura e a pressao do sistema real. A
partir do célculo das forcas que atuam em cada particula, € possivel determinar a posi¢cdo e a
velocidade de cada um desses atomos posteriormente. As forgas que atuam nessas particulas sao
determinadas usando um modelo conhecido como campo de forcas, que normalmente é
desenvolvido com base numa combinacgdo de principios basicos da fisica, parametrizacBes para
calculos de mecénica quantica, e dados experimentais. O campo de forcas determina a
contribuicdo de cada tipo de interacdo para a funcéo geral do sistema.5?%® Embora as simulacdes
de DM ndo permitam caracterizar por si SO uma reacdo quimica, permitem estudar
individualmente cada um dos processos adjacentes a esta reacdo, através da trajetéria que se
obtém da simulagdo, o que fornece uma quantidade de informacgdo importante em relacdo ao
sistema em estudo.®? Esta informacéo pode ser obtida através de diversas analises, nomeadamente
Root Mean Square Deviation (RMSD) e Root Mean Square Fluctuation (RMSF) para estudar a
estabilidade do sistema, estudos de interacdes e distancias entre moléculas, etc.

Os diferentes campos de forgas usados em DM podem ter diferentes graus de resolucéo, o
nivel atomistico é o que permite obter informacdes mais detalhadas sobre o sistema ao longo da
simulagdo, no entanto requer muito poder computacional, o que limita as escalas de tempo usadas.
O nivel Coarse Grained (CG) é menos detalhado, no entanto € bastante eficaz e permite usar
escalas de tempo mais longas e estudar sistemas maiores.>

Neste projeto cientifico usa-se uma abordagem CG para o estudo da reagdo de hidrélise dos
triglicerideos catalisada pela lipase TLL (estruturas 1EIN, 1DT3 e 1EIN_hybrid). Neste tipo de
resolucdo, uma Unica particula é usada para representar um grupo de atomos, reduzindo assim o0s
graus de liberdade do sistema e o0 nimero de particulas a serem computadas. O modelo CG
seguido para os estudos de DM deste projeto foi o MARTINI®, que é atualmente um dos campos
de forca mais usados, e permite fazer simulagdes em diferentes tipos de moléculas, desde lipidos
a proteinas, acUcares, entre outras. Este modelo é baseado num mapeamento de quatro para um
(4:1), isto é, em média quatro atomos pesados mais o0s hidrogénios a eles associados sao
representados por um Unico centro de interagdo, ou seja, uma Unica particula que costuma ser
representada como uma esfera (bead). Existem outros tipos de mapeamento, nomeadamente 3:1
e 2:1, no entanto, 0 mapeamento de 4:1 traz a melhor relacdo entre eficiéncia computacional e
representabilidade quimica. Com base na natureza quimica da estrutura subjacente, as esferas de
CG atribuem-se a um tipo de particula especifico com carater mais ou menos polar. O modelo de
Martini possui quatro tipos principais de particulas: polar (P), ndo polar (N), apolar (C) e
carregada (Q). Dentro de cada tipo, existem subdivisfes diferentes de acordo com a sua
capacidade de ligacdo de hidrogénio e o seu grau de polaridade, o que resulta num total de 18
tipos de particulas.®® A Figura 11 representa uma esfera que corresponde a 4 moléculas de dgua e
um lipido representado por 10 esferas no modelo MARTINI.
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Figura 11 - Representacdo do mapeamento do modelo MARTINI para as moléculas de agua (A)
e para um lipido (B). Os circulos a azul transparente representam as esferas (beads) do
mapeamento. Adaptado de Marrink, S. e Tieleman, D.%

No caso de simula¢fes de DM com proteinas usando o modelo MARTINI, a falta de ligagdes
de hidrogénio torna a estrutura terciaria da proteina instavel, e por isso é necessario usar uma rede
elastica. Existem varios modelos de rede elastica, como o EINeDyn, o GoMartini ou o
Generalized Elastic Network (GEN)%. Neste trabalho, foi usado o modelo de rede elastica
EINeDyn22, que é composta por ligacdes harménicas permanentes entre as particulas do
backbone (Ca) da proteina, impedindo assim uma alteracdo estrutural, por exemplo desnaturagdo
da proteina, ao longo da simulagdo. Este modelo de rede eléstica foi escolhido porque se optou
por manter a estrutura das proteinas o mais préximo possivel do original. Estas ligaces
harmoénicas sdo também conhecidas como molas harmonicas, e sdo caracterizadas por uma
constante de forca (Ksering) € um cutoff (RC), que acabam por determinar a rigidez e a extensdo
da rede eldstica. Estes valores de Kspring € RC sd0 considerados 0s mesmos para toda a proteina,
no entanto variam de proteina para proteina.>”*

1.7. Objetivos do Projeto

O 6leo alimentar usado tem vindo a ser considerado um grande problema de poluicdo
ambiental quando o seu descarte ndo é feito corretamente. Hoje em dia, ja existem diversas formas
de reciclar este 6leo evitando que chegue aos ecossistemas e as ETAR e provoque elevados
estragos. A forma mais comum de reciclagem, € a sua transformacéo em biodiesel, no entanto,
acaba também por poluir o ambiente quando é usado. A industria oleoquimica tem reunido muitos
esforcos para diversificar esta reciclagem do OAU.

Este projeto, uma parceria entre 0 Grupo Colling da Universidade de Coimbra e a empresa
EcoXperience, assenta no reaproveitamento do OAU para o transformar em produtos de limpeza,
que para além de darem uma nova vida ao OAU também tém um menor impacto no meio
ambiente do que os detergentes convencionais. A inovacdo do projeto passa pelo processo de
saponificacdo que é diferente do convencional. Em vez de se usar reagentes nocivos para 0 meio
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ambiente e até para o utilizador na saponificacdo dos triglicerideos, recorre-se a hidrélise dos
triglicerideos na presenca de uma enzima, a TLL. Esta enzima tem como objetivo quebrar a
ligacdo éster dos triglicerideos, formando &cidos gordos, seguido da adicdo de base para que
acima do seu pKa se formem sais carboxilatos, os surfactantes. Este processo distingue 0s
produtos da EcoXperience dos restantes produtos no mercado no que diz respeito a
sustentabilidade e até a economia circular!

O presente projeto cientifico tem como principal objetivo a otimiza¢do do processo de
saponificacdo do Gleo de palma, 6leo de colza e dleo de girassol usados, para a preparacdo de
detergente do chdo. O interesse particular neste projeto relaciona-se com o facto dos 6leos de
palma, colza e girassol serem dos mais consumidos no mundo, sendo por isso os 6leos que
provocam maior impacto ambiental e é, portanto, urgente validar o seu processo de tranformacao
em detergente (reciclagem). Desta forma, foram realizados estudos de otimizacéo da reacdo de
hidrolise tendo em conta as caracteristicas da enzima usada e dos 6leos em estudo. Os estudos
foram realizados tanto a nivel computacional recorrendo a simulacdes de dindmica molecular,
como a nivel laboratorial.

As simulacBes de dindmica molecular visaram reproduzir a reacdo enzimatica de hidrélise
usada em laboratdrio, para isto foi usado um sistema biféasico 6leo/agua, em que inicialmente o
modelo usado para o 6leo era a trioleina (TOG), por ser um modelo universal. Mais tarde, ap6s
apurar as proteinas com melhor desempenho (de entre a 1DT3, 1EIN e 1EIN_hybrid), o modelo
usado para o Gleo visou reproduzir os dleos em estudo (palma, colza e girassol). Através destes
estudos, foi possivel perceber a afinidade e o comportamento de cada proteina para com a
interface 6leo/agua.

Para os estudos laboratoriais foi necessario obter éleo alimentar usado, e para isso 0s 6leos
foram submetidos a 3 e 5 ciclos de fritura de batatas. Foi feita uma caracterizagdo quimica dos
6leos virgens e usados, que compreende o indice de acidez, indice de saponificacdo, indice de
iodo, anélise de FTIR-ATR e analise de espectroscopia UV-Vis.

Uma vez caracterizados os 6leos, procedeu-se aos estudos de otimizacdo da reagdo de
hidrolise, e para tal recorreu-se ao Planeamento Factorial, que é uma técnica que se insere no
ramo da quimiometria, mais propriamente, desenho experimental. O seu principal objetivo é
estudar um sistema com diferentes variaveis através da combinagdo destas para obter o maximo
de informacdo sobre o sistema recorrendo a um nimero minimo de experiéncias. Maior parte das
aplicacbes do desenho experimental focam-se na otimizacdo de processos, porque permite
descobrir as variaveis relevantes que produzem mudancas significativas num determinado
parametro, ou até combinacOes de variaveis que produzam resultados significativos. Para isto,
maior parte das vezes é necessario fazer um estudo prévio do sistema em questdo para poderem
ser selecionadas as variaveis necessarias. Estas variaveis sdo usadas no desenho experimental e
de seguida é definido um numero fixo de experiéncias, através dos resultados destas experiéncias
o desenho experimental cria modelos (que se traduzem em equacdes paramétricas) que permitem
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analisar os resultados, apurar as condi¢es ideais e até fazer previsdes. Os pontos correspondentes
a todas as experiéncias possiveis constituem uma superficie continua, conhecida como superficie
de resposta, dependendo do numero finito de experiéncias realizadas para um sistema, obtém-se
um mapa mais ou menos preciso da superficie de resposta. Os desenhos de superficie de resposta
mais usados sdo o Box-Behken e o Doehlert design.®® %° Neste contexto, foram realizados estudos
cinéticos variando as condic@es para a reagdo enzimatica de hidrolise, e recorrendo ao método de
planeamento fatorial, foram apuradas as condi¢cfes de referéncia desta reacdo para cada um dos
6leos.

Com as condic¢des 6timas de reacdo de hidrdlise apuradas, procedeu-se a adicao de base, que
também serviu para determinar a melhor base para a transformagdo em detergente. Por fim, o0s
detergentes obtidos foram submetidos a uma caracterizgao fisico-quimica através do pH, teste de
espuma, indice de emulsificacdo, tensdo superficial, e viscosidade, e comparados com um
detergente comercial. Estas técnicas serdo exploradas nas proximas seccdes.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Dinamica Molecular

2.1.1. Sistemas usados

2.1.1.1.  Descrigdo, composic¢ao e construcédo dos sistemas

Neste trabalho recorreu-se a estudos de dinamica molecular para caracterizar as interaces
entre uma proteina (lipase) e diversos 6leos usando um modelo de caixa bifasica 6leo/agua. Foram
realizadas simulagGes usando o software Groningem Machine for Chemical Simulation
(GROMACS) 2019% com um campo de forcas Coarse-Grained Martini verséo 2.2°. Neste estudo
foram usados varios sistemas, numa primeira fase foram estudados trés sistemas com caixa
bifasica 6leo/agua em que o modelo usado para o 6leo foi 0 do TOG (trioleina) por ser o mais
universal, cada um destes sistemas inclui uma lipase: a 1EIN (conformacdo aberta, sem
impedimento no centro ativo), 1DT3 (a mesma lipase mas com conformagdo fechada, com
impedimento no centro ativo) e a 1IEIN_hybrid (proteina mutada entre uma esterase e uma nativa
entre os residuos 82 e 98 da 1EIN). Apds analisar os resultados destes sistemas, e concluir que as
proteinas 1EIN e 1EIN_hybrid seriam mais eficientes, avangou-se com novos sistemas bifasicos
em que o modelo usado para o Gleo passaria a reproduzir os diferentes Gleos estudados no
laboratdrio. Assim sendo, passou-se a ter dois sistemas bifasicos 6leo/agua para o éleo de colza,
outros dois sistemas bifasicos 6leo/agua para o 6leo de girassol e mais outros dois sistemas
bifasicos 6leo/agua para o 6leo de palma, em que um deles contém a proteina 1EIN e outro a
1EIN_hybrid. O modelo para o 6leo nestes Gltimos sistemas foi construido com base na
constituicdo real de cada 6leo®, desta forma para o 6leo de colza foi estimado 65% de acido oleico
(TOG), 30% de &cido linoleico (TLG) e 5 % de acido palmitico (TPG), para o 6leo de girassol foi
30% de acido oleico (TOG), 65% de acido linoleico (TLG) e 5% de &cido palmitico (TPG), para
0 6leo de palma foi 50% de acido palmitico (TPG) e 50% de acido oleico (TOG). A Tabela 4
expressa a composi¢do de cada sistema bifésico, e a Figura 12 exemplifica um sistema bifésico
6leo/dgua com uma lipase na sua interface.
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Figura 12 - Exemplo de sistema bifasico éleo/agua, em que a caixa de 6leo é composta por
moléculas de trioleina e a caixa de dgua por moléculas de agua. Na interface que delimita a &gua
e 0 6leo esta a proteina 1EIN.

Uma vez construido o sistema (Figura 12) e translacionada a proteina para o centro da dgua
(as simulagfes ndo devem iniciar com a proteina na interface 6leo/dgua para ndo influenciar os
resultados, ou seja, ela deve deslocar-se livremente até a interface sem estar inicialmente
restringida), neutralizou-se o sistema através da adi¢do de iBes, neste caso de Na*. Na Tabela 4
esta representada a composicao de cada sistema.

Tabela 4 - Constituicdo dos diferentes sistemas bifasicos.

Molécula Sistema A SistemaB Sistema C Sistema D Slgtema E
(colza) (girassol)
TOG 500 500 500 325 150
TPG - - - 25 25
TLG - - - 150 325
H>O 6746 6744 6749 6740 6750
1DT3 1 - - - -
1EIN - 1 - 1 1
1EIN_hybrid - - 1 - -
Na* 8 8 8 8 8
Tamanho da

. 95x95x191 95x95x190 95x95x191 95,7x95,7x188,6 95,7x95,7x189,4
caixa (A)
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(Continuacéo da Tabela 4)

, Sistema F Sistema G Sistema H Sistema |
Molécula .
(palma) (colza) (girassol) (palma)
TOG 250 325 150 250
TPG 250 25 25 250
TLG ; 150 325 -
H.O 6746 6742 6749 6745
1DT3 - - - -
1EIN 1 ; ; ;
1EIN_hybrid - 1 1 1
Na* 8 8 8 8
Tig}ig?%’a 95,7x95,7x188,36 95,7x95,7x188,7 95,7x95,7x188,9 95,7x95,7x188,39

2.1.2. Parametrizacéo molecular

Para construir todos os sistemas, foi necessario converter as configuragdes originais de alguns
dos constituintes para Coarse-Grained, e para isso recorreu-se a ferramenta martinize.py, ambas
foram obtidas a partir do site do Martini (http://cgmartini.nl/).

As proteinas usadas nos sistemas foram obtidas no site Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/), a enzima 1EIN_hybrid foi mutada a partir da 1EIN e de uma esterease,
entre os residuos 82 e 98 (Figura 10)% recorrendo ao software Pymol.

A lipase em estudo tem a particularidade de conter histidinas duplamente protonadas, pelo
que foi necessario definir manualmente o estado de protonacao das HIS145 e HIS198.

Em todos os sistemas estudados foi necessario recorrer ao uso de uma rede elastica para
manter a estrutura tridimensional da proteina, ou impedir que esta desnaturasse durante a
simulagdo, isto é conseguido através de ligacbes harmonicas permanentes. O modelo de rede
elastica usado foi 0 Elnedyn22 (versdo 22). A rede elastica usada para as proteinas tem constante
de forca Kspring de 500 klJ/mol/nm? e RC de 0,9 nm.>” As topologias dos triglicerideos,
nomeadamente trioleina, tripalmitina e trilinoleina foram descarregadas do site Martini, e o
modelo usado para a agua foi o standard nonpolarizable Martini water model.

2.1.3. Configuracao das simulagdes

Nas simulacdes dos sistemas A, B e C correram 5 replicados de cada, e nas simulagdes dos
sistemas D a | correram 3 replicados de cada, todos usando um nimero constante de particulas,
condicdo de fronteira periodica, pressdo e temperatura controladas através do barostato
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Berendsen®? e termostato \V-rescale®® respectivamente, com controlo semi-isotrépico e pressao de
1 bar. A temperatura foi de 298K para todos os sistemas e também de 333K para os sistemas de
D a l. As interagdes de Coulomb apresentam um cutoff de 1.1 nm e uma constante dielétrica de
15, e as interagdes de Lennard-Jones um cutoff de 1.1 nm. Para cada simulacdo, foi realizada uma
minimizagdo de energia, seguida por uma simulagéo curta de 1 ns com intervalo de tempo de 2
fs, e outra de 10 ns com intervalo de tempo de 10 fs. Os sistemas foram simulados nas condi¢des
NPT durante 2 s usando uma etapa de integracao 20 fs.

2.1.4. Andlise de dados

2.1.4.1. Analise estrututral, RMSD e RMSF

Para estudar a estabilidade da proteina ao longo das simulac6es recorreu-se aos célculos de
“Root Mean Square Deviation” (RMSD) e de “Root Mean Square Fluctuation” (RMSF), através
das ferramentas gmx rms e gms rmsf do GROMACS, respectivamente. No RMSF apenas as
alteraces das posi¢des das backbone beads foram consideradas.

O RMSD permite analisar a alteracdo da estrutura relativamente a estrutura de partida e é
calculado pela Equagéo 2:

1

N 2
1
RMSD (ty,t;) = [MZ m |7 (¢1) — Ti(tz)llzl Equacéo 2
=1

Com M =YY, m;, m; é amassa do atomo inicial e r;(t) é a posigdo no tempo t. &

O RMSF permite identificar regides/residuos da proteina mais méveis ou flexiveis.

2.1.4.2.  Processo de interacdo das proteinas com o 6leo

Para estudar as interacdes da proteina com os diversos 6leos, foi calculada a dependéncia
temporal da distancia da proteina ao centro de massa do 6leo, através da ferramenta gmx distance
do GROMACS. Foi ainda usada a ferramenta gmx select para identificar os residuos da proteina
que interagem com o 6leo e os triglicerideos do 6leo que interagem com a proteina.

Para além disto, ainda foi estudada a orientagdo da proteina na interface 6leo/agua recorrendo
a ferramenta gmx bundle, que calcula o angulo entre o eixo z e um vetor da proteina. Neste caso,
o vetor escolhido foi o lid (entre o residuo 82 e 0 98).
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2.1.4.3.  Visualizagdo das trajetorias

As trajetdrias adotadas pelas proteinas ao longo das simulagdes foram visualizadas através do
Visual Molecular Dynamics (VMD).

2.1.4.4. Anéalise das caixas de solvente usadas

Apos andlise e interpretacdo dos resultados relativos aos sitemas bifasicos agua/trioleina,
avangou-se para novos sistemas bifasicos, em que o Oleo visa reproduzir os 6leos estudados
laboratorialmente, nomeadamente 6leo de girassol, 6leo de colza e 6leo de palma.

Para a andlise e validacdo das novas caixas de solvente recorreu-se a ferramente gmx angle,
através da qual se pode observar o comportamento dos angulos curtos e longos dos triglicerideos
ao longo das simulagdes.

2.2. Componente Laboratorial

2.2.1. Caracterizacéo experimental dos oleos alimentares usados

Ao longo do presente trabalho experimental foram estudadas nove amostras, 6leo de girassol
(marca Fula), 6leo de colza (marca Vitaquell), 6leo de palma (marca Guinea’s) virgens e todos
estes Oleos submetidos a 3 e a 5 ciclos de fritura. O processo de fritura consistiu na fritura de
batatas congeladas, a 180 °C durante aproximadamente 30 minutos. Apds estes ciclos de fritura,
0s 6leos usados foram filtrados por succéo, e foi realizada uma caracterizagdo experimental de
cada amostra, sendo esta essencial para perceber se os triglicerideos presentes nos 6leos sofrem
alteraces quando submetidos a frituras, relativamente ao seu estado virgem.

As amostras foram caracterizadas de acordo com métodos padrdes e técnicas de analise, sao
eles o indice de acidez, indice de saponificacdo, indice de iodo, espectroscopia UV-Vis (indice de
dienos conjugados) e espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR). As
andlises foram realizadas em triplicado.
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2.2.1.1. Indice de Acidez

O indice de acidez permite verificar a acidez da amostra, ou seja, o teor de acidos gordos
livres presentes na amostra em estudo, e é expresso em miligramas de KOH (marca José Manuel
Gomes dos Santos, LDA) por grama de amostra. A sua determinacéo foi realizada de acordo com
0 Regulamento (CEE) N° 2568/91 da Comisséao de 11 de Julho de 1991%. Pesou-se 1g de 6leo
(num erlenmeyer de 100 ml) e dissolveu-se em 50 ml de mistura dissolvente éter etilico/etanol
(1:1). Adicionou-se 2-3 gotas de fenolftaleina (marca Panreac) e titulou-se com solugdo aquosa
de KOH 0.5 M (previamente padronizada), até a mistura ficar rosada.

O indice de acidez (W) € calculado pela Equagdo 3:

W, = Equacéo 3

mamostra

em que Mgy representa a massa molar de KOH (56.11 g/mol), V o volume gasto (ml) da solucdo
de KOH, c a concentracdo da solugdo de KOH (M) e m a massa da amostra.

2.2.1.2.  Indice de Saponificacio

A determinacdo do indice de saponificacdo seguiu a norma 1SO 3657:2013. Pesou-se 1g de
6leo (num erlenmeyer de 100 ml) e adicionou-se 25 ml de solucéo etandlica de KOH 0.5 M.
Colocou-se a mistura reacional em refluxo (60 a 70 °C) sob agitacdo durante 30 minutos. Passado
este periodo e apds a mistura arrefecer, adicionou-se 2-3 gotas de fenolftaleina e titulou-se com
uma solucdo de HCI (37% marca Merck) 0.5 M (previamente padronizada) até a mistura ficar
incolor. Em paralelo foi realizado um ensaio em branco.

O indice de saponificacdo (Ws) é expresso em miligramas de KOH por grama de 6leo, e
representa a quantidade de base (KOH) necesséria para saponificar todo o conteddo lipidico
(triglicerideos e &cidos gordos livres) de uma amostra. E calculado pela Equacéo 4:

:MKOH x(Vi=V)Xc

Ws Equacéo 4

mamos tra
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onde Mgy representa a masa molar de KOH (56.11 g/mol), V/; o volume (ml) da solucdo de HCI
do ensaio em branco, V, o volume (ml) gasto da solucdo de HCI na titulagdo com a amostra, ¢ a
concentracdo da solucéo de HCI, e m a massa da amostra (g).

2.2.1.3. Indice de lodo

O indice de iodo foi determinado de acordo com o Regulamento (CEE) N° 2568/91 da
Comissdo de 11 de Julho de 1991°. Este indice mede a insaturacéo dos 6leos e gorduras, uma vez
que a partir da adicdo de iodo as duplas ligagdes se da a sua halogenacgdo. Para a determinacgédo do
indice de iodo pesou-se 0.1 g de 6leo (num erlenmeyer de 250 ml), adicionou-se 20 ml de mistura
dissolvente ciclohexano/acido acético glacial (marca Chem-Lab) 1:1, e 25 ml de reagente de Wijs
(solucéo de monocloreto de iodo 0.1 M em &cido acético, marca Honeywell), tapou-se agitou-se
e deixou-se no escuro durante 1 hora. Passado este periodo, adicionou-se 20 ml de solucéo de
iodeto de potassio (marca Fisher Chemical) 100 g/l e titulou-se a mistura com uma solugéo de
tiossulfato de sodio (marca Merck) 0.1 M até aparecer um tom amarelo, adicionaram-se umas
gotas de solucdo de amido (marca Sigma-Aldrich) e continuou-se a titulagdo com agitacéo forte
até a solucdo ficar incolor. Paralelamente foi realizado um ensaio em branco.

O indice de iodo (W,) vem expresso em gramas de iodo por 100 gramas de 6leo, e é calculado
segundo a Equacéo 5:

12,69 % ¢ X (V; — V3)

f Equacéo 5

mamostra

onde c representa a concentracdo (mol/L) da solucdo de Na;S;0s, V1 0 volume (ml) da solugéo de
Na,S»03 do ensaio em branco, V. 0 volume (ml) da solucéo de Na,S»O3 usado na determinacao,
Mamostra @ Massa da amostra em gramas e 12.69 é a massa molecular do iodo apds ser aplicado o
factor de converséo para as unidades do indice de iodo.

2.2.1.4.  Espectroscopia FTIR-ATR

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica que permite estudar as vibragdes dos atomos
de uma molécula. Ao fazer passar um feixe de luz na regi&o do infravermelho através da amostra,
a radiacdo incidente é absorvida em diferentes frequéncias dando posteriormente origem ao
espectro. As frequéncias em que as bandas aparecem no espectro de infravermelho correspondem
as frequéncias das vibracBes das moléculas da amostra. Neste caso, a espectroscopia de
infravermelho usa espectrometros de transformada de Fourier, que se baseiam num processo
matematico que melhora a qualidade dos espectros e minimiza o tempo necessario para a obtengao
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dos dados. Acoplado a este espectrdmetro temos o equipamento de Reflexdo Total Atenuada
(ATR), que opera medindo as alteracbes que ocorrem num feixe infravermelho refletido
internamente quando este feixe entra em contato com uma amostra. Como é possivel observar na
Figura 13, nesta técnica, um feixe infravermelho é direcionado, num determinado angulo, para
um cristal opticamente denso, pouco solvel em agua e com um alto indice de refracdo. Este feixe
atravessa o cristal e atinge a amostra que esta em contacto com o cristal, gerando uma reflexao
interna total (quando o angulo de incidéncia na interface entre a amostra e o cristal € maior que o
angulo critico), e posteriormente sai pela extremidade oposta do cristal sequindo para o detetor
do espectofotometro de infravermelho. O detetor regista o sinal obtido e gera um espectro de
infravermelho. Quando o feixe infravermelho entra em contacto com a amostra, esta absorve
seletivamente radiacdo, a radiacdo atenuada resultante é medida e registada em funcdo do
comprimento de onda pelo espectrofotometro, dando origem a um espectro.

Esta técnica oferece muitas vantagens, das quais se destaca o facto de ndo ser necessario
preparar a amostra, basta colocé-la em contacto com o cristal, e é facil de limpar apés utilizagao,
para além disto as amostras podem ser sélidas ou liquidas.®®¢

Amostra em contacto

/ com a radiagdo

Segue para o detetor

Feixe infravermelho Cristal do ATR

Figura 13 - Demonstragdo do funcionamento do equipamento de FTIR-ATR, em que um feixe
infravermelho atravessa o cristal e atinge a amostra, gerando uma reflexdo interna total, e de
seguida sai pela extremidade oposta do cristal seguindo para o detetor do espectofotémetro.
Adaptado de https://covalentmetrology.com/atr-ftir/.

Neste trabalho, os espectros de relex&o total atenuada no infravermelho com transformada de
fourier foram obtidos num espectrofotdmetro Nicolet 380 da marca Thermo Scientific. A leitura
de cada amostra de 6leo foi realizada com 32 varrimentos e resolugdo de 2 cm™. Os espectros
foram subtraidos ao espectro de background. Esta técnica permitiu identificar os grupos
funcionais presentes nas amostras consoante a sua absorvancia e nimero de onda.
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2.2.1.5.  Espectroscopia UV-Visivel

A espetroscopia de absorcdo UV-Vis é uma técnica na qual se faz incidir radiacdo
eletromagnética, na regido do ultravioleta-visivel (200 a 800 nm) sobre uma amostra. Os grupos
funcionais cromoforos desta amostra irdo absorver parte da radiagdo, o que leva a transicdes entre
diferentes estados eletronicos das moléculas presentes (quando a energia da radiacdo
eletromagnética que incide sobre a molécula é igual a diferenca de energia entre o estado
eletronico fundamental e o estado excitado da molécula). Esta técnica baseia-se na energia
necessaria para excitar um eletrdo e este transitar de orbital molecular, estas transi¢cGes sdo
posteriormente observaveis no espectro de absor¢do. A quantidade de radiacdo absorvida pela
amostra pode ser expressa pela lei de Beer-Lambert:

1
A= logl— = ¢lc Equacéo 6
0

onde A é a absorvancia, | e lo sdo a intensidade da radiacdo transmitida e a intensidade da radiacédo
incidente respetivamente, ¢ é a absortividade molar (cm™*mol-L), | é o caminho 6ptico (cm), e ¢
é a concentracdo da espécie (mol L?).%8

Um espectrofotometro UV-Vis mede a intensidade da luz que passa através de uma solucéo
de amostra e compara-a com a intensidade da luz que passa pelo branco. Ou seja, dentro do
espectrofotometro estdo duas cuvetes, uma com uma solugdo da amostra e outra com o branco, é
emitido um feixe de luz (radiacdo eletromagnética) que atravessa a cuvete, e a intensidade da luz
que é transmitida apds passar pela cuvete é medida e registada, como € possivel observar na Figura
14. De seguida, obtém-se um espectro que resulta da divisdo da intensidade transmitida da solucéao
da amostra pela intensidade transmitida pelo branco. Desta forma, é possivel indentificar as
moléculas que pertencem a amostra, uma vez que estas absorvem a luz em determinados
comprimentos de onda que o branco ndo absorve. O espetro de absor¢do obtido é um grafico da
absorvancia em funcdo do comprimento de onda da radiacéo incidente.®®

] ( :x
S
' L Detetor

Fonte de luz Cux:ete coma
solugdo da amostra

Figura 14 — Demonstragdo do funcionamento de um espectrofotometro UV-Vis. Adaptado de
https://bit.ly/38NTF50.
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E ainda possivel determinar o indice de dienos conjugados, que nos da em percentagem a
guantidade de dienos conjugados presentes na amostra. Para o calculo deste indice recorre-se as
seguintes equacoes.”

Coeficiente de absorcéo especifica, a:

A

Equacédo 7
bXxXm quag

a=

em que A corresponde a absorvancia da amostra, b ao comprimento da célula e m & massa da
amostra em g/L da solucgdo utilizada para as medicdes.

Coeficiente de absorcéo especifica a,, a 233 nm corrigido para a absor¢do dos grupos &cidos
ou ésteres:

a, = a233 - aO Equagéo 8

em que a, é 0.07 para grupos éster e 0.03 para grupos acidos.

A percentagem (m/m) de dienos conjugados, C,, € dada por:

C, =091 X a, Equacéo 9

Para este trabalho, os espectros de absorcdo UV-Vis foram recolhidos através dum
espectrofotometro UV-2450 da marca Shimadzu. Para esta analise foi necessario preparar
solucdes, dissolvendo-se 0.02 g de amostra em 50 ml de iso-octano (marca Panreac). Neste caso,
a cuvete de referéncia (branco) no espectrofotémetro apenas contém iso-octano. Foram medidos
3 espectros para cada amostra.

2.2.2. Otimizacao da reacdo de hidrdlise

Uma vez caracterizados os 6leos em estudo, procedeu-se a determinacdo das condigdes
Otimas da reacdo de hidrdlise, para tal foi necessario realizar estudos cinéticos, estudos de
variacdo de condicBes da reacdo (proporcdo 6leo/agua, temperatura, percentagem de Lipex e
velocidade de agitacéo) e por fim o planeamento factorial. Para os estudos desta seccgéo foi usada
uma formulag&o de lipase, a Lipex comercializada pela Novozymes.
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2.2.2.1.  Estudos Cinéticos da Reacdo de Hidrolise

Para perceber o comportamento da reacdo de hidrolise ao longo do tempo, foram realizados
estudos cinéticos para cada 6leo virgem. Para estes estudos cinéticos usou-se uma propor¢ao
6leo/agua 2:1, sendo o peso total da reagdo de 80 g, com uma concentracdo de SLE,S (70%) de
0.07 mM, Lipex (marca Novozymes) a 2.5% m/V do éleo, temperatura a 60 °C e velocidade de
agitacdo de 1500 rpm. A utilizacdo de SLE-S na reacgdo de hidrdlise, nesta concentragdo, aumenta
o0 rendimento em cerca de 4% (estudos realizados no Grupo Colling).

A cada hora destes estudos cinéticos foi feita uma quantificacdo tirando uma aliquota da
reacao e dissolvendo numa mistura dissolvente etanol/acetona 1:1, que posteriormente foi titulada
com uma solucédo aquosa de hidréxido de potassio 0.5 M (previamente padronizada) e indicador
fenolftaleina. A cada quantificacdo foi calculado o rendimento através das formulas:

WA, — M(KOH) x v(KOH) X c(KOH) o (fo + fa) Equacéo 10
£ m(amostra) fo
Rendimento de hidrédlise = t—Al x 100 Equacéo 11
WS, — WA;

onde WA, corresponde ao indice de acidez da mistura reacional, WA; corresponde ao indice de
acidez do 6leo original (6leo virgem ndo hidrolisado), WS; é o indice de saponificacdo do 6éleo
original, M(KOH) a massa molar do hidroxido de potassio, v(KOH) corresponde ao volume da
solucdo aquosa de KOH gasto na titulagdo, c(KOH) é a concentragdo da solucdo aquosa de KOH,
m(amostra) é a massa de cada aliquota, f, representa a fracao de dleo na reacdo e f, a fracdo
de agua na reacao.

Foram realizadas 12 quantificag@es, a primeira no inicio do estudo cinético, as restantes foram
realizadas de hora a hora durante 10 horas, e a Gltima foi as 24 horas de reacdo. Cada quantificacdo
foi realizada em triplicado, e cada estudo cinético foi igualmente realizado em triplicado, tendo
por isso 3 experiéncias independentes para cada 6leo. Estes estudos cinéticos resultaram em
gréficos de rendimento da hidrélise em fungéo do tempo de reagéo.

2.2.2.2.  Estudo de Condic6es de Referéncia para a Reacgdo de Hidrolise

Para compreender o comprtamento da reagdo de hidrdlise, é também necessario estudar as
suas condi¢Oes de referéncia. Este estudo consistiu em fazer variar algumas condicGes da reacao
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de hidrdlise, como a proporc¢do 6leo/agua, a percentagem de lipex, a temperatura e a velocidade
de agitacdo. No fim de cada reacdo foi feita uma quantificacdo e calculado o seu rendimento.

Para a proporc¢do 6leo/agua foram testadas as proporgbes 1:2, 1:1, 2:1, 4:1 e 7:1, com 0.07
mM de SLE-S, sendo a massa total da reagdo de 30g, temperatura de 20°C, velocidade de agitacao
de 1500 rpm durante 5 horas. Para o estudo da percentagem de lipex testou-se as percentagens de
1%, 5%, 10% e 15%, com uma proporcéo 6leo/agua de 2:1, 0.07 mM de SLE,S, massa total da
reacdo de 30g, temperatura de 20°C, velocidade de agitacdo de 1500 rpm durante 5 horas. A
temperatura foi fixada a 20 °C, 40 °C, 60° C e 70 °C (e 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C para o 6leo de
palma), na propor¢do 6leo/agua 2:1, concentracdo de SLE>S 0.07 mM, massa total da reacdo de
309, velocidade de agitacdo de 1500 rpm, durante 5 horas. Quanto a variacdo da velocidade de
agitacdo foram estudadas as velocidades 200 rpm, 500 rpm, 1000 rpm e 1500 rpm, na proporcao
6leo/agua de 2:1, massa total da reacdo de 30 g, concentracdo de 0.07 mM de SLE,S, temperatura
de 20 °C, durante 5 horas.

Cada quantificagdo foi feita em triplicado, e cada reacdo foi repetida trés vezes. Os resultados
serdo apresentados na forma de grafico do rendimento da reacéo de hidrolise (Equagéo 11) em
fungéo do parametro variado.

2.2.2.3. Planeamento Factorial da Reac¢do de Hidrdlise

No presente trabalho, foi feito um estudo prévio do sistema para definir as variaveis para o
planeamento factorial que esta descrito nas sec¢des 2.5.1. e 2.5.2.. As variaveis escolhidas foram
a temperatura, a percentagem de lipase, a proporcéo 0leo/agua e o tempo de reacdo, tal como
indicado na Tabela 5.

Tabela 5 - Variaveis e factores usados no planeamento factorial.

Variavel de reacdo Designacdo Minimoda Médioda Maximo da

da variavel variavel variavel variavel
Temperatura (°C) T 20 40 60
% Lipex E 2.5 8.75 15
Proporcéo
. P o/w 0.5 1 15
Oleo/Agua
Tempo (horas) Time 2.5 5 7.5

Procedeu-se ao planeamento factorial através do software Design Expert, e usou-se um
desenho de superficie de resposta do tipo Box-Beken. Foi gerado um total de 29 experiéncias
(reacBes) que estdo descritas na Tabela 6. Cada reacéo foi realizada e quantificada em triplicado.
Foi apenas usado o 6leo de colza virgem nesta sec¢éo, e as condigdes de reacdo fixas foram a
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agitacdo de 1500 rpm, a concentracio de 0.07 mM de SLE:S e a massa total de reacéo de 30 g. E

de notar que a percentagem de Lipex é sempre uma relacdo m/V do 6leo.

Tabela 6 - Conjunto de experiéncias definido pelo Design Expert, para realizacao do planeamento

factorial.
~ . Proporcéo
Reacéo Tempo (horas) % Lipex Temperatura . .
Oleo/Agua

1 5 15 60 1
2 5 8.75 40 1
3 5 8.75 40 1
4 5 8.75 60 1.5
5 2.5 8.75 60 1
6 2.5 8.75 40 1.5
7 7.5 15 40 1
8 5 15 20 1
9 5 2.5 20 1
10 2.5 2.5 40 1
11 7.5 8.75 20 1
12 5 8.75 40 1
13 5 8.75 20 0.5
14 7.5 2.5 40 1
15 5 2.5 40 0.5
16 7.5 8.75 40 1.5
17 5 8.75 20 15
18 5 15 40 1.5
19 7.5 8.75 40 0.5
20 2.5 15 40 1
21 2.5 8.75 40 0.5
22 5 2.5 40 15
23 5 8.75 40 1
24 7.5 8.75 60 1
25 5 2.5 60 1
26 5 8.75 60 0.5
27 5 8.75 40 1
28 2.5 8.75 20 1
29 5 15 40 0.5

Apos a realizacdo das experiéncias da Tabela 6, foram analisados os resultados através do

Design Expert e foram apuradas as condigdes Otimas para a reacdo de hidrolise, que

posteriormente foram aplicadas a todos os 6leos em triplicado.
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2.2.3. Preparacao e Caracterizacdo dos Detergentes

2.2.3.1.  Preparacgéo dos Detergentes

Uma vez otimizadas as condicGes de referéncia para a reacdo de hidrolise e testadas nos
diferentes 6leos, passou-se a preparacdo dos detergentes. Foi preparado um detergente do chdo
para cada 6leo em estudo (6leo de colza, palma e girassol virgens e usados), e a formulagdo usada
foi j& otimizada pela empresa EcoXperience.

A formulagéo de detergente do chéo consiste em 4% de mistura hidrolisada, 10% de NaOH
(marca José Manuel Gomes dos Santos, LDA) em rela¢do a massa de Gleo utilizada para hidrélise,
1.4% de SLE,S, 1.75% de isopropanol, e a restante percentagem é agua destilada. Foi usado o
agitador mecénico (Heidolph RZR 2020), para a mistura se tornar homogénea.

Os detergentes preparados foram posteriormente caracterizados e comparados com um
detergente comercial lava-tudo da marca Continente.

2232. pH

O pH para detergente do chdo da EcoX, deve ser preferencialmente superior a 9, pois 0s
tensioativos provenientes do 6leo sdo acidos gordos desprotonados, pelo que para garantir que se
mantém nesta forma o pH deve ser alto. Foi medido o pH de cada detergente e comparado com
um detergente comercial.

2.2.3.3.  Teste de Espuma

Um detergente ndo tem necessariamente de formar muita espuma para ser um bom detergente,
tudo depende da sua finalidade, para um detergente do chéo nédo é relevante que se forme imensa
espuma. A quantidade de espuma é uma caracteristica que pode variar imenso de detergente para
detergente, tendo em conta o0s seus constituintes.

O teste de espuma permite avaliar a quantidade espuma formada por cada detergente. Para
realizar este teste, pesou-se 0.1 g de detergente em 10 g de &gua, numa proveta de 100 ml. De
seguida tapou-se a proveta e agitou-se vigorosamente 20 vezes. Por fim mediu-se a altura da
camada de espuma. Este teste foi realizado em triplicado para cada detergente e os resultados
foram comparados com um detergente comercial.
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2.2.3.4.  Indice de Emulsificacio

O indice de emulsificacdo permite saber se o0s detergentes tém um bom poder de
emulsificacdo de gordura, e até que ponto esta emulsdo é estavel, podendo ser um factor
determinante para a finalidade do detergente. Este indice ¢ dado pelo método de Cooper e
Goldenberg (1987), e definido pela Equacéo 12:

CE .
1E(%) = T x 100 Equacéo 12

em que CE corresponde a altura da camada emulsificada e AT a altura total do liquido.™

Para a realizagdo do indice de emulsificacdo pesou-se 5 g de agua, 0.2 g de detergente e 5 g
de 6leo de girassol virgem em falcons de 15 ml. Estas amostras foram agitadas manualmente
vigorasamente 20 vezes e submetidas a agitacdo maxima no vortex VM3 da CAT durante 2
minutos. O procedimento foi realizado em triplicado para cada detergente.

2.2.3.5. Reologia

Por definicdo, a reologia é o estudo da deformacéo e do fluxo da matéria, quando submetida
a uma determinda tensdo externa.’”” No caso dos fluidos, a reologia esta relacionada com o
escoamento dos mesmos, que é um fenémeno que esta diretamente ligado aos conceitos de tenséo,
deformacdo e viscosidade. A tensdo resume-se nas forcas que atuam no fluido e é dada em Pascal
(Pa). A deformacao esta associada a mudanca de posicoes relativas das partes de um corpo quando
aplicada uma tenséo, podendo ser reversivel ou irreversivel. A viscosidade pode ser definida como
a propriedade fisica de um liquido resistir ao escoamento induzido pelo cisalhamento.”

No presente trabalho estudou-se a viscosidade das formula¢Bes de detergentes preparadas.
Para tal, as amostras foram colocadas no redmetro (Thermo Scientific HAAKE MARS) e é usada
uma configuracdo geométrica, que neste caso foi o cone C35/1° Ti L. O cone aplica uma tensdo e
ao mesmo tempo rotacao controladas pelo reémetro (exemplificacdo na Figura 15). A viscosidade
é posteriormente calculada no software do reémetro, pela Equagdo 12: 2

Equacéo 13

<I|Q
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onde n representa a viscosidade em Pa.s, ¢ a tensdo de cisalhamento em Pa e y a taxa de
cisalhamento em s™. O reémetro é capaz de controlar a temperatura, mas para este trabalho optou-
se por usar a temperatura ambiente, uma vez que os detergentes também serdo usados pelos
consumidores a temperatura ambiente.

Figura 15 - llustragdo do funcionamento do reémetro, mais propriamente do cone exercendo
tenséo e rotacdo sobre a amostra (a cor de laranja). Adaptado de https://bit.ly/3kCRowC.

2.2.3.6. Tensiometria

A tensiometria € mais uma técnica importante para a caracterizacdo dos detergentes, pois
permite medir tensGes superficiais dos detergentes a diferentes concentracfes e determinar a
CMC, que é um factor determinante para o potencial de detergéncia. A tensdo superficial existe
nas interfaces liquido-ar, e relaciona-se com as forcas intermoleculares presentes no liquido.
Enquanto que no seu interior estas forcas existem em todas as dire¢des, na superficie ndo existe
numa direcdo criando assim uma assimetria que da origem a energia superficial (tenséo
superficial). Em suma, a tensdo superficial é um reflexo das forcas coesivas de um liquido.®

Neste trabalho, a tenséo superficial das amostras foi medida através do método do anel de Du
Noly, que consiste em fazer mergulhar na solucéo da amostra um anel de platina suspenso pela
balanca do tensiémetro, formando-se um filme de liquido dentro do anel. O recipiente com a
amostra € lentamente descido provocando tensdo no filme de liquido formado contraria a tensdo
do anel suspenso. Quando esta tensdo é maxima o vector da forca é paralelo a direcdo do
movimento e o &ngulo de contacto entre o liquido e a superficie do anel é 0° (Figura 16). Nesse
momento é medida a tensdo superficial que é dada através da Equacdo 13: ™

F

=— Equacéao 14
o L X cosO quag
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onde o € a tensdo superficial em N/m, F em N é a forca maxima exercida quando o vetor da forca
é paralelo a direcdo do movimento, L em m é o comprimento do anel molhado (corresponde a
soma da circunferéncia interna e externa) e 8 é o angulo entre o liquido e a superficie do anel.

Figura 16 - Esquematizacdo do método do anel Du Noly. Do lado direito o anel a submergir na
amostra, do lado esquerdo a forca exercida que leva a determinacdo da tensdo superficial.
Adaptado de https://bit.ly/3ICVAOL.

Neste trabalho a tenséo superficial foi medida num tensiémetro Attension da Biolin Scientific,
em triplicado a amostras de 30 ml, na concentracdo de 1 g/L para os detergentes de 6leo de colza,
girassol e palma virgens e usados e um detergente comercial, a 25 °C.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Dinamica Molecular

Os resultados relativos aos estudos de dindmica molecular estdo organizados pela
complexidade dos sistemas, ou seja, comecga-se pelos sistemas mais simples em que o modelo
para a caixa de 6leo € apenas TOG, e depois de se apurar as proteinas com melhores resultados,
avanga-se para novos estudos com sistemas mais complexos, em que a caixa de 6leo visa
reproduzir os diversos 6leos em estudo (6leo de colza, girassol e palma).

3.1.1. Sistemas TOG/Agua

3.1.1.1.  Andlise da estabilidade estrutural dos modelos das proteinas

A estabilidade estrutural das proteinas num sistema pode ser analisada através de RMSD e
RMSF. O RMSD demonstra a alteracdo da sua estrutura relativamente a estrutura de partida, o
RMSF permite determinar regides/residuos da proteina mais méveis ou flexiveis.

A Figura 17 representa 0s RMSD e RMSF das proteinas dos primeiros sistemas estudados
(sistemas Gleo/agua em que o 6leo é representado por moléculas de TOG, com as proteinas 1EIN,
1EIN_Hybrid e 1DT3). Os graficos da figura correspondentes ao RMSD indicam que a estrutura
de qualquer uma das proteinas ao longo do tempo de simulagéo é muito semelhante a estrutura de
partida. O que de certa forma ja era esperado devido a utilizacdo de uma rede elastica na
parametrizacdo das proteinas. Tendo em conta a escala em estudo, 0s pequenos desvios
observaveis sdo insignificantes para a estabilidade do sistema. Ainda relativamente aos RMSD,
também é observavel que os gréficos dos diferentes replicados para cada proteina, se encontram
sobrepostos, o que significa que hd uma concordancia entre os diferentes replicados, o que acaba
por validar o comportamento observado, uma vez que todos os replicados tém o mesmo
comportamento.

No que diz respeito aos RMSF, de uma forma geral, os replicados das diferentes proteinas
também se encontram sobrepostos. Todos os replicados apresentam 0s mesmos picos, embora
nem todos com a mesma intensidade. O facto dos replicados corroborarem no seu comportamento
quanto aos picos apresentados nos graficos de RMSF, indica que esses picos representam regides
mais moveis da proteina. E possivel observar que as proteinas 1EIN e 1EIN_hybrid s&o bastante
semelhantes entre si, e que a proteina 1DT3 é ligeiramente diferente. As proteinas 1EIN e
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1EIN_hybrid apresentam os seus picos de maior intensidade nas mesmas zonas, no entanto, a
proteina 1D T3 nédo apresenta grande intensidade nos picos dessas zonas, embora 0s picos também
existam. Este comportamento era algo esperado, uma vez que a proteina LEIN_hybrid tem como
estrutura base a da proteina 1EIN e apenas apresenta uma mutacao entre os residuos 82 e 98. Em
relacdo as proteinas 1EIN e 1DT3, estas s&o a mesma, no entanto a primeira apresenta uma
conformacdo aberta no lid, tendo o seu centro ativo desimpedido, e a segunda apresenta uma
conformacdo fechada no lid, ficando com o centro ativo impedido. Por outro lado, a proteina
1DT3 poderia ter menos flexibilidade devido a rede eléastica que Ihe foi adicionada antes da
simulagdo, no entanto, devido a conformagdo do seu lid, acaba por ter menos ligacGes de rede
elastica do que a proteina 1EIN. O que significa que se a flexibilidade da proteina dependesse da
rede elastica, a proteina 1EIN teria menos flexibilidade que a 1DT3, e ndo é o que se verifica.

Sistema A (1DT3) Sistema B (1EIN) Sistema C (1EIN_hybrid)
T T T T 0,20 T T T T 0,20 T T T T
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Figura 17 - Gréaficos de RMSD e RMSF para os sistemas TOG/agua com as proteinas 1DT3,
1EIN e 1EIN_Hybrid.
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As zonas mais moveis das proteinas em estudo situam-se entre os residuos 150 e 175, que
corresponde a uma zona entre duas hélices. A regido préxima do residuo 250 podera corresponder
a um loop de uma folha 8, como apresentado na Figura 18.

Aty [PROSMS A CAQ

Figura 18 - Proteina 1EIN em 3D. A regido dentro do circulo preto representa a regido de residuos
préximos do 250. Imagem retirada de https://www.rcsh.org/structure/1EIN.

Através das analises de RMSF, é também possivel observar que entre as proteinas 1EIN e
1EIN_hybrid, os graficos sdo bastante semelhantes e as zonas mais flexiveis sdo as mesmas, 0
que indica que a mutacédo realizada na regido do lid para a proteina 1EIN_hybrid ndo afeta a
mobilidade/flexibilidade da proteina no geral.

3.1.1.2. Caracterizagdo do processo de ligacdo da proteina a interface 6leo/agua

3.1.1.2.1. Distancia da proteina ao centro de massa da caixa de 6leo

Para estudar a interagdo das proteinas com a interface 6leo/agua, para além da visualizacéo
das trajetorioas dos sistemas, comegou-se por medir ao longo do tempo a distancia entre a proteina
e o centro de massa (COM) do 6leo. Os resultados estdo apresentados na Figura 19.

Devido a condi¢do de fronteira periddica, existem valores de distancias positivos e negativos,
quando a proteina interage pela parte debaixo do 6leo ou pela parte de cima, respectivamente. No
entanto, o valor desta distancia deve sempre ser considerado em maédulo.

Em todos os sistemas apresentados na Figura 19, as proteinas ap6s equilibracdo na interface,
assumiram o valor de aproximadamente 7 nm de distancia ao COM do 6leo, que corresponde a
distancia em que a proteina realiza maior parte das interacbes com os triglicerideos. A proteina
gue demorou mais tempo a estabilizar na interface, foi de forma geral a 1EIN, no entanto, a Run4
a proteina 1EIN_hybrid é mais instavel ao longo da simulagéo devido a variacdo de distancias
observada.
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Figura 19 - Distancias (nm) da proteina ao centro de massa do 6leo em funcéo do tempo de
simulacdo para cada sistema TOG/agua.

3.1.1.2.2. Orientacdo das proteinas em relacéo a interface 6leo/agua

Para estudar a orientacdo das proteinas em relagéo a interface 6leo/agua, para além de se ter
visualizado as trajetorias dos sistemas, recorreu-se a ferramenta gmx bundle que permite calcular
o valor de um angulo definido entre um vetor escolhido na proteina e o eixo z da interface
Oleo/agua. Para as proteinas em estudo, foi escolhido o vetor que corresponde ao lid da proteina,
tal como demonstrado na Figura 20.

Figura 20 - Proteina 1EIN numa caixa bifasica 6leo/agua, a esquerda com o lid destacado, a
direita com o vetor destacado correspondente ao lid.

A Figura 21 permite compreender os possiveis a&ngulos adotados pelo vetor, que neste caso é
o lid da proteina. Tendo em conta a Figura 22, percebe-se que quando a proteina estabiliza na
interface, o angulo adotado é aproximadamente 75°, e por isso a posi¢do que o lid da proteina
adota preferencialmente é semelhante a posi¢do exemplificada na Figura 21 para o angulo inferior
a 90°, dando por isso ideia de que o lid esta direcionado para a caixa de 6leo.
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Interface oleo/agua

Figura 21 - Exemplificacdo dos angulos gue o vetor pode adotar ao longo da simulagéo.

No sistema A, que corresponde a proteina 1DT3 é possivel observar muitas oscilagdes, o que
ja era esperado, uma vez que o lid est& a impedir o centro ativo da proteina, pelo que ela procura
estabilidade na interface noutras posi¢des. Neste sistema, os replicados tém comportamentos um
pouco diferentes, através da visualizacdo da trajetoria, foi possivel observar que as Runl, Run2 e
Run5 sdo aquelas que apresentam maior estabilidade, ou seja, comegam com a proteina no centro
da 4gua, mas rapidamente a proteina se orienta e dirige para a interface, ficando 14 até ao fim da
simulagdo. Através dos graficos da Figura 22, é possivel verificar este comportamento, uma vez
que o angulo (=75°) é estavel durante quase toda a simula¢do. Pormenorizando um pouco mais,
observa-se que a Run2 acaba por ser estavel no sentido em que se mantém no mesmo intervalo
de angulos, no entanto, dentro deste intervalo, o angulo tem altos e baixos, indicando que houve
pequenas oscilacdes na orientacdo/posicao da proteina. A Run4 inicialmente apresenta um angulo
entre 120° e 160°, mas posteriormente acaba por estabilizar com 0 mesmo angulo dos replicados
anteriores (75°), o que explica o observado na sua trajetoria, pois ap0s estabilizacdo da proteina
na interface, esta afasta-se e posteriormente volta a ligar-se & interface, dai a mudanca brusca de
angulo. A Run3 é a mais diferente de todas, apresenta um angulo que oscila bastante ao longo da
simulacdo entre 120° e 180°, através da trajetoria observou-se que a proteina deslocou-se
rapidamente para a interface, no entanto nunca interagiu com a interface usando o seu centro
ativo, o que pode ser explicado devido ao impedimento provocado pelo lid, desta forma a proteina
adotou uma posicao diferente das restantes o que se reflete nos angulos obtidos.

No que diz respeito ao sistema B, correspondente a proteina 1EIN, o comportamento dos
varios replicados é bastante semelhante, todos acabam por encontrar estabilidade no mesmo
angulo de =75°, apenas muda o percurso até a interface, sendo que neste aspecto a Run5 destaca-
se no sentido em que demora mais tempo a encontrar a posi¢cdo mais estavel. De forma geral,
assim que os replicados chegam a interface acabam todos por adotar a mesma posicao refletindo-
se no angulo de 75° até ao fim da simulacéo.

Em relacdo ao sistema C da proteina 1EIN_hybrid, o comportamento observado nas
trajetorias é semelhante ao sistema B. No entanto, a Run4 destaca-se porque devido a condi¢do
de fronteira periédica existe uma interface no lado oposto a interface tomada como referéncia e a
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proteina acaba por interagir com essa interface, deslocando-se apenas mais tarde para a interface
de referéncia onde adota a mesma orientacdo dos restantes replicados. Isto pode ser observado
atraves dos angulos adotados, inicialmente o angulo situa-se entre 0° e 60°, depois assume valores
entre 100° e 180°, e por fim estabiliza a 75° sobrepondo-se com os restantes replicados.

Vetor - Sistema A (1DT3) Vetor - Sistema B (1EIN) Vetor - Sistema C (1EIN_hybrid)
200 T T T T 200 T T T T 200 T T T T
— Runl —— Run2 —— Run3 — Runl — Runl
Run4 Runb5 - Run2 — Run2
— Run3 —— Run3
—— Run4 | — Run4]
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M \

m—

|

(a

0.0 05 10 15 2.0 0.0 05 10 15 2.0 0.0 05 10 15 2.0
Tempo (us) Tempo (us) Tempo (us)

Figura 22 - Angulo formado pelo vetor da proteina e o eixo z da interface 6leo/agua em fungéo
do tempo de simulacéo para cada sistema em estudo.

3.1.1.3. Caracterizacdo dos residuos mais importantes na interacdo das
proteinas com o éleo

Para analisar as interacGes dos residuos das proteinas com o 6leo recorreu-se a ferramenta
gmx select. Os gréaficos da Figura 23 representam a frequéncia de interacdo em fungdo do nimero
de particula da proteina, através deles observa-se que 0s picos mais intensos sao 0s mesmos para
as diferentes proteinas, e que as proteinas que apresentam interacfes mais intensas séo a 1EIN e
1EIN_hybrid, que sdo bastantes semelhantes entre si.
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Figura 23 - Frequéncia de interacdo dos residuos da proteina com o 6leo para cada sistema
TOG/Agua.

Para tornar a andlise mais facilitada, destas interagdes foram selecionadas como mais
importantes aquelas em que a frequéncia é superior a 10000, o que significa que foram
selecionados como residuos mais importantes aqueles que interagiram mais de 50% do tempo
total de simulacdo. O gréafico da Figura 24 representa os residuos selecionados para cada um dos
sistemas, em que a frequéncia representa 0 nimero de vezes que cada residuo se repete entre 0s
5 replicados. Os residuos selecionados sdo praticamente 0s mesmos para 0s trés sistemas, no
entanto tém intensidades diferentes. A proteina 1EIN é aquela que interage mais com o Gleo e a
1DT3 é a que interage menos. A proteina 1DT3 ainda outros apresenta dois picos embora pouco
intensos que as restantes duas proteinas ndo apresentam. Os residuos identificados sdo os residuos
de 84 a 96, que correspondem a maior parte dos residuos constituintes do lid, 204 a 211, 226 e
227, 252 a 269, que inclui a histidina 258 que pertence ao trio catalitico do centro ativo da
proteina, no caso da 1DT3 temos ainda o residuo 105, 184 e 187. Todos estes residuos estdo
caracterizados na Tabela 7, para todos os sistemas em estudo, os residuos que mais interagem
com o 6leo sdo apolares, o que faz sentido uma vez que o 6leo também é apolar.
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Figura 24 - Grafico-resumo dos residuos mais importantes (que mais se repetem nos diferentes
replicados) para cada sistema em estudo.

Tabela 7 - Caracterizagdo dos residuos mais importantes (identificados na Figura 24) quanto ao tipo de

aminoacido.
Proteina Residuos Residuos Residuos Residuos  Residuos  Total
Apolares Polares =~ Aromaticos  Positivos  Negativos

1DT3 86ILE? 2521LE* 88ASN 95PHE? - 87GLU? 18
91GLY® 253PRO® 105SER 184PHE
93LEU? 255ILE* 226THR 211PHE?
187VAL 256PRO* 260TRP*
227LEU*  269LEU*

1EIN 86ILE> 252ILE® 226THR? 89TRP® 84ARG® - 20
90ILE® 253PRO° 267THR? O5PHE®
93LEU® 255ILE® 211PHE®
202ILE  256PRO® 260TRP®
206LEU* 264LEU?
208PRO® 269LEU®
227LEU®

1EIN_hybrid 86ILE* 252ILE® 87THR* 89TRP* 84ARG® - 21
90ILE* 253PRO* 267THR* 95TYR* 258HIS
93LEU* 255ILE* 211PHE*
202ILE  256PRO* 260TRP*
206LEU* 264LEU
208PRO? 269LEU*
227LEU*

Nota: 2aminoéacido identificado como mais importante em dois replicados. *aminoacido identificado como
mais importante em trés replicados. “aminoéacido identificado como mais importante em quatro replicados.
aminoacido identificado como mais importante nos cinco replicados. Aminoacido pertence ao lid.
Aminécido pertence ao centro ativo.

77



Resultados e Discussao _

3.1.1.4. Caracterizacdo dos acidos gordos no processo de interacdo do centro
ativo da proteina com o 6leo

Esta analise foi realizada recorrendo ao gmx select, e permite identificar a frequéncia de
interacdo dos TOG com o centro ativo da proteina, que é onde na realidade ocorre a reacdo. Os
gréaficos da Figura 25 sdo o resultado desta analise, para cada um dos sistemas em estudo. N&o é
observavel nenhum tipo de relacdo direta nos TOG dos diferentes replicados ou até sistemas, pelo
que déa a entender que os TOG gue interagem com o centro ativo da proteina sdo fruto de algum
acaso, ou da sua posi¢cdo proxima ao mesmo, ndo estando por isso dependentes ou restringidos a
sua conformagdo inicial.

A frequéncia de interacdo para os TOG com o centro ativo da proteina 1DT3 € muito baixa
relativamente as proteinas 1EIN e 1EIN_hybrid, o que pode ser explicado com base no
impedimento do centro ativo provocado pelo lid da proteina, e para além disto, a Run3 nao
apresentou interacdes entre os TOG e o centro ativo.
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Figura 25 - Frequéncia de interagdo dos triglicerideos do 6leo com o centro ativo (Bsite) da
proteina nos diferentes sistemas TOG/Agua.

3.1.1.5. Caracterizacgdo dos residuos da proteina que contribuem para a interacao
dos triglicerideos com o centro ativo da proteina

Com base na andlise anterior (seccéo 3.1.1.4.) foram selecionados os TOG que interagiram
mais de 1% do tempo de simulacdo com o trio catalitico da proteina (uma percentagem que
permite remover frequéncias insignificantes para o estudo), de seguida recorreu-se novamente a
ferramenta gmx select para identificar quais os residuos da proteina que interagem com os TOG
selecionados. Esta analise permite-nos identificar os residuos da proteina que contribuem para a

78



Frequéncia

Resultados e Discussao _

chegada dos triglicerideos do 6leo ao centro ativo da proteina. Os graficos abaixo representam o
resultado desta analise. O sistema da proteina 1D T3 ndo apresentou triglicerideos a interagir mais
de 1% do tempo, pelo que foi descartado desta analise.

Os dois sistemas da Figura 26 apresentam 0s mesmos picos, 0 que ja tem vindo a ser
habitual nestes sistemas ao longo das andlises, no entanto, de forma geral sdo ligeiramente mais
intensos na proteina LEIN_hybrid, o que significa que interagiu mais com os TOG. Os picos que
as proteinas apresentam séo exatamente 0s mesmos picos que foram considerados como residuos
mais importantes em 3.3., representam o lid, os residuos préximos do lid na superficie da proteina
e a histidina pertencente ao trio catalitico.

Interacdes da Proteina 1EIN com os TOG Interacdes da Proteina 1EIN_hybrid com o TOG
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Figura 26 - Frequéncia de interacdo dos residuos da proteina com os triglicerideos que mais
interagiram com o centro ativo da proteina.

3.1.2. Novos Sistemas Oleo/Agua

3.1.2.1.  Caracterizacio e Validacdo das Novas Caixas de Oleo

Apo6s analisar os resultados para os trés sistemas bifasicos estudados, selecionou-se as
proteinas que demonstraram maior eficacea, isto €, que interagiram mais com o 6leo. Estas
proteinas foram usadas em novos sistemas bifasicos. Estes sistemas bifasicos 6leo/agua contém
caixas de Oleo diferentes, que tentam reproduzir os 6leos em estudo: éleo de colza, 6leo de girassol
e 6leo de palma. As simulagfes para estes sistemas foram corridas a 25 °C e a 60° C.

De entre os diferentes constituintes destas caixas de Oleo, temos a tripalmitina (TPG)
constituida por trés cadeias de acido palmitico, que a 25 °C se apresenta no estado sdlido,
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apresentando-se claramente no estado liquido aos 60 °C, pelo que a conformacdo dos seus
triglicerideos ndo é a mesma nas duas temperaturas, tal como é possivel observar na Figura 27.7

|
J

—\—\/ !V. ‘- "‘
J €53
ES1 - -
R ok
. J
GLY e
B2 N

L
A B & D > 2

Figura 27 - Exemplos de conformagGes moleculares da tripalmitina. A, B e C verificam-se no
estado sélido ou gel, D verifica-se no estado liquido. Adaptado de Hall, A..”

Apbs a construgdo e simulagdo das caixas de solvente, analisou-se os angulos dos
triglicerideos presentes, para validar os modelos de caixas de 6leo e avancar para as simulagdes
com as proteinas. Os graficos da Figura 28 representam a angulo ES1-GLY-ES3 (Figura 27E) da
tripalmitina e da trioleina a 25 °C e a 60 °C. Ap6s uma primeira simulacdo a 60°C percebeu-se
que o angulo em estudo para 0 TPG nédo tinha alterado em relacdo aos 25 °C, 0 que ndo fazia
sentido uma vez que estava comprovado tanto na literatura como em laboratério que a esta
temperatura, a tripalmitina estaria no estado liquido e por isso a sua conformag&o seria semelhante
& da trioleina, tal como é possivel observar na imagem 25D. Estariamos perante um problema do
campo de forcas usado. Desta forma, foi necessario alterar o valor deste angulo que era de 60°
para 110° (com base numa parametrizacdo feita no grupo Colling) no préprio ficheiro itp®. Apds
nova analise observou-se que este angulo se sobrepde ao da trioleina, que era o esperado para 0
6leo no estado liquido.
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Angulo ES1-GLY-ES3, Caixa do Oleo de Palma

Angulo ES1-GLY-ES3, Caixa de Oleo de Palma

Figura 28 - Comportamento do angulo ES1-GLY-ES3 da tripalmitina e trioleina a temperatura
de 25 °C e 60 °C.

3.1.2.2.  Analise da estabilidade estrutural das proteinas nos novos sistemas

A estabilidade estrutural dos sistemas foi analisada através dos RMSD e RMSF. De forma
geral, observa-se através dos graficos da Figura 29, que os replicados de cada sistema se
encontram sobrepostos, 0 que significa que podemos esperar a mesma estabilidade para os
diferentes replicados. No que diz respeito aos RMSD, os graficos sdo todos estaveis, 0s pequenos
desvios observaveis, tendo em conta a escala usada sdo insignificantes, e por isso podemos
assumir que a estrutura da proteina ndo foi alterada ao longo da simulacdo relativamente a
estrutura original, 0 que mais uma vez ja seria de esperar devido a utilizacdo de uma rede elastica
na parametrizagdo das proteinas.

Relativamente ao RMSF, todos os sistemas da proteina 1EIN (sistemas D, E e F) apresentam
as mesmas zonas mais flexiveis que se situam nos residuos 82-98, 150-175 e ~250, & excecdo do
sistema E (6leo de girassol) a 25 °C que ndo apresenta a regido de 150-175. Os sistemas da
proteina LEIN_hybrid (sistemas G, H e I) apresentam como zonas mais flexiveis os residuos 150-
175 e =250, a exce¢do do sistema | (6leo de palma) a 60 °C que apenas apresenta um pico
destacado a =250. A regido de residuos 82-98 corresponde ao lid da proteina, e o facto de ser mais
moével na 1EIN, pode ser explicado com base na mutacdo feita nessa zona que deu origem a
1EIN_hybrid, o objetivo da mutagéo era manter o centro ativo o mais desimpedido possivel e por
isso mutou-se a regido do lid, para que ele se mantenha apenas na posi¢éo aberta, retirando assim
alguma mobilidade a esta regido. Os residuos 150-175 correspondem a uma regido entre duas
hélices, que ja é tipicamente considerada movel. A regido de residuos a ~250 parece ser um loop
de folha B, tal como demostrado em 3.1.1.1.
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1EIN, Oleo de Colza, 25°C (Sistema D)

1EIN, Oleo de Girassol, 25°C (Sistema E)
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1EIN, Oleo de Palma, 25°C (Sistema F)
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1EIN, Oleo de Colza, 60°C (Sistema D)

1EIN, Oleo de Girassol, 60°C (Sistema E)
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1EIN, Oleo de Palma, 60°C (Sistema F)
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Figura 29 - RMSD e RMSF dos sistemas 6leo de colza/agua, 6leo de girassol/agua e 6leo de
palma/agua com as proteinas 1EIN e 1EIN_Hybrid.
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Caracterizacéo do processo de ligacdo da proteina a interface éleo/agua

1EIN_Hybrid, Oleo de Colza, 25°C

Distancia da proteina ao COM do 6leo

1EIN_Hybrid, Oleo de Girassol, 25°C

1EIN_Hybrid, Oleo de Palma, 25°C
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Figura 30 - Distancia da proteina 1EIN_hybrid ao centro de massa do 6leo ao longo do tempo.

Através das Figuras 30 e 31, observa-se que ha valores negativos de distancias, isto deve-se

a condicdo de fronteira periodica e deve-se assumir o valor de distdncia em modulo. Analisando

os gréficos, pode-se concluir de forma geral, que ap0s estabilizacdo da proteina durante a

simulagdo, esta situa-se, a semelhanca do que acontece em 3.1.1.2.1., a aproximadamente 7nm do

centro de massa do 6leo, que correspondera a sua posicao estavel na interface 6leo/agua. Em

alguns sistemas, é possivel observar que houve bastante instabilidade no inicio da simulagéo

devido a variacdo das distancias assumidas, como é o caso da proteina 1IEIN em dleo de colza a

25°C e a 60°C e oleo de girassol a 25°C. Na proteina 1EIN_hybrid ja ndo é tao flagrante este

facto, uma vez que a instabilidade dura menos tempo e ndo é observada em todos os replicados

de um mesmo sistema. Por outro lado, nos sistemas com a proteina 1EIN_hybrid, observa-se que

esta ndo é sempre tdo estavel quando se encontra na interface 6leo/agua, pois existem algumas

pequenas variacdes de distancias em 6leo de girassol e 6leo de palma a 25°C.
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1EIN, Oleo de Colza, 25°C 1EIN, Oleo de Girassol, 25°C 1EIN, Oleo de Palma, 25°C
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Figura 31 - Distancia da proteina 1EIN ao centro de massa do 6leo ao longo do tempo.

3.1.2.3.2. Orientacao das proteinas em relacéo a interface 6leo/agua

Tal como na secgdo 3.1.1.2.2., recorreu-se ao uso da ferramente gmx bundle e a visualizagdo
das trajetorias para estudar a orientagdo das proteinas. O vetor escolhido foi mais uma vez o lid
da proteina.

De acordo com os resultados da Figura 32, nos sistemas D (6leo de colza/dgua com a proteina
1EIN) a 25 °C e 60 °C, F (6leo de palma/agua com proteina 1EIN) a 25 °C e 60 °C, E (6leo de
girassol/agua com a proteina 1EIN) a 60°C, G (6leo de colza/agua com a proteina 1EIN_Hybrid)
a 25 °C e 60 °C, e H (bleo de girassol/agua com proteina 1EIN_Hybrid) a 60 °C, os diferentes
replicados adotam todos 0 mesmo comportamento. Assim que as proteinas se mantém estaveis na
interface 6leo/agua, o angulo entre o vetor e o eixo z perpendicular a interface toma o valor de
110°. Nos restantes sistemas alguns replicados adotam o angulo 75° durante a simulagdo (Run2
do sistema 6leo de palma/dgua com a proteina 1EIN_Hybrid a 60 °C), outros adotam 110°, e
outros tém variagOes. O angulo 75° ja tinha sido evidénciaem 3.1.1.2.2..

Os replicados que apresentam comportamentos mais incomuns/instaveis (devido as bruscas
oscilagbes de &ngulos) sdo Run2 do sistema 6leo de girassol/dgua com a proteina 1EIN a 25 °C,
Runl e Run3 do sistema do sistema 6leo de girassol/agua com a proteina 1IEIN_Hybrid a 25 °C e
Run3 do sistema 6leo de palma/agua com a proteina 1EIN_Hybrid a 25 °C, e podem ser
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explicados recorrendo a visualizagdo das trajetérias. Na Run2 do sistema 6leo de girassol/agua

com a proteina 1EIN e na Runl do sistema 6leo de girassol/agua com proteina 1EIN_Hybrid a 25

°C a proteina inicialmente dirige-se para a interface criada pela condicdo de fronteira periodica

onde interage um pouco e depois acaba por se dirigir e ficar a interagir na interface em estudo.
Nas Run3 do sistema dleo de girassol/agua com proteina 1EIN_Hybrid e do sistema 6leo de
palma/adgua com a proteina 1EIN_Hybrid a 25 °C, a proteina dirige-se para a interface 6leo/agua,

no entanto ndo interage logo com os residuos do centro ativo, pelo que até encontrar estabilidade

e interagir com esses residuos, acaba por assumir outra posi¢édo e rodar bastante.
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Figura 32 - Angulo formado pelo vetor da proteina e o eixo z da interface 6leo/agua em fungéo
do tempo de simulacéo para cada sistema em estudo.

De forma geral, os diferentes sistemas apresentam comportamentos semelhantes entre si, e da
mesma forma, semelhantes aos dos sistemas TOG/agua.

3.1.2.4.

com o 6leo

Caracterizacao dos residuos mais importantes na interagdo das proteinas

Mais uma vez recorreu-se a ferramente gmx select para obter as interacfes dos residuos da

proteina com o 6leo. Os resultados apresentam-se nos graficos da Figura 33. Mais uma vez,
verifica-se que o comportamento das proteinas 1EIN e 1EIN_hybrid é muito semelhante. Estas

protel'nas apresentam quase sempre 0S MESMOS

residuos a interagir com o Oleo,

independentemente do tipo de 6leo usado. Tendo em conta que a TLL é uma proteina amplamente
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usada e descrita na literatura,”**""" incluindo algumas aplicagGes industriais, este resultado é

positivo, no sentido em que indica que ndo ha nenhum tipo de éleo que seja menos eficaz na

interacdo com as proteinas.
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Figura 33 - Frequéncia de interacdo com o 0leo dos residuos da proteina para cada sistema em
estudo.

Para facilitar o estudo destas interac@es, foram mais uma vez selecionados os residuos que
interagem mais de 50% do tempo de simulag&o. Os resultados apresentam-se nos graficos abaixo,
em que a frequéncia é expressa de 1 a 3 consoante 0 nimero de vezes que um residuo se repete
nos 3 sistemas replicados. Através dos resultados da Figura 34, observa-se que 0s residuos sao
praticamente 0s mesmos para as duas proteinas, no entanto a 1EIN_hybrid apresenta alguns
aminoacidos a interagir que a 1EIN n&do apresenta. Os residuos destacados sdo 0s mesmos do que
em 3.4. (84-95, 202-211, 226, 227, 250-269) a excecdo dos novos picos apresentados na proteina
1EIN_hybrid para o 6leo de girassol a 25°C, que sdo os residuos 105, 136, 163 e 187-189. No
entanto, como é possivel observar, estes residuos apenas estdo presentes num dos replicados.
Todos os residuos destacados na Figura 34 estdo caracterizados na Tabela 8.
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Figura 34 - Gréfico-resumo dos residuos mais importantes (que mais se repetem nos diferentes

replicados) para cada sistema em estudo.
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Tabela 8 - Caracterizagdo dos residuos mais importantes (identificados na Figura 34) quanto ao tipo de aminoacido.

Resultados e Discussao

Proteina Residuos Residuos Residuos Residuos Residuos Total
Apolares Polares Aromaticos Positivos Negativos
86ILE®  227LEU?
90ILE®  252ILES ; 21TYR
93LEU® 253PRO°  GOSER 89TRP? 84ARG
LEIN, oleode — o "o oeg) ps 226THR? 95PHE? 205ARG 254ASP 27
colza, 25°C 0 55 251ASN
’ 206LEU° 256PRO°  ,coT rs 211PHE3 258HIS
207PRO? 264LEU? 260TRP?
208PRO  269LEU?
86ILE?  227LEU®
90ILE®  252ILES
89TRP3
. 93LEU® 253PRO®  85SER , ,
15&';'{;{%%‘2? 202ILE? 255ILE'  226THR il 82‘;@5?8 254ASP 24
’ 206LEU? 256PRO°  267THR Pk
207PRO  264LEU?
208PRO  269LEU?
86ILE2  252ILE2
90ILEZ  253PRO?
93LEUZ  255ILE2 85SER 89TRP?
1EIN, 6leode 202ILE? 256PRO?  226THR2 95PHE? 84ARG? 254ASP 2
girassol, 25°C  206LEU? 259LEU  92ASN 211PHE? 258HIS 87GLU
207PRO  264LEU  267THR? 260TRP?
208PRO  269LEU?
227LEU2
86ILE®  227LEUS
90ILE®  252ILES 89TRP?
1EIN, 6leode 93LEU® 253PRO°  85SER 95PHES SHARG:
girassol, ~ 202ILE  255ILE®  226THR 21TYR SEBHIS 254ASP 25
60°C 206LEU° 256PRO®  267THR® 211PHE3
207PRO  264LEU 260TRP3
208PRO  269LEU®
86ILE®  252ILES
90ILE®  253PRO®
93LEU?  255ILES 85SER 89TRP?
1EIN, 6leode 202ILE  256PRO®  226THR 95PHES 84ARG? SEAASP 26
palma, 25°C  206LEU° 259LEU  267THR® 211PHE3 258HIS
207PRO  264LEU  251ASN 260TRP®
208PRO  269LEU®
227LEU3
86ILE®  252ILES
90ILE®  253PRO®
93LEUS  255ILES 85SER 89TRP?
1EIN, 6leode 202ILE  256PRO®  226THR 95PHE? 84ARG? SEAASP 2
palma, 60°C  206LEU° 259LEU  267THR® 211PHE3 258HIS
207PRO  264LEU  251ASN 260TRP3
208PRO  269LEU®
227LEU?
BBILE®  227LEV .,
90ILE®  250PRO 8?THR3 21TYR
1EIN_hybrid, 91LEU  252ILE® Ay 89TRP3 ARG
6leodecolza, 93LEL® 253PRO° o 95TYR3 SEBHIS 254ASP 30
o 3 3
25°C 202ILE__ 255ILEY  Ocpqy 2L1PHE’
206LEU° 256PRO°  5o7riim: 260TRP
207PRO? 264LEU
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208PRO® 269LEU3

86ILE? 227LEU?
90ILE® 252ILE?

+  B85SER 21TYR
LEIN_hybrid, erED— 223PROT - 9THR? 89TRP? ,
EIN 93LEU®  255ILE . B4ARG
0leo de colza, 3 94ASN 95TYR 254ASP 28
3 202ILE  256PRO . 258HIS
B0°C  oocl i seolny 226THR  2LIPHE
COOLE 2oaLEl 267THR®  260TRPS
208PRO
86ILE’  227LEL?
QUILE?  252ILE? 95TYR?
. . 87THR )
IEIN_hybrid, 93LEW 253PRO IR 89TRP
Sleode  136PRO 255ILE’  joo>-n  IB4PHE  B4ARG? . 23
girassol, 25°C 163GLY 256PRO?  poo-n  211PHE?
187VAL 269LEU’ 260TRP?
206LEU
86ILE°  227LEU?
QUILE®  252ILE
. 91LEU  253PRQ®  OOSER 21TYR
1EIN_hybrid, : . 87THR 89TRP® ,
N 93LEU®  255ILE . B4ARG
6leo de ;  94ASN 95TYR 254ASP 28
. o 202ILE  256PRO . 258HIS
girassol, 60°C 5 clL=, 22PRS 226THR - 2LIPHE
CO0LES ZoALEDS 267THR®  260TRP
208PRO
86ILE2  252ILE?
. 90ILE?  253PRO?  85SER’ 89TRP?
LEINIVON “o3 e oSSILET  BTTHR:  9STYRE oo _ ’
e 202ILE  256PRO’  226THR  2LIPHE’
paima, 206LEU? 264LEU  267THR?  260TRP?
227LEU? 269LEU?
86ILE°  227LEU?
QOILE®  252ILE®
. 9ILEU  253PRO°  OOSER 21TYR
1EIN_hybrid, ; > 87THR 89TRP® ,
sleode  —ocEUT  2OILET g aqN o5TYR® ~ SAARG 254ASP 28
o 202ILE  256PRO’ . 258HIS
palma, 60°C 226THR ~ 211PHE

206LEU? 264LEU
207PRO  269LEU3
208PRO

267THR?® 260TRP?

Nota: 2aminoéacido identificado como mais importante em dois replicados. *aminoécido identificado como mais
importante nos trés replicados. Aminoacido pertence ao lid. Aminacido pertence ao centro ativo.
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Através da Tabela 8 observa-se que para cada sistema, os residuos que mais interagem sdo
apolares, o que faz sentido, uma vez que o 6leo também ¢ apolar. Na proteina 1EIN, os sistemas
com mais interac@es foram os do Gleo de colza a 25 °C, bleo de girassol a 25 °C, 6leo de palma a
25 °C e 6leo de palma a 60 °C, para a proteina 1EIN_hybrid foram os sistemas com dleo de colza
a 25 °C, bleo de colza a 60 °C, 6leo de girassol a 60°C e 6leo de palma a 60 °C, sendo que € a
proteina 1EIN_hybrid que interage mais com o éleo.

Grande parte dos amino&cidos identificados como mais importantes, ndo pertencem nem ao
lid nem ao centro ativo da proteina, tal como é possivel observar na Tabela 8, estes aminoacidos
pertencem a zonas vizinhas destes elementos e muito provavelmente contribuem para a adsorcéao
dos triglicerideos ao centro ativo das proteinas. Na literatura estdo descritos estudos semelhantes
realizados por Willems et al,> com 3 variantes da TLL (uma nativa, uma com lid de esterase e
uma hibrida entre as duas primeiras), que concluem que a orientacéo de ligac&o interfacial da TLL
foi significativamente afetada pela natureza dos aminoacidos na regido do lid. Sendo que a regido
do lid da variante esterase demonstrou-se menos flexivel do que a regido do lid da variante nativa,
enquanto que a variante hibrida exibiu flexibilidade e estabilidade do lid superior na conformagéo
aberta, favorecendo assim as interagOes entre a proteina e o substrato nesta regido. Os resultados
da Tabela 8 demonstram que ha mais residuos da regido do lid da proteina hibrida a interagir com
os triglicerideos do que da proteina nativa, o que esta de acordo com os resultados obtidos por
Willems et al.>!

3.1.25.  Caracterizacdo dos triglicerideos no processo de interacédo do centro ativo
da proteina com o 6leo

Foram selecionados os triglicerideos de cada sistema que interagem com o centro ativo das
proteinas, os resultados desta analise encontram-se nos graficos da Figura 35.

Analisando os resultados, é notorio que a 60 °C existem muito mais interages do que a 25
°C, por outro lado a 25 °C as interacOes existentes tém frequéncias maiores. Este resultado faz
sentido uma vez que o0 aumento de temperatura aumenta a energia cinética do sistema, logo a
maior agitacdo existente entre os triglicerideos leva ao aumento do nimero de interagfes, no
entanto, desfavorece o facto de um triglicerideo poder estabelecer uma interagdo temporalmente
mais longa com o centro ativo da proteina. Mais uma vez, ndo € possivel estabelecer uma relacao
direta entre os replicados de cada sistema, ou seja, ndo ha sobreposi¢Ges em zonas especificas. O
que leva a entender que a interacdo dos triglicerideos com o centro ativo da proteina ndo esta
dependente das posig¢des iniciais dos triglicerideos.

Como j& foi explicado anteriormente, as caixas de 6leo destes sistemas sdo compostas por
diferentes tipos de triglicerideos. Estes triglicerideos, podem ser identificados nos graficos da
Figura 35 através do n° de particula, ou seja, para o 6leo de girassol temos TPG entre 585 e 984,
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TOG entre 985 e 3384 e TLG entre 3385 e 8584, para o 6leo de colza temos TPG entre 585 e 984,
TOG entre 985 e 6184 e TLG entre 6185 e 8584, para 0 6leo de palma temos TPG entre 585 e
4584 e TOG entre 4584 e 8584. Com esta informacdo ¢ possivel identificar o tipo de triglicerideo
para os picos de maiores frequéncias, ou seja, é possivel saber que tipo de triglicerideo interage
mais tempo para cada sistema. Nos sistemas com éleo de palma, é possivel observar que hd maior
densidade e intensidade de picos a partir aproximadamente da particula 5000, que corresponde a
TOG. Para os sistemas com 6leo de colza verifica-se uma maior intensidade e densidade de picos
a partir da mesma zona (particula 5000), no entanto, neste caso estamos perante TLG
(maioritariamente) e TOG (em minoria). Nos sistemas com dleo de girassol, a interpretagdo ja
ndo é tdo linear, ou seja, as zonas mais densas e intensas ndo s&o as mesmas para todos os sistemas
gue contém este Oleo, para a proteina 1EIN identificam-se as zonas a partir de 4000 que
correspondem ao TLG, mas para a proteina LEIN_hybrid temos a 25 °C a zona de 585 até 2000
que engloba TPG e TOG, e a 60 °C temos picos que se destacam a aproximadamente 4000 e 6000,
e correspondem a TLG. Esta analise sobre o tipo de triglicerideo pode indicar que os TLG sdo 0s
triglicerideos que mais tém tendéncia a interagir com o centro ativo da proteina. O que podera
estar relacionado com a distribuicdo dos TLG na fase do 6leo, ou seja, com preferéncia dos TLG
pela interface 6leo/agua relativamente aos outros trigliceridos. Uma possivel razdo por esta
preferéncia pode estar relacionada com o facto dos TLG serem ligeiramente mais polares por
terem mais ligacdes duplas, e por isso terem uma maior afinidade com a agua que € polar.

Em paralelo a esta analise foi visualizada a trajetoria de cada sistema com estes triglicerideos
em destaque para perceber se as suas posicdes poderiam estar a influenciar as interacdes, no
entanto, concluiu-se que sdo triglicerideos que estdo bem dispersos pela caixa de 6leo com
posicdes bem variaveis ao longo da simulacéo, pelo que as suas interagdes com o centro ativo nao
estdo vinculadas as coordenadas dos diversos elementos.
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Interacdes dos triglicerideos do 6leo de palma
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Figura 35 - Frequéncia de interagdo dos triglicerideos do 6leo com o centro ativo da proteina para

cada sistema em estudo.
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Caracterizacao dos residuos da proteina que contribuem para a interacao

Da analise anterior, foram selecionados os triglicerideos que interagem mais de 1% do tempo

de simulagdo com o centro ativo da proteina. De seguida, determinou-se os residuos da proteina

que interagem com os triglicerideos selecionados. Os residuos que mais interagirem com 0s

triglicerideos séo aqueles que mais contribuem para a chegada do triglicerideo ao centro ativo da

proteina. Os gréficos da Figura 36 apresentam o resultado desta anélise.
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Figura 36 - Frequéncia de interacdo dos residuos da proteina com os triglicerideos que mais
interagiram com o centro ativo da proteina para cada sistema em estudo.

Apos analisar os resultados apresentados, verifica-se que os residuos que mais interagem sao

novamente os residuos do lid das proteinas e os residuos proximos ao centro ativo incluindo a
histidina do trio catalitico, tal como em 3.1.1.5. O que significa que os amino&cidos caracterizados
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na Tabela 8, ndo sdo sé importantes para a reagdo enzimatica de hidrélise, nomeadamente o lid
gue provoca o desimpedimento necessario a esta reacdo, a histidina 258 pertencente ao centro
ativo da proteina que é responsavel pela reacdo, mas também o0s restantes aminoacidos
caracterizados que sdo responsaveis pela chegada dos triglicerideos ao trio catalitico da proteina.
Neste caso, ndo h& nenhuma proteina que se destaque por interagir com maior frequéncia.

3.2. Componente Laboratorial

3.2.1. Caracterizacao experimental dos 6leos usados

Antes de iniciar os estudos da reacéo de hidrolise, é necessario caracterizar os 6leos que serdo
usados nesse processo (6leo de colza, girassol e palma virgens e usados), para tentar percber se a
semelhanca dos resultados de Dindmica Molecular, também apresentam comportamentos
semelhantes. Para esta caracterizacdo foram realizados os indices de acidez, saponificacdo e iodo,
e ainda espectroscopias FTIR-ATR e UV-Visivel.

3.2.1.1. Indice de Acidez

A Figura 37 representa o indice de acidez de cada amostra de 6leo, que se traduz no teor de
4cidos gordos livres que ela contém. E expresso em miligramas de KOH por grama de amostra.

Numa andlise geral aos resultados obtidos verifica-se que o 6leo de girassol tem o indice de
acidez mais baixo, e 0 6leo de palma tem o indice de acidez mais alto, sendo que o indice de
acidez do 6leo de colza é intermédio em relagdo aos restantes. No entanto, ndo deixa de ser
considerado um alto indice de acidez. Estes altos indices de acidez do 6leo de colza e de palma
podem estar relacionados com o facto de ndo terem sido submetidos a processos de refinamento,
e consequentemente, terdo muitos elementos na sua constituicdo que podem estar a influenciar a
acidez do 6leo. E de notar que os 6leos em estudo tém todos uma constituicio diferente no que
diz respeito a acidos gordos. Segundo o decreto-lei n°® 106/2005%, o dleo de palma tem na sua
constituicdo maioritariamente acido palmitico (39,3-37,5% de &cidos gordos totais) e acido oleico
(36,0-44,0% de acidos gordos totais), o 6leo de colza tem éacido oleico (51,0-70,0% de acidos
gordos totais) e acido linoleico (15,0-30,0% de &acidos gordos totais) e o 6éleo de girassol tem
também &cido linoleico (48,3-74,0% de &cidos gordos totais) e &cido oleico (14,0-39,4% de &cidos
gordos totais), 0 que sugere que o alto teor de acido palmitico possa levar a um alto indice de
acidez.
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Analisando os resultados obtidos com mais pormenor, é possivel observar que no éleo de
girassol o indice de acidez tem tendéncia a aumentar ao longo das frituras, ja no éleo de colza e
no de palma é exatamente o contrario. A tendéncia esperada seria o observado por exemplo com
0 6leo de girassol, ou seja, um aumento dos &cidos gordos livres (do indice de acidez) com o
aumento do numero de frituras, uma vez que o alimento ao ser frito liberta &gua no meio de fritura
levando a degradacdo hidrolitica dos triglicerideos, formando &cidos gordos livres.”®”® No
entanto, para além da possibilidade dos &cidos gordos livres reagirem com outros produtos
formados durante as frituras, € também frequente que o alimento ao ser frito absorva alguns
produtos de decomposi¢do formados nas frituras, nomeadamente compostos polares, polimeros,
acidos gordos livres e triglicerideos, reduzindo assim o indice de acidez do 6leo, o que pode
explicar o comportamento do indice de acidez ao longo das frituras para o 6leo de colza e o 6leo

de palma.”™

Para além disto, é definido, pela Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura, para 6leos e gorduras virgens ou que passaram por processos de prensagem a frio,
destinadas a alimentagdo humana, o indice de acidez méaximo de 4 mg de KOH/g, para refinados,
o indice maximo de 0,6 mg de KOH/g, e para 6leos de palma virgens o indice maximo de 10 mg
de KOH/g.%! Pelo que sendo o 6leo de girassol refinado e o 6leo de colza e palma virgens, através
dos resultados obtidos verifica-se que todos 0s éleos cumprem este requisito.
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Figura 37 - Resultados do indice de acidez dos diferentes 6leos virgens e submetidos a ciclos de
frituras.

3.2.1.2.  Indice de Saponificacio

O gréfico da Figura 38 apresenta os valores do indice de saponificacdo de cada amostra
expresso em miligramas de KOH por grama de 6leo. Segundo a literatura® o indice de
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saponificacdo para o 6leo de colza deve estar entre 182 e 193, o 6leo de girassol entre 188 e 194
e 0 Oleo de palma entre 190 e 209, tendo em conta os resultados apresentados na Figura 38 e 0s
seus desvios-padrao, podemos dizer que estes estdo bastante préximos aos da literatura.

Observa-se que ndo existe uma tendéncia geral no comportamento do indice de saponificacédo
ao longo das frituras. Tendo em conta os desvios-padrdo apresentados, tanto o 6leo de girassol
como o 6leo de palma apresentam indices de saponificacdo muito semelhantes antes e apds o 6leo
ser submetido a vérias frituras. No caso do 6leo de colza, é possivel observar uma ligeira tendéncia
descendente no indice a medida que o 6leo é submetido a mais processos de fritura. Podemos
constatar que as frituras reduziram o teor de matéria saponificavel do dleo, possivelmente devido
a degradacdo dos triglicerideos e possivel obtencdo de novos subprodutos ndo saponificaveis,
como por exemplo peréxidos, époxidos, polimeros e etc.* No caso do 6leo de palma e do 6leo de
girassol, parece ter havido alguma resisténcia a degradagdo por parte da matéria saponificavel
destes 6leos.

De forma geral, os indices de saponificacdo das diferentes amostras ndo sdo muito diferentes
uns dos outros, o que significa que a partida a saponificacdo destas amostras funciona de forma
semalhante, mesmo quando o 6leo é submetido a frituras, sendo por isso desde ja& um ponto
promissor para 0 presente trabalho, uma vez que estes sdo 6leos com alto consumo a nivel
mundial.
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Figura 38 - Resultados do indice de saponificacdo dos diferentes 6leos virgens e submetidos a
frituras.
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3.2.1.3. indice de lodo

O indice de iodo mede o grau de insaturacao dos triglicerideos presentes no 6leo e é expresso
em gramas de iodo por 100 gramas de 6leo. O gréafico da Figura 39 representa o indice de iodo
das amostras em estudo. E possivel observar que o 6leo de palma tem um indice de iodo muito
inferior aos restantes 6leos, o que faz sentido tendo em conta a sua constituicdo, que é
maioritariamente acido palmitico (C16:0), um éacido gordo sem insaturacdes. Os restantes 6leos
sendo constituidos maioritariamente por &cido oleico (C18:1) e linoleico (C18:2), ja contém mais
insaturagdes nas suas cadeias hidrocarbonadas, e consequentemente um maior indice de iodo. De
acordo com a literatura®, o 6leo de palma tem um indice de iodo entre 50 e 55, o dleo de colza
entre 105 e 126, e o 6leo de girassol entre 118 e 141, valores estes que corroboram os obtidos
experimentalmente, tendo em conta o desvio-padrdo apresentado.

Observando os resultados da Figura 39, o comportamento do indice de iodo ao longo das
frituras, de forma geral, foi pouco alterado, o que significa que as reagdes de oxidagdo envolvidas
durante as frituras tiveram pouca influéncia no grau de saturacdo dos compostos presentes.
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Figura 39 - Resultados do indice de iodo dos diferentes 6leos virgens e submetidos a frituras.

3.2.1.4. Espectroscopia FTIR-ATR

Na Figura 40 estdo representados os espectros de FTIR normalizados obtidos para cada
amostra de 6leo. Através dos espectros é possivel observar que todos tém as mesmas bandas, ou
seja, todas as amostras contém os mesmos grupos funcionais. Para além disto, € de notar que as
amostras submetidas a frituras tém um espectro praticamente sobreposto ao da amostra virgem, 0
que é positivo, uma vez que indica que ndo ocorreram alteraces significativas nos grupos
funcionais em relagdo ao 6leo virgem.
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Pode-se observar para ambos 0s espectros que na regido de aproximadamente 800 cm™ existe
uma banda de absorcédo que corresponde a cadeia hidrocarbonada (CH2)n, a cerca de 1150 cm?
temos uma banda correspondente ao grupo C-O do éster, entre 1480 e 1500 cm™ a banda de
absorcao correspondente ao grupo C-H do CH,, entre 1700 e 1750 cm™ a banda de absor¢do que
corresponde ao grupo C=0 do acido gordo, e entre 2750 e 3000 cm™ temos uma banda que
corresponde ao grupo C-H do CH; e do CH3, com movimentos vibracionais diferentes da banda
entre 1480 e 1500 cm™ (enquanto que o movimento vibracional da banda 1480-1500 cm* estamos
perante um desdobramento angular, na banda 2750-3000 cm™ estamos perante um estiramento),
e outra banda que corresponde ao grupo =C-H.&°
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Figura 40 - Espectros de FTIR-ATR dos diferentes 6leos de colza, girassol e palma virgens e
usados.
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3.2.1.5.  Espectroscopia UV-Visivel

A espectroscopia de absor¢do UV-Vis permite acompanhar as alteracdes das cadeias
hidrocarbonadas dos triglicerideos presentes no 6leo, através da mudanca de grupos funcionais e
ligagBes quimicas durante um processo de degradacio. A medida que os 6leos sofrem oxidagéo,
aumentam a sua capacidade de absorcdo de radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta-
visivel.

Na Figura 41 estdo representados os espectros UV-Vis normalizados de cada amostra em
estudo. Os espectros do 6leo de colza e do 6leo de girassol sdo 0s mais semelhantes entre si. Em
ambos os casos sdo facilmente identificaveis as bandas de absorcao a cerca de 233 nm e a 270 nm
nas amostras submetidas a frituras. Estes comprimentos de onda referem-se a modificages nas
estruturas dos triglicerideos e formacdo de novas moléculas, mais propriamente as transi¢cdes
eletronicas dos eletrBes das orbitais ligantes para as antiligantes das duplas conjugadas e cetonas
a-insaturadas. Num estado inicial de degradacdo ha aumento da absorcdo a 233 nm devido a
formac&o de dienos conjugados a partir da degradacéo dos acidos oleico e linoleico, num estado
final de degradacdo ha um aumento de absor¢cdo a cerca de 270 nm devido a compostos
secundarios da oxidac&o, como trienos conjugados , aldeidos e cetonas insaturadas.®#2

Nos espectros do 6leo de palma relativos as amostras submetidas a frituras, estas bandas tém
muito pouca intensidade comparadas com os dleos de colza e girassol, uma vez que este 6leo é
constituido maioritariamente por acido palmitico que é um acido gordo saturado, e portanto as
pequenas regides onde ha absorcao deve-se apenas a percentagem de acido oleico presente. Para
além disto, no espectro do 6leo de palma virgem é possivel observar uma banda de absorcéo a
cerca de 370 nm até 505 nm, esta banda de absor¢do diz repeito aos carotendides, mais
propriamente ao B-caroteno, presente no 6leo de palma virgem. O 3-caroteno € um hidrocarboneto
de cadeia longa com diversas insaturacdes e esta presente em diversas frutas, hortalicas e plantas,
sendo o principal responsavel pela sua coloracdo laranja-avermelhada. A sua presenca explica o
facto de o 6leo de palma ser cor-de-laranja no seu estado virgem e passar a amarelo claro apds
ser submetido a frituras (o B-caroteno degrada ao longo das frituras). O -caroteno é também um
antioxidante natural, e por isso é possivel que contribue para a resisténcia a degradacdo das
cadeias hidrocarbonadas dos 4cidos gordos.®®
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Figura 41 - Espectros de absor¢do UV-Vis normalizados, para o Oleo de Colza, Oleo de Girassol
e Oleo de Palma virgem, submetidos a 3 ciclos de frituras e a 5 ciclos de frituras.

A partir dos espectros UV-Vis obtidos, foi calculada a percentagem de dienos conjugados (%
DC) nas amostras em estudo. Os resultados estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42 - Percentagem de dienos conjugados nas amostras de 6leo de colza, girassol e palma
virgens e usados.

Analisando os resultados da Figura 42, observa-se que a medida que aumenta o nimero de
ciclos de fritura a que o 6leo é submetido, também aumenta a percentagem de dienos conjugados
presentes nas amostras. Esta analise quantitativa esta de acordo com a descrigdo feita acima, e
dessa forma a sua tendéncia ja era esperada uma vez que a formacao dos dienos conjugados faz
parte dos processos de oxidagdo aquando da degradacdo do 6leo. O 6leo usado com maior
percentagem de dienos conjugados foi o 6leo de girassol. Os valores para a percentagem de dienos
conjugados na literatura variam bastante segundo o tipo/marca de 6leo que é estudado, e no caso
do 6leo usado também varia muito consoante a forma como sdo feitos os processos de fritura e
gue alimentos sdo usados para estes processos. Desta forma, € dificil comparar estes valores
obtidos da Figura 42 com a literatura, no entanto, a gama de valores obtida (0.06% a 3.19%) é
aceitavel para 6leos vegetais.®* 8 8

3.2.2. Otimizacao da Reacdo de Hidrdlise

Na seccao anterior fez-se a caracterizacdo dos 6leos virgens e usados, tendo-se chegado a
conclusdo de que as suas propriedades fisico-quimicas ndo sdo muito alteradas ao longo das
frituras. Esta seccdo serd dedicada a hidrélise enzimatica dos diversos dleos. Desta forma, na
tentativa de simplificar o trabalho e torna-lo mais sustentavel, procedeu-se a otimizagdo da rea¢éo
de hidrélise apenas com Gleos virgens, ou seja, 6leos ndo sujeitos a processos de fritura.
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3.2.2.1.  Estudos Cinéticos da Reacéo de Hidrolise

A Figura 43 ilustra os resultados dos estudos cinéticos de cada 6leo. Como seria de esperar,
observa-se que o rendimento da reacdo de hidrélise aumenta ao longo do tempo. No entanto o
maior aumento da-se até aproximadamente as 5 horas de reacdo, e posteriormente 0 aumento no
rendimento ja ndo é tdo significativo até as 24 horas. Isto pode ser explicado com o facto da
concentracdo de substrato (triglicerideos) diminuir com o aumento do tempo de reacao.

O 6leo que atingiu um rendimento maior na reacao de hidrolise foi o éleo de colza com cerca
de 65% ap0s 24 horas de reagdo, e 0 menor rendimento foi obtido para o 6leo de palma. De forma
geral, os diferentes 6leos demonstram 0 mesmo comportamento ao longo tempo para a reagdo de
hidroélise, o que de certa forma jé era esperado uma vez que na seccao de caracterizagao dos 6leos,
estes ja se comportavam de forma semelhante.
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Figura 43 - Rendimento da reagdo de hidrolise ao longo do tempo durante 24 horas para o 6leo
de colza, 6leo de girassol e 6leo de palma. CondicGes de reacdo: proporcdo 6leo/agua 2:1 (peso
total da reacdo de 80g), com uma concentracéo de SLES de 0.07 mM, Lipex a 2.5% m/V do dleo,
temperatura a 60°C e velocidade de agitacdo de 1500 rpm.

3.2.2.2. Estudo de Condic¢des de Referéncia para a Reacao de Hidrolise

Este estudo permite perceber o comportamento dos diferentes 6leos face as variaveis que lhes
sdo impostas durante a reacdo de hidrolise. A Figura 44 agrupa os resultados obtidos para este
estudo. Antes de analisar detalhadamente cada grafico, é de notar que as condicdes de referéncia
de reacdo usadas foram: proporcdo 6leo/agua 2:1 (peso total da reacdo de 30g), com uma
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concentracdo de SLE>S de 0.07 mM, Lipex a 2.5% m/V do 6leo, temperatura a 20 °C para 6leo
de colza e 6leo de girassol e 60 °C para 6leo de palma, velocidade de agitacdo de 1500 rpm, 5
horas. A reacdo de hidrélise para o 6leo de palma foi realizada a 60 °C, pois como explicado
anteriormente, este 6leo é sélido a temperatura ambiente. O facto de estarmos a comparar
rendimentos de hidrélise de reacfes com temperaturas diferentes pode induzir no erro de
interpretacdo de que o 6leo de palma tem maior rendimento para a reacdo de hidrolise, mas isso
apenas se deve a temperatura padrdo de reacdo ser mais elevada. Confrontando com o grafico do
rendimento em funcdo da temperatura torna-se explicito que a temperatura é um factor de grande
influéncia para a reacéo de hidrolise.

Comecando a anélise de resultados pelo pardmetro da proporcao 6leo/agua, observa-se que o
comportamento dos diferentes 6leos é muito semalhante, para proporgdes em que a agua esta em
maioria, o rendimento é baixo, passa a ser maximo quando temos quantidades iguais de 6leo e de
agua e posteriormente hd um decréscimo de rendimento & medida que a proporcdo 6leo/agua
aumenta. Este decréscimo pode dever-se a uma inibigdo de enzima devido a alta concentracéo de
6leo, como também pode estar relacionado com o facto do aumento do produto de hidrélise no
meio reacional leve a uma alteracdo de polaridade deste meio e consequentemente isto influencie
a conformagao ativa da lipase.”

Relativamente & percentagem de Lipex na reacdo de hidrdlise, podemos observar que a
medida que se aumenta a quantidade de lipase, o rendimento também aumenta. No entanto,
verifica-se que até cerca de 5% o aumento é significativo, mas a partir dai é bastante pequeno,
quase constante. Assim sendo, podemos dizer que a partir de aproximadamente 5% de Lipex se
deu uma inibicdo de produto, este fendmeno pode significar que se atingiu um maximo de
concentragdo de lipase na interface, ficando assim a interface saturada de moléculas de lipase e
levando talvez a uma erosdo mecénica causada entre elas e posteriormente a dessor¢ao de algumas
destas moléculas da interface.”

A variacdo da temperatura na reacdo de hidrolise, permitiu perceber que a um aumento de
temperatura esta associado um aumento de rendimento até 60 °C e a partir dai ha um descréscimo
acentuado no rendimento da reacdo. O que significa que até 60 °C com o aumento da temperatura,
aumenta a velocidade das moléculas do sistema e por isso a colisdo substrato-enzima, mas a partir
de 60 °C a taxa de hidrélise diminui porque a velocidade de inativacdo da proteina torna-se
superior a velocidade de colisdo entre o substrato e a enzima. Por outro lado, também é possivel
verificar que devido ao acumular de moléculas de glicerol no sistema reacional, se tenha formado
uma camada que provoque algum impedimento hidrofilico, limitando assim a difusdo do
substrato.”

Por fim, observou-se também que com o aumento da velocidade de agitagdo, aumenta o
redimento da reacdo de hidrolise. Este facto é facilmente explicavel tendo em conta que o aumento
da velocidade de agitacdo promove mais colisBes entre a enzima e o substrato no sistema,
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aumentando assim o produto de reac&o. E de notar que isto s6 acontece porque a enzima consegue
encontrar estabilidade suficiente para resistir a agitacao do sistema.

Este estudo permite concluir que os diferentes éleos em estudo expostos as mesmas variaveis
de reacdo tém um comportamento bastante semelhante entre si ao longo da reacdo de hidrélise, o
que é positivo pois indica que a partida poderdo ser tratados da mesma forma para a otimizagdo
de condicOes desta reacdo e posteriormente na confecdo dos detergentes.

Figura 44 - Efeito da propor¢édo 6leo/agua, % de Lipex (em relagdo & massa de 6leo), temperatura
e velocidade de agitacdo na reacdo de hidrolise para o 6leo de colza, 6leo de girassol e 6leo de
palma. CondicOes padréo de reacéo: proporgédo 6leo/agua 2:1 (peso total da reagdo de 30g), com
uma concentragdo de SLE>S de 0.07 mM, Lipex a 2.5% m/V do 6leo, temperatura a 20°C para

6leo de colza e 6leo de girassol e 60°C para 6leo de palma, velocidade de agitacdo de 1500 rpm,
5 horas.

3.2.2.3.  Planeamento Factorial da Reacao de Hidrolise

Nas secgdes 3.2.2.1. e 3.2.2.2. vimos que os diferentes dleos se comportam de forma bastante
semelhante face as diferentes variaveis impostas nos sistemas. Desta forma, por questfes praticas
e sustentaveis, decidiu-se avancar para o planeamento factorial apenas com o 6leo de colza.
Apesar do dleo de palma ser o mais consumido no mundo, este tem a particularidade de ser solido
a temperatura ambiente, pelo que o 6leo eleito para este estudo foi o 6leo de colza, sendo o terceiro
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0leo mais consumido no mundo e muito mais facil de trabalhar. As condi¢Bes 6timas apuradas
atraves do planeamento factorial serdo posteriormente testadas nos restantes 6leos em estudo
virgens e usados.

Os resultados obtidos para as reac@es do planeamento factorial estdo apresentados na Tabela
9. A reagdo com maior rendimento foi a reacdo 4 com 73% e com menor rendimento foi a reacao
28 com 37%.

Tabela 9 - ReacGes do planeamento factorial e respectivos rendimentos.

_ Tempo . Temperatura Propor¢cdo Rendimento  Desvio-
Reacéo % Lipex . .
(horas) (°C) Oleo/Agua (%) Padréo
1 5 15 60 1 71 5.6
2 5 8.75 40 1 59 4.1
3 5 8.75 40 1 64 10
4 5 8.75 60 1.5 73 6.1
5 2.5 8.75 60 1 64 10
6 2.5 8.75 40 1.5 49 4.9
7 7.5 15 40 1 68 5.7
8 5 15 20 1 49 2.3
9 5 2.5 20 1 38 0.6
10 2.5 25 40 1 48 1.2
11 7.5 8.75 20 1 52 1.3
12 5 8.75 40 1 60 6.4
13 5 8.75 20 0.5 48 0.5
14 7.5 25 40 1 56 1.3
15 5 2.5 40 0.5 43 4.8
16 7.5 8.75 40 1.5 64 2.7
17 5 8.75 20 15 45 1.4
18 5 15 40 15 59 4.2
19 7.5 8.75 40 0.5 63 25
20 2.5 15 40 1 51 2.3
21 2.5 8.75 40 0.5 52 3.1
22 5 2.5 40 15 53 1.7
23 5 8.75 40 1 56 75
24 7.5 8.75 60 1 68 7.3
25 5 2.5 60 1 63 1.9
26 5 8.75 60 0.5 59 8.7
27 5 8.75 40 1 57 4.3
28 2.5 8.75 20 1 37 0.3
29 5 15 40 0.5 61 3.0

Os resultados obtidos através do planeamento factorial ajustaram-se num modelo quadratico,
através do qual foi possivel criar uma superficie de resposta. A Figura 45 reune varios graficos
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de superficie de resposta da interacdo entre duas varidveis do planeamento factorial. Na Figura
45 (a) observa-se gque o rendimento da reacdo de hidrolise aumenta a medida que aumenta o tempo
de reacdo e com o aumento da percentagem de Lipex (embora ndo haja grande alteracdo em
relagéo ao rendimento quando a Lipex aumenta de 10% para 15%). A interacdo destas duas
variaveis tem o seu maximo de rendimento a 15% de Lipex e 7.5 horas de reacdo. A Figura 45
(b) mostra a interacdo entre a temperatura e o tempo de reacdo, a medida que estas variaveis
aumentam, o rendimento da reacdo também aumenta, e por isso a superficie de resposta indica
como rendimento maximo a temperatura a 60 °C e o tempo a 7.5 horas. A Figura 45 (c) ilustra a
interacdo entre a proporcdo 6leo/agua e o tempo de reacdo. J& tinhamos visto que o rendimento
da hidrolise aumenta ao longo do tempo. No que diz respeito a proporcdo 6leo/dgua, ndo se
verifica uma grande tendéncia no rendimento, no entanto para proporcdes abaixo de 1 o
rendimento é inferior. Desta forma o rendimento maximo na interagdo destas variaveis acontece
as 7.5 horas e na propor¢do Oleo/dgua entre 1 e 1.5. A interacdo entre a temperatura e a
percentagem de Lipex estd descrita na Figura 45 (d), como ja tinha sido observado de forma
independente, tanto 0 aumento de temperatura como de Lipex levam a um aumento de
rendimento, desta forma observa-se que o rendimento mé&ximo atingido na interagdo destas
variaveis é a temperatura a 60 °C e a lipase a 15%. A Figura 45 (e) representa a interacdo da
propor¢do Oleo/dgua com a percentagem de Lipex. Ambas as varidveis ndo tém uma tendéncia
individual muito acentuada no que diz respeito ao rendimento da reagdo, no caso da percentagem
de Lipex, o rendimento € maximo a 15%, ja na proporcao 6leo/agua ronda a proporcéo 1. Assim
sendo, o rendimento maximo de interacdo entre estas varidveis acontece quando a Lipex esté a
15% e a proporcao 6leo/agua € cerca de 1. A interacdo entre a temperatura e a propor¢ao 6leo/agua
esta representada na Figura 45 (f), o rendimento maximo desta interacdo acontece a 60 °C e numa
proporcao 6leo/agua entre 1 e 1.5.

De forma geral, as tendéncias observadas nos graficos da Figura 45 ja se tinham manifestado
quando se fez o estudo de condicBes de referéncia na secgdo 3.2.2.2.. A grande vantagem desta
andlise é poder conjugar diferentes varidveis e ter uma previsdo das condi¢cGes Otimas. Por
exemplo, com este estudo descobrimos que conjugando a temperatura de 60 °C com 7,5 horas de
reacdo resulta num rendimento bastante alto (Figura 45 (b)), tal como a temperatura de 60°C e a
percentagem de Lipex entre 10% e 15% (Figura 45 (d)), e para um rendimento ainda superior
resulta bem conjugar a temperatura de 60°C com a proporcao 6leo/agua 1,5.
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da percentagem de Lipex, 0 que pode explicar o rendimento mais elevado na reacdo 10. Na reacao
14 poderia ser expectavel um rendimento superior ao obtido (56%) tendo em conta o tempo de
reacdo, mas por um lado a percentagem de Lipex € baixa e também sabemos através dos estudos
cinéticos (Figura 43) que o maior aumento de rendimento de hidrolise se da até as 5 horas de
reacdo, a partir dai torna-se quase constante, o que pode justificar o facto desta reacdo nao ter um
rendimento tdo elevado. O mesmo se aplica a pouca diferenca de rendimentos entre as reacdes 5
e 24 que tém rendimentos de 64% e 68%, e tempos de reacdo 2.5 horas e 7.5 horas
respectivamente, pois observando a curva do 6leo de colza na Figura 43, a diferenca de
rendimento entre a quantificagio as 2.5 horas e as 7.5horas é apenas de aproximadamente 5%. E
de notar que as rea¢fes com proporcdo 6leo/agua 0.5 se tornaram dificeis de quantificar, uma vez
gue esta proporcdo ndo permitiu que a reacdo se tornasse totalmente homogénea, 0 que como
consequéncia pode ter induzido numa quantificagdo com erros experimentais associados.
Levando por exemplo a diferencas de rendimento elevadas em reac¢Ges, como € o caso da 19 e 21,
que apesar de terem tempos de reacdo bastante diferentes, sabemos pelas experiéncias anteriores
que este factor ndo leva a uma enorme diferenca de rendimento.

Uma vez analisados os resultados obtidos do planeamento factorial, e tendo em conta a
informacdo que a Tabela 9 e a Figura 45 nos déo, procedeu-se ao célculo de otimizacdo das
condigOes da reacdo de hidrdlise. Seriam possiveis inimeros cendrios de otimizagdo, e por isso
comegou-se por otimizar as condi¢des do ponto de vista operacional, ou seja, tentar maximizar-
se 0 rendimento. Como este projeto pretende atender as necessidades de uma empresa, foi também
importante otimizar as condi¢des de reacado através de um ponto de vista mais econémico, ou seja,
minimizar a quantidade de enzima. Os cendrios de otimizacdo propostos estdo apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Cenérios de otimizacdo obtidos através do software Design Expert.

Temperatura  Proporgao

Otimizacdo Tempo (horas) % Lipex . i Rendimento
(°C) Oleo/Agua
1 7.229 14.526 59.391 1.151 74.125
2 2.5 7.4 60 1.5 67.11
3 75 12.764 60 1.5 76.184
4 2.5 7.4 60 1.5 67.11
5 11.673 15 60 1.5 79.124
6 6.9 2.5 60 15 69.193

O cenario de otimizag&o 1 foi o primeiro a ser criado, e por isso apenas se considerou a janela
de valores correspondente aos extremos das variaveis testados no planeamento factorial, de forma
a maximizar o rendimento de reacdo, o que significa que o tempo desejado seria entre 2.5 e 7.5
horas, a percentagem de Lipex entre 2.5% e 15%, a temperatura entre 20 °C e 60 °C, a proporc¢ao

112



Resultados e Discussao _

Oleo/agua entre 1/2 e 3/2, e por fim o rendimento entre 37% e 73%. O célculo obteve assim o
cenario 1 exposto na Tabela 11 para um rendimento a aproximadamente 74%. Os proximos
cenérios de otimizacdo obtidos tiveram por base a otimizacdo 1. Para se obter a otimizacao 2
mantiveram-se 0s parametros da otimizagdo 1 e apenas se minimizou a variavel tempo de reagédo,
originando um rendimento de cerca de 67%. A otimizagdo 3 manteve os parametros da otimizacao
1, mas o rendimento foi permitido variar até 100%, originando assim um rendimento de
aproximadamente 76%. A otimizacao 4 é semelhante a otimizacéo 2, mas permitindo-se também
variar o rendimento de reacdo até 100%, prevendo-se assim um rendimento de aproximadamente
67%. A otimizagdo 5 tem por base a 3, mas o tempo de reacéo foi deixado variar até as 17.5 horas,
tendo sido obtido um rendimento de cerca de 79%. E a otimizacdo 6 é bastante semelhante a 5,
mas com um objetivo mais econémico, minimizando por isso a percentagem de Lipex, e
resultando num rendimento de aproximadente 69%.

Através desta analise de otimizagdo percebeu-se que a influéncia do tempo na reacdo dada
pelo modelo ndo é tao significativa quanto era esperado, pois quando se maximizou até 17.5 horas,
0 modelo apenas permitiu atingir 11.67 horas. Dos cenarios de otimizagdo apresentados, aquele
que prevé um maior rendimento é a otimizagdo 5, no entanto, do ponto de vista econémico nao é
o melhor, uma vez que tanto o tempo de reagdo como a percentagem de Lipex séo elevados. O
mesmo acontece com o0s cenarios de otimizacdo 1 e 3, desta forma e tendo em conta que 0s
restantes cenarios de otimizacdo tém rendimentos significativamente mais baixos, optou-se por
escolher como condigBes Otimas para a reacdo de hidrélise, as condigdes da reacdo 4 do
planeamento factorial (Tabela 9). Esta reacdo apresenta um rendimento de 73%, e um tempo de
reacdo e percentagem de Lipex mais baixos (5 horas e 8.75% respectivamente) que 0S propostos
pelos melhores cendrios de otimizagdo da Tabela 11. Para além disto, estamos perante a vantagem
destas condigdes ja terem sido testadas experimentalmente, 0 que ndo acontece com 0s Cenarios
apresentados na Tabela 11.

As condicdes selecionadas para prosseguir o trabalho (Reacédo 4 da Tabela 10) foram testadas
nos diferentes 6leos e os resultados dos rendimentos estdo apresentados no gréfico da Figura 46.
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Figura 46 - Rendimento nas condi¢des 6timas selecionadas (5 horas, 8.75% m/v de Lipex em
relacdo a massa de 6leo, 60°C, proporcdo 6leo/agua 1.5, 1500 rpm, 0.07Mm de SLE,S) da reacao
de hidrélise para cada 6leo.

Analisando o grafico da Figura 46 observa-se que 0s 6leos usados tém rendimentos inferiores
para a reacdo de hidrolise nas mesmas condi¢des de reacdo que os Oleos virgens. O maior
rendimento pertence ao 6leo de colza virgem, sendo bastante semelhante ao do 6leo de girassol
virgem, e 0 menor rendimento pertence ao 6leo de palma usado. Os rendimentos mais baixos nos
6leos usados podem estar relacionados com o teor de subprodutos formados ao longo das frituras.
Embora estes rendimentos ndo sejam tdo altos quanto desejado, ja representam um grande avango
na sustentabilidade do produto final.

Para o futuro seré pertinente realizar um planeamento factorial diretamente com 6leos usados
para tentar maximizar os rendimentos de hidrélise. Por enquanto, ter um rendimento de 55% de
hidrélise enzimética para o terceiro 6leo mais consumido no mundo é um resultado bastante
promissor, que nos mostra que devemos apostar neste tipo de economia circular.

3.2.3. Caracterizacéo dos Detergentes

Uma vez otimizado o processo de hidrdlise, passou-se a preparacao dos detergentes. Para tal
foram usadas as misturas hidrolisadas obtidas das reagdes da Figura 46, que representam 4% da
massa total de detergente, adicionou-se 10% de NaOH (em relagdo a massa de 6leo usada na
mistura hidrolisada), 1.4% de SLE,S, 1.75% de isopropanol, e a restante percentagem
corresponde a massa de agua.
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Foram preparados seis detergentes nomeadamente para o 6leo de colza, 6leo de girassol e
0leo de palma virgens e usados (submetidos a 5 ciclos de frituras), e estdo apresentados na Figura
47.

Figura 47 - Detergentes de 6leo de colza, girassol e palma virgens e usados, preparados em
laboratério.

Ao longo desta seccdo os detergentes serdo caracterizados e comparados com um detergente
comercial lava-tudo da marca continente.

3231 pH

O pH é um parametro importante quando se fala de um detergente, ndo s6 porque se relaciona
com o poder de limpeza como também pode ou ndo representar um risco para a pele do utilizador
que ronda um pH de 5.5. Foi medido o pH de cada detergente e o resultado esta apresentado na
Tabela 11.

Tabela 11 - pH final das formulacGes de detergente do chdo preparadas e do detergente do chéo
comercial.

Colza Colza Girassol Girassol Palma Palma .
Detergente ] ) ] Comercial
Virgem Usado Virgem  Usado Virgem Usado

pH 9.27 11.54 11.63 9.16 9.10 11.86 5.10

Através dos resultados da Tabela 11 conclui-se que todos os detergentes provenientes dos
6leos em estudo tém um pH acima de 9, o que é positivo porque garante que os tensioativos
provenientes dos &cidos gordos permanecem desprotonados. Ainda em relacdo a estes
detergentes, os que sdo constituidos por éleo de girassol tém um comportamento diferente dos
restantes, ou seja, enquanto que nos 6leos de colza e palma o pH do detergente se torna mais
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bésico quando provém de déleo usado, no dleo de girassol o pH do detergente é mais basico quando
provém de 6leo virgem.

Comparando o pH dos detergentes produzidos em laboratério com o comercial, existe uma
grande diferenca, 0 que é normal porque € comum em detergentes comerciais existir muitos
aditivos nomeadamente para controlar o pH evitando danos quando estes detergentes entram em
contacto com a pele. Geralmente detergentes com pH béasico ou com pH &cido sdo caracterizados
por serem mais eficazes a nivel de desinfecdo e limpeza dos espagos, no entanto, é necessario o
utilizador adotar determinadas precaugdes como por exemplo o uso de luvas para impedir reacoes
dermatoldgicas indesejadas.

3.2.3.2.  Teste de Espuma

A espuma é um factor pouco importante no que diz respeito ao poder de limpeza dos
detergentes. No entanto, em muitos produtos de limpeza, o facto de fazerem espuma aquando da
lavagem torna-se num aspecto determinante para o utilizador.8” Embora este seja um factor
psicologico nos consumidores, as marcas continuam a investir em detergentes que facam espuma,
em vez de reeducar o mercado de consumo.

A espuma ao entrar na rede de esgotos pode ter efeitos muito negativos no meio ambiente,
como por exemplo o facto de restringir o contacto entre a agua e o ar, dificultando a oxigenacao,
0 que prejudica a fotossintese necessaria a vida da flora aquatica. Para além disto, ainda causa
danos nas estacdes de tratamento de aguas residuais e constitui um risco microbioldgico indirecto
devido a possivel transferéncia de bactérias e virus.® Devido ao impacto da espuma no nosso
meio ambiente, é importante que os detergentes comecem a produzir menos espuma e que se opte
por detergentes com tensioativos biodegradaveis, como é o caso dos detergentes da
EcoXperience.

O grafico da Figura 48 compila os resultados do teste de espuma para os diferentes
detergentes.
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Figura 48 - Resultados obtidos para o teste da espuma para os detergentes do chdo de éleo de
colza, girassol e palma virgens e usados, e para um detergente comercial.

Através dos resultados da Figura 48, observa-se que o detergente comercial forma muito mais
espuma do que os detergentes preparados em laboratério. Dos detergentes produzidos, os de 6leo
de colza s&o os que formam mais espuma, e os de palma formam menos. A diferenca de
quantidade de espuma entre 6leos virgens e 6leos usados ndo parece ser significativa.

Os grandes desvios-padrdo observados no grafico estdo muito possivelmente relacionados
com o facto de este ser um método com agitacdo manual, e por isso depender dos movimentos do
utilizador, podendo ndo ser exatamente igual entre os diferentes replicados.

Com os resultados da Figura 48, conclui-se que os detergentes confeccionados em laboratdrio
produzem menos espuma do que o detergente comercial e por isso tém um menor impacto
ambiental.

3.2.3.3. Indice de Emulsificacio

O indice de emulsificacdo de um detergente estd diretamente ligado com o seu poder de
detergéncia, quanto mais alto é o indice, mais facilmente o detergente emulsifica a sujidade. A
Figura 49 apresenta o indice de emulsificacdo para os detergentes em estudo ao longo de trés dias.
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Figura 49 - indice de emulsificacdo das formulagdes de detergente do chio de 6leo de colza,
girassol e palma virgens e usados e do detergente do comercial, ao longo de 3 dias.

Os resultados da Figura 49 mostram que os diferentes detergentes tém indices de
emulsificacdo bastante semelhantes entre si e semelhantes com o detergente comercial, o que é
bastante positivo, uma vez que o detergente comercial ndo é tdo rapidamente biodegradavel e foi
possivel obter o mesmo indice de emulsificagdo para detergentes mais sustentaveis. Estes
resultados permitem também perceber a estabilidade das emulsdes, uma vez que o indice de
emulsificacdo foi medido durante 3 dias, com medicdes espacadas de 24 horas. De forma geral o
indice de emulsificagdo apresenta um decréscimo ao longo dos dias, no entanto, ndo é uma
diferenca muito significativa, podendo-se afirmar que as emulsdes sdo bastante estaveis. Os
detergentes de 6leo de girassol, mais especificamente o de 6leo de girassol usado, parecem ser 0s
menos estaveis a nivel de emulsificacdo.

3.2.3.4. Reologia

A viscosidade dos detergentes € uma propriedade fisica importante, nomeadamente para 0s
consumidores, uma vez que 0s produtos devem ser de facil manuseamento e utilizag&o. Por outro
lado, os consumidores j& estdo habituados a determinadas viscosidades para determinados
detergentes, como é o caso da alta viscosidade de um detergente lava-louca, ou da baixa
viscosidade de um detergente lava-tudo. A viscosidade é portanto um factor bastante importante
e que se deve ter em conta quando um produto é lancado para o mercado, pois pode ser
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determinante para o sucesso comercial do mesmo. O grafico da Figura 50 representa os resultados
da viscosidade em funcgdo da tensdo aplicada para os detergentes em estudo.
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Figura 50 — Gréfico do lado esquerdo: resultados da viscosidade dos em fungédo da tenséo para
os detergentes de 6leo de colza, girassol e palma virgens e usados e para o detergente comercial.
Gréfico do lado direito: ampliacéo da escala para os resultados dos detergentes de 6leo de colza
e girassol virgens e usados e para o detergente comercial.

Analisando os resultados da Figura 50, observa-se que todos os detergentes com excecdo dos
detergentes de 6leo de palma virgem e usado, exibem um comportamento de fluido newtoniano.®
Visivelmente, os detergentes de 6leo de palma ja apresentavam um aspecto mais viscoso que 0s
restantes.

A excecdo dos detergentes de 6leo de palma, os detergentes em estudo apresentam
viscosidades muito semelhantes, sendo o detergente comercial aquele que tem menor viscosidade,
a tender para 0.00139 Pa.s, e o detergente de 6leo de girassol virgem o que tem maior viscosidade
a tender para 0.00178 Pa.s. S&o diferencas de viscosidade muito pouco significativas, sendo por
isso bastante positivo que a maioria dos detergentes preparados em laboratério sejam muito
semelhantes ao comercial.

3.2.35. Tensiometria

A tensdo superficial dos detergentes € um factor muito importante para o seu poder de
detergéncia, uma vez que baixam a tensdo superficial da agua, sendo por isso necessaria menos
energia para que os tensiotaivos possam ligar-se a sujidade. Quanto menor for a tensdo superficial
dos detergentes, mais facilmente é removida a sujidade.®® A Figura 51 relne os resultados da
tensdo superficial dos detergentes em estudo.
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Figura 51 - Resultados para a tensdo superficial das solu¢bes de concentracdo 1g/L das
formulagGes de detergente do chdo de 6leo de colza, girassol e palma virgens e usados e do
detergente do chdo comercial.

Através dos resultados do grafico da Figura 51, observa-se que a tensdo superfical é bastante
semelhante para todos os detergentes em estudo, sendo que é mais alta para o detergente de 6leo
de palma usado (43.98 mN/m) e mais baixa para o detergente comercial (35.08 mN/m). Ja seria
de esperar que o detergente comercial tivesse uma tenséo superficial mais baixa porque este tipo
de detergente costuma ter uma lista extensa de constituintes, nomeadamente diferentes tipos de
tensioativos, e quanto mais tensioativos tiver, mais baixa é a tensdo superficial. Ainda assim, estes
detergentes ecol6gicos e biodegradaveis confeccionados em laboratério conseguem ter uma
tensdo superficial muito semelhante a do detergente comercial.
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4. Conclusao

Nos dias que correm, € cada vez mais emergente o tema da sustentabilidade, seja em contexto
empresarial, em contexto econémico ou até politico. O nosso planeta estd em contagem
decrescente no que diz respeito a destruicdo dos seus ecossistemas, e s de maos dadas com a
sustentabilidade o poderemos salvar. O presente projeto cientifico visa contribuir um pouco mais
para este mundo mais sustentdvel e amigo do ambiente, através da transformagdo de 6leos
alimentares usados em detergentes ecoldgicos.

Os oleos alimentares estudados neste trabalho foram o 6leo de colza, 6leo de girassol e 6leo
de palma, que sdo os mais consumidos no mundo e ainda ndo foram estudados para esta
finalidade. Este projeto envolve uma componente computacional de dindmica molecular para
estudar o comportamento da lipase Thermomyces Lanuginosus nos diversos sistemas 6leo/agua,
e uma componente experimental que passa pela caracterizacdo fisico-quimica dos 6leos virgens
e usados, otimizacdo da reacdo de hidrolise enzimatica, preparacdo dos detergentes do chédo e a
sua caracterizagao.

No que diz respeito a dindmica molecular, aquando da analise de estabilidade das proteinas,
estas demonstraram um comportamento semelhante e mantiveram-se estaveis ao longo das
simulagdes. Foram apuradas como enzimas mais eficazes a 1EIN e 1EIN_hybrid. Uma vez
submetidas a simulagdo com os modelos dos diferentes 6leos estudados em laboratério, os
resultados entre as duas enzimas ndao foram muito diferentes, nomeadamente no que diz respeito
aos tipos de residuos que interagem com o 6leo. A proteina mutada apresentou mais interacdes
com os triglicerideos dos 6leos, no entanto, comparada com a 1EIN a diferenga ndo parece ser
assim tdo grande que justifique um investimento financeiro nesta mutacdo experimentalmente.
Para a enzima 1EIN houve mais interacdes com o 6leo de colza a 25 °C, 6leo de palmaa 25 °Ce
com o 6leo de palma a 60 °C. J& na enzima 1EIN_hybrid houve mais interacdes com o 6leo de
colzaa25°Cea60 °C, o 6leo de girassol a 60 °C , e 0 6leo de palma a 60 °C. Através da dindmica
molecular concluiu-se que os diferentes 6leos tém um comportamento bastante semelhante ao
longo das simulagdes, e por isso também se espera este comportamento em laboratério. A proteina
1EIN tem um comportamento favoravel ao longo da simulacdo, no que diz respeito a estabilidade
e interacdes com os triglicerideos, o que leva a crer que este comportamento se reproduzira
durante a reacéo de hidrélise em meio laboratorial.

Relativamente a caracterizacao fisico-quimica dos 6leos, no indice de acidez apresentou uma
tendéncia crescente ao longo das frituras para o 6leo de girassol, e descendente para os restantes.
Em relacdo ao indice de saponificagdo, o comportamento das diferentes amostras foi muito
semelhante. Ja no indice de iodo apesar de ndo haver grande diferenca entre 6leos virgens e
usados, 0 Oleo de palma apresentou um indice muito mais baixo que os restantes. As
espectroscopias demonstraram que os 6leos virgens e usados sdo muito semelhantes, sendo que
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no FTIR foi possivel identificar os principais grupos funcionais dos acidos gordos, e 0 UV-Vis
apresentou um espectro com as bandas esperados para as amostras em questdo. De forma geral
0s resultados obtidos foram bastante semelhantes entre os 6leos virgens e usados, corroborando
com a literatura. O comportamento dos diferentes éleos também se demonstrou semelhante.

A otimizagdo da reacdo de hidrolise dividiu-se em vérias etapas, primeiro realizaram-se
estudos cinéticos, depois foi estudado o comportamento dos 6leos quando sujeitos a varia¢oes das
condigOes de reacdo e por fim realizou-se o planeamento factorial. Nas duas primeiras etapas
apenas se usaram os 0Oleos virgens, uma vez que através da caracterizagdo fisico-quimica das
amostras se concluiu que ndo existiam diferencas significativas de comportamento entre 6leos
virgens e usados. Tanto nos estudos cinéticos como no estudo de variacdo de parametros
experimentais, os diferentes 6leos virgens tiveram comportamentos semelhantes, sendo que para
0s estudos cinéticos, 0 maior aumento de rendimento se deu até &s 5 horas de reacéo, e 0 6leo de
colza exibiu um rendimento superior aos restantes 6leos atingindo 65%. O estudo de variacdo de
parametros da reagdo de hidrdlise resultou num melhor rendimento para a proporgéo dleo/agua
1:1, temperatura de 60°C, velocidade de agitacdo de 1500 rpm, e percentagem de Lipex entre 10%
e 15%. Estes resultados foram semelhantes para todos os 0Oleos. Posto isto, passou-se ao
planeamento factorial apenas com o 6leo de colza virgem, que acabou por confirmar as tendéncias
comportamentais dos 6leos durante a variacdo de parametros da reacdo de hidrdlise. Através do
planeamento factorial consideraram-se como as condicGes de referéncia para a reacdo de
hidrolise, 5 horas, 8.75% de Lipex (m/v em relacdo a massa de 6leo), temperatura de 60°C e
proporcao Oleo/agua 3:2. Estas condicBes experimentais foram aplicadas nos 6leos virgens e
usados, sendo que os melhores rendimentos foram obtidos para os 6leos virgens. O melhor
rendimento foi de 73% com o 6leo de colza virgem.

Encerrada a fase de otimizag&o da reag&o de hidrdlise, passou-se a preparagdo dos detergentes
a partir das misturas hidrolisadas da fase anterior. Neste caso avangou-se para o detergente do
chdo usando a formulacdo ja otimizada da EcoXperience. Os detergentes obtidos foram
caracterizados através de pH, teste de espuma, indice de emulsificacdo, viscosidade e tensdo
superficial. Os resultados foram comparados com os obtidos para um detergente comercial. Em
relacdo ao pH, foi onde se verificou a maior diferencga entre o detergente comercial e os preparados
em laboratorio, uma vez que o comercial apresenta um pH de aproximadamente 5 e 0s restantes
apresentam pH entre 9 e 12. A altura da espuma do detergente comercial é de 4.53 cm e a das
restantes formulagdes varia entre 2.20 cm e 3.73 cm. O indice de emulsificacdo é muito
semelhante para todos os detergentes, embora os de Oleo de girassol apresentem menor
estabilidade ao longo do tempo. Em relac&o aos estudos reoldgicos concluiu-se que os detergentes
de 6leo de palma ndo exibem um comportamento de fluido newtoniano, no entanto os restantes
exibem e tém viscosidades muito semelhantes, sendo que a menor é a do detergente comercial (a
tender para 0.00139 Pa.s) e a maior € do detergente de girassol virgem (a tender para 0.00178
Pa.s). Em relacdo a tensdo superficial, os detergentes também sdo todos muito semelhantes, sendo
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gue com menor tensdo superficial temos o detergente comercial com 35.08 mN/m e maior o
detergente de dleo de palma com 43.98 mN/m. Resumidamente, os detergentes ecoldgicos
preparados em laboratério sdo bastante semelhantes ao detergente comercial.

Com este trabalho foi possivel estudar e desenvolver uma nova forma de valorizacdo para
alguns dos 6leos alimentares usados mais consumidos no mundo, transformando-os em
detergentes, que por sua vez apresentam propriedades fisico-quimicas bastante semelhantes as de
detergentes comerciais. Os detergentes produzidos desta forma, apresentam algumas vantagens,
nomeadamente, de terem uma menor pegada de carbono na sua producao, e serem biodegradaveis,
reduzindo assim o seu impacto ambiental face aos detergentes comerciais, constituidos por
surfactantes de origem petroquimica, quando descartados.
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