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Resumo

Hobuss, Cristiane Barsewisch. Sintese de Monoacilglicerdis Através da
Glicerolise de Etil Esteres e Preparo de Formulagdes Nanoestruturadas
Lipidicas. Orientadora: Daniela Bianchini. 2020. 128 f. Tese (Doutorado em
Quimica) — Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

Neste trabalho, primeiramente foi realizada a sintese de ésteres etilicos
(biodiesel) a partir da reacdo de transesterificacdo do Oleo de linhaca com
alcool etilico, de acordo com metodologia TDSP (Transesterification Double
Step Process), ou seja, com 0 uso de catalise basica seguida de catélise acida,
a uma temperatura de 65 e 80°C, respectivamente, obtendo-se uma conversao
em ésteres etilicos de 97%. Em seguida foi sintetizado monoacilglicerol através
da glicerdlise da mistura de ésteres etilicos. A condicdo ideal da reacéo
apresentou uma conversdo em acilgliceréis e rendimento em monoacilglicerol
de 98% e 76%, respectivamente. Foi realizado também o preparo de
formulagBes nanoestruturadas com método de baixa energia. A proporc¢éo ideal
apresentou goticulas com um raio hidrodinamico de 19 nm. Por ultimo, foi
realizado o encapsulamento de &cidos graxos saturados na formulacdo
nanoestruturada, preparada na etapa anterior. Foi observado um resultado de
tamanho de goticula pequeno com os ativos comparavel ao tamanho de
goticulas sem composto ativo. As formula¢des nanoestruturadas com os acidos
graxos caprilico, caprico e laurico foram avaliadas quanto a sua atividade
antibacteriana e comparadas com os &cidos graxos em solu¢do. Os acidos
graxos encapsulados caprico e laurico apresentaram atividade antibacteriana e
se mostraram promissores, porém nao melhores do que os compostos em
solucdo. Todos os acidos graxos testados apresentaram atividade
bacteriostatica.

Palavras-Chave: Transesterificacdo. Nanoestruturas. Raio hidrodinamico.
Agente encapsulante. Atividade antibacteriana.
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Abstract

Hobuss, Cristiane Barsewisch. Synthesis of Monoacylglycerols Through
Glycerolysis of Ethyl Esters and Preparation of Lipid Nanostructured
Formulations. Advisor: Daniela Bianchini. 2020. 127 f. Thesis (PhD in
Chemistry) - Center for Chemical, Pharmaceutical and Food Sciences, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2020.

In this work, the synthesis of ethyl esters (biodiesel) was first carried out from
the transesterification reaction of linseed oil with ethyl alcohol, according to the
TDSP methodology (Transesterification Double Step Process), that is, with the
use of basic catalysis followed of acid catalysis, at a temperature of 65 and
80°C, respectively, obtaining a conversion into ethyl esters of 97%. Then
monoacylglycerol was synthesized through glycerolysis of the mixture of ethyl
esters. The ideal condition of the reaction showed a conversion to acylglycerols
and yield to monoacylglycerol of 98% and 76%, respectively. The preparation of
nanostructured formulations using the low energy method was also carried out.
The ideal proportion showed droplets with a hydrodynamic radius of 19 nm.
Finally, the encapsulation of saturated fatty acids was performed in the
nanostructured formulation, prepared in the previous step. A small droplet size
was observed with the actives comparable to the droplet size without active
compound. The nanostructured formulations with caprylic, capric and lauric fatty
acids were evaluated for their antibacterial activity and compared to fatty acids
in solution. The encapsulated fatty acids, capric and lauric, showed antibacterial
activity and were promising, but no better than the compounds in solution. All
the fatty acids tested showed bacteriostatic activity.

Keywords:  Transesterification.  Nanostructures. Hydrodynamic radius.
Encapsulating agent. Antibacterial activity.
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1. Introducéo

Ha muito tempo, veiculos lipidicos tém sido usados para aumentar a
absorcdo de drogas no organismo (LIU et al., 2014). Nanoparticulas lipidicas
tém sido especialmente consideradas para esta finalidade, em virtude destes
compostos, sintéticos ou naturais, apresentarem boa biocompatibilidade e
potencial para liberacdo controlada de drogas. Portanto, as nanoparticulas
lipidicas tém o potencial para aumentar a propor¢cdo do que é absorvido e
transportado para o sistema (TIWARI; PATHAK, 2011).

Neste contexto, destacam-se 0s monoacilglicerdis, os quais sao
compostos formados por um acido graxo de cadeia longa covalentemente
ligada a uma molécula de glicerol através de uma ligacdo éster (RAROKAR et
al., 2017), sendo estes, os emulsificantes mais utilizados nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica (LANGONE et al., 2002), e podem
também ser utilizados como veiculos para farmacos (FREITAS et al., 2008).

As reacdes para obtencdo dos monoacilgliceréis, podem ocorrer através
de varios processos, incluindo a reacdo enzimatica, transesterificacéo,
esterificacdo de 6leos ou gorduras utilizando catalisador alcalino inorganico, e
também pode ser obtido a partir da reacdo de glicerdlise do biodiesel
(NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015). Pode-se destacar que condicdes
mais brandas sdo utilizadas na sintese de monoacilglicer6is quando os
mesmos sdo produzidos através da reacdo de glicer6lise do biodiesel.

Dentre os diferentes sistemas com bases lipidicas, as formulactes
nanoestruturadas com monoacilgliceréis, 0s quais apresentam caracteristicas
anfifilicas, podem ser preparadas usando métodos de baixa energia, nos quais
nao ha necessidade de uma forca externa, ndo sédo destrutivos e ndo causam
danos as moléculas encapsuladas, dos quais se destaca o0 método de inverséo
de composicéo de fase.

Sendo assim, considerando-se a importancia e o potencial desses
compostos de carater anfifilico, a proposta deste trabalho foi buscar a
otimizacao das condi¢des reacionais para a obtencdo do monoacilglicerol com
0 proposito de utilizd-lo como material base para o preparo de nanoestruturas

lipidicas. Buscar a otimizacdo das condi¢Bes para obtencdo de formulacdes



nanoestruturadas e aplicad-las como veiculo para encapsulamento de acidos

graxos saturados para testes em bactérias multirresistentes.
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2. Reviséo Bibliografica

A administracdo via oral de farmacos proporciona uma opcao valiosa
para o tratamento de varias doencas devido as suas diversas vantagens como
a adesdo do paciente ao tratamento, a relacédo custo-eficacia e a facilidade de
administracé@o, além de ser considerada como a rota mais comumente aceita
para administracdo de drogas. Também € o meio preferido para agentes
antitumorais, antidiabéticos e anti-hipertensivos. Porém, mais de 40% das
drogas descobertas e farmacos em desenvolvimento ndo sdo adequados para
administracdo oral, devido a sua natureza hidrofébica e a sua baixa
biodisponibilidade oral, ou seja, a insuficiéncia da droga é apresentada ao local
de acdo com subsequente falta de acao farmacologica (POONIA et al., 2016).

Para o aumento da biodisponibilidade, varios pesquisadores tem tentado
superar os desafios associados a administracdo oral, tais como, formacédo de
sais sollveis e encapsulacdo de farmacos em veiculos, tais como micelas
poliméricas, nanoparticulas, lipossomas, emulsdes, nano-dimensionamento da
forma administrada de farmacos, entre outras (POONIA et al., 2016).

A ciéncia e tecnologia desenvolvida em nanoescala tem atraido
consideravel atencdo nos ultimos anos, pela expectativa do impacto que os
materiais nanoestruturados podem causar na melhoria da qualidade de vida
(DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006). A nanotecnologia pode ser definida
como o uso de nanomateriais para beneficio humano (SINGH, 2017).

Nanoestruturas séo definidas como estruturas tendo pelo menos uma
dimensdo, com estrutura interna ou de superficie, na escala entre 0 e 100 nm
(NASIRPOURI, 2017) e tém recebido crescente interesse como resultado de
suas propriedades (XIA et al., 2003). A nanotecnologia abriu uma nova area de
pesquisa em diferentes campos (SHUKLA, 2017).

Sendo assim, as nanoestruturas estdo presentes em novos produtos em
diversos setores, como nas industrias alimenticia, de nanofertilizantes e de
cosméticos (SINGH, 2017). Uma das é&reas mais importantes da
nanotecnologia € a "nanomedicina”, que tem um potencial incrivel para
revolucionar o diagnostico e a terapéutica sob a premissa de desenvolver

nanossistemas de administragédo de medicamentos (PARK, 2007).



Dentre 0s nanossistemas existentes destacam-se 0S nanossistemas
lipidicos, pois séo transportadores seguros e biodegradaveis (NICULAE et al.,
2014). Para a formulacdo de nanossistemas lipidicos a fase lipidica pode ser
um monoacilglicerol (MAG), por exemplo, que é o objeto de estudo deste
trabalho, e pode ser obtido a partir da reacéo de glicerolise do biodiesel.

O biodiesel consiste em ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMES) ou
ésteres etilicos de acidos graxos (FAEES). Pode ser obtido a partir de gorduras
animais ou de 6leos vegetais por meio de reacdes de transesterificacdo de
triacilglicerdis (TAGs) de cadeias longas (DRAPCHO; NGHIM; WALKER, 2008)
(PINZI et al., 2009), ou por reacdes de esterificacdo de acidos graxos livres
(AGLs) (LOTERO et al., 2005). As principais fontes de TAGs para a producao
de biodiesel sédo os 6leos vegetais, como o0s de girassol, sementes de tabaco,
colza, milho, palma, linhaca, mamona, babacu, soja, amendoim e pinhao
manso, entre outros (CERNOCH; HAJEK; SKOPAL, 2010) (STAMENKOVIC;
VELICKOVIC; VELIJKOVIC, 2011).

O teor de Oleo nas sementes oleaginosas depende fortemente das
caracteristicas de cada cultura e das condicdes ambientais (BANCQUART et
al., 2001). No Brasil, por exemplo, as condi¢cbes climaticas e do solo séo
convenientes para a producédo de linhacga (Linum usitatissimum) (KARMAKAR;
KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010) (HO; HAO; GUO, 2014). A Tabela 1 mostra

a composicao de acidos graxos do 6leo de linhaca.

Tabela 1. Composicao de acidos graxos do 6leo de linhaga.

Nome do 4cido graxo* Simbolo® Formula Massa
(Cx:n) (%)
Palmitico C16:0 C16H3205 5
Estearico C18:0 C1gH360, 3
Oleico cis:1 C1gH3405 21
Linoleico C18:2 C1gH3,0, 15
Linolénico C18:3 C1gH300, 54

*Qutros acidos graxos somam aproximadamente 2%

¥ Cx = nimero de atomos de carbono da cadeia carbdnica; n = nimero de ligacdes duplas na
cadeia carbonica.

Fonte: ZAMBIAZI et al., 2007, p. 116.

De acordo com a Tabela 1, o 6leo de linhaga possui um alto teor de
acido a-linolénico (HUANG et al., 2018) (CZLONKA et al., 2020). Os acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa (LC-PUFAS), especialmente o acido

linoleico (C18: 2n-6) e o é&cido linolénico (C18: 3n-3) tém papel
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anticarcinogénico e cardioprotetor em humanos. A reducdo do consumo de
acidos graxos saturados e o aumento do consumo de &acidos graxos poli-
insaturados (&cidos graxos com mais de uma ligacdo dupla) sédo incentivados
por seus beneficios potenciais para a saude: pode diminuir o risco de doencas
cardiovasculares, promover o melhor funcionamento e o desenvolvimento do
cérebro, eliminar os radicais livres, e também por serem agentes anti-
inflamatorios (HUANG et al., 2018). Embora apresentem apenas uma ligacéo
dupla em sua cadeia carbdnicas, os acidos graxos monoinsaturados também
séo considerados benéficos para a saude humana (JEBRANE et al., 2017).

As sementes de linhaca contém um alto teor de 6leo, em torno de 40%,
o0 qual pode ser convertido em biodiesel (KARMAKAR; KARMAKAR;
MUKHERJEE, 2010) (HO; HAO; GUO, 2014) e este, em monoacilglicerol
(SCHULZ et al., 2011). As secdes 2.1 e 2.2 descrevem as sinteses do biodiesel

e do MAG, respectivamente.
2.1. Sintese do Biodiesel
O biodiesel utilizado na sintese do MAG pode ser previamente

sintetizado a partir de reacdes de transesterificacdo de TAGs e alcoois de

cadeia curta, conforme mostrado na Figura 1.

CH,OCOR;, R,OCOR,
CHOCOR, + 3R,—OH —— RZO(EOR4 + CH,OH— CHOH—CH,0OH
(|3H20COR3 RyOCOR,

Triacilglicerol Alcool Mistura de ésteres Glicerol

Ri, Rz, Rs: cadeias carbdnicas dos acidos graxos.

R4: cadeia carbdnica do alcool reagente.

Figura 1. Transesterificacdo de TAGs.

Fonte: YUSUF, 2007, p. 295.

Para se obter taxas de conversao viaveis, a reacao de transesterificacao
requer o uso de um catalisador (LOTERO et al., 2005). Dentre os catalisadores
utilizados se destacam os basicos e os acidos.

Os catalisadores béasicos mais usados na producdo de biodiesel sédo

NaOH, KOH e os carbonatos (SCHUCHARDT; SERCHELI; MATHEUS, 1998),
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mas os hidroxidos sao industrialmente preferidos devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. O mecanismo da reacao de transesterificacao de
TAGs catalisada por bases é mostrado na Figura 2.

O primeiro passo é a reacao da base com o alcool, produzindo um ion
alcoxido (1). O ataque nucleofilico do alcéxido a carbonila do TAG (2) gera um
intermediario tetraédrico, a partir do qual o éster de alquila e os anions
correspondentes do diacilglicerol (DAG) sdo formados (3). Por dltimo, o
catalisador € regenerando, e € capaz de reagir com uma segunda molécula do

alcool, iniciando um novo ciclo de reacdes (4).

1) R,OH+ B R,O+ BH*

Q OR

o) R 0 &

@ R, %O{C?\*/—l?b& R2J<o {ok R,
0 0

R3 }7 3

e R
(0] (0]
(0] Licl (0]
3) Ro—4 €)<R1 Ro—4 o 0
9] 9] 1 4
e, e,
0] 0]
(0] (0]
4) Rr‘/<o {O' . By Rr/{O OH .
@) @)
%R:; %R:i
0] 0]

B: Catalisador béasico

R; R, e R3: Cadeia carbbnica de acidos graxos

R4: Grupo alquila do alcool

Figura 2. Mecanismo de transesterificagdo de TAGs sob catélise bésica.
Fonte: LOTERO et al., 2005, p. 5357.

DAGs e MAGs sao convertidos pelo mesmo mecanismo para uma
mistura de ésteres alquilicos e glicerol. Alcéxidos de metais alcalinos (como
CH30ONa usado para metandlise, por exemplo) sdo os catalisadores mais
ativos, pois apresentam rendimentos altos (> 98%) em um curto tempo de

reacao (30 min), mesmo que sejam aplicadas baixas concentracbes molares.



Hidréxidos de metais alcalinos (KOH e NaOH) sdo mais baratos do que
alcoxidos metalicos, mas menos ativos. Ainda assim, eles sdo uma boa
alternativa, uma vez que se pode obter altas conversfées de 0leos vegetais
apenas aumentando o teor de catalisador para 1 ou 2% em massa. Mesmo ha
presenca de um alcool anidro, uma pequena quantidade de agua € produzida
no sistema pela reacdo do hidréxido com o &lcool. A presenca da agua da
origem a hidrélise de alguns dos ésteres produzidos, com consequente
formacdo de sabdo. Esta reacdo de saponificacdo é indesejavel, pois reduz o
rendimento do éster devido a formacdo de emulsées (SCHUCHARDT,;
SERCHELI; MATHEUS, 1998), as quais aumentam a viscosidade, aumentam o
custo da separacdo do produto (LOTERO et al., 2005) e dificultam
consideravelmente a recuperacdo do glicerol. Assim, o alcool e o catalisador
devem também cumprir especificacdes rigorosas. O alcool, bem como o
catalisador, deve ser essencialmente anidro e o total de 4gua ndo deve ser
maior do que 0,3% em massa, sendo preferencialmente menor do que 0,1%
em massa. Para conformidade com tais especificacbes de matéria-prima,
exige-se 0 uso de Oleos vegetais altamente refinados, cujo preco pode
representar de 60 a 75% do custo final do biodiesel. A restricdo na matéria-
prima € o problema principal nesse processo. Em particular, a quantidade de
acidos graxos livres totais no conteudo lipidico ndo deve exceder 0,5% em
massa da matéria-prima (LOTERO et al., 2005).

No processo de transesterificacdo catalisada por &cidos utiliza-se de
preferéncia acido sulfénico ou &cido sulfdrico. As transesterificacdes acido-
catalisadas tém uma vantagem importante em relagdo as reagbes base-
catalisadas, pois o desempenho do catalisador acido ndo é afetado pela
presenca de acidos graxos livres na matéria-prima. Na verdade, catalisadores
acidos podem catalisar simultaneamente reacOes de esterificacdo e de
transesterificagdo. Assim, com uma grande vantagem, os catalisadores acidos
podem produzir biodiesel diretamente a partir de matérias-primas de lipidios de
baixo custo, geralmente associados com altos teores de AGLs. Matérias-primas
de baixo custo, como 0Oleo de cozinha usado e graxas, geralmente tém niveis
de AGLs =2 6% (LOTERO et al., 2005).

Um dos principais fatores que interfere nas reag0es de transesterificagao

€ a razdo molar alcool/6leo vegetal, sendo que um excesso de alcool favorece
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a formacédo dos produtos. Por outro lado, uma quantidade excessiva do alcool
aumenta a solubilidade do glicerol no meio, tornando mais dificil a sua
separacdo. Assim, a razdo molar ideal de &lcool/6leo tem que ser estabelecida
empiricamente, considerando cada processo individualmente. O mecanismo da
reacdo de transesterificacdo catalisada por acidos é mostrado na Figura 3.
Primeiramente ocorre a protonacdo do TAG, formando um ion oxénio (1), que,
depois de um ataque nucleofilico do &lcool, produz um intermediério tetraédrico
(2). Ap6s mais algumas etapas ocorre a hidrolise completa do TAG em ésteres
e glicerol, ocorrendo a regeneracéo do catalisador acido (3) (SCHUCHARDT;
SERCHELI; MATHEUS, 1998).

& R2J<O {o _H, R2J<O {o>_
0 O}‘

0 0
H
HO>£)—R4
0 R; 0
€) R o R OH Q
24<O‘<: 2%0 ’ Rl)J\OR4+ H
0 0
}’Rs }’Rs
0 0

R; R, e R3: Cadeia carbbnica de acidos graxos

R4: Grupo alquila do alcool

Figura 3. Mecanismo de transesterificacdo de TAGs sob catélise 4cida.
Fonte: LOTERO et al., 2005, p. 5356.

O mecanismo de catalise acida indica como a interacdo substrato-
catalisador é importante, pois a protonacdo do oxigénio da carbonila aumenta a
eletrofilicidade do atomo do carbono adjacente, tornando-o mais suscetivel ao
ataque nucleofilico pelo alcool. Em contraste, a catalise basica toma uma rota

mais direta, criando primeiro um ion alcéxido, que atua diretamente como o
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nucleofilo forte, dando origem a um caminho quimico diferente para a reacao.
Esta diferenca crucial, ou seja, a formacdo de uma espécie mais eletrofilica
(catalise acida) versus a formacdo de um nucleofilo (catalise béasica), é
responsavel pelas diferencas observadas entre os dois mecanismos (LOTERO
et al., 2005).

Em um estudo realizado por Samios e colaboradores (SAMIOS et al.,
2009), foi desenvolvida uma metodologia de transesterificacdo de 6leos
vegetais em duas etapas, TDSP (Transesterification Double Step Process), que
pode ser descrita como reacdes de transesterificacdo consecutivas, e que
incorporam as principais caracteristicas e principios das catalises basica e
acida. A primeira etapa ocorre da mesma forma como descrito anteriormente
na catalise basica. A segunda etapa reacional ocorre com a adicdo de acido
sulfurico e alcool quando a mistura reacional da etapa 1 apresenta pH entre 12
e 14, ou seja, quase na auséncia total de fons H'. As etapas 1 e 2 estdo
mostradas na Figura 4 (SAMIOS et al., 2009).

ETAPA 1.

- +
R;——OH + M-OH A, R——O0 + M + H,0
o}
o Y-Ra Q
)L 0 o 9 0 " O}I\R4
R o oA o A A A ot ol s
+ R0 = +R; O-R; +R; O-Ry+R; O-R;+SABRO i ° + R;~OH
0L _R HO OH
4 RZ e} OH
A OH Rz/&o
o}
ETAPA 2:
+ A + +
Ri~OM —Zgge™ Ri—OH + M Zgggm M + H0 + Rs
0
H OH o) o) 0

0
- + A )L
O~< +8ABRO + Ry === HO‘<+ R4)LO-R1 + Rg)LO-R1+ R, O-R;+R;—OH
OH : OH
0

2
4

0 &R e,
A2
O>//R Rz/go OHR

0

M: Na*, K*

R;: Grupo alquila do alcool

R,, R3; e R,: Cadeia carbbnica de &cidos graxos

Figura 4. Esquema sugerido para transesterificacao TDSP.

Fonte: SAMIOS et al., 2009, p. 603.
Os alcoois utilizados nas reacdes de transesterificacdo incluem o

metanol, etanol, propanol, butanol e pentanol. O metanol e o etanol sdo
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utilizados com mais frequéncia em pesquisas de laboratério e na industria do
biodiesel. O baixo custo do metanol torna este a primeira escolha para a
reacao de transesterificacdo (LOTERO et al., 2005). Entretanto, 0 emprego de
etanol em vez de metanol oferece varios beneficios, incluindo maior
miscibilidade com 6leos vegetais, 0 que permite maior contato na etapa de
reagdo (BASSO; MEIRELLES; BATISTA, 2017). O uso do etanol reduz os
impactos ambientais, evitando a emisséo de gases do efeito estufa, ja que esse
pode ser obtido por processos biotecnolégicos. Além disso, o etanol € um
composto ndo téxico e seguro para a saude humana (NETO; BATISTA;
MEIRELLES, 2018), e é produzido em grandes quantidades a partir da cana-
de-acucar no Brasil (DIAS et al., 2015). De acordo com o Food and Drug
Administration-FDA / USA (2012), o etanol € classificado como solvente Classe
3, que pode ser considerado menos toxico e de menor risco para a saude
humana (NETO; BATISTA; MEIRELLES, 2018). Assim, o etanol é o candidato
ideal para a sintese de um biodiesel totalmente biodegradavel (LOTERO et al.,
2005).

Para este trabalho foi escolhido o método TDSP com alcool etilico para a
obtencdo de ésteres etilicos, com posterior conversao ao monoacilglicerol por
glicerdlise. A producao de biodiesel é acompanhada por uma grande
guantidade de glicerina como subproduto e, uma alternativa para este grande
volume de glicerina é utiliza-la em reacdes de glicerélise, visando a producéo
de monoacilglicerdis (SCHULZ et al., 2011).

2.2. Sintese de monoacilglicerdis

Os monoacilglicerois e seus derivados sdo amplamente utilizados como
emulsificantes na industria de alimentos. Eles s&o considerados agentes
seguros e ndo nocivos em baixa concentragdo, sem reagfes adversas ou
toxicidade para as mucosas (SLOBODIAN et al., 2013). De fato, os MAGs
podem ser encontrados em baixa concentragcdo em produtos naturais como o
leite, por exemplo (ISAACS; LITOV; THORMARS, 1995). Além da industria de
alimentos, os MAGs sao empregados em produtos cosmeéticos, como
pomadas, lo¢cdes e desodorizantes (SLOBODIAN et al., 2013). Na induastria

plastica, os MAGs funcionam como agentes lubrificantes e plastificantes
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(BUNKA et al., 2007). Na industria téxtil, os MAGs podem melhorar a solidez da
cor e o contraste dos tecidos (SLOBODIAN et al., 2013).

Os MAGs sao ésteres de glicerol, um alcool trihidrico no qual apenas um
dos grupos hidroxila (grupos OH) é esterificado com um acido graxo de cadeia
longa (CHRISTIE; HAN, 2010). Monoacilglicerol € um tipico éster de glicerol, ou
seja, um composto que pertence a classe dos lipidios, contendo um grupo éster
(-COOR) de &cido graxo de cadeia longa e dois grupos hidroxila (-OH)
(NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015). O MAG é constituido por um acido
graxo de cadeia longa covalentemente ligado a uma molécula de glicerol, um
alcool trihidrico, através de uma ligacao éster (RAROKAR et al., 2017). Se o
grupo éster estiver ligado ao atomo de carbono C1 e os dois grupos hidroxila
estiverem ligados aos atomos de carbono C2 e C3 do glicerol, o composto &
chamado 1-monoacilglicerol ou a-MAG. Por outro lado, se o grupo éster estiver
ligado ao atomo de carbono C2, enquanto os dois grupos hidroxila estédo
ligados aos &tomos de carbono Cl e C3, o composto é chamado 2-
monoacilglicerol ou B-MAG. A Figura 5 mostra a estrutura quimica tipica de a-

monoacilglicerol:

- COOR = grupo éster de carater hidrofobico
R=-(CH,),-, onde n= 3,5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23

R= cadeia carbbnica saturada ou insaturada
o
9 e - OH = grupo hidroxila de carater hidrofilico

Figura 5. Estrutura quimica do a-monoacilglicerol.
Fonte: NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015, p. 126.

MAGs podem ser preparados pela glicerélise de triacilglicerdis de
gorduras ou Oleos vegetais (NOUREDDINI; MEDIKONDURU, 1997) (LUO et
al.,, 2015), pela glicerdlise de ésteres alquilicos (SONNTAG, 1982)
(NOUREDDINI; MEDIKONDURU, 1997) (SCHULZ et al, 2011), pela
esterificacdo de &cidos graxos com glicerol e pela transesterificagdo de 0Oleos
com alcoois de cadeia curta (HE et al., 2016). O processo industrial de

glicerolise geralmente é promovido com gorduras ou Oleos utilizando

13



catalisadores alcalinos homogéneos, como NaOH, KOH e Ca(OH), a
temperaturas elevadas (por exemplo, 255 °C), produzindo de 40% a 60% de
MAGs. No entanto, altas temperaturas podem também afetar as propriedades
fisico-quimicas do produto final e sua aplicacdo (SONNTAG, 1982)
(NOUREDDINI; MEDIKONDURU, 1997) (LUO et al., 2015).

Numerosas abordagens tém sido pesquisadas para melhorar esta
reacdo através de Varios processos, incluindo reacdes enziméaticas, reacdes de
transesterificacdo e reacdes de esterificacdo de Oleos ou gorduras utilizando
catalisador alcalino inorganico a 220-260 °C. Porém, temperaturas elevadas
resultam em um alto consumo de energia, sabor carbonizado do produto e
coloracdo escura (NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015).

E de conhecimento geral que o carater hidrofilico de um monoacilglicerol
se deve a presenca de dois grupos hidroxila, enquanto a sua hidrofobicidade &
conferida pela cadeia carbbnica do éster. A combinagdo de ambas as
propriedades em um monoacilglicerol determinam sua vasta gama de
aplicacoes, entre as quais como emulsionante. MAG é uma molécula anfifilica,
ou seja, apesenta em sua estrutura regides de carater hidrofilico ou polares,
que tem afinidade pela agua, e regides de carater hidrofébico ou apolar, que
ndo apresentam afinidade pela agua (NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH,
2015).

Quando misturado a agua e 6leo, o monoacilglicerol forma estruturas
auto-montadas, que podem ser usadas para proteger substancias bioativas da
degradacéo, para solubilizar drogas e controlar a liberagdo de compostos
ativos. As propriedades dos monoacilgliceréis dependem dos &cidos graxos
gque o compdem, sendo que glicerideos de acidos graxos insaturados tém
pontos de fusdo mais baixos do que os acidos graxos saturados com 0 mesmo
namero de atomos de carbono (RAROKAR et al., 2017).

Quase todos os tipos de monoacilglicerdis podem ser aplicados na
industria farmacéutica, cosmética e alimenticia (ZHONG; CHEONG; XU, 2014)
(NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015)(PETRA et al., 2015). Este composto
também pode ser usado como surfactante ndo-ibnico e como precursor na
sintese de lipidios ativos, como triacilglicerois, diacilglicerois, fosfolipidios,
glicolipidios e lipoproteinas (NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015). Existem

também varias outras aplicacdes dos monoacilglicerdis, incluindo agentes
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lubrificantes, plastificantes e aditivos na fabricacdo de téxteis. Alguns
monoacilglicerdis também foram identificados por apresentarem atividades
especificas, como a monolaurina testada como agente antibacteriano,
antifangico e antiviral, e a mono-oleina usada como antioxidante (NITBANI;
SISWANTA; SOLIKHAH, 2015).

Os monoacilglicerois de acidos graxos poli-insaturados, tais como &cido
eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaendico (DHA), foram identificados
como tendo um alto valor nutricional, o que contribui para a saiude do ser
humano (NITBANI; SISWANTA; SOLIKHAH, 2015).

Uma caracteristica intrigante dos monoacilglicerdis é a sua capacidade
de formar vérias estruturas de agregacdo, como as fases liquidas cristalinas
quando em contato com agua (SAGALOWICZ et al., 2006).

As estruturas de agregacdo formadas por monoacilgliceréis consistem
em dominios hidrofilicos e hidrofébicos em nanoescala. Consequentemente,
tais estruturas contém uma superficie extremamente grande. A
compartimentacdo presente nas estruturas de agregacao pode ser usada para

introduzir moléculas de natureza hidrofilica, lipofilica ou anfifilica (Figura 6).

Figura 6. Representacdo da possivel localizacdo de moléculas visitantes dentro da
bicamada do monoacilglicerol. 1) molécula hidrofilica; 2) molécula anfifilica; 3) molécula
lipofilica.

Fonte: SAGALOWICZ et al., 2006, p. 208.

As moléculas hidrofilicas estaréo localizadas perto da cabeca polar do
emulsificante, enquanto moléculas lipofilicas estardo localizadas dentro da
camada lipofilica e moléculas anfifilicas, na interface. Dessa maneira,
moléculas lipofilicas podem ser protegidas da agua ou de moléculas
hidrofilicas. Além disso, moléculas anfifilicas podem expor apenas certos

grupos a agua, o que pode acelerar certos caminhos de reacdo e desacelerar
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outros. A introducdo de moléculas visitantes geralmente influencia as
propriedades da estrutura de agregacédo (SAGALOWICZ et al., 2006).

Assim, considerando-se a possibilidade de utiliz4-los como veiculos para
moléculas, diversos estudos vém sendo realizados com foco na sintese de
monoacilgliceréis. Na Tabela 2, encontra-se um comparativo das condi¢cdes

reacionais e os rendimentos obtidos com diferentes matérias-primas.

Tabela 2. Rendimentos e condi¢des reacionais relatados na literatura para sintese do
monoacilglicerol

Catalisador Matéria-prima CondigBes  Rendimento Ref.
reacionais MAG (%)
E Acido estearico 40 °C 80 (JR et al., 2013)
30 min
E Acido docosahexaendico 37 °C 98 (MORENO-PEREZ
15min et al., 2016)
E Acido oleico 35°C 84 (HUANG et al.,
24 h 2013)
E Etil-docahexaendico 37 °C 98 (MORENO-PEREZ
15 min et al., 2017)
E Oleo de algas 30°C 67 (ZHANG et al.,
3h 2017)
E Oleo de anchova 35¢°C 88 -92 (HE et al., 2016)
12h
LI Oleo de soja 200 °C 69 (LUO et al., 2015)
3h
LI-E Acidos céprico, laurico, 60 °C 48 - 100 (LOZANO et al.,
miristico palmitico e oleico 4h 2017)
BI Biodiesel metilico 130°C 72 (SCHULZ et al.,
10h 2011)

E- Enzimatico, LI — Liquido iénico, Bl — Basico inorganico

Como observado na Tabela 2, He et al. relataram a sintese de MAGs
com alto rendimento via etandlise enzimatica, em uma etapa, do Oleo de
anchova comercial (HE et al., 2016). Os autores relataram que os MAGs com
alto teor de acidos graxos poli-insaturados n-3 (n-3PUFAS) podem ser obtidos
usando a enzima Candida antarctica lipase A (CAL-A) (HE et al.,, 2016).
Embora os MAGs possam ser obtidos em temperaturas mais baixas com
catalisadores enzimaticos, sdo necessarios tempos de reacdo longos para
obter MAGs com alto rendimento. Além disso, as enzimas sdo mais caras que
0s catalisadores quimicos usuais. Assim, do ponto de vista industrial, a rota
enzimatica ndo é economicamente viavel. Lozano et al., sugeriram a sintese
biocatalitica de MAGs a partir da esterificacdo direta de acidos graxos (acidos

caprico, laurico, miristico, palmitico e oleico) com glicerol, catalisada pela
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enzima lipase Novozym 435 em diferentes liquidos id6nicos (LIs), como um
método alternativo ao processo de glicerdlise industrial. Como resultado, foi
observada uma alta seletividade de MAGs quando utilizada a combinacéo
enzima/liquido ibnico tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazélio (LOZANO
et al., 2017). O IL é considerado um solvente verde e um catalisador promissor,
apresentando alta estabilidade térmica com possibilidade de recuperacdo e
reuso. No entanto, o IL apresenta alto custo, preparacdo complexa e alguma
toxicidade (LOZANO et al., 2017)

Schulz e colaboradores, obtiveram 72% dos MAGs realizando uma
glicerdlise simples e direta a partir de ésteres metilicos e glicerol. Os autores
realizaram a glicerdlise com catalisadores alcalinos, com menores tempos de
reagcdo e condigcbes moderadas de temperatura (<150 °C). Além disso, a
glicerdlise de ésteres alquilicos € geralmente mais rapida do que a glicerodlise
realizada com TAGs (SCHULZ et al., 2011). Apesar das vantagens relatadas
por Shultz et al. (2011), na obtencdo do MAG pela glicerélise direta de FAMES
com glicerol, o metanol é altamente toxico e ndo renovavel, pois é derivado
principalmente de fontes néo renovaveis, como produtos de refino de petréleo
(KAUR; ALI, 2015). Além disso, o uso de metanol na sintese restringe o uso de
MAGs nas industrias de alimentos, jA que ndo sdo desejados vestigios de
metanol em alimentos e outros produtos para consumo humano (GUZATTO et
al., 2012). Os beneficios do MAGs para a saude humana seriam melhor
explorados se os MAGs fossem sintetizados a partir de FAEEs e glicerol,

conforme mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Reacao de glicerdlise de etil ésteres.

A reacao do etil éster com o glicerol pode dar origem ao alfa ou beta —
monoacilglicerol, ao 1,2 e 1,3 — diacilglicerol e, a um triacilglicerol.

Como exposto anteriormente, MAGs destacam-se por seu carater
anfifilico, o que possibilitaria a sua aplicacdo em formulagbes lipidicas.
Segundo Khan et al.,, as formulacBes lipidicas podem ser amplamente
categorizadas em dois grupos: ELs (emulsdes liquidas) e NSLs (nanoparticulas
sélidas lipidicas). Os sistemas ELs poderiam ser solucdes lipidicas, emulsées,
microemulsdes, sistemas auto-emulsificantes de administracdo de
medicamentos, sistemas auto-micro emulsificantes de administracao de drogas
emulsificantes ou sistemas micelares. Os sistemas NSLs sdo novas
formulacbes lipidicas que sdo constituidas exclusivamente de lipidios
biodegradaveis, como triacilglicerols altamente purificados, monoacilglicerols,
gorduras duras, misturas complexas de glicerideos ou mesmo ceras, que séo
solidas a temperatura fisioloégica (KHAN et al., 2015).

Os carreadores lipidicos apresentam uma formulagdo promissora com
potencial de corrigir problemas, melhorando e normalizando a absorcdo de
drogas (KHAN et al., 2015). Estes sistemas de lipidios sédo transportadores
seguros e biodegradaveis porque sao produzidos com ingredientes nao téxicos
e nao irritantes. Devido a natureza sélida da matriz lipidica no corpo a
temperatura ambiente, as nanocapsulas lipidicas apresentam inumeras

vantagens que se manifestam na efichcia melhorada, como permeabilidade
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aprimorada, estabilidade quimica e a capacidade de reduzir a perda de drogas
incorporadas. Portanto, a taxa de liberacdo da droga é controlada e a
concentracdo no local/meio se mantém constante (NICULAE et al., 2014).
Assim, destaca-se a relevancia da elaboracdo de nanoestruturas lipidicas
carreadoras de farmacos, em especial as nanocapsulas lipidicas, que sé&o
nanocarreadores concebidos para encapsular farmacos lipofilicos sem
solventes organicos (MEHANNA; MOTAWAA; SAMAHA, 2012).

A Figura 8 representa varios sistemas com bases lipidicas, que estédo

sendo explorados para entrega de medicamentos (POONIA et al.,, 2016).

= Lipidio liquido - -

=
>

==
=
o
-
=
e

Lipossoma Niossoma Nanoemulsio Nanoparticula Carreador lipidico
lipidica solida nanoestruturado

Figura 8. Sistemas baseados em lipidios explorados para entrega de medicamentos.
Fonte: POONIA et al., 2016, p. 136.

Nanoemulsdes sdo dispersdes liquido-liquido cineticamente estaveis
com tamanhos de goticulas da ordem de 100 nm. Devido a seu pequeno
tamanho, possuem propriedades como alta area de superficie por unidade de
volume, estabilidade estrutural, aparéncia opticamente transparente
(DASGUPTA; RANJAN; GANDHI, 2018).

As nanoemulsées podem ser preparadas usando métodos de alta e
baixa energia. Nos meétodos de alta energia, os dispositivos mecanicos
fornecem grandes forcas disruptivas necesséarias para a formacdo das
nanoemulsdes. Entre os métodos de alta energia, estao:

() Homogeneizagédo de alta pressédo: homogeneizadores de alta pressao
geram gotas extremamente pequenas durante o processo, através de
forcas que atuam em conjunto, tais como cisalhamento hidraulico,
turbuléncia intensa e cavitacdo (CINAR, 2017);

(i)  Agitacao de alto cisalhamento: misturadores de alta energia e sistemas
com rotores sdo usados para a preparacdo de nanoemulsbes
(KOROLEVA AND YURTOV, 2012);
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(ii) Emulsificacdo ultra-sdnica: neste método, o campo acustico cria ondas
interfaciais que fazem a fase oleosa se dispersar na fase continua. O
ultrassom provoca ainda a cavitacao, um efeito que promove o colapso
de microbolhas (CINAR, 2017);

(iv) Microfluidizacdo: nesse método, € utilizado um dispositivo chamado
microfluidizador. Durante o processo, a alta pressdo gerada pelo
microfluidizador forgca a macroemulsdo a passar por uma camara de
interacdo, onde sdo produzidas nanoemulsdes (JAISWAL; DUDHE;
SHARMA, 2015).

Por outro lado, ndo ha necessidade de uma forca externa nos métodos
de baixa energia, como por exemplo:

() Nanoemulsificagdo espontanea: neste método, que ocorre a
temperatura ambiente, ha a liberacdo de energia quimica baseada no
processo de diluicdo com a fase continua, sem transic6es de fase no
sistema durante o processo de emulsificacdo (SOLANS; SOLE, 2012);

(i)  Temperatura de inversdo de fase: neste método, a temperatura é
alterada e a composicdo € constante. A emulsificacdo é alcancada
modificando as afinidades dos surfactantes por a4gua e 6leo em funcao
da temperatura (LOVELYN; ATTAMA, 2011);

(i) Inversdo de composicdo de fase: neste método, a composicdo é
alterada a temperatura constante. As nanoemulsfées sao obtidas pela
adicdo consistente de agua ou 6leo a mistura de Oleo-surfactante ou
agua-surfactante (SOLANS; SOLE, 2012).

Atualmente, os métodos de baixa energia tém atraido consideravel
atencdo, pois ndo sdo destrutivos e ndo causam danos as moléculas
encapsuladas (CINAR, 2017).

Varios fatores fisicos podem afetar ou perturbar a estabilidade das
goticulas de emulsdo e afetam suas caracteristicas para uso como
transportadoras de ingredientes funcionais (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE,
2012). Os problemas associados as nhanoemulsdes sao: floculagéo,
cremeacdo, separacdo de fases, sedimentacdo, inversdo de fases,
amadurecimento de Ostwald (ALI et al., 2017). Portanto, a estabilizacdo de
emulsBes é muito importante, e a maneira mais comum de estabilizar emulsdes
é por adsorcdo de surfactantes (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012), junto
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com co-surfactantes (SETYA; TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014). Estes
componentes atuam na interface entre as goticulas e o meio de dispersao,
reduzindo a tenséo interfacial (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012).

Surfactantes sdo moléculas compostas por duas partes, uma regido com
caracteristica polar e uma regido com caracteristica ndo polar (SETYA;
TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014), ou seja, sdo moléculas anfifilicas que
podem estabilizar as nanoemulsdes, diminuindo a tensao interfacial entre dois
liquidos imisciveis e torna-los misciveis, impedindo assim a coalescéncia de
goticulas. Essas moléculas tendem a adsorver-se rapidamente na interface
agua-Oleo e promover uma estabilizacdo estérica, eletrostatica ou dupla eletro-
estérica das emulsfes (SINGH et al., 2017). Os surfactantes sao classificados
de acordo com a natureza do grupo polar da molécula em: surfactantes
anibnicos, que apresentam carga negativa na regido polar; catidnicos, que
apresentam carga positiva na regido polar; ndo iénicos, que ndo apresentam
cargas; zwitteridnicos, que contém dois grupos polares com cargas opostas ao
mesmo tempo na molécula; e anfoteros, que se comportam como anidénicos ou
cationicos dependendo do pH do meio (DALTIN, 2011).

O equilibrio entre as fases aquosa e oleosa, também conhecido como
equilibrio hidrofilo-lipéfilo (HLB), e o parametro critico de empacotamento
(CPP) devem ser levados em consideracdo na selecdo do surfactante para a
formulacdo de nanoemulsdes. Surfactantes com baixo HLB (3-6) podem ser
usados para preparar nanoemulsdes do tipo agua em 6leo. Alguns exemplos
sao: Capriol 90 (propileno glicol monocaprilato) (HBL = 6), span 60 (HBL = 4,7),
80 (HBL = 4,3) e 85 (HBL = 1,8), enquanto surfactantes com HLB alto (8-18)
sdo usados para preparar nanoemulsdées do tipo 6leo em &gua. Alguns
exemplos sado: span 20 (HBL = 8,6), Tween 20 (HBL = 16,7) e 80 (HBL = 15),
poloxamer 407 (HBL = 18) e 188 (HBL = 29) (SETYA; TALEGAONKAR;
RAZDAN, 2014).

Em muitas situacdes, apenas um surfactante pode n&o ser capaz de
reduzir a tensdo interfacial Oleo/agua suficientemente para preparar uma
nanoemulsdo, surge entdo, a necessidade de se utilizar os co-surfactantes.
Estes também s&do de natureza anfifilica, com tendéncia a particionar em
grande quantidade na monocamada interfacial do surfactante, reduzindo a
tensédo interfacial, aumentando a fluidez da interface e a entropia do sistema. O
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HLB do sistema pode ser modificado pela selecdo adequada de surfactantes e
co-surfactantes. Alguns exemplos de co-surfactantes sao: lecitina, etanol,
propanol e butanol (SETYA; TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014).

O tamanho menor das goticulas corresponde a uma maior estabilidade
contra a separacao gravitacional, agregacédo e também determina a aparéncia
da dispersdo coloidal. Pequenos tamanhos de goticulas tendem a ser
transparentes ou translicidas, o que € vantajoso para a incorporacdo de
produtos transparentes. Goticulas com tamanho menor que 50 nm sao
transparentes, de 50 a 100 nm s&o transllicidas, de 100 a 1000 nm sé&o
translicidas azuladas e goticulas maiores que 1000 nm sao opacas
(JINTAPATTANAKIT, 2018).

Assim, considerando-se a importancia das nanoestruturas, diversos
estudos vém sendo realizados com foco no preparo de nanoemulsdes. Saberi e
colaboradores estudaram as condicdes de preparo, por emulsificacdo
espontanea, de vitamina E encapsulada em nanoemulsdes de triacilglicerols de
cadeia média. O melhor resultado de diametro médio de goticulas (d < 50 nm),
foi atingido com composicao de vitamina E e triacilglicerols de cadeia média de
8% e 2%, respectivamente, com o surfactante Tween 80 a 10% em peso.
(SABERI; FANG; MCCLEMENTS, 2013).

Diversos estudos também foram realizados inserindo um co-surfactante,
um exemplo é o trabalho realizado por Kheawfu e colaboradores que
desenvolveram uma nanoemulsdo de Oleo de cravo e um sistema de auto-
microemulsificagdo de 6leo de cravo com etanol para aumentar a miscibilidade
aguosa de 6leo de cravo para uso em anestesia de peixes. As goticulas das
nanoemulsdes contendo entre 10 e 20% de Oleo de cravo e entre 5 e 15% de
Tween 20 atingiram tamanhos entre 23 e 133 nm. Por outro lado, os sistemas
de auto-microemulsificagdo compostos por 10% de Oleo de cravo e 90% de
Tween 20; ou 10% de 6leo de cravo, 60% de Tween 20 e 30% de alcool (etanol
ou isopropanol) tiveram tamanhos de particula entre 11 e 44 nm. Estes
sistemas se mantiveram estaveis por 90 dias, a 4 °C (KHEAWFU et al., 2018).

Outro exemplo € o trabalho realizado por Zeng e colaboradores, que
estudaram a formacéo e a estabilidade de nanoemulsdes com uso de alcoois
de cadeia curta (C<5) como co-surfactantes, preparadas pelo método de

emulsificacdo espontanea. Os autores observaram que o melhor resultado foi
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obtido com uma propor¢cdo de Cremophor EL:1-butanol de 2:1. Nesta
propor¢éo, foram obtidas nanoemulsées com goticulas de raio menor que 100
nm e indice de polidispersdo menor que 0,2. Foi observado ainda um aumento
no tamanho das goticulas quando a concentracao de alcoois foi aumentada, o
que é atribuido a floculacédo das goticulas (ZENG; ZHANG, 2016).

Diversos autores tém estudado o encapsulamento de substancias ativas
ou farmacos, um exemplo € o trabalho realizado por Kelmann e colaboradores,
que desenvolveram uma nanoemulsdo para entrega intravenosa da
carbamazepina (CBZ), um medicamento anticonvulsivante amplamente
utilizado e pouco soluvel, sem tratamento parenteral disponivel. O método de
emulsificacdo espontanea foi utilizado para preparar diferentes formulacdes
contendo 2 mg/mL de CBZ. Da mesma forma, um delineamento experimental
fatorial completo foi aplicado para estudar a influéncia de duas variaveis (tipo
de 6leo e tipo de emulsificante lipofilico) nas caracteristicas fisico-quimicas da
emulsdo. A formulagdo que apresentou as melhores caracteristicas
necessarias para administracdo intravenosa foi selecionada e caracterizada,
apresentando tamanho da gota em torno de 150 nm, contetdo de droga em
torno de 95% e potencial zeta em torno de -40mV. Essa formulagdo manteve
suas propriedades em uma faixa satisfatéria durante o periodo avaliado (3
meses) (KELMANN et al., 2007).

Shakeel e colaboradores otimizaram o preparo de nanoemulsdes do
farmaco celecoxibe (CXB) pelo método de baixa energia. Estudos de
estabilidade foram realizados durante o periodo de 3 meses, sendo que
parametros como o tamanho da gota, a viscosidade e o indice de refragéo (IR)
foram determinados durante o armazenamento. Foi observado também que a
degradacdo do CXB apés 3 meses de armazenamento foi muito baixa. Os
resultados indicaram que a estabilidade do CXB pode ser melhorada usando
Tween 80 como surfactante (SHAKEEL et al., 2008).

Ghosh e colaboradores testaram a formulacdo 6leo-em-agua usando
Oleo de gergelim, surfactante ndo i6nico (Tween 20/Tween 80) e agua pelo
meétodo de cavitacdo por ultrassom. O desenvolvimento da nanoemulsdo foi
otimizado para parametros do processo, como o tipo de surfactante, a
concentracdo de surfactante e o tempo de emulsificacdo, para se obter um

menor diametro de gota e uma maior estabilidade. O aumento da concentracdo
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de surfactante e o tempo de emulsificacdo resultaram em uma nanoemulséo
com didmetro minimizado de goticulas. O Tween 80 foi mais eficaz na reducgéo
do tamanho da gota quando comparado ao Tween 20. O melhor resultado
obtido foi com o uso do Tween 80 para uma proporcao de oleo:surfactante de
1:3, ao qual foi encapsulado o eugenol. Nesta formulacéo, foram obtidas gotas
com um diametro de 13 nm e estabilidade maior que 1 més. A nanoemulséo
carregada com eugenol, misturada com 6éleo de gergelim, demonstrou menor
tamanho de gota e maior estabilidade do que a nanoemulsdo contendo apenas
eugenol (sem Oleo de gergelim). A nanoemulséo carregada com Eugenol exibiu
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e também demonstrou
uma reducao significativa na populacédo de bactérias heterotréficas no suco de
laranja (GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2014).

Taghavi e colaboradores investigaram os efeitos de diferentes condicdes
de microfluidizacdo na atividade antibacteriana e propriedades fisico-quimicas
da nanoemulsdo contendo a mistura de citral, trans-2-hexen-1-ol e linalol
(1:1:1, 1% p/p). Foi observada uma maior atividade inibitoria nas nanoemulsfes
com as nano-goticulas do que com a mistura ndo emulsificada.
Presumivelmente, pode ser devido ao fato de que as pequenas goticulas
lipidicas, com grande superficie-volume induzida pelo microfluidizador,
facilitaria o0 movimento e a penetracdo do composto alvo nas bactérias,
enquanto a mistura ndo emulsionada ndo poderia acessar facilmente as
bactérias devido a sua natureza hidrofébica (TAGHAVI et al., 2018).

A otimizacdo multipla mostrou que a microfluidizacdo a uma presséao de
1350 bar por 3 ciclos resultou no melhor efeito antibacteriano. Este estudo
revelou que a emulsificacdo de um composto antibacteriano hidrofébico,
natural, via microfluidizacdo pode ser um sistema eficaz para melhorar sua
atividade inibitoria e algumas outras propriedades fisico-quimicas e funcionais
do composto (TAGHAVI et al., 2018).

Souza e colaboradores investigaram a atividade antifungica in vitro, a
producdo de exoenzimas e a citotoxicidade dos &cidos graxos alifaticos
caprilico, caprico, laurico, miristico e de seus ésteres etilicos e metilicos contra
a espécies de Candida. Foi observado que em relagdo a CIM (concentragdo
inibitéria minima) contra Candida, o acido graxo com melhor resultado foi o

acido laurico, embora seu éster derivado ndo ter apresentado atividade
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antifangica. Os acidos graxos apresentaram potenciais efeitos enzimaticos
inibitérios em C. albicans, bem como baixa citotoxicidade quando usado em
concentracdes sub-antifiungicas (SOUZA et al., 2014).

Baseado no que foi exposto, este trabalho serd apresentado em trés
etapas. Primeiramente, na etapa 1, sera apresentada a otimizacdo da sintese
de MAG a partir da reacdo de glicerolise de ésteres etilicos de acidos graxos
(FAEE), obtidos por sua vez, pelas reacdes de transesterificacdo de 6leo de
linhaca e etanol. Posteriormente, na etapa 2, sera apresentada a otimizacao de
formulac6es nanoestruturadas a partir do monoacilglicerol obtido na etapa
anterior, pelo método de baixa energia de inversdo da composicdo. Por altimo,
na etapa 3, baseado no estudo de Souza e colaboradores, que sugere que 0s
acidos graxos possam ser estudados para atividades antibacterianas, embora
nao terem sido testados em nanoemulsfes, buscou-se a aplicacdo do
monoacilglicerol como agente encapsulante em nanoemulsdo, no
encapsulamento dos acidos graxos com atividade biolégica em testes com

bactérias multirresistentes.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral:

Sintetizar monoacilglicerois através da glicerdlise de ésteres etilicos e
preparar formulacdes nanoestruturadas lipidicas, provenientes do
monoacilglicerol para aplicacéo na area biotecnoldgica.

3.1.1. Objetivos Especificos:

- Produzir ésteres etilicos de &acidos graxos (biodiesel) a partir da

transesterificacdo do 6leo de linhaca com alcool etilico;

- Otimizar a sintese do monoacilglicerol através da glicerdlise de ésteres
etilicos com glicerol, utilizando como catalisador NaOH;

- Caracterizar o biodiesel e o monoacilglicerol obtidos, através de

técnicas espectroscoépicas, cromatograficas e térmicas.

- Preparar formulacbes nanoestruturadas lipidicas a partir do

monoacilglicerol;

- Encapsular acidos graxos nas formula¢gées nanoestruturadas;

- Caracterizar as formulacdes nanoestruturadas e os acidos graxos
encapsulados nestas formulacdes quanto ao tamanho de goticula e

estabilidade;

- Avaliar a formulagdo nanoestruturada com composto ativo como

agente antibacteriano.
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4. Parte 1: Otimizacdo da sintese de MAG a partir da reacdo de

glicerdlise de ésteres etilicos de acidos graxos (FAEE)
4.1. Reagentes e Métodos:
4.1.1. Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos ésteres etilicos
(biodiesel), dos monoacilgliceréis e no preparo das amostras foram: 6leo de
linhaca (Mundo dos dleos), glicerina P.A. (Synth), hidréxido de potassio P.A.
(Synth), cloreto de sédio P.A (Synth), sulfato de soédio anidro P.A. (Synth),
hidréxido de sédio 97 % (Vetec), n-heptano P.A (Vetec), alcool etilico anidro
P.A (Dindmica), acido sulfarico P.A. (Dinamica), acetona deuterada (Scielab),
cloroférmio deuterado 99,8 %D (Scielab). Os padrbes utilizados para analises
cromatograficas foram: 1,2,3-tridecanoilglicerol (padrédo interno-tricaprina) 8000
pug.mL? em piridina (Supelco), 1-mono]cis-9-octadecenoillglicerol (padréo-
monoleina) 5000 pg.mL™* em piridina (Supelco), 1,3-di[cis-octadecenoil]glicerol
(padrdo-dioleina) 5000 pg.mL* em piridina (Supelco), 1,2,3-tri[cis-
octadecenoillglicerol (padrdo-trioleina) 5000 pg.mL™* em piridina (Supelco) e o
derivatizante N-metil-N-(trimetilsilitrifluoracetamida - (MSTFA) (Sigma-Aldrich).

4.1.2. Métodos

4.1.2.1. Reacdo de Transesterificacdo: Sintese de biodiesel a
partir do 6leo de linhaca

A obtencao dos ésteres etilicos do Oleo de linhacga foi realizada em duas
etapas, pelo método TDSP. A metodologia foi adaptada de Guzatto e
colaboradores (GUZATTO et al., 2012). A primeira etapa foi realizada em meio
basico usando o catalisador KOH, seguida por catalise acida com H,SO,.

Inicialmente, em um baldo de 500 mL acoplado a um sistema com
dispositivo de refluxo, foram adicionados 120 mL de &lcool etilico, aquecido a
uma temperatura de 65°C, e 2,0 g de hidroxido de potassio, sob agitacao
magnética. A mistura foi agitada até o hidroxido de potassio estar
completamente dissolvido, permitindo a formacdo da espécie ativa do
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catalisador basico. A agitacao foi mantida e 100 mL de oleo de linhaca foram
adicionados ao baldo. O sistema permaneceu nessas condi¢des por 30 min. A
razdo molar &lcool/éleo/catalisador foi de 20:1:0,35. Na segunda etapa da
sintese, 4 mL de acido sulfarico (P.A. 18,77 mol.L™) foram adicionados gota a
gota a mistura reacional, seguido por aquecimento suave até 80°C, quando foi
adicionado um excesso de 60 mL de alcool etilico. Apés a estabilizacdo da
temperatura, o sistema permaneceu nessas condi¢des por 2 h e 30 min. A
Figura 9 mostra a imagem do sistema da reacao.

O produto foi filtrado para remover o residuo solido (K,SO,). A fase
liguida foi concentrada usando um evaporador rotativo para remover 0 excesso
de élcool etilico e esse procedimento especifico promoveu uma separacdo
rapida e eficiente em duas fases liquidas. Os ésteres etilicos (biodiesel)
estavam na fase superior, assim como alguns tracos de 6leo de linhaca que
ndo reagiu, monoacilgliceréis, diacilgliceréis e uma pequena quantidade de
etanol. O glicerol formado durante a reacao de transesterificagdo permaneceu
na fase inferior (Figura 10). Apds a separagdo de fases, o biodiesel foi lavado
com solucédo de NaCl (5%), separado da fragdo aquosa, seco com Na,SOq4
anidro e submetido ao procedimento de filtragem. Obteve-se aproximadamente
87 mL do produto.

Figura 9. Imagem do sistema de refluxo para a sintese do biodiesel.
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Figura 10. Imagem do biodiesel formado, na fase superior.

4.1.2.2. Reacdo de Glicerodlise: Sintese de acilgliceroéis

As reacdes de glicerdlise foram realizadas variando o tempo de reacdo
de 6 a 12 h e a temperatura de 100 a 150°C. A razdo molar de
biodiesel/glicerol/catalisador foi de 1:5:0,38. O excesso de glicerol foi
adicionado para deslocar o equilibrio para uma maior producdo de MAGs.

Inicialmente, 30 g de biodiesel, 46 g de glicerol e 1,5 g de NaOH foram
introduzidos em um reator simples sob agitacdo magnética e a mistura foi
agitada constantemente. A glicerdlise foi realizada sob refluxo ou em sistema
aberto com tempo e temperatura variaveis. O produto obtido, um liquido
viscoso de coloracdo marron clara, que foi lavado com solugédo de NaCl (5%) e
aguecido a 70°C. O aquecimento favoreceu a solubilizacdo do glicerol na
solucdo aquosa. O produto foi subsequentemente resfriado em um banho de
gelo para facilitar a remocao da fase aquosa contendo glicerol. Este processo
de lavagem com aquecimento e arrefecimento foi realizado vérias vezes,
conforme a Figura 11. Apds, o produto foi seco por aguecimento a 100°C e
obteve-se aproximadamente 20 g do produto. A Figura 12 mostra a aparéncia

do MAG obtido.

31



Figura 12. Imagem do produto monoacilglicerol.

4.2. Instrumentacdo para Caracterizacao

Para a caracterizacdo do biodiesel e do monoacilglicerol foram utilizadas
técnicas como: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H),
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS),
cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama (CG-FID),
espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier por

refletancia total atenuada (FTIR-ATR) e analise termogravimétrica (TGA).
4.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)

Os espectros de RMN *H foram obtidos em espectrémetro Bruker que
opera na frequéncia de 400 MHz. As amostras de 6leo de linhaca e biodiesel
foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCI3) e o produto da glicerdlise
foi dissolvido em acetona deuterada (CD3COCD3). Os deslocamentos quimicos
estdo mostrados em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao padrédo interno
tetrametilsilano (TMS).
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4.2.2. Cromatografia gasosa com detector por ionizacdo em chama
(CG-FID)

Os produtos da reacado de transesterificacdo foram analisados em um
cromatografo Shimadzu GC-2010 equipado com um detector de ionizacéo de
chama (FID). A andlise das amostras foi realizada utilizando a técnica padréo
ASTM 6584, utilizada para determinar teor de monoacilglicerol, diacilglicerol e
triacilglicerol em ésteres metilicos de acidos graxos, porém, adaptada para
quantificar a conversdo de ésteres etilicos em produtos de reacdo, o
rendimento. Uma coluna SGE-HT5 de 15 m x 0,32 mm x 0,1 uym foi usada para
a determinagdo dos FAEEs. As condigdes cromatograficas foram: temperatura
do detector: 380°C; temperatura do injetor: 50°C; transportador de gas:
nitrogénio; velocidade linear do gas: 12 cm.s™; tempo total de corrida: 40 min;
programa de temperatura do forno: 50°C por 1 min, 15°C.min™ até 180°C,
7°C.min™ até 230°C e 10°C.min™* até 370°C, permanecendo isotérmico por 10
min.

A analise quantitativa dos produtos de glicerdlise foi realizada utilizando-
se 3 solugbes: uma solucdo padrdo, a solucdo 3 da técnica ASTM 6584,
contendo tricaprina, monoleina, dioleina e trioleina, usada para determinar o
tempo de retencdo e calcular o fator de resposta em relacéo ao padrao interno,
uma solucéo contendo o biodiesel usado na reacédo e uma solucéo contendo os
produtos da reacdo de glicerélise. De acordo com a técnica padrao ASTM
6584, em todas a solucdes foi utilizado heptano como solvente. Aliquotas de 1
ML dessas solugdes foram injetadas no equipamento. Os componentes foram
separados em coluna capilar Forte SGE-HT5 (25 m x 0,32 mm x 0,1 um). As
condicbes cromatograficas foram: programacdo de temperatura da coluna,
isotérmico 50°C por 1 min a 15°C.min* aumentando até a temperatura de
180°C a 7°C.min, até 230°C a 10°C.min™ até 370°C permanecendo por 10
min. O tempo total de corrida foi de 40 minutos, a temperatura do injetor (PTV)
foi de 50°C e a temperatura do detector foi de 380°C, o gas de arraste utilizado

foi 0 hidrogénio com velocidade linear de gas de 12 cm.s™,
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4.2.3. Espectroscopia na regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier por Refletancia Total Atenuada
(FTIR-ATR)

Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho foram obtidos em
um espectrofotdmetro Shimadzu (IRAffnity-1, Kyoto, Jap&o) acoplado a um
acessorio de refletancia total atenuada (ATR) (Pike Tech, Madison, WI). As
amostras foram colocadas sobre o cristal de seleneto de zinco (ZnSe) e as
anélises foram realizadas na faixa de 4000 a 700 cm™, co-adicionando 32

varreduras e com resolucédo espectral de 4 cm™.

4.2.4. Anadlise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi obtida usando um analisador
termogravimétrico Shimadzu (modelo DTG-60, Kyoto, Japéo). As amostras (4-6
mg) foram aquecidas entre 25 e 650°C a uma taxa de aquecimento de

10°C.min™* e um fluxo de gés nitrogénio de 50 mL.min™.

4.3. Resultados e discussdes

A seguir serdo apresentados e discutidos de forma sistematica os
resultados obtidos. Sera discutida a metodologia empregada na obtencao dos
ésteres etilicos (biodiesel) e do monoacilglicerol, os resultados obtidos na
otimizacdo reacional durante a sintese e a caracterizacdo dos mesmos.

Diferentes analises foram realizadas para caracterizar o biodiesel
sintetizado a partir de 6leo de linhaca e o monoacilglicerol. A converséo do 6leo
em biodiesel foi avaliada usando RMN *H e a converséo do biodiesel em MAG
foi avaliada usando RMN 'H e CG-FID. A estrutura quimica do MAG foi
identificada por RMN 'H e por FTIR. A estabilidade térmica do biodiesel e do
MAG foi avaliada por TGA.
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4.3.1. Processo de transesterificacao

As reacdes de transesterificacdo do Oleo de linhaca foram realizadas
pela metodologia TDSP e na presenca do reagente verde etanol.

O esquema da reacao de transesterificacdo é mostrado na Figura 13.

CH,OCOR; R;OCOCH,CH;
catalisador +
(|:HOCOR2 + CH3CH,OH R,OCOCH,CH; ., CH,OH—CHOH—CH,0H
+
CH,OCOR; R3OCOCH,CH;4
Triglicerideo Etanol Mistura de ésteres etilicos Glicerol

R1,R, e Rg= Acidos Graxos
Figura 13. Esquema da reacéo de transesterificacdo.

A razdo molar alcool/6leo € um dos fatores mais significativos, afetando
a eficiéncia de conversdo e o rendimento do biodiesel. De acordo com a
estequiometria da reacdo, a razao molar alcool/6leo é de 3:1. Considerando-se
que a reacao é reversivel, sdo necessarias razdes molares mais altas para
aumentar a miscibilidade e consequentemente, aumentar o contato entre as
moléculas de alcool e do triacilglicerol. Portanto, um excesso de etanol deve
ser adicionado para deslocar o equilibrio termodindmico em direcdo a formacao
de biodiesel.

A Figura 14 mostra o espectro de RMN *H do 6leo de linhaca utilizado
junto ao etanol na reacdo de transesterificacdo para obtencdo do biodiesel

etilico.
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Figura 14. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCIs) do dleo de linhaga.

O espectro do 6leo de linhaca é apresentado na Figura 14 para enfatizar
as regibes de deslocamento quimico de interesse. O pico mais blindado
observado em 0,92 ppm (pico a) é caracteristico dos atomos de hidrogénio dos
grupos metil terminais nas cadeias de acidos graxos, conforme indicado na
estrutura quimica do Oleo de linhaca inserida na Figura 14. Os sinais
observados entre 2,78 e 1,34 ppm (pico f a b) sdo atribuidos aos atomos de
hidrogénio de grupos metileno internos nas cadeias de &cidos graxos. Os
atomos de hidrogénio olefinicos presentes nas cadeias insaturadas dos acidos
graxos podem ser observados em uma regido de campo baixo, em 5,36 ppm
(pico g). Os sinais destacados, localizados entre 4,1 e 4,3 ppm (pico i), séo
caracteristicos dos atomos de hidrogénio externos do fragmento de glicerol. O
atomo de hidrogénio interno do fragmento de glicerol € observado em 5,27 ppm
(pico h). Os deslocamentos estdo de acordo com a literatura (GUZATTO et al.,
2012).

A Figura 15 mostra o espectro de RMN *H referente ao biodiesel etilico

obtido na reacéo de transesterificagéao.
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Figura 15. Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) do biodiesel.

Muitos sinais no espectro do biodiesel sdo semelhantes aos observados
no espectro do 6leo de linhaca. No entanto, o fragmento gliceridico foi
removido durante a reacdo de transesterificacdo e substituido por um
fragmento de éster etilico. Entdo, a auséncia dos picos h e i no espectro da
Figura 15 indica que o Oleo de linhaca foi completamente convertido em
biodiesel. Os atomos de hidrogénio do grupo metileno do éster etilico,
destacados na Figura 15, podem ser observados como um quarteto em 4,12
ppm (pico j). De acordo com Guzatto e colaboradores os a&tomos de hidrogénio
do grupo metil do éster etilico sdo observados em 1,2 ppm e estdo sobrepostos
por outros sinais (pico b) (GUZATTO et al., 2012).

Para obter a conversdao em ésteres etilicos (Cgg) foi utilizada uma
metodologia confiavel que é baseada na integracdo de alguns picos do
espectro de RMN *H do biodiesel. Na Figura 15, o pico em 4,12 ppm foi usado
para calcular o teor de éster etilico. O pico em 2,30 ppm foi escolhido para
representar todos os possiveis derivados de 6leo de linhaca e todas as outras
espécies que foram formadas durante as reacdes de transesterificacdo. Os
calculos foram realizados de acordo com a equacédo (1) (GELBARD et al.,
1995) (KENAR, 2004) (KNOTHE; KENAR, 2004) (MORGENSTERN et al.,
2006) (TARIQ et al., 2011):
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Em que,

lee-CH> = valor de integracdo do pico j, que corresponde aos atomos de
hidrogénio do metileno do éster etilico.

l-CH, = o valor de integracdo do pico atribuido aos atomos de
hidrogénio do metileno adjacente ao grupo carbonila.

Na equacéo (1), o fator 2 que divide os dois valores de integracédo € o
fator de normalizacdo, porque cada integral corresponde a dois atomos de
hidrogénio. Assim, a reacdo de transesterificagdo realizada neste trabalho
produziu aproximadamente 97% de biodiesel a partir do 6leo de linhaca. A
presente conversdo foi semelhante aos 98% obtidos por Guzzato e
colaboradores (GUZATTO et al., 2012), e superior aos 85% obtidos por Schulz
e colaboradores (SCHULZ et al., 2011), o que € considerado uma alta

eficiéncia de conversao utilizando um reagente nao téxico.

4.3.2. Processo de glicerdlise

No presente trabalho, as reacBes de glicerdlise dos ésteres etilicos
foram realizadas em meio basico a diferentes temperaturas e tempos de
reacao.

O esquema da reacao de glicerdlise € mostrado na Figura 16.

CH,OH
catalisador $120COR 2

CH3CH,0COR + CH,OH—CHOH- CH,0H =—=—

CHOH  and/or CliHOCOR + CH3CH,0OH

CH,OH CH,OH

Etil Ester Glicerol alfa-monoacilglicerol beta-monoacilglicerol Etanol

Figura 16. Esquema da reacao de glicerdlise de etil ésteres.
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A glicerdlise € uma reacao reversivel e um excesso de glicerol deve ser
adicionado para alterar o equilibrio termodindmico em direcdo a formacdo do
MAG. Neste trabalho, foram realizadas reagcbes com razdo molar
biodiesel/glicerol de 1:5, uma vez que Schulz e colaboradores relataram que é
a razdo molar mais eficiente.

A Figura 16 mostra que o subproduto da reacdo da glicerélise € o etanol,
outra vantagem sobre o trabalho de Schulz et al. (2011), no qual o subproduto
da reacdo € o metanol, reduzindo assim o impacto ambiental com um residuo
menos téxico gerado durante a sintese.

As andlises por CG-FID foram usadas para quantificar os produtos de
glicerolise, de acordo com o método ASTM D6584. Os cromatogramas do
biodiesel antes da converséo, o produto da glicerdlise e a mistura de padrées
internos e externos foram utilizados para avaliar a conversdo do biodiesel e o
respectivo rendimento de acilglicerais.

Para quantificar os produtos da reacdo de glicerdlise, o fator de resposta
(rF) de cada espécie envolvida deve ser considerado. A conversdo de massa
do biodiesel (Cgp) pode ser obtida a partir das areas dos picos dos ésteres
etilicos no cromatograma do biodiesel antes da conversdo e das areas dos
picos dos ésteres etilicos presentes nos produtos da reacao de glicerdlise, de

acordo com a equacao (2)

Cop = 1 — 2oEEbroduct. 10 2)
YAEEBiodiesel

Em que,

Cgp = conversdo dos ésteres etilicos (biodiesel), expresso em percentual.

Y AEEproaue= SOmMatorio das areas dos picos dos ésteres etilicos
presentes no produto da reacao.

Y. AEEbpiodieses = SOMatorio das éareas dos picos dos ésteres etilicos
presentes no biodiesel.

O rendimento de acilglicerdis (%) foi expresso em relacdo ao Cgp. O
rendimento de mono-, di- e triacilglicerol (%)(Yme, Yps, and Yqg,

respectivamente) foi calculado de acordo com as equacoes (3-5):
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o) — CepX YAmc/TFuG
Vi (%) [(EAmMG/TFMmc)+(EApG/TFpe)+(CATG/TFT6)] (3)

on) — Cgp XX ApG/TFpG
Yb6 (%) [(EAmGc/TFMe)+(EApGc/TFpe)+(XATG/TFT6)] (4)

CppX YATg/TFTg
Y 0, = 5
76 (%) [(XAmGc/TFMG)+(EADG/TFp6)+(XATc /TFT6)] ©

Em que,
Awvec, Abc, Atc

respectivamente

areas dos picos do mono-, di- e triacilglicerol,

rFve, rFoe, rFrc = fatores de resposta do mono-, di- e triacilglicerol,
respectivamente
A Figura 17 mostra os trés cromatogramas usados para quantificar a

conversdo do biodiesel e o rendimento do produto da glicerdlise.
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Figura 17. Cromatogramas de: A - mistura de padrbes externos e interno: monoleina

(a), tricaprina (b), dioleina (c) e trioleina (d); B - biodiesel puro antes da reacéo de glicerdlise; C
- produtos da glicerdlise.

No cromatograma A da Figura 17, referente a mistura dos padrdes
interno e externos, onde (a) é o padrdo monoleina, usado para quantificar os

monoacilglicerdis, (b) é o padrao tricaprina, usado como padrao interno, (c) é o
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padrdo dioleina, usado para quantificar os diacilglicerois e (d) é o padrao
trioleina, usado para quantificar os triacilglicerois.

No cromatograma B, referente ao biodiesel antes da reacg&o, pode ser
observado que os ésteres etilicos eluiram entre 10 e 16 min de tempo de
retencao.

O cromatograma C, referente ao produto da glicerdlise obtido no teste
utilizando NaOH a 5%, biodiesel/glicerol 1:5, temperatura de 130°C e 12 horas,
onde o monoacilglicerdis podem ser observados no mesmo tempo de retencao
da monoleina, em torno de 17 min, a dioleina (c) aparece ap6és 27 min e a
trioleina (d) é detectada no cromatograma apos 35 min. Todos os trés
cromatogramas incluem tricaprina padréo interno (b) na mesma concentracao.

Para melhorar o desempenho na conversdo de biodiesel em MAG, os
efeitos da temperatura e do tempo de reacéo foram estudados nas reactes de

glicerolise.

Tabela 3. Valores de conversao de bhiodiesel (Cgp) e rendimentos em acilgliceréis
obtidos de acordo com os parametros utilizados na reacéo de glicerdlise.

Teste Tempo Temp Cep MAG DAG TAG
(h) (°C) (%) (%)" (%)° (%)"
M1** 10 130 50 44 1 5
M2* 10 130 88 52 7 28
M3* 8 130 89 39 11 39
M4* 6 130 76 49 5 23
M5* 12 130 98 76 7 15
Mo6* 12 150 98 22 27 48
M7* 12 100 84 26 8 49

**Refluxo; *Aberto; * Cgp: Conversdo do biodiesel; "Rendimento em monoacilglicerol
(MAG), diacilglicerol (DAG), triacilglicerol(TAG)

De acordo com a Tabela 3, uma comparacdo simples desses dados
indica que o valor mais alto de conversao de biodiesel, 98%, foi obtido para o
experimento realizado com tempo de reagdo de 12 horas, temperatura de
130°C e em reator aberto (teste M5). Para testes em reatores abertos, os
melhores resultados de Cgp podem ser observados quando a temperatura e o
tempo de reacdo sdo aumentados simultaneamente. Na temperatura mais
baixa (teste M7, longo tempo de reagcao) e no menor tempo de reacéo (teste
M4, temperatura mais alta), os resultados foram piores. O aumento simultaneo
de ambos os fatores parece melhorar a conversao do biodiesel. No entanto, um

aumento de temperatura acima de 130°C (vide teste M6) ndo parece melhorar
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a conversao de biodiesel e 0 custo de energia da reacdo é maior, o que nao €
interessante do ponto de vista industrial. Todos os testes realizados com
sistema aberto foram mais eficazes que o sistema de refluxo devido a
evaporacdo do etanol, um subproduto volatii da reacdo da glicerdlise. A
remocao do etanol altera o equilibrio termodinamico em direcdo a formacao do
produto. Em uma planta industrial de glicerolise, o etanol poderia ser
recuperado ao final do processo, o que evitaria a geragdo de residuos, um dos
principios basicos da quimica verde (LENARDAO; DABDOUB; BATISTA,
2003).

Deve-se considerar que o objetivo deste estudo é otimizar as condicdes
para a sintese de MAGs. Em outras palavras, significa obter o rendimento
maximo em monoacilglicerol, € procurado um processo com as temperaturas
mais amenas possiveis. A tabela 3 mostra que um rendimento mais alto de
MAG pode ser obtido com um tempo de reacdo de 12 horas a 130°C (teste
M5). A temperatura da reacdo da glicerdlise parece ser um parametro
importante para atingir um maior teor de MAG. As experiéncias realizadas a
100 e 150°C apresentaram um teor menor de MAG e um alto teor de DAG e,
principalmente, TAG nos produtos de glicerolise.

O produto da reacdo de glicerdlise alcanca ainda os requisitos basicos
para uso como emulsificantes em alimentos, de acordo com a Organizacao
Mundial de saude, o produto deve conter pelo menos 70% de monoacilglicerdis
e dialcilglicerdis somados, ter no minimo 30% de monoacilgliceréis, so
apresenta um triacilglicerol pouco superior, 15%, sendo o ideal abaixo de 10%
(LANGONE et al., 2002).

Cabe ressaltar que a remocdo do excesso de glicerol do produto
formado é dificultada pela alta viscosidade do produto. A dificuldade na
transferéncia de massa demanda, portanto, um leve aquecimento a 70°C,
conforme explicado na sec¢éo 4.1.2.2, seguido de resfriamento com banho de
gelo para facilitar a separacao de fases.

Assim, esses resultados demonstram a viabilidade de produzir MAGs
com temperaturas relativamente baixas nas reacdes de glicerolise do biodiesel.
Esses bons resultados podem ser explicados pelo fato de os ésteres etilicos
serem mais misciveis em glicerol quando comparados aos 06leos vegetais,

utilizados no método tradicional de glicerélise pela industria, com temperaturas
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acima de 200°C. Esses resultados sdo semelhantes aqueles observados por
Schulz et. al. (2011), que também obtiveram bons resultados com temperaturas
de 130°C. Entretanto, no presente trabalho, a sintese foi realizada utilizando-se
um reagente verde, o etanol.
Os cromatogramas dos monoacilglicerois obtidos pelas reacbes de
glicerdlise dos testes M1, M2, M3, M4, M6 e M7 sd@o apresentados no anexo 1.
A Figura 18 mostra o espectro de RMN 'H referente ao produto de

glicerolise obtido com um rendimento de 76% de monoacilglicerol (teste M5)

em solvente verde.
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Figura 18. Espectro de RMN *H (400 MHz, Acetona-d®) do monoacilglicerol.

O pico mais protegido observado em 0,89 ppm (pico a) é caracteristico
dos atomos de hidrogénio dos grupos metil terminais nas cadeias de acidos
graxos. Os sinais observados entre 2,80 e 1,27 ppm (picos f a b) sdo atribuidos
aos atomos de hidrogénio dos grupos metileno internos nas cadeias de acidos
graxos. Os atomos de hidrogénios olefinicos das ligagbes duplas carbono-
carbono de &cidos graxos estdo em uma regido de campo baixo, em 5,35 ppm
(pico g). O pequeno sinal observado em 5,30 (pico h) incluido nesta area €&
originario do atomo de hidrogénio ligado ao atomo de carbono central do

glicerol. O sinal em 4,14 ppm (pico k) é caracteristico dos atomos de hidrogénio
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ligados aos atomos de carbono externos do fragmento de glicerol e o sinal em
3,72 ppm (pico I) é atribuido ao hidrogénio dos grupos hidroxila. Os picos k e |
sdo observados apenas nos monoacilgliceréis. Comparando-se 0S espectros
apresentados nas Figuras 14, 15 e 18, observa-se que o sinal referente as
ligacbdes duplas (pico g) nao foi suprimido, o que significa que as ligagbes
duplas foram mantidas mesmo apds todos os procedimentos realizados
durante a sintese do MAG, desde o Oleo de linhaga. Esses &cidos graxos
insaturados sdo importantes e benéficos para a saude humana. Assim, o0 MAG
sintetizado pode ser de grande interesse para as industrias alimenticia e
farmacéutica.

A Figura 19 mostra os espectros obtidos na regido do infravermelho para

o biodiesel de o6leo de linhaca e o monoacilglicerol obtido com 76% de

rendimento.
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Figura 19. Espectro de IR do biodiesel e do monoacilglicerol obtido com 76% de
rendimento.

Na Figura 19, a principal diferenca observada entre os espectros do
biodiesel (material de partida) e do monoacilglicerol € a banda forte e larga
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centrada em 3360 cm™, atribuida aos modos de estiramento O-H, v(O-H),
tipicos de grupos hidroxila remanescentes na estrutura do monoacilglicerol
apos a reacao de glicerolise do biodiesel. O alargamento da banda sugere uma
grande extensdo de grupos OH associados por ligacbes de hidrogénio. A
banda fraca em 3008 cm™ pode ser atribuida aos modos de estiramento C-H,
v(C-H), olefinicos de ligacdes duplas -cis-dissubstituidas, como aquelas
encontradas nas cadeias insaturadas dos acidos graxos do o6leo de linhaca
(GUZATTO et al., 2012). Modos de estiramento C-H, antissimétricos e
simétricos, dos grupos metileno das cadeias de &cidos graxos podem ser
observados em 2922 e 2853 cm™, respectivamente. Ndo foram observadas
bandas caracteristicas dos modos vibracionais C-H dos grupos metil (CHs)
terminais entre 3000 e 2800 cm™, o que indica uma alta razdo de grupos
CH,/CHjs. Esta informacgéo esta de acordo com a presenca de acidos graxos de
cadeia longa do 6leo de linhaca.

A banda forte em 1739 cm™ é atribuida aos modos de estiramento C=0,
v(C=0), dos grupos carbonila caracteristicos dos ésteres. Os ésteres também
apresentam modos de estiramento C-O, v(C-O), entre 1300 e 1100 cm™. O
espectro na Figura 20 mostra varias bandas sobrepostas neste intervalo de
namero de onda e os modos vibracionais C-O dos ésteres podem ser
observados em 1165 cm™ (GUZATTO et al., 2012).

As bandas caracteristicas dos LC-PUFAs, mostradas em 3008 cm™ no
espectro da Figura 20, indicam que os grupos funcionais do 6leo de linhaca
foram preservados ao longo do processo, sendo observado também nas
Figuras 15 e 18 nos espectros de RMN *H. Além disso, a alta proporcdo de
grupos hidroxila e metileno indica que o MAG foi sintetizado com sucesso a
partir do 6leo de linhaca.

A Figura 20 mostra as curvas de TGA do biodiesel de oleo de linhaga e
do monoacilglicerol obtido 76% de rendimento. O termograma de biodiesel
mostra uma perda de massa de aproximadamente 96% em apenas uma etapa.
Este evento térmico ocorreu entre 160 e 260°C com perda maxima de massa

em 244°C, o que pode ser atribuido a degradacéo da matéria organica.
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Figura 20. Curvas de TGA do biodiesel de dleo de linhaca e do monoacilglicerol.

Por outro lado, o0 MAG apresenta um perfil de decomposicdo térmica
diferente do biodiesel. O termograma do MAG mostra uma perda de massa de
aproximadamente 78% e, pelo menos, trés eventos térmicos entre 160 e
220°C, 220 e 410°C e entre 410 a 510°C. Esses eventos térmicos podem ser
observados pelas diferentes inclinagdes da curva. Além disso, a decomposicao
térmica do MAG parece ser mais lenta que a do biodiesel. Deve-se considerar
gue a estrutura do MAG possui grupos hidroxila, grupos que possuem
interacOes de hidrogénio, os quais podem interferir significativamente em seu

mecanismo de decomposicao térmica.
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5. Parte 2: Otimizacao de formulagfes nanoestruturadas a partir do

monoacilglicerol
5.1. Reagentes e Métodos
5.1.1. Reagentes

Agua destilada, monoacilglicerol, Monolaurato Polioxietilenosorbitano
(Tween 20) (Synth), Monooleato Polioxietilenosorbitano (Tween 80) (Synth),
Brometo de dodecil trimetil aménio (DTAB) (Vetec), Brometo de cetil trimetil
amonio (CTAB) (Vetec), Dodecil sulfato de sédio (SDS), Polietilenoglicol (P123)
(Sigma-Aldrich), alcool etilico (Synth).

5.1.2. Métodos

Para preparacdo da formulacdo nanoestruturada de monoacilglicerol,
primeiramente o monoacilglicerol, sintetizado neste trabalho, foi pesado em
balanca analitica e misturado ao surfactante sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente até a total homogeneizacdo dos mesmos.
Posteriormente, foi adicionada agua até completar 10 g de solucdo, que foi
submetida a agitacdo magnética até total dissolucdo e a mistura tornar-se
translicida. A Figura 21 ilustra a representacdo do processo de preparo da

formulacéo nanoestruturada.
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Figura 21. Representacéo do processo de preparo da formulagdo nanoestruturada

Para o preparo da formulacdo nanoestruturada foram realizados varios

testes com variagdes das quantidades de monoacilglicerol e de surfactantes.
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A Tabela 4 mostra a estrutura dos surfactantes selecionados, com sua

respectiva massa molar e valor de HBL.

Tabela 4. Surfactantes testados no preparo das formulacdes nanoestruturadas de
monoacilglicerol

Estrutura Quimica Massa molar HBL*
(g.mol'l)
Monolaurato Polioxietilenosorbitano (Tween 20)
17,01
o 1227,52
OH
0 /z
{\/\ 0 w+x+y+z=20
y OH
Monooleato Polioxietilenosorbitano (Tween 80)
1309,67 15,95
yOH W+ X+y+z=20
Brometo de dodecil trimetil aménio (DTAB)
CHs
,L* CH Br 308,35 i
L,
Brometo de cetil trimetil aménio (CTAB)
e 364,45 10
N—cH Br
CHs
Dodecil sulfato de sédio (SDS)
0\\\\5 //0 ) 288,37 40
N o \O/é\/ W
Acido Plurénico (P123)
CHs 5800 7-9
o] o
H o OH
X y z

* HBL=Balanc¢o hidrofilico lipofilico; ** ndo encontrado

Para isso, foram selecionados alguns surfactantes a fim de buscar algum

que apresentasse um melhor resultado quanto a formacéo e estabilidade de
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nanoemulsdes. Dentre os surfactantes disponiveis, foram selecionados trés
ndo-iénicos (Tween 20, Tween 80 e P123), dois cati6nicos (DTAB e CTAB) e
um aniénico (SDS).

5.2. Instrumentacéo para Caracterizacao

Para a caracterizacdo da formulacdo nanoestruturada obtida, foram
analisados alguns parametros indicadores de estabilidade, tais como: raio
hidrodindmico, indice de polidispersdo, potencial zeta, condutividade e
mobilidade eletroforética, pH, viscosidade, indice de refracdo, efeito da

centrifugacéo e estresse térmico.

5.2.1. Tamanho de goticula e estabilidade

O raio hidrodindmico, o indice de polidispersdo, o potencial zeta, a
condutividade e a mobilidade eletroforética das nanoestruturas preparadas,
foram obtidos utilizando-se um equipamento Litesizer 500 Particle Analyzer da
marca AntonPaar. O equipamento tem como principio, para medi¢cdes destes
parametros, a dispersdao de luz dinamica (DLS), espalhamento de luz
eletroforética (ELS) e espalhamento de luz estatica (SLS). As medidas foram
realizadas a 25°C, sem diluicdo das amostras. A Figura 22 mostra a imagem do
analisador de particulas utilizado para caracterizar as formulacbes

nanoestruturadas.

e e P

Figura 22. Analisador de particulas utilizado para caracterizar as formulagdes
nanoestruturadas.
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5.2.2. Determinacéo do valor de pH

Para a determinacdo do pH das formulagdes foi utilizado o pHmetro
marca MS — Tecnopon Instrumentacdo, modelo mPA — 210. O sistema foi
previamente calibrado com solu¢bes tampédo de pH 4,0 e 7,0. A Figura 23
mostra a imagem do equipamento utilizado na determinacdo do pH das

formulagbes nanoestruturadas.

Figura 23. Equipamento utilizado na determinacdo do pH das formula¢des
nanoestruturadas.

5.2.3. Viscosidade

A analise de viscosidade das formulagdes foi realizada em equipamento
Brookfield RS-CPS+Rheometer, com controlador de temperatura modelo P_TS,
software: Rheo 3000 v1.2, taxa de cisalhamento de 0 a 100/s, temperatura de
25°C, tempo de 120s e spindle (sistema de medigéo, haste que foi encaixada
no equipamento) - C25-1. A Figura 24 mostra a imagem do viscosimetro

utilizado para caracterizar as formula¢des nanoestruturadas.

Figura 24. Viscosimetro utilizado para caracterizar as formula¢des nanoestruturadas.
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5.2.4. Indice de refracéo

Para a determinacgéo do indice de refracdo das formulacdes foi utilizado
um refratbmetro da marca Analytik Jena, previamente calibrado com agua
destilada. A Figura 25 mostra a imagem do refratbmetro utilizado para

caracterizar as formula¢cdes nanoestruturadas.

Figura 25. Refratdmetro utilizado para caracterizar as formulagdes nanoestruturadas.

5.2.5. Centrifugacéo

A andlise de estabilidade por centrifugacéo foi realizada adicionando-se
aproximadamente 3 mL das formula¢cdes em tubo falcon, submetendo-as a
centrifugacéo na velocidade de 3500 rpm por 30 min a 25°C(Bhatt and Madhav,
2011), em centrifuga de marca Centrifuge 5804R. A Figura 26 mostra a
imagem da centrifuga utilizada para caracterizar as formulacdes

nanoestruturadas.

Figura 26. Centrifuga utilizada para caracterizar as formulagdes nanoestruturadas.
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5.2.6. Estresse térmico

A andlise de estabilidade por estresse térmico foi realizada adicionando-
se aproximadamente 3 mL das formula¢des em tubo falcon. As amostras foram
submetidas a aquecimento na faixa de 25 a 100°C, sendo observado a
ocorréncia ou nao de separacao de fases ou modificacbes na cor a partir de
40°C. Os ensaios foram realizados em banho-maria da marca Centauro. A
Figura 27 mostra a imagem do banho-maria utilizado para caracterizar as

formulacdes nanoestruturadas.

Figura 27. Banho-maria utilizado para caracterizar as formula¢gées nanoestruturadas.

5.3. Resultados e discussoes

A seguir serdo apresentados e discutidos a metodologia empregada e os

resultados obtidos, na obtencédo das formula¢des nanoestruturadas.

5.3.1. Escolha do surfactante

Varios testes foram realizados a fim de obter uma formulacéo capaz de
ser aplicada como veiculo para substancias hidrofébicas, sejam farmacos,
cosmeéticos, vitaminas ou compostos alimentares.

Para isto, sabe-se que sendo o tamanho das goticulas que determina a
aparéncia da dispersdo coloidal, pequenos tamanhos de goticulas tendem a
ser transparentes ou translicidas (JINTAPATTANAKIT, 2018). E desejavel o
tamanho de goticulas muito pequeno, menores que 100 nm, uma vez que
apresentam varios beneficios, incluindo biodisponibilidade aumentada,

aumento da estabilidade a longo prazo e alta clareza Optica
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(JINTAPATTANAKIT, 2018). Para a estabilizacdo das formulacdes €
necesséria a utilizacdo de surfactantes (SILVA; CERQUEIRA; VICENTE, 2012)
ou ainda, de co-surfactantes (SETYA; TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014).
Como exposto anteriormente, os surfactantes tém papel importante, pois
diminuem a tenséo interfacial entre as duas fases, a fim de se obter pequenas
goticulas. O tipo de surfactante influencia na estabilidade das goticulas com
relacdo a fatores como variacdo de temperatura, pH, forca iébnica e tempo de
armazenamento (CINAR, 2017). Dessa forma, foi utilizada a propor¢cédo molar
de monoacilglicerol:surfactante (MAG:SUR) de 1:2 e testou-se varios
surfactantes. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5, analisadas no primeiro

dia apGs o preparo.

Tabela 5. Escolha do surfactante usando propor¢cdo molar de MAG:SUR de 1:2 e H,0
gsp para 10 g da formulacao

Teste Foto SUR RH IPD Pz CD ME
(hm) (%) (mv)  (mS.cm™)  (um.cm.vs™)

7 Tween 20 19 21,4 -3,9 1,6 -0,3
5 Tween 80 262 25,8 -4,2 1,6 -0,3
14 DTAB 8148 29,6 30,9 7,8 2,4
13 CTAB 49560  330,9 21,7 7,4 1,6
12 SDS 27713 41,1 -48,0 7,6 -3,7
15 Tween 20* 12143 251 -1,2 0,2 -0,1

SUR (Surfactante); RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de polidispers&o); PZ (Potencial zeta);
CD (Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética); *teste realizado com 6leo de linhaca
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Os produtos foram analisados quanto ao seu raio hidrodinamico (RH),
indice de polidispersdo (IPD), potencial zeta (PZ), condutividade (CD) e
mobilidade eletroforética (ME). Algumas formulagfes, conforme observado nas
fotos apresentadas na Tabela 5, apresentaram transparéncia e
homogeneidade.

Em carater experimental, foi testada a mesma quantidade, em massa,
do oleo de linhagca em vez do monoacilglicerol. O resultado é apresentado na
imagem da formulacdo 15, onde observa-se a formacdo de uma emulsdo
opaca, uma macroemulsdo heterogénea. Os Oleos sdo compostos, ha sua
maior propor¢cdo, por triacilglicer6is, que sdo mais apolares que o0s
monoacilglicerdis, o que pode justificar a diferenga observada.

Com relacdo ao raio hidrodinamico, o qual busca-se tamanhos
pequenos, pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos com os
surfactantes Tween 20 e 80, o que pode ser atribuido a estrutura dos
surfactantes que sao semelhantes (Tabela 4). Os surfactantes ndo-ibnicos com
cadeias carbdnicas volumosas estabilizam as goticulas da nanoemulséo por
impedimento estérico, evitando a coalescéncia destas. A dissociacdo em
surfactantes ndo ibnicos é muito pequena para gerar cargas elétricas que
estabilizam as goticulas por repulsdo eletrostatica. Estes surfactantes criam
uma barreira estérica com grupos moleculares volumosos (CINAR, 2017), o
gue pode explicar o resultado obtido.

Comparando a formulacdo do testes 5 (Tween 80) com RH de 262 nm
com o teste 7 (Tween 20) com RH de 19 nm, observa-se uma diferengca muito
grande entre os resultados, o que se deve a diferenca na estrutura dos
surfactantes. O fato da estrutura molecular do surfactante Tween 80 possuir
uma cadeia carbbnica maior e apresentar uma insaturacdo impede a
acomodacéo das cadeias de acidos graxos do monoacilglicerol, que trata-se de
uma cadeia carbdnica com trés insaturacdes, acomodada mais facilmente pela
estrutura saturada do Tween 20. O impedimento estérico entre as cadeias
insaturadas do Tween 80 e do monoacilglicerol resulta em um aumento do raio
hidrodinamico das goticulas na formulacao.

O uso dos surfactantes catiénicos (DTAB e CTAB) e anibnico (SDS) nao
se mostrou viavel para o preparo de formulacbes nanoestruturadas com o

monoacilglicerol nas condi¢cdes estudadas. As imagens da Tabela 5 mostram
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uma turbidez nestas formulacdes, o que sugere que as forcas eletrostaticas
atrativas superam as forcas eletrostaticas repulsivas que ocorrem no meio
onde h4 surfactantes i6nicos, levando a uma coalescéncia das goticulas.

Os resultados obtidos podem ser justificados pelos valores de HBL, visto
que os surfactantes que apresentaram melhores resultados Tween 20 e 80
apresentam valores altos de HBL 17,01 e 15,95 (Tabela 4), respectivamente,
dentro da faixa de valores que sé&o considerados ideais para nanoemulsées do
tipo 6leo em agua, HLB (8-18) (SETYA; TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014). Ja
o surfactante CTAB, apresenta HBL 10 (Tabela 4), dentro da faixa de valores
que sao considerados ideais, porém bem menor que o Tween 20 e 80, e 0
surfactante SDS, apresenta HBL 40 (Tabela 4) muito acima do considerado
ideal para nanoemulsdes 6leo em agua.

Quanto ao indice de polidispersao, que indica a faixa de distribuicdo do
raio das goticulas, observa-se que na maior parte dos testes a variacéo ficou
entre 20 e 30% do valor do RH, tendo também respostas melhores quando
utilizado os surfactantes Tween 20 e 80. Os valores do indice de polidispersao
préximos de 20% indicam uma distribuicdo monomodal e estreita de tamanho
das goticulas (IZQUIERDO et al., 2005).

Quanto ao potencial zeta, o valor considerado ideal é maior que 30 ou
menor que -30 mV e indica que a emulsédo é fisicamente estavel (FREITAS;
MULLER, 1998). Altos valores de potencial zeta, positivos ou negativos, estao
indiretamente associados a estabilidade da formulac&o, pois a repulséo entre
particulas identicamente carregadas evita processos como a floculacdo das
emulsGes. Na Tabela 5 observa-se que o melhor resultado de potencial zeta foi
obtido para a formulacdo do teste 12 (com surfactante anidnico) seguida pelas
formulacdes dos testes 13 e 14 (com surfactantes catidnicos). Porém, estas
formulacbes ndo apresentaram resultados bons quando comparados ao
parametro raio hidrodinamico. Por outro lado, os resultados baixos de potencial
zeta obtidos para as formulagbes dos testes 7 e 5 utilizando os surfactantes
Tween 20 e 80, respectivamente, sdo esperados devido a estes surfactantes,
sendo n&o-idnicos, ndo possuirem cargas.

Nas formula¢cdes com surfactantes i6nicos, a condutividade e mobilidade
eletroforética, em modulo, apresentam valores maiores, o que € esperado para

formulagbes que apresentam cargas elétricas quando submetidas a uma
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diferenca de potencial. Por outro lado, no caso das formula¢cdes contendo
monoacilglicerol e Tween, que s&o nao idnicos, 0s valores sdo menores. Estes
valores sdo menores ainda quando o monoacilglicerol é substituido pelo éleo

de linhaga, que € mais apolar que o monoacilglicerol.

5.3.2. Testes com uso de 20% de surfactantes

Foi realizado ainda, um experimento utilizando propor¢cdes massicas, a
fim de verificar se 20% de surfactante levaria a um melhor resultado. Testou-
se o surfactante P123, que também é ndo-ibnico e ndo poderia ser usado na
relacdo molar anterior, visto que que possui massa molar de 5800 g.mol™, ndo
€ possivel a utilizacdo da proporcdo molar para 10 g de solucéo, e testou-se
ainda o efeito de um aumento do percentual do surfactante catibnico CTAB na
formulagéo.

Com os dados do teste anterior (Tabela 5), no qual a propor¢gao molar do
monoacilglicerol utilizado (1 mmol) equivale ao teor massico de 3,5%, e 0s
surfactantes que apresentaram melhores resultados: Tween 20, no qual 2
mmol equivale ao teor em massa de 24%, e o Tween 80 equivale ao teor em
massa de 26%, optou-se entdo por testar 3,5% de monoacilglicerol
(equivalente a 1 mmol) com 20% de alguns surfactantes disponiveis e agua
destilada gsp para 10 g da formulacdo, conforme mostrado da Tabela 6,
analisadas no primeiro dia apds o preparo.

Tabela 6. Escolha do surfactante utilizando um teor em massa de 3,5% de MAG, 20%
de surfactante e H,O gsp para 10 g da formulagéo

Teste Foto SUR RH IPD Pz CD ME
(nm) (%)  (mV) (mS.cm™)  (um.cm.Vs™)

Tween 20 13 30,5 -6,5 1,7 -0,5

11 Tween 80 72139 11,6 -7,0 1,6 -0,5
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21 CTAB 31846 49,7 - - -

20 P123 5449 26,1 -3,9 1,6 -0,3

SU(Suféctante); RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de polidispersido); PZ
(Potencial zeta); CD (Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética)

Pode-se observar, através das fotos, que a formulacéo do teste 8 ficou
transparente, dos testes 20 e 21 ficaram translicidas, e do teste 11 ficou
opaca. Porém, quando sao analisados os raios hidrodinamicos, observa-se que
a formulacao do teste 8 foi a que apresentou melhor resultado. Comparando-se
o resultado desta formulacdo com aquela do teste 7 (Tabela 5), pode-se
observar que a formulacédo do teste 8 apresenta um raio hidrodindmico menor,
porém seu indice de polidispersdo é maior, 0 que sugere que a distribuicao do
raio das goticulas se encontra em uma faixa maior. A polidispersividade da
origem ao amadurecimento de Ostwald, processo em que o tamanho médio
das goticulas em uma emulsdo aumenta ao longo do tempo devido a difusao
de moléculas do 6leo das micelas menores para as micelas maiores. Este
processo de coalescéncia das gotas leva a uma reducédo da area superficial da
gota e consequentemente, a uma reducdo da tensdo superficial
(MCCLEMENTS, 2011). O amadurecimento de Ostwald € o principal
mecanismo de desestabilizacdo para as nanoemulsdes, devido ao tamanho
extremamente pequeno das goticulas, o que causa grande limitacdo para sua
utilizacao no desenvolvimento de novas aplicagbes (CINAR, 2017).

Para a formulacdo do teste 11, a diminuicdo do teor do surfactante
Tween 80 de 26% (teste 5, Tabela 5) para 20% (teste 11, Tabela 6) mostrou
um aumento significativo no RH, indicando uma perda de estabilidade da
emulsdo. Pode-se constatar que 20% do surfactante Tween 80 ndo é suficiente
para o preparo da formulagédo nanoestruturada.

A formulacdo do teste 21 ndo apresentou resultado satisfatorio com
relacdo ao RH, mesmo com aumento da quantidade de surfactante (em relacao

ao teste 13 da Tabela 5). Observa-se ainda que a formulagéo do teste 20, com
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o surfactante P123, sendo este um surfactante nao-ibnico, poderia ser
comparado com o Tween 20. Porém, embora ndo-iénico, o resultado néo foi
bom. Os resultados podem ser justificados pelos valores de HBL, visto que o
surfactante que apresentou melhor resultado, Tween 20, apresenta valor alto
de HBL 17,01 (Tabela 4), ja o surfactante CTAB - HBL 10 (Tabela 4) e 0 P123
— HBL 7 a 9 (Tabela 4). Os valores, apesar de estarem dentro da faixa de
valores que séo considerados ideais para hanoemulsdes do tipo 6leo em agua,
HLB (8-18) (SETYA; TALEGAONKAR; RAZDAN, 2014), sao baixos, 0 que
sugere que valores altos de HBL, sdo necessarios para preparo desta
formulagéo.

A Tabela 6 mostra também um aumento do PZ das formula¢gBes dos
testes 8 e 11, quando comparados aqueles dos testes da Tabela 5, porém com
uma mesma ordem de grandeza. A condutividade e a mobilidade eletroforética
nao parecem ter sido afetadas significativamente pela diminuicdo do teor de

surfactante.

5.3.3. Testes com uso do co-surfactante alcool etilico

Como exposto anteriormente, em muitas situacbes apenas um
surfactante pode ndo ser capaz de reduzir a tenséo interfacial 6leo/agua para
estabilizar a nanoemulsao, surge entdo, a necessidade de se utilizar um co-
surfactante.

Baseado nisso e nos resultados dos testes anteriores, nos quais 0s
melhores resultados com respeito ao raio hidrodindmico foram obtidos com os
surfactantes Tween 20 e Tween 80, foram realizados ainda experimentos
utilizando o co-surfactante alcool etilico.

Inicialmente, foram realizados testes com variacbes da quantidade do
surfactante Tween 80 para alcancar um produto transparente. A Tabela 7
mostra os resultados obtidos utilizando-se 1 mmol do monoacilglicerol, 2 mmol
do surfactante Tween 80, razdo molar de MAG:SUR de 1:2, com variages de
0; 0,5; 1 e 2% em massa de alcool etilico como co-surfactante. As formulacdes

foram caracterizadas nos dias 1, 14 e 28 apds o preparo.

60



Tabela 7. Efeito do alcool etilico em formulacbes com razdo molar MAG:SUR de 1:2
com Tween 80 como surfactante.

Teste Foto Alcool  Tempo RH IPD Pz CD ME
etiico  (Dias) (m) (%) (mV) (@mMS.cm™)  (um.cm.Vs™?)
(%)

1 262 258 43 16 0,3
> - 14 135 208 -3,0 15 0,2
28 230 22,1 -26 15 0,2
1 160 21,7 -34 15 0,3
B 0.5 14 178 214 -29 15 0,2
28 14 286 -26 15 0,2
1 121 220 -49 15 0,4
4 1 14 102 216 -18 15 0,1
28 198 22,8 -32 14 0,2
1 86 21,8 -26 15 0,2
3 2 14 71 229 -07 1,4 0,1
28 103 21,9 -11 14 0,1

RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de polidispersdo); PZ (Potencial zeta); CD
(Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética)

Com relacéo ao raio hidrodinamico para formulacées analisadas apés 1
dia de preparo, nota-se que a adicdo de teores crescentes do co-surfactante
alcool etilico resulta em uma diminuicdo do RH das goticulas. Aléem disso,
observa-se uma pequena variagdao do RH em todas as formulacdes ao longo
do tempo, o que pode estar associado a acomodacdo das cadeias do
monoacilglicerol e do surfactante. Entretanto, em todas as formulacdes e em
todos os tempos analisados, o RH foi menor do que aquele medido para a
formulagdo sem o co-surfactante (teste 5) analisada apds um dia do preparo. O
alcool etilico adicionado como co-surfactante nas formulagcbées com Tween 80
parece exercer o papel de acomodar melhor as cadeias carbonicas dos
componentes da formulacéo, permitindo uma diminuicdo do RH das goticulas.
Apesar deste resultado, as formulagdes preparadas com Tween 20 (Tabelas 5
e 6) ainda apresentam os menores valore de RH.
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Quanto ao indice de polidisperséao, que mostra a distribuicdo de tamanho
das goticulas, pode ser observado na Tabela 7 que este varia entre 20 e 29%
do valor do RH para as formulac¢des, o que mostra uma certa uniformidade no
tamanho das goticulas para cada formulacéo (IZQUIERDO et al., 2005).

Quanto ao potencial zeta, valores baixos sdo esperados devido ao
Tween 80 ser um surfactante ndo-idnico e ndo possuir carga. A estabilidade ao
longo do tempo avaliado se justifica pelo raio hidrodindmico se manter com
valores sem variacbes expressivas, possivelmente isso se deve ao efeito
estérico da estrutura volumosa da molécula do Tween 80 que interage com a
estrutura do monoacilglicerol.

Quanto a condutividade, que pode ser considerada um parametro
indicativo de instabilidade das emulsdes, observa-se que o0s valores se
mantiveram em torno de 1,5 mS/cm, ndo havendo uma variacdo expressiva
durante o periodo avaliado.

Com relacdo a mobilidade eletroforética, os resultados ficaram entre -0,1
e -0,3 um.cm/Vs, o que pode ser justificado pelo fato do surfactante utilizado
ser o Tween 80. A mobilidade eletroforética é a razdo da velocidade dos ions
em relagdo a forca de um campo elétrico. Tendo em vista que o Tween 80 é
um surfactante ndo-ibnico, o baixo valor de mobilidade eletroforética é
esperado para esta formulacao.

O melhor resultado para esta série de formulacbes foi o teste 3, que
apresentou 0os menores valores de RH. Porém, embora esteja na escala nano,
com a adicao do co-surfactante alcool etilico, os resultados obtidos com o
Tween 80 ndo foram melhores que os resultados obtidos anteriormente, para a
formulacédo do teste 7 (Tabela 5), onde Tween 20 foi utilizado como surfactante.
Portanto, foram realizados experimentos variando as quantidades de Tween 20
(15, 17, 20, 24 e 28 %) e 2% de alcool etilico.

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos utilizando 1 mmol do
monoacilglicerol com varia¢des do teor de surfactante Tween 20 sem e com a
adicdo de 2% de alcool etilico como co-surfactante, analisadas no primeiro dia

apos o preparo.

62



Tabela 8. Efeito da variacdo do teor do surfactante Tween 20 e da presenca de &lcool
etilico nos testes utilizando 1 mmol do monoacilglicerol

Teste Foto SUR  Alcool RH IPD Pz CD ME
(%) etilico  (nm) (%) (mV)  (mMS.cm™  (um.cm.vs™)
(%)

41044  154,0 -10,0 1,8 -0,8

9—! )
10 ! 17 - 6993 41,7 -8,8 17 -0,7

8 E‘ 20 - 13 30,5 -6,6 17 -0,5
16 20 2 1154 27,5 -5,8 1.6 -0,4
7 24 - 19 21,4 -3,9 1,6 -0,3
17 24 2 871 26,6 -3,9 14 -0,3
19 28 - 7285 27,5 -4,0 14 -0,3
18 28 2 1586 23,7 -4,1 13 -0,3

SUR (Surfactante); MAG (Monoacilglicerol); RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de
polidisperséo); PZ (Potencial zeta); CD (Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética)
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Observa-se que as formulacbes dos testes 9 e 10, com 15 e 17% de
surfactante, respectivamente, apresentaram-se opacas, 0 que mostra que a
quantidade de surfactante foi insuficiente para estabilizar as formulacdes. As
formulacdes dos testes 7 e 8, na auséncia do alcool etilico, apresentaram um
resultado satisfatorio tanto no aspecto visual quanto no RH, comparadas com
as formulacdes dos testes 16 e 17, na presenca de 2% de alcool etilico. Nota-
se que o uso do co-surfactante ndo foi eficiente, ou seja, ndo melhorou ou
manteve o raio hidrodindmico das goticulas pequeno para as formulacdes
contendo Tween 20. Com relacdo as formulacbes dos testes 18 e 19,
observou-se que o aumento da quantidade de surfactante na formulacao
também ndo mostrou melhora nos resultados. Os resultados mostram que
teores de 20 e 24% do surfactante Tween 20, na auséncia do co-surfactante,
sdo adequados para garantir a formacéo das nanoemulsdes. Teores abaixo ou
acima destes parecem nao estabilizar as nanoemulsdes.

Assim, comparando-se as formulacdes analisadas ap6s 1 dia do preparo
com 20% de Tween 20 (Tabela 8) sem co-surfactante (teste 8, RH =13 nm) e
com 2% de co-surfactante (teste 16, RH = 1154 nm), e as formulacbes com
20% de Tween 80 (Tabela 7) sem co-surfactante (teste 5, RH = 262 nm) e com
2% de co-surfactante (teste 3, RH = 86 nm), pode-se observar que a presenca
de 2% do co-surfactante alcool etilico melhora os resultados do RH nas
formulagbes com Tween 80. Entretanto, 0 mesmo comportamento ndo pode
ser observado para as formulagcdes contendo Tween 20.

Diante disso, considera-se que o melhor resultado para a formulagao

nanoestruturada é a propor¢ao utilizada na formulacédo do teste 7.

5.3.4. Caracterizacao da formulacdo nanoestruturada

A formulagéo do teste 7 foi analisada quanto a sua estabilidade em um
periodo de 1, 14 e 28 dias. Esta amostra foi caracterizada quanto ao raio
hidrodinamico, o indice de polidispersdo, o potencial zeta, a condutividade, a
mobilidade eletroforética e ainda, foi caracterizada quanto ao seu pH,
viscosidade, indice de refracdo e testes de estabilidade por centrifugacdo e
estresse térmico. Os resultados sao apresentados na Tabela 9.

64



Tabela 9. Resultados da caracterizacdo da formulacdo nanoestruturada do teste 7

Tempo (dias) 1 14 28
RH (nm) 19 19 56
IPD (%) 21,4 22,3 18,0
PZ (mV) -3,9 -4,3 -3,7
CD (mS.cm™) 1,6 1,6 15
ME (um.cm.Vs™) -0,3 -0,3 -0,3
Foto - :
S
Cor Transparente
pH* 7,10
indice de refragdo* 1,369
Viscosidade (Pa.s)* 42,94

* Analisado no dia do preparo. RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de polidisperséo); PZ
(Potencial zeta); CD (Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética)

Como j& foi citado anteriormente, é desejavel um tamanho de goticulas
muito pequeno, menores que 100 nm, para uso da nanoemulsdo como veiculo
para farmacos, uma vez que este tamanho apresenta varios beneficios,
incluindo biodisponibilidade aumentada, aumento da estabilidade a longo prazo
e alta clareza 6ptica.(Jintapattanakit, 2018)

Observa-se que o resultado do raio hidrodindmico se mantém estavel ao
longo do periodo analisado, tendo um pequeno aumento em 28 dias apés o
preparo, o qual poderia ser atribuido a maturacdo de Ostwald.

O indice de polidispersédo, sugere que a maioria das goticulas desta
formulacdo apresenta um tamanho muito préximo, ou seja, apresenta uma
estreita distribuicdo no tamanho destas goticulas. Pode ser observada uma
discreta diminuicdo no IPD para a formulacdo analisada aos 28 dias.
Provavelmente, goticulas menores coalesceram e deslocaram o raio
hidrodindmico para um valor maior em 28 dias, porém, com uma discreta
diminuicdo no intervalo de tamanho, o que sugere uma distribuicdo
discretamente mais estreita de tamanhos das goticulas no 28° dia apdés o
preparo. Os valores do indice de polidispersao préximos de 20% indicam uma
distribuicdo estreita de tamanho das goticulas. (IZQUIERDO et al., 2005)

O potencial zeta indica, indiretamente, que uma emulsdo é fisicamente
estavel devido a repulséo eletrostatica induzida pelas goticulas identicamente

carregadas. As cargas negativas ou positivas na superficie das goticulas
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causam repulsdo, o que evita agregacdo ou coalescéncia.(TAGHAVI et al.,
2018) Entretanto, sendo o Tween 20 um surfactante n&o-idnico, os valores de
PZ observados na Tabela 9 sdo menores do que aqueles esperados para
goticulas carregadas. Portanto, a estabilidade observada através da constancia
do resultado do RH por pelo menos 14 dias se deve a estabilidade atribuida por
fatores estéricos, pelo fato da molécula do Tween 20 possuir em sua estrutura
uma cadeia saturada que pode acomodar a molécula do monoacilglicerol, que
por sua vez, possui em sua estrutura uma cadeia de acidos graxos com trés
insaturacoes.

Quanto a condutividade, que pode ser considerada um parametro
indicativo de instabilidade das emulsdes, o aumento pode estar relacionado
com a coalescéncia e a diminuicdo, com a agregacdo das goticulas. Portanto,
observa-se, que os valores de condutividade se mantiveram em torno de 1,5
mS/cm, ndo havendo uma variacdo expressiva durante o periodo avaliado.

O valor observado para a mobilidade eletroforética, em torno de -0,3
um.cm/Vs, pode ser justificado pelo fato do surfactante utilizado ser o Tween
20. A mobilidade eletroforética é a razdo da velocidade dos ions em relacdo a
forca de um campo elétrico. Tendo em vista que o Tween 20 é um surfactante
nao-ibnico, o baixo valor de mobilidade eletroforética é esperado para esta
formulacao.

Quanto a cor, como foi citado anteriormente, goticulas com tamanho até
50 nm séo transparentes, o que pode ser confirmado analisando a formulacéo
obtida, que tem um leve tom amarelo que pode ser atribuido ao
monoacilglicerol, que é marron claro, ou até mesmo ao Tween 20, de cor
amarelo claro.

A formulacdo do teste 7 apresentou um pH neutro. Este resultado é
muito satisfatorio para as aplicacdes planejadas para o material, entre elas,
como veiculos para drogas, tendo em vista que o pH da formulagdo é
compativel com o pH sanguineo.

Quanto ao indice de refragdo, definido como a razdo entre a velocidade
da luz no vacuo e a velocidade da luz no meio, pode-se observar que o
resultado obtido, 1,369, € préximo ao indice de refracdo da agua, que é 1,332
(ZAMBIAZI, 2010), o que s6 corrobora com a transparéncia relatada na analise
de cor da formulagéo.
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A viscosidade € uma caracteristica importante porque caracteriza a
resisténcia de um fluido ao escoamento. Em nanoemulsdes, quanto maior a
viscosidade, maior € a estabilidade e o tempo de vida til da formulacéo para
testes ou uso final. A agua, por exemplo, apresenta uma viscosidade de 1
mPa.s (PILEGGI , 2000), um valor muito menor do que aquele determinado
para a formulacdo do teste 7. A alta viscosidade observada para esta
formulagdo corrobora com o0s resultados de estabilidade discutidos
anteriormente.

A formulacdo nanoestruturada do teste 7 foi analisada também quanto a
estabilidade sob centrifugacdo e estresse térmico. Para a estabilidade por
centrifugacdo foi realizada a analise visual ap0s esta ser submetida a uma
velocidade de 3500 rpm por 30 min a 25°C. Observou-se que ndo houve
alteracdes na aparéncia e também nao houve separacdo de fases. Isso
comprova que a amostra manteve sua estabilidade mesmo em uma alta

velocidade de rotag&o. O resultado € mostrado na Figura 28.

Figura 28. Formulacao nanoestruturada do teste 7 apés a centrifugacéo.

O resultado visual do teste de estabilidade por estresse térmico da
formulag&o nanoestruturada do teste 7 estd mostrado na Figura 29. A amostra
foi submetida a um aquecimento na faixa de 25 a 100°C e o resultado foi
registrado a cada 10°C entre 40 e 100°C.

40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C 100°C
N i ' " \ | -

Figura 29. Formulagao nanoestruturada do teste 7 apds o estresse térmico.

67



Observou-se que ao ser submetida a um aguecimento na faixa de 25 a
100°C, nao houve alteracdo na aparéncia e também ndo houve separacdo de
fases. Este resultado comprova que a amostra manteve a estabilidade, o que é
um resultado satisfatorio, visto que abrange a aplicacdo da nanoestrutura em
areas que exijam estabilidade térmica.

Os resultados de estabilidade mostrados pela formulacdo do teste 7
indicam uma complexidade das interacbfes entre 0s componentes da
formulacdo. Moléculas anfifilicas, que contém um grupo hidrofilico e um
dominio de cadeia carb6nica hidrofobica, mediante adicdo de agua formam
estruturas auto-organizadas que sdo denominadas fases cristalinas liquidas
(WANG et al., 2018). Materiais que formam cristais liquidos pela adicdo de
solventes sdo chamados cristais liquidos liotrépicos e contém, no minimo, dois
componentes: 0 componente organico, por exemplo, tensoativo e seu solvente
(FORMARIZ et al., 2005). Estas estruturas liotrépicas sdo termodinamicamente
estaveis, independentemente da temperatura e pressao, isso justifica os
resultados dos testes de estabilidade (estresse térmico e por centrifugacao)
obtidos com a formulagdo nanoestruturada.

As caracteristicas quanto a estabilidade da formulagdo nanoestruturada
preparada neste trabalho e sua composicdo como, por exemplo, a presenca do
Tween 20 e do monoacilglicerol contendo trés insaturacdes, ambos anfifilicos,
indicam que a formulacdo possui complexidade para formar uma estrutura
cristalina liquida. Além disso, a alta viscosidade observada para a formulacdo
também sugere que houve a formagéo de mesofases.

Conforme exposto anteriormente, o0s carreadores lipidicos séao
transportadores seguros porque séo produzidos com ingredientes néo téxicos e
nao irritantes, e apresentam capacidade de incorporar drogas (NICULAE et al.,
2014). Dessa forma, a sequéncia do trabalho foi a aplicagdo do
monoacilglicerol como agente encapsulante de &acidos graxos em
nanoemulsées com atividade biolégica em testes com bactérias

multirresistestes.
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Parte 3
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6. Parte 3: Monoacilglicerol como agente encapsulante em

formulagfes nanoestruturadas
6.1. Reagentes e Métodos
6.1.1. Reagentes

Agua destilada, monoacilglicerol, Monolaurato Polioxietilenosorbitano
(Tween 20) (Synth), Acidos graxos: octandico (caprilico), decandico (caprico),
dodecandico (laurico) e tetradecandico (miristico) (Sigma-Aldrich), Alcool etilico
P.A. (Synth), meios de cultura Mueller Hinton Broth (Kasvi) e Mueller Hinton
Agar (Kasvi), Cloreto de 2,3,5-Trifenil tetrazélio P.A. (Dinamica) e as bactérias
das espécies Staphylococcus aureus (ATCC12600), que € uma cepa padréo,
Klebsiella pneumoniae (KIP 17), Klebsiella pneumoniae (KIP 34) e
Pseudomonas aeruginosa (PSA13), sdo bactérias multirresistentes que foram

coletadas de pacientes da Santa Casa de Misericérdia de Pelotas.
6.1.2. Métodos
6.1.2.1. Preparo da formulacdo nanoestruturada com acido graxo

Para preparacdo da formulacdo nanoestruturada de monoacilglicerol
com &acido graxo, primeiramente 0,35 g do monoacilglicerol foi pesado em
balanca analitica e misturado a 0,1 g de &cido graxo sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente até a completa dissolu¢cdo do acido ao monoacilglicerol.
Posteriormente foi adicionado 2,4 g de Tween 20 sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente até a total homogeneizacdo dos mesmos, adicionando-
se 4gua até completar 10 mL de solucdo. A mistura foi submetida a agitacao
magnética até a homogeneizacdo da mesma. A Figura 30 mostra a

representacao do preparo da formulacdo nanoestruturada.

70



3¢ 4°

la
Monoacilglicerol Acido graxo Monolaurato de Acua
[‘ saturado [‘ sorbitan etoxiado (‘ N
]

0

Temperatura
Temperatura Temperatura %
rbieke =4 R 4 ~~= ambiente R
;‘S i - = Formulagio
Agitagdo Agtagio Agitacio
S nanoestruturada
constante constante constante

¢/ principio ativo

Figura 30. Representacéo do preparo da formulacdo nanoestruturada.

Para o preparo da formulacdo nanoestruturada com o acido graxo foram
incorporadas a formulacdo os seguintes acidos graxos apresentados na Tabela

10, com suas respectivas estruturas e massa molar.

Tabela 10. Acidos graxos testados no preparo das formulacdes nanoestruturadas

Nome IUPAC Simbolo Estrutura Quimica Massa
(Nome Comum) *(Cx:n) Molar
(g.mol™)
0
Acido octanéico C8:0 144
(Acido caprilico)
OH
0
Acido decanoico C10:0 172
(Acido céaprico)
OH
0
Acido dodecandico C12:0 200
(Acido laurico)
OH

0

Acido tetradecandico  C14:0 228
(Acido miristico)
OH

¥ Cx = nimero de atomos de carbono da cadeia carbdnica; n = nimero de ligacbes
duplas na cadeia carbénica.

6.1.2.2. Preparo do meio de cultura Mueller Hinton Broth

Para o preparo do meio de cultura, 21 g de Mueller Hinton Broth foi
pesado em balanca analitica e dissolvido em 1 L de agua destilada, a solucéo
foi aquecida até completa dissolucdo. Apos, a solucdo foi esterilizada em

autoclave a 121°C por 15 min.
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6.1.2.3. Preparo da solucéo dos acidos graxos em solucéo

Para preparacdo da solugdo de acido graxo, primeiramente 0,1 g de
acido graxo foi pesado em balanca analitica e dissolvido em 1 mL de alcool
etilico P.A.. Apos a homogeneiza¢édo, 9 mL do meio de cultura (Mueller Hinton
Broth) foram adicionados, completando 10 mL de solucdo a fim de que a
concentracdo de &cidos graxos se iguale a formulacdo nanoestruturada citada

acima.
6.1.2.4. Preparo do meio de cultura Mueller Hinton Agar

Para o preparo do meio de cultura, 2 g de Mueller Hinton Agar foi
pesado em balanca analitica e dissolvido em 100 mL de agua destilada, sendo
a solucao foi aquecida até completa dissolucdo. Apés, a solucéo foi esterilizada
em autoclave a 121°C por 15 min.

6.1.2.5. Ativacao das bactérias

As bactérias foram ativadas pela deposicédo do in6culo em placa com o

meio de cultura Mueller Hinton Broth e incubado em estufa a 37°C por 24 h.

6.1.2.6. Teste de acdo antibacteriana dos acidos graxos

encapsulados e em solucéo

A acdo antibacteriana dos acidos graxos foi testada com microdiluicdo
em caldo para a determinacdo da CIM (concentracgao inibitéria minima), que € a
menor concentracdo de um agente antimicrobiano que impede o crescimento
visivel de um microorganismo em testes de sensibilidade por diluicio em agar
ou caldo. Os testes foram realizados em concentragcdes que partiram de 5
mg.mL™* das formulacdes nanoestruturadas com acidos graxos e das solucées
de acidos graxos. Para isso, foram realizadas dez diferentes concentracdes
com diluicbes seriadas a 1:2 no meio de cultura (Mueller Hinton Broth) liquido
com o in6culo, conforme ilustrado na Figura 31. As placas foram incubadas a
37°C em estufa por 24 h.(CLSI, 2012)
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Figura 31. Esquema de microplaca utilizada para teste antibacteriano dos é&cidos
graxos em bactérias.

A CIM foi determinada por comparagdo visual do crescimento da
bactéria ocorrida nos pocos referentes as concentragdes utilizadas com o seu
crescimento no poco controle positivo, sendo considerado como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento da bactéria em relagdo ao poco
controle positivo. A CIM foi determinada a partir da adicdo de 60 pL de uma
solucdo de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazdlio 0,17 mg.mL™, que apresenta
coloracdo quando ocorre respiracdo celular. As placas entéo foram incubadas a
37°C em estufa por 3 h (CLSI, 2012).

6.1.2.7. Teste quanto ao composto ser bactericida ou

bacteriostatico

Apo6s a determinagéo da CIM, foi realizado o teste quanto ao composto
ser bactericida ou bacteriostatico. O composto ser bactericida significa que ele
possui a capacidade de eliminar de fato as bactérias e o composto ser
bacteriostatico significa inibir momentaneamente o crescimento da bactéria
guando exposta ao composto. Para isso, foram retiradas aliquotas dos poc¢os
que apresentaram resultados positivos e colocadas em placas de petri com
meio solido (Mueller Hinton Agar). As placas foram incubadas a 37°C em estufa
por 24 h (CLSlI, 2012).
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6.2. Instrumentacado para Caracterizacao

Para a caracterizacdo das formulacdes nanoestruturadas obtidas, foram
realizadas andlises do raio hidrodinamico, do indice de polidispersao, do

potencial zeta, da condutividade, da mobilidade eletroforética e do pH.

6.2.1. Tamanho de goticula e estabilidade

Para obter o raio hidrodinamico, o indice de polidispersédo, o potencial
zeta, a condutividade e a mobilidade eletroforética foi utilizado o aparelho
Particle Analyzer — Litesizer 500 da marca AntonPaar, a uma temperatura de
25°C. O equipamento tem como principio, para medicOes destes parametros, a
dispersdo de luz dindamica (DLS), espalhamento de luz eletroforética (ELS) e
espalhamento de luz estatica (SLS). As amostras foram analisadas sem
diluicdo nos tempos de 1, 30 e 45 dias apds o preparo das formulacdes. A
Figura 20 na parte 2 mostra a imagem do equipamento utilizado nas analises

das formulacoes.

6.2.2. Determinacao do valor de pH

Para a determinacdo do pH foi utilizado o pHmetro marca: MS -
Tecnopon Instrumentacdo, modelo: mPA — 210. O sistema foi previamente
calibrado com soluc¢des tampéo de pH 4,0 e 7,0. A Figura 21 na parte 2 mostra
a imagem do equipamento utilizado nas analises das formulacdes.

6.3. Resultados e discussodes

A seguir serdo apresentados e discutidos de forma sistematica a

metodologia empregada no preparo das formula¢cées nanoestruturadas com

acidos graxos e os resultados obtidos nos testes de acdo antibacteriana.
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6.3.1. Caracterizacdo da formulacfes nanoestruturadas

Os resultados obtidos na caracterizagcdo quanto ao raio hidrodinamico,
indice de polidispersao, potencial zeta, condutividade, mobilidade eletroforética
e pH das formulacbes nanoestruturadas com os acidos graxos saturados
octandico (caprilico), decandico (caprico), dodecandico (laurico) e sem estes
compostos ativos sdo apresentados na Tabela 11. Cabe ressaltar que o acido
graxo tetradecandico (miristico) nao foi solivel no monoacilglicerol e, portanto,

nao foi testado.

Tabela 11. Resultados da caracterizacdo das formulagdes nanoestruturadas com e
sem 0s compostos ativos

Amostra Foto pH  Tempo RH IPD PZ CD ME
(Dias) (m) (%) (MV) (MS.cm™)  (um.cm.vVs™)
- 1 20 20,5 -5,1 1,7 -0,4
Sem ! &
Ativo : 7,0 30 34 216 -14 1,7 -0,1
45 24 26,1 -0,2 1,8 -0,02
) 1 51 23,9 -3,6 1,7 -0,3
Acido
Caprilico 30 30 238 -16 1,7 -0,1
45 19 24,2 -0,2 1,7 -0,01
) 1 779 25,3 -4,8 1,6 -04
Acido
Caprico 30 51 37,8 -0,6 1,6 -0,05
45 51 27,6 -0,6 1,7 -0,05
) 1 30 23,2 -3,2 1,6 -0,2
Acido
Laurico 30 31 21,3 -1,1 1,6 -0,1
45 22 22,9 -2,1 1,6 -0,2

RH (Raio hidrodinamico); IPD (indice de polidisperséo); PZ (Potencial zeta); CD
(Condutividade); ME (Mobilidade eletroforética);

Observa-se na Tabela 11 que os resultados foram satisfatorios, uma vez
que, em quase todos o0s casos, 0s raios hidrodindmicos apresentaram

resultados inferiores a 100 nm. Com rela¢do ao acido caprico, o valor 779 nm
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pode ser considerado um ponto fora da curva, visto que os valores em tempos
posteriores foram menores.

O RH medido para a formulacéo contendo acidos graxos € maior que 0s
valores obtidos para as formulacbes sem ativo, o que indica que o
encapsulamento destes ativos afeta o tamanho das goticulas nas formulacdes
nanoestruturadas. Nota-se que houve uma reducédo nos valores ao longo do
tempo. Esta observacdo sugere que tenha ocorrido uma modificacdo na
estrutura das goticulas ao longo do tempo, que o0s acidos graxos estejam
adsorvidos na superficie das goticulas e que as interacdes entre o acido e os
outros componentes da formulagdo possibilitam a sua incorporacéo na goticula
e 0 acomodamento das cadeias ao longo do tempo. Os resultados de PZ e ME
corroboram com esta hipétese, tendo em vista a diminuicdo, em maddulo, dos
valores ao longo do tempo.

Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias carbbnicas de
médio e longo comprimento. O tamanho destas cadeias € um dos fatores que
afeta a sua solubilidade, bem como o grau de dissociacdo em meio aquoso. Os
acidos graxos sao considerados fracos, o que indica um baixo grau de
dissociacao.

O indice de polidisperséo é relativamente estreito, também apresentou
uniformidade nos resultados. A polidispersdo mostra que o tamanho das
nanoestruturas varia, de modo geral, entre 20 e 30% do valor do RH
determinado.

Com relacdo a condutividade elétrica, observa-se que ndo houve uma
alteracao expressiva nos resultados, que ficaram em torno de 1,6 e 1,8 mS/cm,
em quase todos 0s casos sem variacado ao longo do tempo. Considerando-se
que os acidos graxos apresentam um grau de dissociagdo muito pequeno, a
quantidade de ions em solugcdo também € pequena, 0 que nao afeta
expressivamente a condutividade na solugéo.

Com relacdo ao valor do pH, o resultado obtido, no geral, foi satisfatorio,
pois as formulacdes com &cidos graxos apresentaram um pH entre 6 e 7,
provavelmente por se tratar de um acido encapsulado na formulacao.
Conforme esperado, a formulagcdo sem o ativo apresentou um pH neutro. Por
esse motivo, o produto encapsulado pode ser aplicado em diversas areas,
incluindo aplicagdes em meio bioldgico. Comparando-se os resultados entre 0os
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acidos graxos (Caprilico, pH=6, mm=144 g.mol™; Caprico, pH=6,3, mm=172
g.mol™; Laurico, pH=6,5, mm=200 g.mol™), observa-se que os valores de pH
sdo diretamente proporcionais a0 aumento da massa molar, 0 que se deve
provavelmente ao fato do uso dos acidos graxos terem sido calculados em
propor¢cao massica, ou seja, a concentracdo molar para o composto de cadeia
carbdnica maior (acido laurico) € menor do que a concentracdo molar para o

composto de cadeia carbénica menor (acido caprilico).
6.3.2. Testes bioldgicos

Os resultados obtidos com o uso das solu¢cdes dos acidos graxos
octandico (caprilico), decandico (caprico), dodecandico (laurico) e das suas
formulagBes nanoestruturadas para as bactérias das espécies Staphylococcus
aureus (ATCC12600) que é uma cepa padréo, Klebsiella pneumoniae (KIP17),
Klebsiella pneumoniae (KIP34) e Pseudomonas aeruginosa (PSA13) que sdo
bactérias multirresistentes coletadas de pacientes da Santa Casa de

Misericordia de Pelotas, sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados obtidos nos testes bioldgicos

Acido Formulacéo Espécie de bactéria
Graxo ATCC12600 KIP17 KIP34 _ PSA13

i

Solucéo

CAPRILICO

Nanoestruturada
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Cabe ressaltar que a formulacdo nanoestruturada sem ativo e a solucao
sem ativo foram testadas para as referidas bactérias e apresentaram resultado
negativo, ou seja, somente o veiculo ndo tem acdo bactericida ou
bacteriostatica.

Complementando a Tabela 12, a Tabela 13 mostra a CIM obtidas nos
testes com uso das solucbes dos acidos graxos caprilico, caprico, laurico e das
suas formulacbes nanoestruturadas para as bactérias das espécies
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Staphylococcus aureus (ATCC12600), Klebsiella pneumoniae (KIP17),

Klebsiella pneumoniae (KIP34) e Pseudomonas aeruginosa (PSA13).

Tabela 13. Concentracdo inibitéria minima dos acidos graxos para as respectivas
bactérias

Acido Graxo Formulacao Espécie
ATCC12600 KIP17 KIP34 PSA13
CIM (mg.mL™)
CAPRILICO  Solucéo 2,5 2,5 2,5 5
Nanoestruturada - - - -
CAPRICO Solugao 2,5 2,5 5 5
Nanoestruturada 2,5 2,5 5 5
LAURICO Solugao 0,625 0,625 2,5 2,5
Nanoestruturada 25 2,5 5 -

Nesse estudo, pode-se observar que o acido graxo caprilico em solugéo
apresentou CIM de 2,5 mg.mL™ para as bactérias ATCC12600, KIP17 e KIP34,
e de 5 mg.mL™ para a bactéria PSA13, o que mostra a necessidade de uma
maior quantidade deste acido graxo em solucdo para inibir o crescimento da
bactéria. Entretanto, na presenca da formulacdo nanoestruturada, nenhuma
das bactérias se apresentou sensivel a acdo do acido graxo encapsulado nas
concentracfes testadas do referido composto.

O &cido graxo caprico em solucdo apresentou CIM de 2,5 mg.mL™ para
as bactérias ATCC12600 e KIP 17, e de 5 mg.mL™ para as bactérias KIP34 e
PSA13, sendo, portanto, as duas primeiras bactérias mais sensiveis a
presenca deste acido graxo em solucdo. Todas as bactérias mostraram-se
sensiveis a presenca do acido graxo céprico encapsulado, apresentando os
mesmos valores de CIM determinados para o acido graxo em solugdo. Ao
contrario do acido graxo caprilico encapsulado, o acido graxo caprico
apresenta atividade biolégica para estas bactérias escolhidas, nas
concentracOes estudadas.

Para o acido graxo laurico em solug¢do, o composto apresentou CIM de
0,625 mg.mL™ para as bactérias ATCC12600 e KIP 17, e de 2,5 mg.mL™ para
as bactérias KIP 34, PSA13. O acido graxo laurico encapsulado apresentou
atividade biolégica contra as bactérias ATCC12600, KIP 17 e KIP 34, porém, foi

necessaria uma concentragdo maior do ativo encapsulado para que fosse
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inibido o crescimento destas bactérias. A bactéria PSA13 ndo se mostrou
sensivel a formulacéo contendo o acido graxo laurico encapsulado.

Todos os &cidos graxos em solucdo apresentaram atividade bioldgica
contra as bactérias estudadas, sendo que as bactérias ATCC12600 e KIP17
foram mais sensiveis. Cabe salientar que a bactéria KIP 17 é considerada uma
bactéria multirresistente, ou seja, é resistente a maioria dos antibidticos
disponiveis. Pode ser observado que o acido graxo mais eficiente em solucéo
foi o acido laurico, pois apresentou as menores concentracfes necessarias
para inibir o crescimento das bactérias.

Observa-se que os resultados para as formulagcdes nanoestruturadas
contendo os acidos graxos nao foram melhores que os resultados obtidos para
os acidos graxos em solucdo. Ainda assim, a formulacdo que apresentou o
melhor resultado foi aquela contendo o acido graxo caprico, com atividade
semelhante ao ativo em solugcdo. O fato dos &cidos graxos estarem
encapsulados pode interferir, por exemplo, na taxa de liberacdo deste ativo em
solucéo.

Como exposto anteriormente, moléculas anfifilicas que contém um grupo
hidrofilico e um dominio de cadeia carb6dnica hidrofébica, mediante adicdo de
agua formam estruturas de auto-organizacdo, denominadas fases cristalinas
liquidas (WANG et al., 2018).

Substancias hidrofébicas adicionadas a um sistema liquido cristalino séo
incorporadas entre as caudas lipidicas, perturbando o empacotamento da
mesofase e aumentando a repulsdo no dominio das caudas, para fornecer um
mecanismo promissor de liberagdo (WANG et al., 2018). Por esse motivo,
possivelmente os acidos graxos podem ter ficado adsorvidos na superficie ou
na interface, entre a fase Oleo e a fase aquosa da nanoestrutura, estabilizadas
ao longo do tempo. O que corrobora com o resultado obtido para o RH, ja que
a formulacédo contendo acidos graxos apresentou RH maior que os valores
obtidos para as formulagbes sem ativo, e que houve uma reducdo nos valores
ao longo do tempo, justificando que o resultado em solugdo apresentou
atividade melhor que o acido graxo encapsulado. Porém, mais estudos s&o
necessarios para que se possa compreender os fatores que afetam a atividade

dos &cidos graxos encapsulados.
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6.3.3. Teste quanto ao composto ser bactericida ou bacteriostatico

Como exposto anteriormente, este teste indica se o composto é
bactericida ou bacteriostatico. O composto ser bactericida significa que ele
possui a capacidade de eliminar de fato as bactérias e o composto ser
bacteriostatico significa inibir momentaneamente o crescimento da bactéria
quando exposta ao composto. Para tal, aliquotas dos pogos que apresentaram
resultados positivos, ou seja, ndo apresentaram respiracdo celular, foram
colocadas em placas de petri com meio solido (Mueller Hinton Agar), e
incubadas. O objetivo deste teste € verificar se h& crescimento das bactérias.

Os testes foram realizados com todas as solugbes e formulacdes
nanoestruturadas que apresentaram resultado positivo para a inibicdo do
crescimento bacteriano nas microplacas. A Figura 32 mostra a imagem da
placa onde foram realizados os testes para o acido graxo laurico em solucdo
para a bactéria da espécie ATCC12600, da formulacdo nanoestruturada para a
bactéria da espécie KIP34 e ainda da solucéo do acido graxo caprilico para as
bactérias das espécies KIP17 e ATCC12600.

Figura 32. Imagem da placa com o resultado, por exemplo, do teste realizado para
verificar se 0 composto ativo € bactericida ou bacteriostatico

Os resultados obtidos a partir das aliquotas retiradas das microplacas
que apresentaram resultado positivo para a inibicdo do crescimento das
bactérias indicaram que os compostos sdo bacteriostaticos, ou seja, houve

81



crescimento de todas as espécies de bactérias estudadas. O crescimento
observado ocorreu tanto nas placas contendo os acidos graxos em solucdo
quanto nas placas contendo os 4cidos graxos encapsulados, o que indica uma
inibicio momentanea no crescimento das bactérias, mas ndo as matam
efetivamente. Assim, pode-se afirmar que os acidos graxos, em solucdo ou
encapsulados n&do s&o bactericidas, mas podem inibir momentaneamente o
crescimento das bactérias, o que os classifica como substancias

bacteriotaticas.
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7. Conclusao

De acordo com a primeira proposta deste trabalho, a etapa de sintese do
monoacilglicerol foi possivel através da glicerolise de ésteres etilicos (biodiesel)
com resultados promissores de 98% de conversao do biodiesel em acilglicerdis
e rendimento em monoacilglicerois de 76%. Os ésteres etilicos foram obtidos
com alta pureza pelo método TDSP, com conversao de 97% do 6leo de linhaca
com alcool etilico. O produto foi obtido sem utilizacdo de solventes téxicos.

Neste sentido, os monoacilgliceréis produzidos apresentam-se como
transportadores seguros e biodegradaveis porque sédo elaborados com
ingredientes ndo toxicos e ndo irritantes, atendendo ao outro objetivo deste
trabalho que foi a preparacdo de formulacdes nanoestruturadas lipidicas a
partir do monoacilglicerol.

Em relagdo ao preparo das formulagbes nanoestruturadas, estas
apresentaram resultados promissores, visto que a melhor formulagcéo
apresentou um tamanho de goticula pequeno, com raio hidrodinamico de 19
nm, ideal pois esta dimensdo nano apresenta beneficios, incluindo
biodisponibilidade aumentada, aumento da estabilidade a longo prazo e alta
clareza ¢ptica. A formulacdo também apresentou Otimos resultados em
condicBes de estresse térmico e centrifugacao, o que indica a sua estabilidade.

Outro objetivo deste trabalho foi encapsular acidos graxos ativos na
formulacdo nanoestruturada. Foi observado um resultado de tamanho de
goticula pequeno na presenca do ativo e observou-se uma estabilidade até 45
dias para estas formulacgdes.

Em relacdo a avaliacdo das formulagBes nanoestruturadas com &cidos
graxos como agentes antibacterianos, os resultados se mostraram em parte
promissores, pois apresentaram CIM com o acido graxo laurico, por exemplo,
de 2,5 mg.mL™, porém n&o foi melhor do que o resultado obtido com o &cido
graxo em solucdo. Sao necessarios testes posteriores para avaliacdo da taxa
de liberacdo do ativo para melhor avaliagéo das formulacdes.

Por fim, conclui-se que as formulagdes nanoestruturadas lipidicas
preparadas, apresentam caracteristicas para uso na veiculacdo de compostos
hidrofébicos com possivel aplicacdo em diferentes areas como alimenticia,

farmacéutica, cosmética e medicinal.
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8. Sugestdes paratrabalhos futuros:

» Testar a toxicidade da formulagcdo nanoestruturada sem ativo e

com os acidos graxos encapsulados;

> Determinar a taxa de liberacdo dos acidos graxos encapsulados

na formulacdo nanoestruturada;
» Testar outras espécies de bactérias, principalmente com o acido
graxo que apresentou melhor resultado para as espécies de

bactérias testadas até o momento;

» Avaliar o encapsulamento de novas substancias como vitaminas e

farmacos na formulacdo nanoestruturada preparada.
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ANEXO I. Cromatogramas dos monoacilglicerdis obtidos pelas
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ANEXO II.

Artigo:

Synthesis and characterization  of

monoacylglycerols through glycerolysis of ethyl esters derived from

linseed oil by green processes
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Synthesis and characterization of
monoacylglycerols through glycerolysis of ethyl
esters derived from linseed oil by green processes

Cristiane B. Hobuss,® Felipe A. da Silva,” Marco A. Z. dos Santos,® Claudio M. P. de
Pereira,® Gracélie A. S. Schulz @*? and Daniela Bianchini®

The synthesis of monoacylglycerol (MAG) through the glycerolysis of ethyl ester mixture (bicdiesel) was
investigated in this study from linseed oil, low-cost alternative feedstock, using an alkaline catalyst with
green reagent. The transesterification double step process (TDSP), reaction with ethanol to ethyl esters
yielded 97%. In the glycerolysis reaction, the optimum operating condition was in a temperature of
130 °C with 5% sodium hydroxide (NaOH) in 1:5 biodiesel-glycerol and 12 h reaction time, in open
reactor. The reaction conditions showed an interesting conversion and monoacylglycerol yield of 98%
and 76%, respectively. The determination and characterization of reaction products was carried out by
Gas Chromatography (GC) method, Infrared Spectroscopy (IR), Thermogravimetric Analysis (TGA) and

rsc.li/rsc-advances

1. Introduction

Monoacylglycerols (MAGs) and their derivatives are widely used
as emulsifiers in the food industry. They are considered safe
and non-harmful agents at low concentration, giving no adverse
reactions or toxicity to mucous membranes.” In fact, MAGs can
be found at low concentration in natural products as milk, for
example.? Besides the food industry, MAGs are applied in
cosmetic products, such as ointments, lotions and deodorants.*
In the plastic industry, MAGs work as antistatic, lubricant and
plastifying agents.* In the textile industry, MAGs can improve
color fastness and contrast in fabrics.!

MAGs are esters of the glycerol, a trihydric alcohol in which
only one of the hydroxyl groups (OH groups) is esterified with
a long-chain fatty acid.* MAGs can be prepared by glycerolysis of
triglycerides from fats or vegetable oils,* by the glycerolysis of
alkyl esters,””* by the esterification of fatty acids with glycerol
and by transesterification of oils with short chain alcohols.®
Industrial glycerolysis process are usually promoted with fats or
oils using homogeneous alkaline catalysts, such as NaOH, KOH
and Ca(OH),, at elevated temperatures (e.g., 255 °C) giving rise
40-60% of MAGs. However, high temperatures can affect the
physicochemical properties of final product and its
application.*”

He et al.,” reported the synthesis of MAGs with high yield via
one-step enzymatic ethanolysis of commercial edible anchovy

“Center of Science Chemistry, Pharmaceutical and Food, Federal University of Pelotas,
Pelotas, RS, Brazil. E-mail: gracelie.serpa@gmail.com; Fax: +55 53 3275 7354; Tel:
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Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*H NMR).

oil. The authors reported that MAGs with high content of n — 3
polyunsaturated fatty acids (n — 3PUFAs) can be obtained by
using Candida antarctica lipase A (CAL-A) enzyme.” Although
MAGs can be obtained at lower temperatures with enzymatic
catalysts, long reaction times are required to obtain MAGs with
high yield. Besides, enzymes are more expensive than usual
chemical catalysts. Thus, from the industrial point of view the
enzymatic route is not economically viable. Lozano et al.,*
suggested the biocatalytic synthesis of MAGs, out by the direct
esterification of fatty acids (i.e. capric, lauric, myristic, palmitic
and oleic acids, respectively) with glycerol, catalyzed by lipase
Novozym 435 in different ionic liquids (ILs), as an alternative
method to industrial glycerolysis process, a high selectivity of
MAGs was observed with the 1-dodecyl-3-methylimidazolium
tetrafluoroborate.' IL is considered a green solvent and prom-
ising catalyst, presenting high thermal stability with the possi-
bility of recovery and reuse. However, IL presents high cost,
complex preparation and some toxicity. Schulz et al.,* obtained
72% of MAGs performing a simple and direct glycerolysis from
methyl esters and glycerol. The authors performed the glycer-
olysis with alkaline catalysts, lower reaction times and mild
conditions of temperature (<150 °C). Glycerolysis reactions
performed with alkyl esters occur at temperatures lower than
that performed with triacylglycerols (TAG). Besides, alkyl ester
glycerolysis is usually faster than that performed with TAGs."
Biodiesel which is recognized as “green fuel”, is alternative
fuel,"* consists of fatty acid methyl esters (FAMEs) or fatty acid
ethyl esters (FAEEs). It can be obtained from animal fat or
vegetable oils through transesterification reactions of large
TAGs,">"* or through esterification reactions of free fatty acids
(FFAs).** The main source of TAGs for biodiesel production are
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vegetable oils from sunflower, tobacco seed, rapeseed, corn,
palm, linseed, castor, babagu, soybean, peanut and jatropha,
among others."*** The oil content in oilseeds strongly depends
on the characteristic of each crop and the environmental
conditions.” In Brazil, for instance, the climatic and soil
conditions are convenient for the production of linseed (Linum
usitatissimum) crop.'*"

According to the Table 1, the linseed oil is a bioactive
ingredient with high a-linolenic acid content.*** The long-
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), especially lino-
leic acid (C18:2n — 6) and linolenic acid (C18:3n — 3) have
anticarcinogenic and cardioprotective roles in humans. The
reduction of the consumption of saturated fatty acids (SFAs)
and the increase of the consumption of polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), fatty acids with more than one double bond are
encouraged. Monounsaturated fatty acids (MUFAs, fatty acids
with one double bond) are also usually regarded beneficial for
human health.” Linseed seeds contain high amount of oil,
around 40%, which can be converted into biodiesel."™"

Transesterification reactions of TAGs can be performed with
homogeneous or heterogeneous catalysts, in acidic or basic
medium.*** Lipases and ion exchange resins can also catalyze
these reactions.”*” Reactions catalyzed by bases as NaOH, KOH
or alkexides can be performed faster than that catalyzed by
acids. Another advantage of basic catalysis is the possibility to
carry out the transesterification reactions at low temperatures,
near alcohol boiling point.**** On the other hand, the trans-
esterification reactions catalyzed with basis is sensitive to water
content in the raw matter. Even low content of water in TAGSs
results in the soap formation, which decreases the efficiency of
the biodiesel synthesis. Samios et al,” proposed a two-step
synthesis with KOH as basic catalyst in the first step, followed
by addition of H,50, as acidic catalyst in the second step. This
methodology was denominated Transesterification Double Step
Process (TDSF). The combination of catalysts results in high
conversion efficiency, excellent biodiesel quality and easy phase
separation procedure between biodiesel and glycerol. Besides,
the synthesis of biodiesel by this method is faster than that
performed with conventional methods.™

The nature of primary alcohol is also an important param-
eter in the biodiesel synthesis. Acid-catalyzed transesterification
reactions have included methanol, ethanol, propanol, butanol,
and amyl alcohol. Methanol and ethanol are used most
frequently in both laboratory research and the biodiesel
industries.®* Methanol presents the best performance in the

Table 1 Fatty acid composition of linseed oil®®

Name of fatty acid” Structure Formula Weight (%)
Palmitic C16:0 CeHy,0, 5

Stearic C18:0 CysH3602 3

Oleic c18:1 C4H,,0, 21
Linoleie C18:2 Cy4Hy,0, 15
Linolenic C18:3 CysH3902 54

“ Other fatty acids add up to approximately 2%.

2328 | RSC Adv, 2020,10, 2327-2336

View Article Online

Paper

biodiesel synthesis and can be obtained with high purity, which
makes it the first choice for the transesterification reactions.
However, methanol is a toxic compound to human health and
its employment in the synthesis of biodiesel to produce MAGs is
not acceptable for food industry." The employment of ethanol
instead of methanol offers a number of benefits, include higher
miscibility with vegetable oils that allows better contact in the
reaction step.” Besides, as reduce environmental impacts
avoiding the emission of greenhouse gases and using a renew-
able product obtained by biotechnological processes, the
ethanol still is a non-toxic compound and safe to human
health,™ and it is produced in large quantities from sugar cane
in Brazil.*

Schulz et al.,* reported the synthesis of MAGs from glycer-
olysis of the fatty acid methyl esters with glycerol. These FAMEs
were obtained from transesterification reactions of the linseed
oil and methanol." Despite the advantages of MAGs obtained
from FAMEs and glycerol reported by Schulz et al.* Methanol is
highly toxic and non renewable as it is mainly derived from non
renewable sources such as petroleum refining products.* The
use of methanol in the synthesis restricts the use of MAGs for
food industries. Methanol traces are not desired in food and
other products for human consumption.™ Benefits of MAGS for
human health would be best exploited if the MAGs would be
synthesized from FAEE and glycerol. Guzatto et al.,” performed
transesterification reactions of several vegetable oils with
ethanol. FAEEs were successfully synthesized with high yield via
TDSP process.™

In this context, this work aims to optimize the synthesis of
MAGs from fatty acid ethyl esters (FAEE) obtained by the
transesterification reactions of linseed oil and ethanol. The
glycerolysis process proposed in this work rises as an alternative
to reduce the environmental impact of the large amount of
glycerol produced in the biodiesel synthesis by fuel industries,”
it is expected that this quantity will increase in the future due to
the growing demand for biodiesel.® This methodology uses
mild reaction conditions and non-toxic solvent for MAGs
synthesis. In addition, the starting material of glycerolysis
(biodiesel) comes from transesterification reaction performed
with green reagent (ethanol). Therefore the process is sustain-
able because all products generated and surplus components
can be recovered and reused in the process. The final product is
safe to be applied in food, beverage and pharmaceutical
industries.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Chemicals were purchased as follows: purified linseed oil
(Mundo dos Oleos, Brasilia, Brazil); glycerin, KOH, NaCl and
anhydrous Na,SO, (Synth, Diadema, Brazil); NaOH and n-
heptane (Vetec, Duque de Caxias, Brazil); anhydrous ethyl
alcohol and H,S0, (Dindmica, Indaiatuba, Brazil); deuterated
acetone from Scielab. The internal standard for CG measure-
ments tricaprin (1,2,3-tricapropylglycerol), the external stan-
dards (monolein, diolein and triolein), and the derivates N-
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methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide ~ (MSTFA)
purchased from Sigma-Aldrich, (USA) with 99.9% purity.

were

2.2. Experimental setup

2.2.1. Transesterification reaction: production of biodiesel
from linseed oil. The obtaining of ethyl esters from linseed oil
was carried out in two steps, produced according to the TDSP
method, methodology was adapted from Guzatto et al.*® The
first stage consisted of basic catalysis using KOH, followed by
acid catalysis with H,S0,.

Initially, 120 mL of ethanol was introduced in a simple
reactor equipped with a reflux device and stabilized at 65 °C.
Potassium hydroxide (2.0 g) was added to the ethanol, and the
mixture was vigorously stirred until the potassium hydroxide
was completely dissolved, allowing the formation of the active
species of basic catalyst. Under constant stirring, 100 mL of
linseed oil were then added to the reaction vessel. The alcohol/
oil/catalyst molar ratio was 20:1:0.35. The system was
remained under these conditions for 30 min. In the second
step, 4 mL of sulfuric acid (P.A., 18.77 mol L™") was added
dropwise to the reaction mixture, followed by soft heating until
80 °C and the addition of 60 mL of ethanol. After stabilizing
temperature the system was remained under these conditions
for 2 h 30 min. Reaction mixture was filtered to remove the solid
residue (K,S0,). Liquid phase was concentrated using a rotary
evaporator to remove the alcohol excess and this specific
procedure promoted a fast and clear separation in two liquid
phases. The ethyl esters (biodiesel) were in the upper phase,
with some traces of non-reacted oil, monoacylglycerols, diac-
ylglycerols and a small amount of ethanol. The glycerol formed
was in the lower phase. After phase separation, the biodiesel
was washed with NaCl solution (5%) and dried under anhy-
drous Na,SO, followed by filtration procedure. Obtained
~87 mL from the product.

2.2.2. Glycerolysis reaction: synthesis of acylglycerols. The
glycerolysis reactions were performed by varying the reaction
time (6-12 h) and temperature (100-150 °C). The biodiesel/
glycerol/catalyst molar ratio was 1: 5 : 0.38. The excess of glyc-
erol was added in order to shift the equilibrium to a greater
production of MAGs.

Initially, 30 g of biodiesel, 46 g of glycerol and 1.5 g of NaOH
were introduced in a simple reactor and the mixture was
constantly stirred. The glycerolysis was performed under reflux
or in open system with variable time and temperature. The
product obtained is a viscous liquid, this was washed with NaCl
solution (5%) and heated at 70 °C. The heating favors the
solubilization of the glycerol in the aqueous solution. The
product was subsequently cooled in an ice bath, to facilitate
removal of the aqueous phase by loading glycerol. This washing
process with heating and cooling was performed several times,
after the product was dried by heating at 100 °C. Obtained ~20 g
from the product.

2.3. Analytical procedures

The 'H NMR spectra were obtained by spectrometer Bruker
instrument operating at 400 MHz. The linseed oil and biodiesel
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samples were dissolved in deuterated chloroform and the
glycerolysis product in deuterated acetone. Chemical shifts are
related in parts per million (ppm) relative to the internal TMS
standard.

The nature of the samples were analyzed by using a Shi-
madzu spectrometer (IRAffnity-1, Kyoto, Japan), coupled to an
Attenuated Total Reflectance accessory (ATR) (Pike Tech, Mad-
ison, WL.). The samples were placed on the zinc selenide (ZnSe)
crystal and the analyses were performed in the range of 4000~
700 em™", co-adding 32 scans and spectral resolution of 4 em™".

Thermal stability of samples was obtained using a Shimadzu
thermogravimetric analyzer (DTG-60, Kyoto, Japan). Samples
(4-6 mg) were heated between 25 and 650 °C at a heating rate of
10 °C min~" and a nitrogen gas flow of 50 mL min~".

A Shimadzu GC-2010 chromatograph equipped with a flame
ionization detector (FID) was used for individual separation and
determination of FAEE. The analysis of the samples was carried
using the standard technique ASTM 6584, is used to determine
the content of free glycerin, monoacylglycerol, diacylglycerol
and triacylglycerol in fatty acid methyl esters, which was
adapted to quantify the conversion of ethyl esters into reaction
products, yield and selectivity. A 15 m x 0.32 mm x 0.1 pm
SGE-HT5 column was used for the determination of FAEE.
Chromatographic conditions were: detector temperature:
380 °C; injector temperature: 50 °C; gas carrier: nitrogen; linear
gas velocity: 12 cm s~ total running time: 40 min; oven
temperature program: 50 °C during 1 min, 15 °C min™" until
180 °C, 7°C min~" until 230 °C, and 10 °C min~" until 370 °C,
remaining isothermally for 10 min. Three solutions were used
for quantitative analysis of glycerolysis products: a standard
solution (solution 3) used to determine retention time and
calculate the response factor in relation to the internal stan-
dard, a solution containing the biodiesel (with the biodiesel
used in the reaction) and a solution containing the products
(solution with glycerolysis products), according to technique,
dissolved in heptane. Aliquots of 1 pL of these solutions were
injected into the equipment. This methodology was used by
Schulz et al.®

3. Results and discussion

Different analyses were carried out to characterize biodiesel and
monoacylglycerol synthesized from linseed oil. The oil conver-
sion to biodiesel was evaluated using 'H NMR and the biodiesel
conversion to MAG was evaluated using "H NMR and CGFID,
following the methodologies described in the Section 2.2, The
MAG chemical structure was identified by 'H NMR and FTIR.
Thermal stability of the biodiesel and MAG was evaluated by
TGA.

3.1. The transesterification process

The transesterification reactions of linseed oil to FAEE (bio-
diesel) were performed by TDSP methodology and in the pres-
ence of the green reagent ethanol.

The scheme of the transesterification reaction is shown in
the Fig. 1.
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Fig. 1 Scheme of the transesterification reaction.

Molar ratio of aleohol to oil is one of the most significant
factors affecting the conversion efficiency and yield of biodiesel,
the molar ratio of alcohol to oil is 3:1 and the reaction is
reversible, higher molar ratios are required to increase the
miscibility and to enhance the contact between the alcohol
molecule and the triglyceride. Therefore, and an excess of
ethanol should be added in order to shift thermodynamic
equilibrium towards the formation of biodiesel.

The 'H NMR spectrum of the linseed oil (Fig. 2) emphasizes
the chemical shift regions of interest.

The most shielded peak observed at 0.92 ppm (peak a) is
characteristic of the hydrogen atoms of terminal methyl groups
in fatty acid chains, as indicated in the linseed oil chemical
structure inserted in the Fig. 2. The signals observed between
2.78 and 1.34 ppm (peak f to b) are attributed to hydrogen atoms
of internal methylene groups in fatty acid chains. The olefinic
hydrogen atoms of carbon—carbon double bonds of fatty acids
are placed in a downfield region at 5.36 ppm (peak g). The
highlighted signals located between 4.1 and 4.3 ppm (peak i) are

characteristic of external hydrogen atoms of glycerol fragment.
The internal hydrogen atom of glycerol fragment is observed at
5.27 ppm (peak h).*

Fig. 3 shows the '"H NMR spectrum of the linseed oil
biodiesel.

Many signals in the biodiesel spectrum are similar to those
observed in the linseed oil spectrum. However, glyceridic frag-
ment was removed during transesterification reactions and
replaced by an ethyl ester fragment. Then, the absence of the
peaks h and i in the spectrum of the Fig. 3 indicates that linseed
oil was completely converted to biodiesel. The hydrogen atoms
of methylene group of ethyl ester, highlighted in the Fig. 3, can
be observed as a quartet at 4.12 ppm (peak j). According to
Guzatto et al.,”” the hydrogen atoms of methyl group of ethyl
ester are overlapped by other signals at 1.2 ppm. These signals
appear around 1.3 ppm (peak h) in the spectrum of the Fig. 2.

Gelbard et al.,* Knothe et al., Kenar et al,* Morgenstern
et al," and Tarig ef al.," have used a reliable methodology to
obtain ethyl ester conversion (Cge) from mono-, di- and
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Fig.3 *H NMR spectrum of the linseed oil biodiesel

triacylglycerols, as well as fatty acids methyl esters. This meth-
odology is based on the integration of some peaks of '"H NMR
spectrum of biodiesel. In the Fig. 3, the peak at 4.12 ppm was
used to calculate the ethyl ester content. The peak at 2.30 ppm
was chosen to represent all possible linseed oil derivatives and
all other species that were formed during transesterification
reactions. According to eqn (1):

_ Ig-CHy/2

Cip =
%7 T-CHy/2

(1)
Ip-CH, is the integration value of the peak j, which corresponds
to the hydrogen atoms of methylene of ethyl ester. 1,-CH, is the
integration value of the peak e, which is attributed to the
hydrogen atoms of methylene adjacent to carbonyl group. The
factor 2, which divides both integration values, is the normali-
zation factor, because each integral corresponds to two
hydrogenes.*

Thus, the transesterification reaction performed in this work
produced 97% of biodiesel from the linseed oil. The present
yield was similar to the 98% obtained by Guzatto et al.,” and
higher than the 85% obtained by Schulz et al.,* considering
a high conversion efficiency using a non-toxic reagent.

3.2. The glycerolysis process

In the present work, the glycerolysis reactions of ethyl esters
were performed in basic medium at different temperatures and
reaction times.

The scheme of the glycerolysis reaction is shown in the Fig. 4.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020

Glycerolysis is a reversible reaction and an excess of glycerol
should be added in order to shift thermodynamic equilibrium
towards the formation of MAGs. In this work, reactions were
performed with molar ratio biodiesel/glycerol of 1/5, since
Schulz et al.,* have reported that it is the most efficient molar
ratio.

The Fig. 4 shows that the byproduct of the glycerolysis
reaction is ethanol, another advantage over the work done by
Schulz et al., in which the reaction byproduct is methanol, thus
reducing the environmental impact with a less toxic residue
generated.

GC analyses were used to quantify the glycerolysis products,
according to ASTM method D6584. Chromatograms of the
biodiesel before conversion, the glycerolysis product and the
mixture of internal and external standards were used to evaluate
the biodiesel conversion and the respective acylglycerols yield.

In order to quantify glycerolysis products, the response
factors (rF) of each involved specie, should be considered. Bio-
diesel weight conversion (Cyp) can be obtained from areas of
chromatogram peaks of the biodiesel before conversion and the
glycerolysis products, according to eqn (2):

A
CBD=l—ZﬂxI(X) (2)
Aﬂiumuul

3 Akk,.... 15 the summation of the peak areas corresponding to
ethyl esters of the biodiesel before the reaction. Y Agg, , _is the
summation of the peak areas corresponding to ethyl esters in
the product after the reaction.
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Fig. 4 Scheme of the ethyl ester glycerolysis reaction.

The acylglycerols yield (%) must be expressed in relation to
the Cyp. The mono-, di-, and triacylglycerol yield (%) (Yame, Yoa,
and Yy, respectively) were calculated according to eqn (3)-(5):

Cyp X Z Ay /TFya

a.-monoacylghvcerol

i) (¥ Avc/rFya) + (X Avg/rFoa) + (X Ara/rFra)]
(3)

Y ("/u): Cg[) XZADG/rFDG
= (X Ama/rFuc) + (X Apa/tFoe) + (3 Ar6/1Fr6)]
(4)

Yra(%) = Cap % Y, Ar/rF16

(= Amc/rFya) + (3 Apc/tFpa) + (X Ara/rFra)|
(5)

A, Apg, and Ay are the respective areas. Term IF gives the
corresponding response factors.

The Fig. 5 shows the three chromatograms used to quantify
the biodiesel conversion and glycerolysis products yield.

According to chromatogram obtained, that ethyl esters
eluted between 10 and 16 min retention time. Mono-
acylglycerols (a) appear in the range 17 min, diolein (c) appears
after 27 min and triolein (d) is detected in chromatogram after
35 min. The chromatogram A is the one composed with the
external standards monoolein, diolein and triolein. The chro-
matogram B is the biodiesel before reaction. The chromatogram
C is the sample prepared with the product obtained in the test
using 5% NaOH, biodiesel : glycerol 1 : 5 ratio and 12 h time. All
three chromatograms include internal standard tricaprin (b) at
the same concentration.

In order to improve the performance on the biodiesel
conversion to MAG the effects of temperature and reaction time
have been studied to the glycerolysis reactions.

According to the Table 2 a simple comparison of these data
indicates that the highest value of the biodiesel conversion,
98%, was obtained for the experiment performed with reaction
time of 12 h at 130 °C, in open reactor (test M5). For open
reactor testing, the best Cpp results are obtained when
temperature and reaction time are increased simultaneously. At
the lowest temperature (test M7, which has a long time) and at
the shortest time (test M4, at a high temperature) the results
were worse. Simultaneously increasing both factors seems to
improve conversion. However, a temperature increase above
130 °C (see test M6) does not appear to improve biodiesel
conversion and the energy cost of the reaction is higher, which
is not interesting from an industrial point of view. All tests
performed with open system were more effective than the reflux
system due to the evaporation of ethanol, a volatile by-product
of the glycerolysis reaction. The ethanol removal shifts

2332 | RSC Adv, 2020, 10, 2327-2336
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thermodynamic equilibrium towards the MAG formation. In
a glycerolysis industrial plant the ethanol could be recovered at
the end of the process, which would avoid waste generation, one
of the basic principles of green chemistry.”

It should be considered that the aim of this study is optimize
conditions for MAGs synthesis. In other words, it means obtain
the maximum yield in monoacylglycerol, and a process with as
mild temperatures as possible is sought. The Table 2 shows that
higher content of MAG can be obtained with reaction time of
12 h at 130 °C (test M5). Glycerolysis reaction temperature
seems to be an important parameter to reach higher MAG
content. Experiments performed at 100 and 150 °C presented
a lower contend of MAG and an increasing content of DAG and
TAG in the glycerolysis products.

It is noteworthy, the great difficulty of mass transfer, due to
the high viscosity of the product, therefore, to remove excess
glycerol from the formed product, a slight heating to 70 °C is
required, as explained in Section 2.2.2, and subsequent cooling
with ice bath to facilitate phase separation.

Thus, these results demonstrate the feasibility of producing
MAGs at relatively low temperature in biodiesel glycerolysis
reactions. These good results can be explained by the ethyl
esters that are more miscible in glycerol when compared to the
vegetable oil, used in the traditional method of glycerolysis by
industry, with temperatures above 200 °C. These results are
similar to those observed by Schulz et al.,” which also observed
good results with 130 °C, in the present work, the results were as
good as those of the article, but with green reagent.

The 'H NMR spectrum of MAG is shown in the Fig. 6.

The most shielded peak observed at 0.89 ppm (peak a) is
characteristic of the hydrogen atoms of terminal methyl groups in
fatty acid chains. The signals observed between 2.80 and 1.27 ppm
(peak f to b) are attributed to hydrogen atoms of internal methy-
lene groups in fatty acid chains. The olefinic hydrogen atoms of
carbon-carbon double bonds of fatty acids are placed in a down-
field region at 5.35 ppm (peak g). The small signal observed at 5.30
(peak h) included in this area is originated from the central glyc-
erol hydrogen. The acylglycerol protons signal at 4.14 ppm (peak k)
are characteristic of external hydrogen atoms of glycerol fragment
and the signal at 3.72 (peak 1) is attributed to hydrogen of the
hydroxyl group. The peaks k and | are characteristic of the mon-
oacylglycerols." Comparing the spectra presented in Fig. 2, 3 and
6, it is observed that the signal referring to the double bonds were
not changed, which means that after the reaction process the MAG
maintains the double bonds, which characterize important and
beneficial for the human health and can be used in the food and
pharmaceutical industry.

The IR spectrum of MAG obtained from linseed oil biodiesel,
with 76% yield, is shown in Fig. 7.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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before the glyceralysis reaction; (C) glycerolysis product abtained with 76% yield of MAG.

The bands shown in the spectrum of the Fig. 7, assigned O-H stretching modes, »(O-H), typical of hydroxyl groups
according to Schulz et al.,* confirm the formation of MAG, The remaining from glycerolysis reaction of biodiesel. This
broad and strong band centered at 3360 cm™" was assigned to  enlargement suggests a large extension of OH groups associated
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Table 2 Biodiesel conversion (Cgp) values obtained according to the parameters used in the glycerolysis reaction”

Reaction Time (h) Temp. (°C) Cun” (%) MAG (%) DAG (%) TAG (%)
M1¢ 10 130 50 Ll 1 5

M2° 10 130 88 52 7 28

Ma? 8 130 89 39 11 39

M4’ 6 130 76 149 5 23

M5’ 12 130 98 76 7 13

Mé" 12 150 98 22 27 48

M7° 12 100 84 26 8 49

@ Reflux. ® Open. © Cyp,: converted biodiesel.

by H-bonds. The weak band at 3008 cm™" can be assigned to
C-H stretching modes, »(C-H), of disubstituted cis double
bonds, as those found in the unsaturated chains of linseed oil.*
Antisymmetric and symmetric C-H stretching modes of the
methylene groups of the fatty acid chains can be observed at
2922 and 2853 em™", respectively. Bands characteristic of C-H
vibrational modes of terminal methyl (CH;) groups were not
observed between 3000 and 2800 cm™", which indicates a high
proportion of CH»/CH;. This information is according to the
presence of the long chain fatty acids of linseed oil. The strong
band at 1739 em™ is assigned to C=0 stretching modes,
¥(C=0), of carbonyl groups characteristic of esters. Esters
present also C-0 stretching modes, #(C-0), between 1300 and
1100 ecm ™", The spectrum in the Fig. 8 shows a broad unsolved
envelope of bands, which can include C-O ester vibrations
around 1165 em™"%*

The bands characteristic of LC-PUFAs shown in the spec-
trum of the Fig. 7 indicates the functional groups of linseed oil
were preserved during the glycerolysis reaction. Besides, the
high proportion of hydroxyl and methylene groups indicate
MAG was successful synthesized from linseed oil.

Fig. 8 shows the TGA curves, of the biodiesel obtained with
97% yield, and monoacylglycerol, obtained with 76% yield. The
biodiesel thermogram shows a weight loss of approximately
96% in only one-step. This thermal event occurred between 160
and 260 °C with maximum weight loss at 244 °C, which can be
attributed to the degradation of organic matter.

On the other hand, the MAG presents a different thermal
decomposition profile. The thermogram in the Fig. 8 shows
a weight loss of approximately 78% and, at least, three thermal
events between 160 and 510 °C. These thermal events can be
observed by the different slopes in the curve. Besides, thermal
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Fig 6 'H NMR spectrum of the glycerolysis product obtained with 76% yield of monoacylglyceral in green solvent
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decomposition of MAG seems to be slower than shown by bio-
diesel. It should be considered that MAG structure has hydroxyl
groups, which can significantly interfere in its thermal decom-
position mechanism.

4. Conclusion

The results obtained in our experiments indicate the produc-
tion feasibility of monoacylglycerol through the glycerolysis of
ethyl ester mixture (biodiesel). Also, we can obtain high-purity
ethylic esters by the TDSP method, with conversion of 97%.
With respect to the system, it is demonstrated that the most
efficient one was the open reactor than the reflux reactor.
Monoglycerides were produced at high yields and selectivities.
Conversions (defined as the percentage of consumed fatty acid)
reached 98%, with monoglyceride being the major product,
with yield of 76%. Thus, we can achieve expressive results for
green monoacylglycerol production through a cheaper chemical

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2020
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route possible for several industrial sectors like the food and
pharmaceutical. Finally, it should be stressed that the produc-
tion of monoglycerides was successfully carried out in a very
simple reaction system.

List of abbreviations

A (CAL-A) Candida antarctica lipase

ASTM American society for testing and materials
DAG Diacylglycerol

FAEE Fatty acid ethyl ester

FAME Fatty acid methyl esters

IL Tonic liquid

LC-PUFA Long-chain polyunsaturated fatty acid
MAG Monoacylglycerol

MSTFA N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
MUFA Monounsaturated fatty acid

n—3PUFA  n - 3 Polyunsaturated fatty acid

PUFA Polyunsaturated fatty acid

SFA Saturated fatty acid

TAG Triacylglycerol

TDSP Transesterification double step process
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ANEXO lll. Solicitacdo de Registro de Patente intitulada:
Formulacdo nanoestruturada lipidica, contendo monoacilglicerol derivado

do 6leo de linhacga, seus usos e processos de producdo.
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