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RESUMO

Nas pesquisas com Oleos e gorduras alimenticios, estudos vém
indicando que os produtos ricos em diacilglicerois, em especial sn-1,3-
diacilglicerois, podem apresentar uma acdo benéfica sobre a salde
humana, pois sdo metabolizados totalmente, o que ndo ocorre com as
moléculas de triacilgliceréis. Aliado a isto, sabe-se que a glicerdlise de
0leos &, estequiometricamente, bastante favoravel a producdo de mono-
e diacilglicerois. Entretanto, 0 método tradicional de obté-los ndo €
indicado para a obtengdo de produtos de qualidade, com propriedades
funcionais, devido ao emprego de condicOes agressivas de temperatura
e, geralmente, de solventes organicos. Logo, observa-se a necessidade
de substituir este processo de obtencdo de emulsificantes, tdo
indesejavel ecoldgica, sensorial e, até, economicamente, bem como de
fornecer alimentos industrializados que balanceiem a atual proporcéo de
acido graxos essenciais 6mega-6 e dmega-3 na dieta. Por conseguinte, o
presente estudo objetivou a producdo de diacilglicerdis ricos nos 4cidos
graxos eicopentaendico (EPA) e docosahexaenodico (DHA), através da
glicerélise enzimatica de Oleo de peixe (Savelha), utilizando a
Lipozyme® RM IM como catalisador. Fez-se o estudo cinético das
concentracBes de diacilglicerdis formadas em condigdes reacionais pré-
estabelecidas, em meio contendo surfactante de grau alimenticio (Tween
65, 80 e 85). A auto-oxidacdo do meio e a atividade de esterificacdo da
enzima foram monitoradas ao final da reagdo. Inicialmente, adequou-se
a determinacdo da atividade enzimatica, e, adicionalmente, verificou-se
gue a lipase ndo condicionada termicamente apresentava atividade maior
do que a enzima condicionada a 40°C durante 1h. Analises
preliminares indicaram que a lipase atua sobre a lecitina de soja, motivo
pelo qual este fosfolipideo ndo foi empregado na continuidade do
trabalho. Além disso, verificou-se que, possivelmente, a lipase ndo atua
sobre os surfactantes selecionados para o estudo cinético. Por fim,
observou-se que a reacdo de glicerdlise sem adicdo de Tween foi a que
se destacou positivamente para a producdo de diacilglicerdis. Esta
reacdo apresentou a maior produtividade (0,25 mmoles/(g meio
reacional.h)) em 56,23% de triacilglicerdis convertidos, associada a
maior velocidade inicial especifica de formacao de diacilglicerdis (0,44
mmoles/(g meio reacional.h)). Também foi a que teve o menor indice de
perdxido ao final da reacdo, entretanto, a atividade especifica da enzima
foi reduzida em 38,77%.



Palavras-chave: glicerdlise, oOleo de peixe, EPA, DHA, lipase,
diacilglicerois, surfactante de grau alimenticio.



ABSTRACT

Researches on food oils and fats have indicated that products rich in
diacylglycerols, especially sn-1,3-diacylglycerols, hold a beneficial
effect on human health, as they might be completely metabolized, a
process which does not occur in triacylglycerol molecules. Besides, it is
known glycerolyses of oils are stoichiometrically favorable to the
production of mono- and diacylglycerols. The traditional method of
obtaining them, however, is not suitable for producing quality products,
with functional properties, due to the use of organic solvents and also
because of the aggressive temperature conditions involved at it. Thus,
there is an urge to replace this process for emulsifiers production,
considering the fact that it is so undesirable ecologically, sensory and
even economically, as well as to provide foods that balance the current
ratio of essential fatty acid omega-6 and omega-3 in the diet. Based on
this, the present study aimed to produce diacylglycerols rich in EPA and
DHA by means of enzymatic glycerolysis of fish oil (Menhaden) using
Lipozyme® RM IM as catalyst. The kinetic study of the concentrations
of diacylglycerols formed during pre-established reaction conditions, in
a media containing a food-grade surfactant (Tween 65, 80 and 85), was
performed. The autooxidation of the medium, likewise the enzyme
esterification activity, were monitored at the end of the reaction. Firstly,
it was necessary the adequacy of the enzyme activity determination.
Additionally, it was verified the lipase not conditioned over previous
heating was more active than the enzyme conditioned at 40 °C for 1 h.
Preliminary analyses revealed that the lipase acted on soy lecithin, and
therefore this phospholipid was not employed for further investigation.
Moreover, it was observed the lipase possibly did not act on the
surfactants chosen for the kinetic study. Finally, it was noticed that the
glycerolysis reaction without the addition of Tween was the one which
stood out positively for the production of diacylglycerols. It led to the
higher productivity (0.25 mmols/(g reaction medium.h)) at 56.23%
triacylglycerols converts, associated with a higher specific initial rate of
diacylglycerols formation (0.44 mmols/(g reaction medium.h)). It was
also the one that had the lowest peroxide value at the end of reaction,
however, the specific activity of the enzyme was reduced by 38.77%.

Keywords: glycerolysis, fish oil, EPA, DHA, lipase, diacylglycerols,
food-grade surfactant.
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1 INTRODUCAO

E crescente a busca por tecnologias que viabilizem a melhor
forma de aproveitamento de Oleos e gorduras. O setor industrial,
gradativamente, interessa-se por pesquisas relacionadas ao uso de
biocatalisadores, por questBes ecoldgicas e por maior qualidade dos
produtos de interesse, em especial quando destinados para o consumo
humano. Entre estes produtos, destacam-se 0s mono- e diacilglicerois.

Atualmente, uma das formas industriais de se obter estes
acilglicerois, aditivos com propriedades emulsificantes, estabilizantes,
espessantes e gelificantes, é por glicerdlise quimica. Vale ressaltar que o
mecanismo de glicerolise é o mais empregado industrialmente, pois ele
apresenta o maior rendimento tedérico para a producdo de
monoacilglicerdis, caso se utilize nesta reacdo de interesterificacdo dois
moles de glicerol para um mol de triacilglicerol (BORNSCHEUER,
1995). Entretanto, este processo é agressivo para 0 meio ambiente e para
0 produto de interesse, por utilizar catalisadores inorganicos (sodio,
potassio e NaOH) a altas temperaturas (acima de 240°C). Essas
condi¢des resultam em reacBGes de polimerizagdo e em produtos com
caracteristicas indesejaveis, como coloracdo escura e sabor de
gueimado, além deste processo apresentar rendimentos relativamente
baixos (BOYLE, 1997).

Devido a esses efeitos negativos causados pela glicerdlise
guimica, varias pesquisas vém buscando como alternativa a utilizacdo de
lipases, como biocatalisadores, as quais séo classificadas numericamente
pela Enzyme Commision de E.C. 3.1.1.3 - glicerol éster hidrolases. A
aplicacdo destes biocatalisadores permite que a reagdo seja conduzida
sob condicBes brandas (pH entre 4 a 9 e temperaturas desde ambiente
até 70°C) e maior seletividade, obtendo-se, assim, produtos de
qualidade superior. Por conseguinte, o0 uso de lipases possibilita diversas
vantagens, dentre as quais baixo custo energético, maior selecdo dos
produtos e menos residuos ao final do processamento (KOBLITZ e
PASTORE, 2004).

Todavia, para a indstria, o custo dos biocatalisadores ainda é um
limitante de investimento. A ideia de imobiliza-los pode compensar esse
ponto negativo, uma vez que permite que os catalisadores sejam
reutilizados, podendo apresentar uma atividade enzimatica residual
préxima a de origem. De acordo com a Novozymes (NOVOZYMES,
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2010), a Lipozyme® RM IM (proveniente de Rhizomucor miehei),
adsorvida em resina macroporosa, é particularmente adequada para
reacOes de esterificacdo e interesterificagdo, inclusive em processos
robustos. Além disso, é uma lipase regioespecifica (sn-1,3), sobre a qual
ha muitos estudos. Esta enzima foi a primeira a ter a estrutura descrita
(DEREWENDA et al., 1992) e existe um bom conhecimento sobre sua
ativacdo interfacial (PLEISS et al., 1998; PETERS et al.; 1999;GASKIN
etal., 2001).

Para que a obtencdo dos mono- e diacilglicerois, principais
emulsificantes da industria de alimentos, de farmacos e de cosméticos,
seja viavel por glicerdlise, € necessario que haja uma perspectiva de
disponibilidade e de barateamento do glicerol (glicerina com 99,5% de
pureza), um dos substratos da reacdo. Através do gradativo incentivo do
governo brasileiro e de outros paises & produgdo de biodiesel via reacéo
tipo alcoodlise de triacilglicerdis, percebe-se uma tendéncia a ndo
escassez deste substrato, visto que, nesta reacdo, a glicerina gerada
como co-produto representa cerca de 10% do total do produto da reacéo
(DEMIRBAS, 2003). O Brasil deve se transformar em um dos grandes
incentivadores do setor de biotransformacdo de 6leos e gorduras, uma
vez que ja estd em vigéncia a Lei 11.097 (ANP, 2005), que exige a
adicdo de 5% de biodiesel ao 6leo diesel.

Uma das questbes a que vem se dando bastante énfase € a
necessidade de agregar propriedades funcionais aos alimentos ingeridos
pelo homem. Com o consumo demasiado de alimentos industrializados,
observou-se, em diversos paises ocidentais, que a ingestdo média em
relacdo a razdo entre os acidos graxos 6mega-6 (os acidos linoléico —
C18:2n-6 e araquiddnico — C20:4n-6, por exemplo) e dmega-3 (0s
acidos o-linolénico — C18:3n-3; eicosapentaendico — C20:5n-2;
docosahexaendico — C22:6n-3, por exemplo) estd entre 10 — 25:1
(SIMOPOULOQS, 1991; MARTIN et al., 2006; SARTORELLI et al.,
2010). No entanto, no periodo anterior a era industrial, estima-se que a
razdo dmega-6/6mega-3 na dieta das pessoas era em torno de 1 — 2:1.
Em conseqiiéncia do consumo elevado de acidos graxos 6mega-6 e da
baixa ingestdo de 6mega-3, aliado a ingestdo excessiva de gorduras
saturadas e trans , sdo crescentes 0s casos de doengas cardiovasculares,
inflamatdrias, hipertensdo, auto-imunes, depressdo e outras relacionadas
as funcbes neurolégicas (SHAHIDI e WANASUNDARA, 1998). Por
outro lado, estudos clinicos observaram que, quando a razdo de &cidos
graxos dmega-6/6mega-3 da dieta é de cerca de 5:1, ha diminuicdo de
70% na taxa de mortalidade por doengas cardiovasculares, reducéo das
doencas inflamatérias como artrite reumatdide e dos sintomas
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decorrentes da asma (LORGERIL et al., 1994; JAMES e CLELAND,
1997; BROUGHTON et al., 1997). Além disso, estudos evidenciaram
gue os acidos graxos 6mega-3 e uma maior razdo de &cidos graxos
Omega-3/6mega-6 apresentam um efeito protetor independente sobre o
metabolismo da glicose em individuos diabéticos de alto risco
(SARTORELLI et al., 2010). A Sociedade Internacional para Estudos de
Acidos Graxos e Lipideos (International Society for Study of Fatty Acids
and Lipids — ISSFAL) orienta que a ingestdo adequada de &cido
linoléico e a-linolénico deve ser de 2 e 0,7% das calorias consumidas,
respectivamente, enquanto que a ingestdo minima dos acidos graxos
Omega-3 de cadeia longa eicosapentaendico e docosahexandico deve ser
de 500 mg/dia.

A razdo pela qual este desequilibrio na proporcdo de &cidos
graxos 6mega-3 para 6mega-6 ingeridos na dieta causa efeitos negativos
a saude é pelo fato de que estes acidos graxos ndo sao interconversiveis,
isto €, competem entre si. Segundo Lands (1986) apud Freitas et al.
(2006), o 6mega-6 em excesso pode inibir a producdo de alguns
metabolitos de 6mega-3, incluindo seus precursores de eicosanoides.
Essa inibicdo especifica provoca alteragdes nos processos biolégicos que
envolvem, por exemplo, 0s tromboxanos e prostaglandinas, formadores
da classe dos prostanoides, a qual € uma sub-classe dos eicosandides.
Isto, ocasiona coagulagdo do sangue e a sua inflamacéo.

O o6leo de peixe possui 0s acidos graxos essenciais dmega-3
eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) e docosahexaendico (DHA, C22:6n-
3), precursores dos hormonios tipo eicosandides, responsaveis por
processos bioldgicos importantes do corpo humano. E notéavel, portanto,
a importancia de adiciona-los a dieta dos consumidores, por exemplo, na
forma de emulsificantes (mono- e diacilglicerdis). A partir desta analise,
estudos indicam a utilizacéo de 6leo de peixe como substrato em reacdes
de glicerélise enzimatica para a obtencdo de mono- e diacilglicerois
ricos em acidos graxos dmega-3 (PAWONGRAT et al., 2007; FELTES
et al., 2010; EOM et al., 2010). Estudos realizados por Chattipakorn et
al. (2009) verificaram uma baixa mortalidade cardiaca em humanos ao
observar uma maior freqiéncia de consumo de peixe, sendo esta
freqliéncia diretamente associada a relacdo de acidos graxos 6mega-6 e
Omega-3 nos tecidos do coragao.

Concomitantemente, para que se proponha uma condicdo de
tecnologia mais limpa através da glicerdlise enzimatica, sugere-se
utilizar surfactantes de grau alimenticio no meio reacional, como
substitutos dos solventes organicos, 0s quais normalmente s&o
adicionados, atuando como homogeneizadores desta reacdo. Tendo em
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vista esta situacdo, hd um avanco nos estudos que viabilizam a producéo
dos mono- e diacilglicerdis via glicerdlise enzimatica em meio livre de
solventes organicos e contendo surfactantes de grau alimenticio
(VALERIO et al., 2009a, 2009b; FELTES et al., 2010).

O surfactante, quando presente em baixa concentracdo em um
sistema, atua como agente tensoativo entre as fases imisciveis em
contato, por ocasionar a diminuicdo da energia interfacial livre dos
substratos (ROSEN, 2004). Devido a reagdo de glicer6lise enzimatica
possuir em maior volume a porcao de 6leo (apolar) em relagdo a porcao
de glicerol (polar), o sistema é caracterizado como Agua/Oleo, o que
requer, teoricamente, o uso de um surfactante com baixo valor de
balanco hidrofilico/lipofilico (BHL). Os valores tedricos referentes ao
BHL dos surfactantes de grau alimenticio Tween (Polioxietileno ésteres
de sorbitana) podem estar entre 8 e 15 (OHBA, 1962). Estudo sobre
glicerélise de azeite de oliva na presenga de Tween 85 (Polioxietileno
trioleato de sorbitana) indicou que este surfactante proporcionou bons
rendimentos em mono- e diacilglicerdis em apenas 2 horas de reagéo
(VALERIO et al., 2009b).



2 OBJETIVOS

A partir das consideracdes anteriores, 0 objetivo desta pesquisa
foi produzir emulsificantes (diacilglicerdis), através da glicerdlise
enzimatica do 6leo de peixe comercial refinado OmegaPure®, obtido de
Savelha, utilizando-se meio contendo surfactante de grau alimenticio.
Para tal, optou-se por utilizar como biocatalisador a Lipozyme® RM IM.
Dentro deste objetivo geral, determinaram-se 0s objetivos especificos a
seguir:

— Caracterizar o 6leo de peixe quanto aos indices de acidez e
perdxido;

— Verificar a agdo da lipase Lipozyme® RM IM sobre diferentes
surfactantes de grau alimenticio (Tween 65, Tween 80, Tween
85 e lecitina de soja);

— Definir metodologia de monitoramento da atividade
enzimatica e utiliza-la para determinar a atividade enzimatica
antes e depois das reacdes de glicerdlise;

— Verificar se o condicionamento prévio da lipase pela
temperatura propicia maior atividade de esterificacéo;

— Realizar o estudo cinético das reacGes de glicerdlise
enzimatica, na presenca de diferentes surfactantes de grau
alimenticio, em condicdes pré-definidas de acordo com a
literatura, comparando os resultados com os obtidos em meio
contendo somente glicerol e éleo;

— Verificar o indice de peroxido do meio reacional depois das
reacOes de glicerolise, de forma a avaliar o estado de oxidac&o
dos produtos da reacéo;

— Selecionar um surfactante de grau alimenticio para produzir
diacilglicerois, considerando a sua qualidade e estabilidade da
enzima.






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo aborda os fundamentos tedricos necessarios
para o desenvolvimento do projeto de dissertacdo a respeito da producgdo
de emulsificantes diacilglicerdis, contendo principalmente acidos graxos
poliinsaturados &mega-3 (&cidos graxos eicosapentaendico e
docosahexaendico), via glicerdlise enzimatica de dleos de diversas
origens, em especial obtido de peixe, utilizando diferentes meios
reacionais, com enfoque para um sistema contendo surfactantes de grau
alimenticio.

3.1 LIPIDEOS

Os lipideos possuem a caracteristica de serem sollveis em
solventes organicos (tais como, éter, hexano ou cloroférmio) e, segundo
Christie (1982), compreendem uma variedade de produtos naturais,
incluindo os é&cidos graxos e seus derivados, esterdides, terpenos,
carotenoides e &cidos bilidticos. No entanto, hoje em dia, o termo
“lipideos” €, geralmente, utilizado para os acidos graxos e seus
derivados de ocorréncia natural (éster e amidas), e aos compostos
relacionados biosinteticamente aos acidos graxos.

Os componentes acidos graxos e alcool compdem os lipideos
simples, como os acilglicerois, éter acilglicerois, esterois, e seus ésteres
e ésteres de cera. Os lipideos complexos incluem os glicerofosfolipideos
(fosfolipideos), gliceroglicolipideos (glicolipideos), e os esfingolipideos
(AKOH e MIM, 2008).

Os 6leos e gorduras sdo compostos essencialmente de
triacilglicerdis, cujas estruturas e distribuicdo de acidos graxos nas
moléculas definem as propriedades fisicas. Os triacilglicerdis sado
obtidos a partir da esterificacdo de cada grupo hidroxila do glicerol com
acidos graxos, conforme indicado na Figura 1.
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Figura 1 Formagao de uma molécula de triacilglicerois.

Os é&cidos graxos, de origem vegetal e animal, normalmente,
contém ndmeros pares de atomos de carbono (4 — 24) em uma cadeia
alifdtica com um grupo terminal carboxilico. Podem ser totalmente
saturados ou conter uma, duas ou mais (até seis) ligacdes duplas, as
guais normalmente tém uma configuracao cis, isto é, 0s a&tomos/grupos
estdo no mesmo lado de um plano de referéncia na molécula. O
contrario € uma configuracdo trans (CHRISTIE, 1982). Os &cidos
graxos de origem animal sdo, comparativamente, mais simples na
estrutura e podem ser subdivididos em familias bem definidas.

A depender do tipo de acido graxo, se for insaturado e possuir
apenas ligacdo cis, € comum em sua identificacdo abreviada o uso da

notacdo n- ou @. Este tipo de identificacdo abreviada informa o nimero
de carbonos em uma cadeia de acido graxo, em seguida, o namero de
ligagdes duplas e a posicdo da ligacdo dupla mais préxima do grupo
metil (CH; — ) da extremidade da molécula do acido graxo, conforme
indicado na Figura 2.

1 2 4 6 8 10 u 12 14 16 18
3 5 7 9 13 15 17

Hooc 17 15 13N 11NF9 X5 3 1
18 16 14 12 10 8 6 4 2

Figura 2 Sistema de numeragdo ITUPAC A e ® comum para acido graxo
C18:3 cis-6, cis-9 e cis-12 ou C18:3n-6. A numeracdo iniciada no
carbono do grupo carboxil (COOH) determina a posicdo da primeira
ligacdo dupla como A6. A numeracdo iniciada a partir da extremidade
oposta, no carbono do grupo metil (CH3-), define a posicdo da primeira
ligagdo dupla como ®6.
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3.1.1 Acidos graxos poliinsaturados n&o-conjugados em o6leo de
peixe

Ha& um crescente conhecimento e compreensdo sobre os efeitos
do comprimento da cadeia dos acidos graxos, de sua insaturacdo, e de
sua distribuicdo posicional no metabolismo do corpo humano e,
consequientemente, em sua salde (LORGERIL et al., 1994; JAMES e
CLELAND, 1997; BROUGHTON et al, 1997, SHAHIDI e
WANASUNDARA, 1998 e MARTIN et al., 2006). De acordo com
Willis et al. (1998), o crescente conhecimento a respeito dos efeitos
benéficos dos acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) de cadeia longa,
particularmente 4cido eicosapentaenodico (EPA), C20:5w3 (Figura 3a), e
acido docosahexaenoico (DHA), C22:6w3 (Figura 3b), tem promovido o
desenvolvimento de novos métodos de concentracdo de AGPIs a partir
de 6leos marinhos. Oleos marinhos, como de salmdo e figado de
bacalhau, sdo fontes ricas destes AGPIs, encontrados nos tecidos
animais como importantes componentes de lipideos complexos. Os
autores Haraldsson e Hoskuldsson (1989) afirmam que o 6leo de peixe
pode conter entre 10 e 25% de AGPIs. Os &cidos graxos poliinsaturados
de cadeia impar tém sido, também, encontrados em alguns 6leos de
peixes (CHRISTIE, 1982).
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Figura 3a Acido eicosapentaendico (EPA), C20:503 — &cido graxo
poliinsaturado de cadeia longa.
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Figura 3b Acido docosahexaendico (DHA) — C22:6m3 — &cido graxo
poliinsaturado de cadeia longa.

Os AGPIs, especialmente EPA e DHA, slo sintetizados
principalmente por plantas marinhas uni ou multi celulares, tais como
fitoplanctons e algas (PIGOTT e TUCKER, 1987). S&o transferidos aos
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peixes e mamiferos marinhos através da cadeia alimentar e, assim,
incorporados aos seus lipideos. A presenca destes acidos graxos
essenciais é mais comum em peixes de aguas frias da regido Atlantica.
Os acidos graxos poliinsaturados da familia ©3 sdo acidos graxos
essenciais, ou seja, ndo sintetizados pelo homem. Por essas razdes, 0
6leo marinho tem sido tradicionalmente usado como matéria-prima para
a obtengdo de concentrados e/ou produtos ricos em AGPIs ®3. No
entanto, a obtencdo destes concentrados é dificultada pela separacdo
individual dos acidos graxos, pois o 6leo marinho contém uma mistura
de acidos graxos de cadeia de diversos tamanhos e niveis de insaturagéo.

Esses &cidos graxos atendem as necessidades humanas de
crescimento, reprodugdo e desenvolvimento saudavel. Além disso, sabe-
se que os acidos graxos poliinsaturados w6 e 3 sdo precursores de
compostos tipo hormdnio como o0s eicosanodides, responsaveis por
processos bioldgicos importantes do corpo humano (SHAHIDI e
WANASUNDARA, 1998) No entanto, percebe-se que a dieta ocidental
apresenta um desequilibrio inadequado da relagdo w6/w3 ingerida. Em
conseqiéncia disso, sdo crescentes o0s casos de doencas
cardiovasculares, inflamatorias, hipertensdo, auto-imunes, depressdo e
outras relacionadas as funcBes neuroldgicas (SHAHIDI e
WANASUNDARA, 1998). Estudos realizados por Chattipakorn et al.
(2009) verificaram que a freqiiéncia de consumo de peixe estava
diretamente associada com a relacdo de acidos graxos 6mega-6 e
Omega-3 nos tecidos do coragdo em humanos e, a partir do histérico de
doencas cardiacas coronarianas, observaram que os altos niveis de
Odmega-3 e 6mega-6, particularmente acido docosahexaendico (DHA) e
acido araquidonico (AA), correspondiam a baixa mortalidade cardiaca.

Pesquisas verificaram que, em adultos, o0 aumento do consumo de
EPA e DHA na forma de peixe e capsulas de 6leo de peixe tem sido
associado com a reducdo de riscos de arteriosclerose, crescimento de
tumor, tromboses, hipertrigliceridemia, certos canceres, baixa imunidade
e alta pressdo arterial (SHEKELLE et al.,, 1985; BRADEN e
CARROLL, 1986).

Por outro lado, os &cidos graxos poliinsaturados tém um ponto de
fus@o muito baixo. Devido as multiplas insaturacBes, possuem maior
susceptibilidade a deterioracdo autoxidativa. Esses &cidos e seus
derivados, expostos a altas temperaturas ou a hidrdlises alcalinas,
sofrem isomerizagdo posicional ou geométrica, formacao e migracGes de
ligacGes duplas trans.

Contudo, diante de toda a relevancia funcional dos AGPIs no
organismo humano, ha o interesse em desenvolver e otimizar a produgdo



39

de aditivos alimenticios, como os emulsificantes mono- e diacilgliceréis
enriquecidos com tais 4cidos graxos.

3.1.2 Glicerol

O glicerol, conhecido também como 1, 2, 3 propanotriol, possui a
estrutura apresentada na Figura 4 e refere-se somente ao composto puro.
O termo glicerina é designado para 0s compostos comerciais que
contém quantidades maiores ou iguais a 95% de glicerol (MORRISON,

1994).
HO\)\/OH

Figura 4 Estrutura quimica do glicerol.

O glicerol, para ser utilizado pelo ser humano, em alimentos e
farmacos, deve apresentar em sua especificacdo o termo USP (United
States Pharmacopeia) (MORRISON, 1994). Ele também é considerado
como substancia GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA
(Food and Drug Administration) dos Estados Unidos (MORRISON,
1994). No Brasil, seu uso em produtos alimenticios é assegurado pela
Resolugdo n° 386 da ANVISA, de 5 de agosto de 1999.

Fisico-quimicamente, o glicerol é um liquido incolor, inodoro,
viscoso e de sabor doce, solivel em agua e alcool em todas as
proporcdes, e pouco solivel em éter, acetato de etila e dioxano e
insolGvel em hidrocarbonetos (LOPES et al., 1999). E atoxico, 0 que o
torna bastante utilizado como aditivo alimentar, atuando como
estabilizante, antioxidante, sequestrante, emulsificante e umectante
(ARRUDA et al., 2007).

Segundo Brisson et al. (2001), é comum encontra-lo em
diferentes espécies, desde protistas até mamiferos, porém se encontra
também como um triacilglicerol, combinado com acidos graxos. Pode-
se encontra-lo, em grandes quantidades, em 6leos ou azeites. O glicerol
pode também ser recuperado como um subproduto, principalmente
através de dois processamentos industriais: no processo de fabricacdo de
sabdo, quando 6leos, gorduras ou sebos sdo saponificados através de
lixivias alcalinas (ARRUDA et al., 2007), e na producéo de biodiesel, a
partir da transesterificacdo de 6leos vegetais com alcoois, na presenca de
diferentes catalisadores (GONCALVES et al, 2006).



No decorrer dos Ultimos anos, observou-se que a producao
mundial de biodiesel tem crescido exponencialmente. Considera-se a
glicerina como o principal co-produto desta producédo, gerada em niveis
de aproximadamente 10% (m/m) do dleo processado (THOMPSON e
HE, 2006). Conforme o Programa Nacional de Producdo e Uso de
Biodiesel (Portal do BIODIESEL), a demanda e a producéo de biodiesel
é crescente, logo, a quantidade de glicerina gerada ja é consideravel, e a
sua utilizacdo tornar-se uma questdo bastante relevante. Entretanto, a
composicdo da glicerina, depende da origem da matéria-prima e do
processo de obtencédo de biodiesel.

O ¢leo vegetal, formado por triésteres derivados da glicerina, sob
acdo de um catalisador bésico, ou mesmo &cido, e na presenga de alcool
metilico ou alcool etilico, o éleo sofre uma transesterificacdo, formando
trés moléculas de ésteres metilicos ou etilicos dos &cidos graxos,
liberando a glicerina (Figura 5).

O/ﬁ\ I
R1 Rl)k OCH3
o OH
O Ry +3CH30H KOH,_ )k + HO\)\/OH
T R2 OCH3

0 Glicerina
. 1
R OCH3
Oleo vegetal Biodiesel

Figura 5 Producdo de biodiesel a partir da transesterificacdo entre o
6leo vegetal e 0 metanol na presenca de catalisador basico.

A maioria dos processos industriais de biodiesel utiliza uma razo
molar de 6 para 1 de alcool para 6leo, que € um excesso de 100%, a fim
de conduzir a reacdo até o final. Apds a reacdo, a maior parte do excesso
de alcool (80%) adere-se a camada de glicerol. O &lcool é recuperado
para reutilizacdo. A purificacdo da glicerina depende da economia de
escala de producdo efou da disponibilidade de uma instalacdo de
purificacdo de glicerol. Produtores de biodiesel de maior escala refinam
sua glicerina e repassam-na para as indudstrias de alimentos, farmacos e
cosméticos. (THOMPSON e HE, 2006).

Alguns dos métodos aperfeicoados de purificacdo de glicerina sdo
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através da filtragem, adi¢des quimicas e destilacdo fracionada a véacuo
para produzir varios tipos comerciais, tais como grau dinamite, destilado
amarelo e quimicamente puro (Bailey’s Fats and Oils, 1979). A glicerina
também pode ser refinada através de um método de filtracdo de uma
série de resinas de troca idnica (MIESIAC, 2003). Salienta-se que o alto
custo de purificacdo ndo é indicado para produtores de escala moderada.

Os avancos na producdo de biodiesel por transesterificacdo de
6leo com 4&lcool metilico ou alcool etilico (alcodlise) no Brasil,
particularmente, sdo especialmente provenientes do surgimento do
projeto que incentiva a propagacdo do biodiesel (PROBIODIESEL,
2003) e a vigéncia da Lei 11.097 (ANP, 2005), desde janeiro de 2010,
que exige a adigdo de 5% de biodiesel ao combustivel diesel. A partir
disso e das projecGes mundiais, em relagdo aos avangos nas pesquisas e
na crescente aplicacdo do biodiesel prevé-se um aumento na
disponibilidade e, conseqlientemente, o barateamento da glicerina. Tal
situacdo é desejavel as industrias de alimentos, cosméticos e farmacos,
uma vez que uma das reacOes de interesterificacdo de 6leos de grande
interesse para a obtencdo de emulsificantes € a glicerdlise, pois utiliza
como um dos substratos a glicerina.

3.1.3 Reagdes de transformacéo de lipideos

E crescente o desenvolvimento de aplicagBes a partir de recursos
renovaveis, visando a sustentabilidade, em especial, pela industria
guimica. Seus custos competitivos, disponibilidade mundial e
funcionalidade fazem dos éleos e gorduras atrativos para inlmeras
aplicagdes. Alguns produtos a partir destas aplicagbes sdo biodiesel,
lubrificantes, surfactantes, revestimento de superficies, polimeros,
farmacéuticos e cosméticos (CORMA et al., 2007).

Observou-se esta ampla funcionalidade de dleos e gorduras a
partir de pesquisas destinadas a formas de reorganizacdo de suas
estruturas bésicas, tais como modificacdes quimicas dos acidos graxos
(hidrogenacdo), hidrolise e reorganizacdo dos acidos graxos na cadeia
principal dos triacilglicerdis (interesterificagdo). No entanto, o uso de
catalisadores quimicos, comumente utilizados para estas reacfes de
transformacdo, causa limitagbes na obtencdo dos produtos, por
resultarem em processos pouco versateis e exigirem altas temperaturas
para que se atinja uma velocidade intermediaria de reagdo. Além disso,
esse tipo de mecanismo quimico possui baixa especificidade, resultando,
normalmente, em produtos de composi¢do quimica mista ou toxica, o
que leva a uma etapa final obrigatéria de purificagdo mais rigorosa
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(SONNTAG, 1982).

Diante disso, processos enzimaticos vém demonstrando uma boa
alternativa para a transformacdo de Oleos e gorduras na inddstria.
Apresentam vantagens, tais como maior rendimento do processo,
utilizacdo de catalisadores biodegradaveis, menor consumo de energia,
reducdo da quantidade de residuos e introducdo de rotas mais acessiveis
de produ¢ido (HAMMOND e GLATZ, 1988; CASEY e MACRAE,
1992; WILLIS e MARAGONI, 1999). Para a industria de oleos e
gorduras, 0s processos de maior interesse por tecnologia enzimatica séo
as reacdes de hidrdlise, sintese e interesterificacdo de lipideos, as quais
empregam lipases como biocatalisadores.

O mecanismo enzimatico permite a aplicacdo de temperaturas e
pressdes brandas no processo, com a manutencdo de uma alta atividade
catalitica, permitindo a modificacdo de gorduras poliinsaturadas,
conforme ja investigado para 6leo de peixe (PAWONGRAT et al., 2007;
EOM et al., 2010 e FELTES et al., 2010).

3.2 LIPASES

A Comissdo de Enzimas (Enzyme Commission — E.C.) classifica
as lipases como éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3). Estas enzimas atuam
sobre ligagOes éster de varios compostos, sendo o acilglicerol seu
principal substrato. Podem ser obtidas de fontes animais, vegetais e
microbianas (JAEGER e REETZ, 2000). E interessante observar que o
tipo de enzima depende de sua origem, podendo ser proveniente de
microorganismos integros vivos e de outros materiais biol6gicos, como
RNA, anticorpos, enzimas isoladas ou contidas em células (PEREIRA,
1995; LEON et al., 1998). Avancos na tecnologia do DNA, segundo
Vulfson (1994) e Kazlauskas et al. (1998), permitiram o surgimento de
lipases microbianas comerciais com maior atividade e maior
estabilidade térmica. Atualmente, os seus principais fabricantes séo
Novozymes, Amano e Gist Brocades.

A massa molar pode variar entre 20 e 75 kDa, sua atividade
enzimatica ideal pode ser em pH entre 4 e 9 e em temperaturas desde a
ambiente até 70 °C. Normalmente, as lipases séo estaveis & temperatura
ambiente e possuem uma atividade 6tima entre 30 e 40 °C (VULFSON,
1994).

Além disso, as enzimas isoladas ou purificadas possuem alta
eficiéncia catalitica (velocidade da reacdo 108 a 1012 vezes maior em
relacdo aos catalisadores quimicos) e seletividade. As lipases também
possuem uma certa estabilidade em solventes orgénicos e ndo requerem



a presenca de co-fatores (JAEGER e REETZ, 2000).

As lipases podem ser classificadas quanto & especificidade.
Existem lipases ndo especificas, que quebram as moléculas de
acilglicerol aleatoriamente, gerando produtos com caracteristicas
similares aos obtidos por catdlise quimica, porém menos
termodegradados (KAZLAUSKAS et al., 1998).

Ja as lipases sn-1,3 especificas, originadas de Aspergillus niger,
Mucor javanicus, Rhizopus delemar, Candida lipolytica, Penicillium
roquefortii e Rhizomucor miehei, por exemplo (WILLIS e
MARAGONI, 1999; REETZ, 2002; KRISTENSEN et al., 2005 ),
liberam &cidos graxos das posi¢cdes 1 e 3 do acilglicerol e formam
produtos com composi¢des diferentes daquelas obtidas pelas lipases
ndo-regiosseletivas ou por reagdes quimicas tradicionais. As lipases de
acidos graxos especificos hidrolisam especificamente determinados
acidos, como os &cidos graxos de cadeia longa com dupla ligag&o cis no
carbono 9, hidrolisados lentamente por lipase de Geotrichum candidum
(KAZLAUSKAS et al., 1998).

Além disso, algumas lipases podem ser estereoespecificas. Jaeger
e Eggert (2002) e Jaeger e Reetz (2000) observaram que certas lipases
diferenciavam os enantidmeros de uma mistura racémica. Segundo Choi
et al. (1999), esta regiosseletividade é imposta pelas dimensdes e pela
estrutura do centro ativo & ligagdo do substrato. Esta seletividade
estereoespecifica € provocada pela simetria estrutural (quiralidade) da
enzima, que restringe a acdo de substratos que ndo sejam compativeis
com a sua estrutura espacial.

A especificidade apresentada por algumas lipases é Util para a
obtencdo de ésteres, alcodis e &cidos opticamente puros (FADNAVIS e
KOTESHWAR, 1997; CHOI et al., 1999; JAEGER e REETZ, 2000;
JAEGER e EGGERT, 2002).

Geralmente, em reacdes de glicerdlise enzimatica, independente
do uso de lipases 1,3-especificas, € mais favoravel a obtencdo de 1(3)-
monoacilgliceréis e ndo de 2-monoacilglicerdis, pois, ap6s a hidrélise
do triacilglicerol nos grupos acil externos, ocorre uma migracdo
espontanea do grupo acil da posicdo intermediéria para as posicoes
externas, o que resulta em uma mistura de isbmeros.

Sabe-se que as lipases foram diferenciadas das esterases a partir
de sua caracteristica cinética, uma vez que elas possuem uma
propriedade de ativagdo na presenca de substratos insollveis em &gua e
emulsionados, como na interface lipideo/agua (SARDA e
DESNUELLE, 1958). Logo, as lipases se tornam ativas na presenca de
ésteres emulsionados. No entanto, deve-se ressaltar que a maioria das
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lipases pode hidrolisar substratos de esterases, porém o inverso ndo é
possivel, pois as esterases apenas hidrolisam substratos sollveis em
agua (FREITAS et al., 2006).

Na Figura 6, é possivel observar o mecanismo de acao de lipases
1,3-regioespecificas em reacOes de interesterificacdo enzimatica. As
lipases especificas incluem o residuo serina, que é o nucleofilico, e 0s
outros dois aminoacidos, a histidina e o &cido aspartico, os quais sao
envolvidos por um sistema de retransmissdo de carga (charge-relay)
destinado a melhorar a catélise. Esta triade catalitica é coberta por um
laco na superficie, cadeia polipeptidica, denominado como a “tampa”,
“lid” ou “flap” (LANG et al., 1996). Em contato com as gotas de 6leo, a
lid se move para permitir a interacdo entre sua face interna hidrofdbica e
os residuos hidrofébicos que normalmente cercam o sitio ativo da lipase
com uma superficie hidrofébica. Isto é, a lipase torna-se adsorvida nesta
superficie hidrofobica e na sua forma aberta para promover a exposi¢do
do sitio ativo ao meio reacional (MILED et al., 2001; GROCHULSKI et
al., 1993).

A reacdo de interesterificacdo enzimatica regioespecifica consiste
em quatro etapas (Figura 6). Na primeira etapa, o sitio ativo serina ataca
o carbono carbonil de um triacilglicerol, um acido graxo indissociavel
ou, como mostra a Figura 6, um éster alquilico de acido graxo,
formando um tetraédrico intermediario (segunda etapa). O papel dos
residuos de histidina e de acido aspartico é de tornar o grupo de
hidroxila da serina um nucleofilico forte, sem necessitar de condi¢des
bésicas. Este tetraédrico intermediério é estabilizado por grupos amina
especificos da “espinha dorsal” dos outros aminoacidos, formando uma
estrutura denominada cavidade oxidnion (ndo apresentada na Figura 6).
A ligacdo carbono-oxigénio do ester é subseqiientemente rompida
(terceira etapa), resultando em alcool ou em agua, dependendo se dado
substrato for um triacilglicerol, um éster metilico de acido graxo ou um
acido graxo. Na quarta etapa, um outro alcool reagira com o
intermediario acil-enzima, formando novamente um tetraédrico
intermediario, o qual se rearranjara gerando um novo éster alquilico de
acido graxo, como apresentado na Figura 6, regenerando o sitio ativo da
serina.
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Figura 6 Mecanismo catalitico da interesterificacdo enzimatica por
lipase. O sitio ativo das lipases contém uma triade catalitica: serina,
acido aspartico (ou glutimico) e  histidina (Ser-Asp/Glu-His,
respectivamente). Fonte: Marangoni e Rousseau (1995)
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A revisdo da literatura feita por Rodrigues e Fernandez-Lafuente
(2010a) confirmou que a hidrdlise de gorduras e dleos em meio aquoso
(emulsdo) por lipase segue este mecanismo, tdo conhecido como
ativacdo interfacial. Além disso, estudos indicaram que existem
superficies hidrofébicas que simulam essas gotas de dleo, permitindo
que haja a adsorcdo da forma aberta da lipase ao suporte por meio da
ativacdo interfacial (BAYRAMOGLU et al., 2002, AUCOIN et al.,
2004, WILSON et al., 2006 apud RODRIGUES e FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010a).

Portanto, percebe-se a importancia da existéncia da interface para
a desejada atuagdo da lipase. Para tal deve-se ter uma quantidade
minima de agua que envolva a enzima e hidrate 0 seu sitio ativo,
permitindo, assim, a formacdo da interface local necessaria para que
haja a ativacdo da lipase. Contudo, a presenca da agua em reagoes
inversas a hidrélise, como interesterificacdo (glicerdlise, por exemplo),
deve ser minima e controlada ao longo da reacdo. Tendo em vista que ja
existe uma quantidade minima de agua no proprio meio reacional,
mesmo em solventes hidrofébicos (FREITAS et al., 2006), como
também a formacdo de agua que geralmente ocorre através da reacao
entre o grupo funcional carboxila do grupo acilo (R — CO — ) e um
alcool, como se observa na reacdo de esterificacdo da Figura 13.
Ressaltando-se que em reacGes de interesterificacdo é necessario,
também, que ocorram hidrélises, além de esterificacdes.

Valério (2009) abordou a necessidade de ativacdo interfacial para
a total atividade catalitica das lipases em reacdes de interesterificacdo
(glicerolise com 6leo de oliva usando diferentes emulsionantes com grau
alimenticio) reduzindo o teor de agua da prépria lipase (Novozym® 435,
produzida por Candida antarctica), principalmente do suporte,
condicionando-a, previamente, em estufa a 40 °C por 1 h.

Todavia, de acordo com Brockman (1984) apud Freitas et al.
(2006), as lipases dependem das propriedades fisicas da emulsdo, dos
substratos lipofilicos em si. A partir disso, tem-se uma melhor
percepcao do mecanismo da lip6lise.

Em se tratando de hidrdlise, um mecanismo integrante da reacéo
de interesterificacdo, segundo Buehler e Wandrey (1987) apud Freitas et
al. (2006), diferentes pardmetros podem influenciar seu desempenho,
como: a relacdo fase aquosa/ fase oleosa; eventual agdo inibitoria dos
produtos formados; efeito dos ions célcio e sodio na velocidade de
reacdo; influéncia do tipo de agente emulsificante na cinética do
processo e o efeito da agitagdo na velocidade de rea¢do. Agregando-se a
este conhecimento para justificar o0 estudo referente ao
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acondicionamento térmico da lipase antes de adiciona-la a reacdo,
abordado no item 4.2.3, o sitio ativo das lipases é de extrema
flexibilidade, ou seja, suas propriedades cataliticas podem ser facilmente
alteradas sem a sua inativacdo. Assim, as propriedades da lipase podem
ser bastante alteradas por ligeiras mudancas nas condicBes de reacdo,
diferentes formas de imobilizacdo ou por sua composi¢cdo quimica ou
modificagdo fisica (RODRIGUES e FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010b).

De maneira geral, o conhecimento sobre o local e forma de acéo
da lipase é de grande importancia para avangos na otimizacao da acdo
biocatalitica e, conseqlientemente, no rendimento do processo. Segundo
estudo de Sharma et al. (2001), considerando que as reacdes lipoliticas
ocorrem na interface Aagua-lipideo (reacdo heterogénea), torna-se
inadequada a aplicacdo da cinética michaeliana (equagdes do tipo de
Michaelis-Menten), ja que se trata de reacfes heterogéneas. Além disso,
0s substratos das reac@es lipoliticas tendem a formar um equilibrio entre
0s estados monoméricos, micelar e emulsionados, 0 que requer uma
modelagem cinética especifica.

Por conseguinte, a modelagem deste tipo de reacdo vem sendo
amplamente desenvolvida por meio da analise automatica do perfil de
uma gota de Oleo suspensa em agua, denominada técnica de camada
Unica, sabendo-se que ha também uma reducdo da tensdo superficial
entre 0 Gleo e a agua, causada pela acdo hidrolitica da lipase com o
tempo. Por outro lado, o fendmeno da cinética destas reagdes lipoliticas
€ bem conhecido como “ativagdo interfacial”, isto €, o aumento da
atividade enzimatica estd em funcdo de substratos imisciveis,
responsaveis pelas emulsdes. De acordo com Jaeger e Reetz (2000), isso
se deve & estrutura tridimensional da lipase possuir uma superficie
entrelacada (lid) na superficie do sitio ativo. Porém, estudos mais
recentes afirmam que essa estrutura na forma de “tampa” ndo é
determinante para a “ativacdo interfacial” em lipases provenientes de
Pseudomonas aeruginosas, Burkholderia glumae e Candida antarctica
B e uma lipase pancredtica ndo especifica. Mesmo que a lid sobre o sitio
ativo seja anfifilica. Em consequiéncia disso, as lipases sdo definidas
como carboxilesterases, atuando em substratos emulsionados (JAEGER
e REETZ, 2000; KAZLAUSKAS et al., 1998) e catalisando a hidrélise
de acilglicerdis de cadeia longa (JAEGER e REETZ, 1998).

Sabe-se que, dependendo dos reagentes de partida, as lipases
atuam em reacOes diversas (KAZLAUSKAS et al, 1998;
VILLENEUVE et al, 2000). Podem catalisar reagdes de
interesterificacdo (aciddlise, alcoodlise e transesterificacdo), onde ocorre
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a combinagdo de reacOes de hidrélise — a quebra das ligagdes éster dos
triacilglicerdis — e de sintese (reacdo reversa) sob condicBes
microaquosas.

A interesterificacdo é o processo mais aplicado em o6leos e
gorduras para a obtencdo de produtos com funces desejaveis na
indGstria de alimentos, de cosméticos, farmacéutica e de
biocombustiveis. Esse tipo de reacdo consiste em um rearranjo das
ligacOes ésteres dos triacilglicerdis, possibilitando modificacfes das
propriedades dos 6leos e gorduras, na presenca de um catalisador ativo.
Em reacdes de glicerolise enzimatica, no entanto, o controle de agua
influencia no rendimento de mono- e diacilglicerdis.

3.2.1 Lipozyme® RM IM

A obtencdo da Lipozyme® RM IM é a partir de Rhizomucor
miehei, produzido por fermentagdo submersa do microorganismo
Aspergillus oryzae geneticamente modificado (NOVOZYMES, 2000). A
lipase fungica de Rhizomucor miehei (sn-1,3 especifica) foi a primeira a
ter a estrutura descrita (DEREWENDA et al., 1992) e existe um bom
conhecimento de sua ativagdo interfacial (PLEISS et al., 1998; GASKIN
et al.,, 2001; PETERS et al.; 1999). A partir dos estudos de Jaeger e
Reetz (2000) sobre esta lipase, concluiu-se que o sitio ativo das lipases,
em geral, é constituido por uma triade catalitica, constituida pelos
aminoacidos serina, acido aspartico (ou glutdmico) e histidina. Na
Figura 7, observa-se a estrutura em 3D da lipase originada de
Rhizomucor miehei na forma aberta.
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Figura 7 Estrutura 3D da lipase de Rhizomucor miehei na forma aberta,
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obtida a partir do PDB (Protein Data Bank), identificada como 4TGL,
utilizando PyMOL vs 0,99. Fonte: Rodrigues e Fernandez-Lafuente
(2010b).

A Figura 7 exibe que o sitio ativo da enzima com o movimento de
uma tampa helicoidal (lid). Derewenda et al. (1992) propds que a
estrutura da enzima neste complexo é equivalente ao sitio ativo gerado
pela interface dgua-dleo.

Comercialmente, pode-se obter esta lipase imobilizada através da
Novozymes e, segundo Vicente et al. (2005), custa cerca de 600 €/kg.
Esta enzima é adsorvida em resina macroporosa, sendo particularmente
adequada para reacOes de esterificacdo e interesterifica¢do, inclusive em
processos robustos. O seu suporte é Duolite ES 562, baseado numa
resina de troca anidnica fraca em co-polimeros de fenol-formaldeido
(NOVOZYMES, 2010). Ressaltando-se que Huge-Jensen et al. (1988)
relataram que houve alteracdo da especificidade da lipase frente a
diferentes acidos graxos (C4:0 a C18:1) como conseqiiéncia da
imobilizacdo.

De acordo com as informacBes técnicas da Novozymes, a
Lipozyme® RM IM &, particularmente, mais indicada para as reacoes de
interesterificacdo, atuando nas ligacGes ésteres das posicBes 1 e 3 dos
triacilglicerdis. Além disso, é aplicavel tanto em reatores em batelada
como em coluna.

A atividade da Lipozyme® RM IM varia e, portanto, é informada
a cada lote. Suas atividades caracteristicas, em média, sdo de 5 a 6
BAUN/g (Unidade de Acidolise) e 150 IUN/g (Unidade de
Interesterificacdo), de acordo com a Novozymes.

A atividade enzimética, em unidade de acidolise, conforme citado
acima, é determinada para esta lipase, pela Novozymes, utilizando-se
como substratos o 6leo de girassol de alto teor de acido oléico e acido
decandico na reacdo a 70°C por 60 min. A velocidade de reacdo €
determinada pela quantidade de acido decandico incorporado nas
posicdes 1 e 3 dos triacilglicerdis presentes neste 6leo de girassol de alto
teor de &cido oléico.

A Lipozyme® RM IM pertence a classe de hidrolases de
triacilglicerol (EC 3.1.1.3). E um produto granular com o tamanho das
particulas de 0,2 a 0,6 mm. A densidade volumétrica varia de 350 a
450 kg/m®. A resina de troca anidnica macroporosa estd fortemente
ligada & lipase por adsorcdo. Nesta resina ndo h& agentes de ligagéo
cruzada. Além disso, no suporte de imobilizacdo o teor de agua da é
baixo, geralmente de 2 a 3%.

A coloracéo da Lipozyme® RM IM pode variar de lote para lote.
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Esta lipase também atende a especificacdo de pureza para enzima de
grau alimenticio determinada pela Joint FAO/WHO Expert Commitee on
Food Additives (JECFA) e pela Food Chemicals Codex (FCC)
(NOVOZYMES, 2000).

Segundo estudos avaliados pela Novozymes, a atividade maxima
de Lipozyme® RM IM é obtida quando a enzima, com a matriz do
suporte, contém aproximadamente 10% (m/m) de agua, sendo que esta
lipase pode ser utilizada a temperaturas de 30 a 70 °C.

Em relacdo ao meio reacional, a Lipozyme® RM IM atua tanto
em sistemas livres de solvente como em sistemas com solventes inertes
(por exemplo, éter de petrdleo e n-hexano). No entanto, observou-se
pela Novozymes que a atividade especifica é dependente da qualidade
do dleo.

3.3 TENSOATIVOS

Os emulsificantes sdo tensoativos (agentes redutores da tenséo
superficial da dgua, por exemplo) com uma denominagdo moderna, por
agirem como umectantes e penetrantes, possuindo a principal fungéo de
estabilizar uma emulséo através do aumento de sua estabilidade cinética.
Outra classe conhecida de tensoativos é a de surfactantes, substancias
gue ativam a superficie e, especialmente como detergentes, interagem
fisicamente tanto com o o6leo como com a é&gua, desta forma
estabilizando a interface entre as gotas de 6leo e agua em suspensao
(IUPAC, 2010).

A caracteristica marcante de um tensoativo, de maneira geral, é
apresentar, em uma mesma molécula, uma parte polar, soltvel em agua
(hidrofilica) e uma parte ndo polar, insolivel em agua (hidrofébica), ou
seja, ser anfifilico, o que permite modificar as propriedades da camada
superficial que separa duas fases. Na superficie do liquido, a parte
hidrofilica adere as moléculas da agua, rompendo as atragdes intra-
moleculares, reduzindo a tensdo superficial. Instantaneamente, ocorre
um aumento da area de superficie de contato, ocasionado pelo colapso
da estrutura esférica da gota de &gua, obtendo-se uma boa acéo
umectante (DICKINSON, 1992).

Comumente, observa-se que a parte hidrofébica é formada por
uma cadeia de hidrocarbonetos de 8 a 18 atomos de carbono, linear ou
ligeiramente ramificada (REIS, 2010). O anel benzénico pode substituir
alguns atomos da cadeia. A parte hidrofilica funcional pode variar
amplamente, podendo ser anibnica, catidnica, ndo idnica e dipolar
(zwitteridnico). Esta composicdo serve como critério para a
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classificagdo dos tensoativos.

Os tensoativos ndo ibnicos ndo contém carga, porém, geralmente,
a porcdo polar da molécula é formada por polioxietilenos ou grupos
glicosidicos, altamente hidrofilicos (Exemplos: Brij, Triton X-100,
Tween CxEy, dodecil-f-D-maltosideo, digitonina) (KIRK, 1997).
Mattsson et al. (1994) observaram esta caracteristica hidrofilica através
da hidratacdo dos grupos amida, amina, éteres e hidroxilas. Os ndo-
ibnicos ndo apresentam uma carga liquida, tém baixa condutividade e
mobilidade eletroforética, e ndo se ligam em resinas de troca i6nica (Ex:
CHAPS, SB 3-10, ASB) (CHEVALLET et al., 1998).

Os surfactantes  zwitteribnicos apresentam  propriedades
combinadas de surfactantes idnicos e ndo-idnicos, de acordo com o pH
do meio.

Uma emulsdo é uma mistura estavel de dois liquidos imisciveis,
em que um deles (a fase descontinua) encontra-se na forma de
finos/pequenos glébulos imersos no outro liquido (a fase continua).
Como exemplos de produtos emulsionados, tem-se a manteiga e a
margarina (emulsdes de dgua em 6leo), e maionese e alguns cosméticos
(considerados como emulsGes de 6leo em agua) (DICKINSON e
STAINSBY, 1982; DICKINSON, 1992).

A estabilidade das emulsBes envolve varias etapas: dois liquidos
imisciveis separados em duas fases (I e 11); emulsdo da fase Il dispersa
na fase I; a emulsdo instavel progressivamente retorna ao seu estado
inicial de fases separadas; e, o surfactante se posiciona na interface entre
as fases | e Il, estabilizando a emulsdo (AKOH e MIM, 2008). Sabe-se
gue as emulsdes sdo instaveis termodinamicamente, e, para forma-las,
deve-se fornecer energia através de agitacdo, de homogeneizadores, ou
de processos de spray. Por exemplo, para impedir que o 6leo segmente-
se da &gua, acdo natural, utilizam-se agentes emulsificantes (ou
surfactantes). Um emulsificante natural é a gema de ovo, que contém o
fosfolipideo lecitina, que estabiliza a emulsdo do 6leo na agua ou no
leite.

Outra forma de classificar os tensoativos € através do seu valor
Balanco Hidrofilico e Lipofilico (BHL), que compreende valores no
intervalo entre 0 e 20. Os valores proximos de zero correspondem aos
emulsificantes mais sollveis em 6leo do que em agua, e 0S
emulsificantes que possuem valores de BHL proximos de 20 apresentam
caracteristica contraria. Portanto, emulsificantes com valores baixos de
BHL sdo ideais para estabilizar sistemas Agua/Oleo (A/O), como
margarina, por exemplo, e aqueles com valor alto de BHL sdo
adequados para emulsionar sistemas Oleo/Agua (O/A) (BOCKISCH,
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1993).

Segundo Fomuso et al. (2001), os emulsificantes também
desempenham um papel na estabilidade oxidativa das goticulas de 6leo,
comportamento de extrema importancia em alimentos. A carga das
goticulas nos alimentos, determinada pelos componentes ativos da
superficie, influencia no nivel de oxidacdo lipidica em uma emulséo
O/A (MANCUSO et al., 1999; MEI et al., 1998; MEI et al., 1999). Além
disso, as caracteristicas fisicas das goticulas podem afetar a cinética de
oxidacdo de emulsdes O/A. A estrutura fisica das goticulas depende de
sua concentracdo, tamanho e estado fisico. McClements e Decker (2000)
ja haviam percebido que, em emulsdes O/A, existe a necessidade de
mais estudos basicos sobre a influéncia das caracteristicas das gotas
sobre oxidacao lipidica.

3.3.1 Aspectos gerais dos emulsificantes mono- e diacilglicerois

Na indlstria de alimentos, observa-se uma vasta aplicacdo dos
emulsificantes monoacilglicerdis e diacilglicer6is, os quais sao
geralmente obtidos a partir da glicerélise de triacilglicerdis. Entretanto,
tanto 0s processos quimicos como 0s enzimaticos, utilizados para sua
obtencdo, exigem processos de separacdo e purificacdo dos acilglicerdis
ao final do processo (triacilglicerois, diacilglicerdis, monoacilglicerdis),
além de acidos graxos livres e glicerol. Motivados por esta questéo,
Fregolente et al. (2009) estudaram a viabilidade da destilagdo molecular
para concentrar o produto de interesse. Essa destilacdo, ao contrério da
destilacdo convencional, ndo causa degradacdo e oxidacdo dos
compostos, causadas pela aplicagdo de altas temperaturas, e se baseia
nas baixas pressdes de vapor dos produtos de interesse. Logo, percebe-
se que a destilacdo molecular ndo se baseia em uma verdadeira
destilacdo, ou seja, no equilibrio entre fases, e sim na diferenca de
massas molares entre si. Os resultados obtidos por Fregolente et al.
(2005) para a purificacdo de monoacilglicerois resultantes da reacdo de
glicerdlise quimica de 6leo de soja foram bastante promissores pois,
apos varias etapas de destilagdo molecular, a composigdo da mistura de
acilglicerois e acidos graxos livres partiu de 43,6% de monoacilglicerdis
para 96,3%.

Em contrapartida, estudos recentes de Fregolente et al. (2009)
com glicerolise enzimatica combinada com processo downstream de
destilagdo molecular apresentaram resultados ndo tdo elevados. Logo
apo6s a reacdo, obtiveram-se 46,63% de diacilgliceréis e 21,72% de
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monoacilglicerdis. Apos os estagios de destilagdo molecular em cascata
(100 — 250°C), no dleo resultante da corrente de residuo obteve-se
30,57% de triacilglicerois, 54,03% de diacilgliceréis, 14,19% de
monoacilgliceréis, 1,21% de acidos graxos livres e 0% de glicerol, e
maior concentracdo de monoacilglicerdis destilados, de 13,20% para
80%, aplicando-se uma vazdo de alimentacdo de 10 mL/min,
temperatura do evaporador de 250 °C e pressdo da camara de vacuo
igual a 0,15 mmHg. O objetivo principal deste experimento foi o
enriquecimento do 6leo de soja com diacilglicerois.

Diante destes resultados, percebe-se que, embora Fregolente et al.
(2009) tenham obtido um dleo concentrado em diacilglicerdis, a reacdo
da glicerdlise enzimética livre de solvente em 6leo de soja ndo obteve
um bom rendimento de emulsificantes mono- e diacilglicerdis. A
agitacdo mecanica, apenas, ndo permitiu maior contato interfacial da
emulsdo com o sitio ativo da lipase. Portanto, em vista disso e da idéia
de alimentos mais isentos de substancias toxicas, comecga-se a propor o
uso de surfactantes de grau alimenticio com o objetivo de aumentar a
area superficial de contato dos substratos, 6leo e glicerol, e, assim, a
reacdo ser catalisada pela acdo da enzima anfifilica (lipase), que age na
sua interface (VALERIO et al., 2009b; FELTES et al., 2010). Além
disso, este tipo de surfactante apresenta as mesmas caracteristicas
desejaveis dos tensoativos, como formar uma pelicula protetora,
impedindo que a emulsdo se desestabilize por aglutinacdo das
micromicelas, sendo esse um estudo que deve ser mais aprofundado em
relagdo a influéncia que pode haver de micelas reversas no sistema.

3.3.1.1 Monoacilgliceréis (MAGS)

A estrutura quimica do monoacilglicerol é constituida por apenas
uma funcéo alcool, geralmente proveniente do glicerol, esterificada com
um &cido graxo. O triacilglicerol — trés grupos hidroxila do glicerol
esterificados com &cidos graxos — é o acilglicerol mais abundante e
comum na natureza, em 6leos e gorduras.

De acordo com a WHO e os 6rgéos europeus de regulamentacao,
0s monoacilglicerdis comerciais de uso alimenticio devem conter um
minimo de 70 % da soma de monoacilglicerol e diacilglicerol, com o
limite minimo de 30 % de monoacilglicerdis e maximo de 7 % de
glicerol (DRAMSTRUP et al., 2006).

As formas isoméricas existentes sdo 1(3)-monoacilglicerol
(isébmero o) e 2-monoacilglicerol (isdbmero B). Sendo que o primeiro
isbmero, mesmo puro, rapidamente converte-se para o segundo tipo de
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isdmero, formando uma mistura.

Grompone (2011) afirma que a propriedade funcional do
monoacilglicerol é similar aos outros lipideos, pois fazem parte do ciclo
natural do metabolismo. Portanto, ndo ha razdes para restringi-los ao
consumo humano. O Parlamento e a Direcdo do Conselho da Unido
Européia aprovam o emulsificante monoacilglicerol (E 471) como
aditivo alimenticio quantis satis, isto é, sem limite maximo permitido, e
possui o atestado de GRAS pela U.S. Food and Drug Administration
(DRAMSTRUP et al., 2006). Na industria quimica, pode atuar também
como surfactante.

Sabe-se também que os monoacilglicerdis, em meios &cido,
basico e enzimatico, possuem 0 mesmo comportamento que as demais
gorduras. Ja seu ponto de fusdo é cerca de 10 a 20 °C superior ao dos
demais acilglicerois. Quando existem &cidos graxos poliinsaturados em
um emulsificante, o seu ponto de fusdo diminui.

Os monoacilglicerdis possuem pressdo de vapor maior que 0S
triacilglicerdis, mas ndo superior a dos acidos graxos que o constitui.
Além disso, os monoacilglicerdis com acidos graxos poliinsaturados sao
0s compostos lipidicos simples mais polares e os surfactantes mais
utilizados, devido a presenga de uma “cabega” polar composta por dois
grupamentos hidroxila ligados ao radical do glicerol e de uma grande
cadeia apolar (longos radicais acila).

Os monoacilglicerdis sdo tensoativos ndo ibnicos, com
caracteristica polar, devido & atracéo existente com as moléculas de &gua
por pontes de hidrogénio. Geralmente, estes emulsificantes distribuem-
se entre a interface do sistema bifasico apolar/polar, embora sejam mais
sollveis em uma das fases.

Tendo em vista que 0os monoacilglicerdis tendem a valores baixos
de BHL, estes sdo aplicados para estabilizar emulséo do tipo A/O, como
margarina. Este emulsificante causa um segundo efeito favoravel a
estabilidade da emulsdo, o monoacilglicerol possui um ponto de fusao
maior do que o do triacilglicerol com o mesmo tipo de &cido graxo,
ocorre uma cristalizacdo inicial ao redor das gotas de agua que estdo
emulsionadas no meio lipidico (fase continua) (BOCKISCH, 1993).

Atualmente, ¢é bastante comum a producdo comercial de
monoacilglicerol por glicerélise quimica de 6leos, onde se empregam
altas temperaturas (220 a 225°C) e catalisadores quimicos inorganicos,
em atmosfera inerte de nitrogénio. Este processo causa cor escura e
sabor queimado, além de consumir mais energia (DRAMSTRUP et al.,
2006) e produzir, aproximadamente, apenas 35a50% de mono- e
diacilglicerois, 10% de triacilglicerdis ndo reagidos, glicerol residual 3 a
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4% e &cidos graxos livres entre 1 a 3%.
Dentre os métodos observados na literatura para se obter uma
maior concentragdo de monoacilglicerdis mais puros, destacam-se:

- destilagdo molecular; os monoacilglicerois sdo volatilizados de
um filme formado na superficie aquecida moderadamente, sob vacuo.
Isto permite até 90% de rendimento sem decomposicdo do produto
(NISHIDE et al., 2004 apud GROMPONE, 2011), e acima de 96% com
degradacdo do glicerol e acidos graxos;

- extracdo supercritica com CO,: monoacilgliceréis com 99% de
pureza utilizando-se de temperaturas baixas (PETER, 1996).

Na industria, sdo conhecidos trés tipos de monoacilglicerois:
liquidos, plasticos ou solidos, segundo o dleo/gordura utilizado. De
acordo com Stauffer (2004), para cada tipo, existe um indice de iodo
caracteristico (nivel de insaturacdo), expresso em ndmero gramas de
iodo absorvido por 100,0 g da amostra. O monoacilglicerol solido
apresenta indice de iodo em torno de 5, o destilado em pé entre 19 a 36
e, de tipo plastico, entre 65 a 75.

A partir destas classificacbes, de acordo com o nivel de
insaturacdo, os monoacilglicerdis possuem um emprego especifico na
indGstria. Por exemplo, os produtos de panificacdo utilizam
concentrados de monoacilgliceréis, 50 a 60%, denominados “plasticos”,
com a finalidade de retardar o endurecimento do pdo. E comum neste
ramo o uso de trés tipos de produtos: plastico, hidratado e destilado em
p6 (STAUFFER, 2004). Ja em margarinas de mesa, utiliza-se quantidade
entre 0,05a0,15% de monoacilglicerois solidos (saturados). Caso se
deseje uma margarina light, utilizam-se, em maior quantidade,
monoacilglicerois liquidos (insaturados) (entre 0,2 a 0,3%).

Outra forma de aplicagio do monoacilglicerol é a sua
modificacdo, com o objetivo de obté-lo com propriedades mais
eficientes para uso em emulsdes especificas, como maior atividade
lipofilica ou hidrofilica. Por exemplo, os monoacilgliceréis etoxilados —
triacilglicerdis reagidos por glicerdlise formando monoacilglicerdis e
diacilglicerois, com os grupos OH livres etoxilados — fortalecem massas
em panificagdo. Outra forma encontrada é de ésteres de
monoacilgliceréis com &cidos organicos ou até seus anidros (citrico,
acético, latico, succinio e diacetiltartarico), cuja Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR) é de 50 mg/kg corporal (BOCKISCH, 1993;
STAUFFER, 2004).
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3.3.1.2 Diacilglicerois (DAGS)

Na estrutura quimica apresentada pelos diacilglicerois, ha duas
fungdes de alcool (- OH) esterificadas por acidos graxos, 0s quais
podem ser iguais ou distintos. Suas possiveis formas isoméricas sao sn-
1,2 (2,3)-diacilglicerol (isdmero a, B) e sn-1,3-diacilglicerol (isémero a,
o’). A razdo destes isdmeros nos produtos alimenticios ¢é de
aproximadamente 3:7, pois, além de sn-1,3-diacilglicerol ser o isdmero
mais estavel, é responsavel pelos beneficios a salde. Isto ocorre porque
esse isdbmero é metabolizado por um caminho metabélico diferente do
triacilglicerol e do 1,2-diacilglicerol (MENG et al., 2004).

Os diacilglicerois sdo emulsificantes ndo ibnicos muito Uteis na
industria de alimentos, cosméticos e fArmacos. Estudos recentes indicam
que os diacilglicerois, em si, estdo associados a certos beneficios na
dieta humana e de animais. Um 6&leo contendo 80% (m/m) de
diacilglicerois e o restante de triacilglicerois é comercializado no Japéo
desde 1999, sendo considerado como dleo de cozinha funcional ou 6leo
de diacilglicerois. Alguns dos beneficios comprovados deste tipo de 6leo
sdo a reducdo dos niveis de triacilglicerdis apds as refeicOes
(postprandial) no sangue e inibicdo do acimulo de triacilglicer6is na
gordura do corpo e no figado, segundo Kristensen et al. (2005) e Maki et
al. (2009).

Logo, os diacilglicer6is podem ser usados ndo s6 como
emulsificantes, juntamente com os monoacilgliceréis (FUREBY et al.,
1997; GUNSTONE, 1999), mas também como agentes funcionais,
substituindo a maior parte dos triacilglicerdis presentes nos o6leos
alimenticios. Utilizando-se a destilagdo molecular, Fregolente et. al.
(2009) obtiveram 6leo de soja concentrado com diacilglicerdis, com
coloracdo e odor semelhantes ao dleo de soja original, embora o 6leo
tenha sido submetido a aquecimentos, durante o processo. Visto que o
oleo foi submetido em contato com o evaporador durante o tempo
equivalente a 0,2a 1 s, no entanto, o 6leo destilado apresentou-se sem
degradacdo excessiva, oxidacdo demasiada ou perda das caracteristicas,
gue pode tornar o 6leo de diacilgliceréis um bom substituto do 6leo de
triacilglicerdis na dieta humana. Além disso, os O6leos ricos em
diacilglicerois apresentam propriedades de cozinha similares aos 6leos
gue contém predominantemente os triacilglicerois, porém, com certos
beneficios fisioldgicos, incluindo o controle de excesso de massa em
animais e em humanos. Estudos sobre o consumo de 6leo constituido de
diacilglicerdis e produzido por lipase imobilizada da Novozymes,
denominado de Healthy Econa Cooking Oil, verificaram que o
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diacilglicerol é digerido e absorvido no intestino delgado, sendo
consumido como energia, sem voltar a ser sintetizado como gordura
neutra, como acontece com o0s O6leos convencionais, constituidos
principalmente por triacilglicerdis. Conseqlientemente, consegue-se
reduzir o teor de gordura neutra no sangue e, ao longo do tempo,
combater a obesidade (MENG et al., 2004)

Os diacilglicerdéis sdo codificados pela Unido Européia da mesma
forma que os monoacilglicerdis, E 471. Em gorduras e dleos naturais,
normalmente had menos de 5% de diacilglicerdis. O método industrial
tradicional de glicerdlise de triacilglicerois por catalise quimica
direciona a reagdo para a formacdo preferencial de monoacilglicerois.
Em contrapartida, glicerdlises enzimaticas podem possibilitar a obtengéo
de diacilglicerdis.

Nas reagdes de glicerdlise, o diacilglicerol pode ser formado por
duas rotas. Através da remocdo de um acilglicerol do triacilglicerol ou
por acilacdo do monoacilglicerol formado durante a reacdo. Pesquisas
verificaram que a aplicacdo de lipases 1,3-regiosseletivas resultaram em
altos rendimentos de 1,3-diacilglicerdis (WATANABE et al., 2003).
Todavia, em reacfes de esterificacdo de acidos graxos podem ocorrer
migracOes intermoleculares de radicais acila, promovendo a formagéo
de triacilglicerdis, sendo necessario um controle cinético destas reagdes
(WALDINGER e SCHNEIDER, 1996 apud GROMPONE, 2011).
Entretanto, os diacilglicerdis produzidos através de hidrolises parciais de
triacilglicerdis, podem aumentar o seu rendimento ap6s a purificacéo
dos produtos da reagdo (PLOU et al., 1996).

Na producdo de diacilglicerdis é vantajoso ter uma reducdo dos
teores de triacilglicer6is e um aumento do teor de monoacilglicerdis.
Desta forma, a purificacdo dos emulsificantes de interesse é facilitada,
tendo em vista que ha uma maior diferenca de pressdo de vapor entre
monoacilgliceréis e diacilgliceréis do que entre diacilgliceréis e
triacilgliceréis (CHEONG et al., 2007). Os monoacilglicerdis podem ser
destinados para a aplica¢do industrial como emulsificantes ou serem
reutilizados na glicerélise para aumentar o rendimento de diacilglicerdis
(CHEONG et al., 2007).

Além disso, apesar de os diacilglicerdis serem formados pela
hidrélise de triacilglicerois no trato intestinal, é necessaria a sua ingestdo
(SEONG-KOON et al., 2007).

3.3.2 Surfactantes de grau alimenticio

Os tipos de surfactantes/femulsificantes baseados em lipideos
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mais importantes na indistria de alimentos sdo os surfactantes de
moléculas pequenas ndo idnicas (por exemplo, monoacilglicerdis,
ésteres de sacarose, Tweens, Spans), anidnicas (por exemplo, &cidos
graxos), ou zwitteridnicas (por exemplo, os fosfolipideos como lecitina)
(AKOH e MIND, 2008).

Em processos biocataliticos, ¢ mais interessante a auséncia de
solventes organicos, pois podem afetar as enzimas e exigem uma etapa
de purificacdo rigorosa ao final do processo. Existem estudos que
sugerem o uso de surfactantes para promover maior dispersdo dos
substratos organicos, imisciveis (VALERIO et al., 2009a). No entanto,
para a aplicacdo de um surfactante mais biodegradavel e obtencdo de
aditivos mais adequados para consumo humano, outros estudos apontam
a possibilidade de se utilizar surfactantes de grau alimenticio, como os
Tweens (polioxietileno ésteres de sorbitana) nas reacdes de glicerolise,
como, por exemplo, de 6leo de oliva e de 6leo de peixe, catalisadas pela
lipase Novozym® 435 (VALERIO et al., 2009b; FELTES et al., 2010).

Nas Figuras 8a, b e c estdo apresentadas, respectivamente, as
estruturas aproximadas dos Tween 65 (polioxietileno triestearato de
sorbitana), 80 (polioxietileno monooleato de sorbitana) e 85
(polioxietileno trioleato de sorbitana), avaliados por Valério et al.
(2009b) e Feltes et al., (2010) em reagdes de glicerdlise. Para os dois
estudos, a condi¢do do sistema com o Tween 65 foi a que apresentou
melhor rendimento para diacilglicer6is — aproximadamente 43% (m/m)
— na reacdo de glicerélise de azeite de oliva e Oleo de peixe,
respectivamente.

A lecitina (fosfolipideo) apresenta também uma molécula
anfifilica, sendo um dos surfactantes de grau alimenticio mais utilizados
na inddstria de alimentos, de farmacos e de cosméticos. Considerando-
se a existéncia de ligaces éster nesta molécula (Figura 8d), estudos
verificaram a modificacdo da estrutura dos fosfolipideos de lecitina da
gema de ovo (CHOJNACKA et al.,, 2009) e de soja (HOSSEN e
HERNANDEZ, 2005) por certas lipases, enriquecendo-os com acidos
graxos de interesse, com propriedades funcionais.
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O
CH200CC17H35
H(OCH2CH2)nO OOCC17H35
C100H194028

00CC17H35 N = 20

Figura 8a Estrutura aproximada do Tween 65 (polioxietileno
triestearato de sorbitana). Fonte: Hua Yuan (2010).

o)
CH200CC17H33
H(OCH2CH2)aO O(OCH2CH2)cH
C64H24026
O(OCH2CH2)bH a+b+c=20

Figura 8b Estrutura aproximada do Tween 80 (polioxietileno
monooleato de sorbitana). Fonte: Hua Yuan (2010).

(@)
CH200CC17H33
H(OCH2CH2)nO OOCC17H33
C100H188028

OOCC17H33 n =20

Figura 8c Estrutura aproximada do Tween 85 (polioxietileno trioleato
de sorbitana). Fonte: Hua Yuan (2010).

Figura 8d Estrutura da L-alfa-fosfatidilcolina (uma classe de
fosfolipideo presente em gema de ovo e gréo de soja). Fonte: Chemical
Book (2011).
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Estudos indicaram que alguns surfactantes, inclusive surfactantes
ndo ibnicos como os Tweens, apds pré-tratamento com o detergente
colato de sddio podem dobrar a atividade da lipase de Rhizomucor
miehei, mesmo em meio organico. No estudo de Dellamora-Ortiz et al.
(1997) foi demonstrado que o colato de sdédio é, possivelmente, um
ativador da enzima Lipozyme®RM IM, aumentando a atividade da
enzima 2,5 vezes, depois de incubada com 7 mM deste detergente. Em
seguida, esta enzima foi adicionada em meio reacional com n-hexano e
80mM de Tween 80 ou 90mM de Tween 20 (polioxietileno
monolaurato) e observou-se que a sua atividade foi duas vezes mais alta,
aparentemente, por meio da acao adicional de emulsdo sobre o substrato.

Adicionalmente, Skagerlind et al. (1998) avaliaram as interagdes
entre a lipase do R. miehei e surfactantes, onde se sup6s que, mesmo
abaixo da concentracdo micelar critica de surfactante, ligagdes ocorrem
no local carregado negativamente das enzimas, que fazem com que
interajam com 0s grupos de surfactantes catiénicos, ou seja, a adsorcao &
um pouco melhorada pela interacdo entre um dominio hidrofébico
adjacente ao local carregado negativamente da enzima e a cauda do
surfactante catiénico. Todavia, tais interacGes ndo foram encontradas em
surfactantes aniénicos e nem nos ndo idnicos. A interacdo entre
surfactantes catibnicos com esta lipase provocou a reducdo da
velocidade de reacdo em hidrolises do 6leo de palma, pois a lipase
considerou o surfactante catibnico como substrato. Todavia, para
assegurar que isso ndo ocorra com os surfactantes anidnicos e nao
ibnicos com cadeias hidrofobicas volumosas, indica-se utilizar
surfactantes em reacGes baseadas em microemulsées, tendo a lipase do
R. miehei como catalisador (SKAGERLIND et al., 1995).

GLICEROLISE DE LIPIDEOS

A glicerolise é um tipo de reacdo de interesterificacdo em meio
organico para a transformacdo de 6leos e gorduras. Esta reacdo de
interesterificagdo pode ser mais vantajosa do que 0s outros mecanismos
de obtengdo de mono- e diacilglicer6is. Isto porque, teoricamente, a
estequiometria indica a conversdo total dos trés acidos graxos dos
triacilglicerdis catalisada por lipases, especificas ou ndo (FREITAS et
al., 2008), conforme a Figura 9.
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Figura 9 Esquema da reacdo de obtencdo de monoacilglicer6is por
glicer6lise enzimatica.
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Nas reacdes de glicerdlise, um mol de triacilglicerol na presenca
de excesso de glicerol (dois moles, por exemplo) resulta em trés moles
de monoacilglicerol. No entanto, para que a glicerdlise renda resultados
consideraveis, é necessario um catalisador quimico ou enzimatico
(KRUGER et al., 2010).

A composicdo da mistura final, em especial de mono- e
diacilglicerois, dependera dos valores das constantes de equilibrio de
ambas as reacdes, 0s quais, por sua vez, sdo dependentes da temperatura
e da propor¢do inicial de glicerol em relagdo a concentracdo de
triacilglicerol de partida (GROMPONE, 2011). Deve-se salientar,
também, que esta reacdo ndo forma, simultaneamente, quantidades
equimolares de monoacilgliceréis e diacilgliceréis, como indicado na
Figura 10 (GROMPONE, 2011).
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o) Glicerol

%R

Triacilglicerol

%OYR + OH
OH O

OH

Diacilglicerol Monoacilglicerol

Figura 10 Reacdo de glicerolise com formacdo simultanea de
monoacilglicerdis e diacilglicerais.

Segundo Grompone (2011), a estabilidade relativa dos isbmeros
existentes de monoacilglicerol e diacilglicerol limita-se principalmente a
1-monoacilglicerol e 1,3-diacilglicerol. Isto é devido a isomerizacdo
espontanea do 2-monoacilglicerol a 1-monoacilglicerol e do 1,2-
diacilglicerol a 1,3-diacilglicerol, sendo reacGes reversiveis e com suas
préprias constantes de equilibrio, dependentes da temperatura.

Deve-se ter atengdo com a presenca de agua no meio reacional de
glicerdlise, pois pode provocar, em paralelo, a hidrdlise dos acilglicerdis
parciais presentes. Ferreira-Dias et al. (2001) informam que o glicerol é
um potente ligante & agua e tem uma atividade de agua (a,) baixa, de
aproximadamente 0,17. Logo, o aumento do teor de glicerol leva a
reducdo da a,, do meio reacional e, conseqlientemente, inibe as reagdes
de hidrolise concorrentes. Porém, podem ocorrer diferentes afinidades
de glicerol (hidrofilicidade) para com o suporte da enzima imobilizada.
A Lipozyme® RM IM possui um suporte hidrofilico, o que causa uma
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maior concentragdo de glicerol no microenvolvimento desta enzima
imobilizada e, assim, baixo rendimento de monoacilglicer6is. Com isso,
é dificultado o uso em excesso de glicerol em relacdo ao triacilglicerol,
em glicerdlise catalisada pela Lipozyme® RM IM. Tal fato ocorreu no
estudo de Ferreira-Dias et al. (2001), onde afirmaram que o suporte
desta enzima é seis vezes mais hidrofilico que o suporte da
Novozym® 435 (lipase imobilizada de Candida antarctica fracdo B,
comercializada pela Novozymes). A maior concentracdo de glicerol no
microenvolvimento da Lipozyme®RM IM forma uma camada neste
suporte, o que limita o contato da lipase com o0s substratos hidrofébicos
(triacilglicerol ou diacilglicerol).

Experimentalmente, observou-se que, de forma geral, nas reacoes
de glicerdlise, ocorre a migracdo do grupo acila, de tal forma que se
estabelece um equilibrio de concentracdo dos produtos formados na
razdo de 9:1 (1(3)-monoacilglicerdis para 2-monoacilglicerois)
(HOLMBERG e OSTERBERG, 1988). No entanto, o equilibrio é no
sentido desfavoravel da reacdo, o que resulta em baixo rendimento de
monoacilgliceréis, 30a50%, caso o0 objetivo seja a formacgdo
preferencial destes acilglicerdis. Diante disto, estudos realizados por
Holmberg et al. (1989) e Chang et al.(1991) abordaram estratégias para
gue o equilibrio desloque-se para o sentido de interesse.

Outros problemas identificados em reacbes de glicerdlise
envolvem a aquafilicidade (indicador de afinidade com a agua) do
suporte de imobilizagdo da enzima (RESLOW et al., 1988 apud
FERREIRA DIAS e FONSECA, 1993), a determinacéo quantitativa dos
acilglicerois parciais (FERREIRA DIAS e FONSECA, 1993) e a
temperatura de reacdo, que ndo deve atingir a temperatura de fusdo dos
monoacilglicerdis para que facilite a sua remocdo do meio, evitando,
assim, o equilibrio reacional ser logo alcancado (McNEIL et al., 1990).
O estudo realizado por Mcneill e Yamane (1991) observou também que
certos fatores, como o controle do teor de &gua do meio reacional,
variacdo da polaridade do meio reacional (proporcao entre triacilglicerol
e glicerol), podem influenciar no melhor desempenho do processo. O
glicerol pode gerar desvantagens por ndo ser solivel no 6leo, e por
poder ser adsorvido pelo suporte da enzima imobilizada, o que a faz
perder atividade. Este problema possivelmente pode ser contornado pelo
uso de silica gel no meio (GROMPONE, 2011), embora esta seja uma
alternativa que pode ndo ser viavel para aplicagdes industriais.

Dependendo das condicdes reacionais em sistemas de glicerolise,
deve-se observar quais as caracteristicas de influéncia negativa das
enzimas imobilizadas, como a eletroafinidade do suporte
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(FREGOLENTE et al., 2008), a modificacdo da especificidade da lipase
por diferentes &cido graxos apos a sua imobilizacdo (HUGE-JENSEN et
al., 1988), a robustez do suporte (NOVOZYMES, 2010), e a limitacdo
difusional causada pelo suporte (COSTA NETO, 2002), além do custo
elevado. Em contrapartida, o uso de enzimas imobilizadas pode
apresentar vantagens, como reutilizagdo, maior rendimento de produto, a
ndo formacdo de metabdlitos contaminantes, e a nao alteracdo das
caracteristicas cinéticas da enzima (SCHMIDELL et al., 2001).

3.3.3 Glicerdlise quimica de lipideos (Método convencional)

Neste método, os catalisadores comumente aplicados sdo 0s
inorganicos, como sodio, potassio ou hidréxido de sodio. Quando se
utiliza uma base forte como catalisador, ha uma agdo saponificante sobre
os triacilglicerdis, produzindo sabdes, reacdo secundaria ndo desejada,
favorecida pela presenca de agua e pelo aumento da temperatura
(GROMPONE, 2011). Na Figura 11, observa-se a reacdo secundaria
indesejavel da glicerdlise quimica com catalisadores alcalinos (NaOH,
por exemplo) para a formacéo de monoacilglicerdis.

AL A

OTR NaoH, o R + RCOONa NOH N on  + RCOONa
T Sabdo Sabédo

OH o] OH

Diacilglicerol Monoacilglicerol

Triacilglicerol

Figura 11 Reacdo secundaria da glicerdlise quimica com catalisadores
alcalinos para a formacdo de monoacilglicerois. Fonte: Grompone
(2011).

A presenca de acidos graxos livres e sabdes, no produto final,
causa sabor e aroma indesejaveis nos produtos alimenticios, aos quais 0s
mono- e diacilglicerdis, obtidos por este método, sdo incorporados.

Na obtencdo de monoacilglicerol via quimica, o rendimento sera
maior quanto maior for a quantidade de glicerol dissolvido, devido ao
deslocamento da posi¢do de equilibrio no sentido de formacdo de
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monoacilglicerol. A quantidade de glicerol dissolvido depende da
temperatura, sendo 4% a temperatura ambiente em gorduras comuns,
aumentando até 20-22% a 175-200°C (SIGUIRA et al., 1995;
FLICKINGER, 2004 apud GROMPONE, 2011). Durante a reagédo, 0
aumento da quantidade de mono- e diacilglicer6is formados altera a
solubilidade do glicerol na gordura.

Por fim, Siguira et al. (1995) observaram que este tipo de
glicerdlise envolve uma agitacdo a temperaturas altas (175 a 250 °C),
com atmosfera inerte (situacdo ideal), um dleo ou gordura com 20 a
25% em contato do catalisador alcalino (0,05a0,2% de NaOH). O
equilibrio desta reagdo é alcancado depois de 3,5 horas utilizando ao
final 200 °C e com 16,63% de glicerol e 0,1% de NaOH em relagdo a
massa total. Nestas condicOes, € possivel obter cerca de 37% de
monoacilglicerois, 39% de diacilglicerois, 17% de triacilglicerois e 7%
de glicerol livre, além da presenca de 1% de sab&o, devido ao uso de um
catalisador alcalino. Estes rendimentos de mono e diacilglicerois sdo
considerados baixos.

Outro fator que contribui para este baixo rendimento é que ao
final da reacédo, a fase da gordura que contém os mono- e diacilglicerois
formados se torna saturada e, ao esfriar, a quantidade de glicerol
dissolvido diminui. Se houver ainda a presenca do catalisador no meio, a
reacdo de formacdo dos acilglicerdis pode deslocar-se para o sentido
inverso. Por isso, ha a necessidade de eliminar o catalisador, por
neutralizagdo, ao final da reag&o.

3.3.4 Glicerdlise enzimatica

Recentemente, muitos estudos tém ressaltado a especificidade das
lipases como uma caracteristica determinante para a obtencdo de novos
produtos/triacilgliceréis de maior valor agregado. Por exemplo, como os
alimentos com propriedades funcionais e com maior biodisponibilidade
no organismo humano, denominados lipideos estruturados.

Em reacOes de glicerdlise enzimatica, as condi¢bes sdo brandas.
As reacdes ocorrem a pressdo atmosférica; as temperaturas aplicadas sao
préximas a ambiente e o pH é aproximadamente neutro
(FREGOLENTE et al., 2008)). Isto resulta em produtos de melhor
qualidade, com menor intensidade de sabor, aroma e cor indesejaveis, ao
contrario do que é obtido no método convencional. A Tabela 1 ilustra
algumas pesquisas de interesse para o presente estudo, a qual engloba a
aplicacdo de substratos de origem animal (peixe) e vegetal, refinados e
residuais, em auséncia de solventes organicos, com a aplicacdo de
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agitacdo magnética para a maioria dos casos.

Entre os estudos apresentados, destaca-se o rendimento de
aproximadamente 22% de 1,3-diacilglicerdis para a reacdo de 6leo de
colza, na presenca de 5% m/m (em relacéo ao 6leo) da Lipozyme® RM
IM, com agitacdo magnética de 250 rpm e proporcdo molar de 6leo e
glicerol de 1:2, a 65°C por apenas 2 h. Ndo obstante, o glicerol foi
adsorvido em silica gel (KRISTENSEN et al., 2005).

Em outra pesquisa apresentada na Tabela 1 (EOM et al., 2010),
houve aproximadamente 70% de conversdo para diacilglicerois,
obtendo-se um dleo de diacilglicerois sintético. Dentre a composicédo de
acidos graxos do teor de 1,3-diacilglicerois, obteve-se 17,32% de &cido
graxo-m3; 3,08% de EPA e 12,54% de DHA, a partir de 6leo de Atum.
Nesta investigacdo, empregaram-se as seguintes condinves: 10% (m/m)
da Lipozyme™ RM IM, raz&o molar de 6leo e glicerol igual a 1:3, 10%
de &gua, 35 °C, apenas com agitagdo magnética de 500 rpm e com 24 h
de reacdo. Em contrapartida, em estudo com a Novozym® 435,
obtiveram-se 19,41% de diacilglicerdis ricos em &cidos graxos 6mega-3
a partir de 6leo de Savelha, adicionado em uma propor¢do molar de 1:2,
em relacgdo ao glicerol, a 55 °C por 2 h, homegeneizando-se 0 meio com
agitacdo mecénica de 600 rpm e 10% m/m (em relagdo ao total de
substratos) de Tween 65 (FELTES et al., 2010). Em outro estudo,
obtiveram-se  16,1% de diacilglicer6is, menor rendimento de
diacilglicerois apresentado na Tabela 1, através da reacdo de glicerdlise
de 6leo de oliva, na mesma proporcdo molar de substratos, utilizando-se
como surfactante Aerosol-OT (4:1 m/m) e n-butano pressurizado a 1 bar,
a 70 °C por 2 h (VALERIO et al., 2009a).

A partir da revisdo da literatura sobre glicerdlise enzimética
(Tabela 1), observa-se que houve avangos na obtengdo de mono- e
diacilglicerois ricos em &cidos graxos poliinsaturados (termoinstaveis e
oxidaveis) a temperaturas de no maximo 70°C. Além disso,
normalmente os produtos ndo necessitam de purificacdo, em especial
devido a especificidade de certas enzimas e dependendo das condicdes
reacionais.
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3.3.5 Meios reacionais

A literatura indica a utilizacdo de diferentes sistemas para a
consecucao de reacdes de glicerolise, como: em presenca de solventes
organicos (McNEIL et al., 1991; FERREIRA-DIAS et al., 2001), na
auséncia de solventes (McNEIL et al., 1990), sendo este tipo de meio
reacional o mais abordado na Tabela 1, e o menos aplicado, em
microemulsées (BORNSCHEUER et al., 1994; GROMPONE, 2011).

Estudos indicam que a glicerdlise enzimatica normalmente
apresenta baixo rendimento (25 e 35%) de monoacilglicerdis. Por esta
razdo, McNEIL et al. (1990; 1991) desenvolveram métodos para elevar
o0s rendimentos das reacdes. Foi verificado que a remogdo constante dos
monoacilgliceréis da mistura, durante a reacdo, promove altos
rendimentos. Em destaque, cita-se 0 método elaborado por Berger e
Schneider (1992), que formou 95 a 98% de monoacilglicerois, por meio
de um sistema com um reator e um recipiente resfriado para a
cristalizacdo e separacdo dos monoacilglicerdis, com a recirculacdo da
mistura reacional. Contudo, este método ainda ndo é interessante para
indUstria devido a inviabilidade da remog¢do dos monoacilglicerdis em
um reservatorio externo e pela atencdo em recircular o que néo reagiu.

Outro fator que deve ser abordado é a quantidade de lipase
utilizada para acelerar a glicerélise. De acordo com estudos de Eom et
al. (2010), sobre glicerolise de 6leo de Atum livre de solventes, ocorreu
um acréscimo da conversdo de diacilglicerdis com a adicdo de
Lipozyme® RM IM na concentragdo de até 10%. Acima desta
guantidade, a conversdo diminuia. Outros estudos de modificacdes de
lipideos confirmaram que cerca de 10% de lipase em relagcdo a massa
total de substratos era a propor¢do 6tima para 0 maior rendimento de
diacilglicerois. Isto foi verificado em sistemas de glicerdlise livres de
solventes, utilizando as lipases Novozym® 435 e Novozym CALB L,
obtidas de Candida antarctica B, em 06leo de colza (KRISTENSEN et
al., 2005), e através da Lipozyme® RM IM, em 6leo de palma
(CHEONG et al., 2007). Supde-se que, quando ha alta quantidade de
enzimas no sistema da glicerélise, pode haver uma mistura irregular da
reacdo, e, desse modo, dificultar a transferéncia de massa.

Em reacdes de glicerdlise, ha trés fases imisciveis: oOleo
(hidrofébica), glicerol (hidrofilica) e lipase (sdlida). Deve-se, portanto,
contornar a caracteristica indesejavel da maioria das lipases de serem
hidrofilicas e, conseqlientemente, de associarem-se principalmente ao
glicerol. Isto inibe o acesso do substrato lipidico (6leo) ao sitio ativo da
enzima, causando rendimentos relativamente baixos de mono- e
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diacilglicerois (KRISTENSEN et al., 2005).

Por conseguinte, € necessario avaliar estudos de bioconversdo em
diferentes meios reacionais. Um dos meios mais pesquisados é com
solventes organicos, para aumentar a solubilidade do glicerol no
sistema, promovendo uma maior homogeneidade. Reduz-se a
viscosidade do meio, melhorando a transferéncia de massa. O uso de
solventes requer uma purificacdo mais rigorosa ao final do processo e,
assim, gera mais efluentes quimicos e tdxicos, e, consequentemente, um
maior custo (FIAMETTI et al., 2009).

Com isso, estudos com abordagem de sistemas reacionais livres
de solventes organicos, a pressdo atmosférica e sob temperaturas
amenas, sdo bastante convenientes, ndo sé por permitir uma maior
separacdo dos produtos da reacdo por destilacdo a vacuo, mas também
por implicar em menor consumo energético. Além disso, o sistema livre
de solvente organico pode preservar a seletividade da enzima e, quando
for imobilizada, possibilitar, apds a sua recuperagdo, a sua reutilizacao
(FREGOLENTE et al., 2008), como também promover uma otimizagéo
acentuada na producédo dos emulsificantes mono- e diacilglicerois.

Alternativamente, ha pesquisas sobre reacdes catalisadas por
lipases em microemulsdes, as quais sdo solugdes termodinamicamente
estaveis, isotropicas e transparentes. Formam-se espontaneamente ao
misturar proporc¢des pré-definidas de tensoativos, 6leo e dgua, sabendo-
se que a fase continua pode ser o 6leo ou a agua. A caracteristica que
diferencia emulsdo de uma microemulsdo é que a primeira € turva, ou
seja, as gotas possuem dimensfes de 0,3 a 200 pwm iguais ou maiores
gue o comprimento de onda da luz visivel (400 a 800 nm), engquanto
gue, para a segunda, as gotas possuem dimensdes de 5a 100 nm que
permitem que a onda de luz transpasse-as totalmente (GROMPONE,
2011).

O motivo de se utilizar microemulsdes em sistemas de glicerdlise
€ que a area interfacial entre o 6leo e a 4gua é muito maior em relagcdo
ao sistema bifasico, o que favorece uma acéo catalitica mais intensa da
lipase na interface dos substratos. Quando a fase continua é o 6leo, as
lipases adicionadas ao sistema sao dissolvidas nas gotas de agua. Assim
como as emulsdes, existem microemulsfes reversas/invertidas, ou seja,
pequenas gotas de agua envoltas de tensoativos para formar a interface
entre as gotas dispersas na fase continua (6leo), interface onde ocorre a
solubilizacéo das lipases, em geral, com acéo catalitica constante.

Uma das formas de se obter um sistema de (micro) emulsdo para
a glicer6lise enzimatica é utilizando um surfactante, de preferéncia de
grau alimenticio, principalmente para a aplicagdo em alimentos
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(FELTES et al., 2010). Valério et al. (2009b), apds otimizagcdo da
glicertlise enzimética de 6leo de oliva em meio livre de solvente,
porém, utilizando dois surfactantes, Tween 65 (grau alimenticio) e
Triton X-100, obtiveram rendimentos totais de mono- e diacilglicerois
semelhantes, cerca de 43 e 37% (m/m), respectivamente. Feltes et al.
(2010) verificaram, através de planejamento experimental fatorial, bom
rendimento em diacilglicer6is (43%, m/m) contendo acidos graxos
essenciais EPA e DHA, em glicer6lise enzimatica de 6leo de Savelha,
aplicando-se 15% (m/m) da lipase Novozym® 435 a 70 °C, razdo molar
de glicerol e triacilglicerol 1:1 e 5% m/m (em real¢cdo ao total de
substratos) de Tween 65. Este surfactante, dentre os Tween 80 e 85, e
lecitina de soja, foi selecionado para dar continuidade ao estudo por ter
promovido maior rendimento em diacilgliceréis (19,41 £ 0,68%, m/m),
a partir da glicerdlise enzimatica do 6leo de Savelha em meio contendo
10% m/m (em relagdo ao total de substratos), com proporcdo molar
glicerol:6leo igual a 2:1, a 600 rpm, a 55 °C por 2 h.

3.4 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante desta revisdo sobre as biotransformacdes de o6leos e
gorduras, percebe-se, simultaneamente, a necessidade e a possibilidade
de se aprofundar os estudos sobre glicerdlise enzimatica, utilizando-se
como substratos lipideos termosensiveis e com propriedades funcionais,
como o 6leo de peixe (PAWONGRAT et al., 2007; EOM et al., 2010 e
FELTES et al., 2010). Concomitantemente, busca-se 0 emprego de uma
tecnologia limpa, através da ndo utilizacdo de solventes organicos e de
catalisadores quimicos, e sim de meios atoxicos.

Como possibilidade viavel a essa necessidade, propde-se 0 uso de
catalisadores enzimaticos em meio contendo surfactante de grau
alimenticio em reacdes de glicerolise. Ndo obstante, verificou-se que o0s
estudos com este tipo de meio reacional em reagdes de glicerdlise séo
incipientes e escassos (VALERIO et al., 2009b; FELTES et al., 2010).
Este fato torna evidente a importancia da ampliacdo de pesquisas de
glicerdlise enzimatica em tal meio. O uso de tensoativos deste tipo tende
a proporcionar uma produgdo limpa, além da obtencdo de mono- e
diacilglicerois de melhor qualidade e com propriedades funcionais.






4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Como substratos, foram utilizados glicerol P.A. (99,5%, Nuclear)
e 0 6leo de peixe comercial refinado OmegaPure® (Omega Protein,
EUA), obtido de Savelha e estabilizado com uma mistura de tocoferois e
terc-butilhidrogquinona.

Segundo Feltes et al. (2010), este 6leo de peixe OmegaPure® é
composto dos seguintes &cidos graxos (%, em proporcdo relativa):
miristico (8,65), palmitico (18,48), palmitoléico (11,47), estearico
(3,60), oléico (10,15), linoléico (2,10), linolénico (1,71), esteariddnico
(3,14), araquiddnico (1,21), EPA (13,34), docosapentaendico — DPA
(2,47) e DHA (13,34). Constitui-se em uma fonte dos acidos graxos
O0mega-3 (EPA, DPA e DHA) com teor total de 29,15%.

No meio reacional de glicer6lise enzimatica, empregou-se como
surfactante de grau alimenticio o polioxietileno triestearato de sorbitana
(Tween 65 — ~50% 4acido estearico, balanceado especialmente em &cido
palmitico — Sigma), polioxietileno monooleato de sorbitana (Tween 80 —
nimero de hidroxilas: 65— 80, Vetec), polioxietileno trioleato de
sorbitana (Tween 85 — ~70% de &cido oléico, balanceado especialmente
em acidos elaidico, linolénico e palmitico, Sigma) e a lecitina de soja em
po (Alfa Aesar).

Para a determinacdo da atividade de esterificacdo, utilizaram-se
como substratos o acido laurico (98%, \etec) e n-propanol (99,5%,
Lafan).

O 4cido oléico (para sintese, Vetec) foi utilizado como padrdo de
acido graxo livre para as analises por cromatografia de camada delgada
(CCD), onde utilizaram-se n-hexano (P.A.-mistura de isémeros, Isofar) e
cloroférmio (99,8%, Quemis), como diluentes das amostras, assim
como, para a obtencédo de dois tipos de eluentes. Um de carater apolar,
envolvendo n-hexano, éter etilico (98%, F. Maia) e acido acético glacial
(99,5%, Nuclear), e o outro caracteristicamente apolar, com cloroférmio,
alcool metilico (99,8%, Nuclear) e dgua destilada.

Os demais reagentes de grau analitico foram alcool etilico (95 -
99,8%, Lafan e Dinamica), acetona (99,5%, Synth e Quemis),
hidréxido de sodio (99%, Vetec), sulfato de sdédio anidro (99%,
Dinamica), iodeto de potassio P.A. (98%, Vetec), n-heptano P.A. (99,5%,
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\etec), dicromato de potassio (99%, Synth), tiossulfato de sodio (99,5 —

100%, Reagen), &cido cloridrico (36,5 —40%, Nuclear), biftalato de
potassio (99,95 — 100%, Vetec).

A lipase comercial Lipozyme® RM IM é proveniente do
Rhizomucor miehei, gentilmente doada pela Novozymes Latin American
Ltda (Araucéaria-PR/Brasil), foi utilizada como biocatalisador. A
atividade desta lipase em interesterificagdo e aciddlise, declarada pela
Novozymes, € de 150 IUN/g e 5-6BAUN/g, respectivamente,
conforme ja discutido no item 3.2.1.

4.2 METODOS
4.2.1 Qualidade do 6leo de peixe

Aplicou-se a metodologia oficial da American Oil Chemist's
Society (AOCS, 2003) para determinar os indices de acidez e peréxido.
Os indices, formas de determinacdes mais comuns na andlise de 6leos e
gorduras, expressam as propriedades fisicas ou quimicas deste tipo de
amostra e ndo as porcentagens dos seus constituintes. Estes indices
associados as reacdes caracteristicas identificam e avaliam a maioria dos
0leos e gorduras (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.2.1.1 indice de acidez (Método AOCS Ca 5a-40)

A acidez pode avaliar o estado de conservacao do 6leo, uma vez
gue a concentracdo dos ions hidrogénio é alterada freqiientemente em
processos de decomposicdo, seja por hidrolise, oxidagdo (tratamento
térmico, luz, lipoxigenase, metais — ferro e cobre — e metaloproteinas)
ou fermentacdo. A decomposicdo promove a formacdo de 4cidos graxos
livres, provenientes dos triacilglicerdis (ARAUJO, 2006).

O indice de acidez é definido como a quantidade de hidréxido de
sodio (NaOH) ou potassio (KOH), em miligramas, necessaria para
neutralizar uma grama da amostra. Este método é aplicavel a 6leos
brutos e refinados, vegetais e animais, e gorduras animais (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

O método empregado avaliou a acidez titulavel. Adicionou-se
7,05+0,05 g da amostra, inteiramente liquida e bem homogénea, em um
erlenmeyer de 250 mL, mantendo a temperatura ndo acima de 10 °C do
ponto de fusdo do material (0 a5 °C para 6leo de peixe). Em seguida, a
amostra foi dissolvida em 75 mL de alcool etilico entre 35-40°C e
adicionou-se 2 mL do indicador fenolftaleina (1%). A amostra preparada
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foi titulada com a solucdo padronizada de hidréxido de sodio
0,01 (mol/L), agitando-se vigorosamente até o aparecimento de uma
primeira coloragdo rosa permanente, da mesma intensidade que aquela
do alcool etilico neutralizado antes da adicdo da amostra. Esta cor deve
persistir por 30 segundos.

O indice de acidez foi expresso em funcdo do acido oléico, por
cento (m/m) conforme a Equacéo 1:

I A.(%) — V 'CNaOH M AC.O|éiCO' fCNaoH
m

Onde:

lLA.: indice de acidez em percentual de acido oléico (g acido
oléico/g 6leo);

V: volume (mL) de solucdo de NaOH 0,01 mol/L gasto na
titulacdo;

Cnaon: concentracdo molar da solugdo de NaOH igual a
0,01 mol/L;

M Ac.olsico: Massa molar do acido oléico (282,46 g/gmol);

f.: fator de correcdo da solugdo de NaOH 0,01 mol/L;

m: massa da amostra (g).

O valor de acido total obteve-se mutiplicando este indice de
acidez (1.A.) por 1,99, conforme AOCS.

4.2.1.2 indice de per6xido (Método AOCS Cd 8-53)

O indice de peroxido geralmente considera os peréxidos ou
outros produtos similares provenientes da oxidacdo da gordura. E
indicado para todos os 6leos e gorduras, embora seja uma analise
bastante empirica. Qualquer variacdo em suas etapas pode gerar erro no
resultado, tais como: i) variagdo na massa da amostra e na pureza do
solvente; ii) absorcdo do iodo pelos &cidos graxos insaturados; e iii)
liberacdo do iodo pelo oxigénio dissolvido na solucdo a ser titulada,
resultando em indices elevados (ARAUJO, 2006).

Esta analise determina todas as substancias que oxidam o iodeto
de potéssio, em termos de miliequivalentes (mEq) de peréxido por
1.000 g de amostra. O procedimento avalia a habilidade de liberar o iodo
de iodeto de potassio (KI), e tem como reagentes a solugdo de &cido
acético e cloroférmio de 3:2 (v/v), solucéo saturada de Kl e amido 1,0%,
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e solucdo de tiossulfato de sddio (Na,S,03) 0,01 mol/L padronizada. A
metodologia desta técnica consiste na pesagem de 1 g da amostra em
erlenmeyer de 250 mL, depois adicdo de 20 mL da solucdo de écido
acético-cloroférmio 3:2, agitando-os até dissolver completamente a
amostra. Em seguida, adiciona-se em seguida 0,5 mL de KI e intercala
trés agitacfes em 1 min de repouso, ao final, imediatamente, adiciona-se
10 mL de &gua destilada. Depois, titula-se lentamente a solucdo de
Na,S,0; sob constante agitacdo magnética, até que a cor amarela
desapareca quase totalmente, e adicionam-se aproximadamente 2 mL da
solucdo de amido para continuar a titular, sob agitacdo, até que a cor
azul desapareca, liberando todo o iodo da camada do solvente.

Através das substitui¢cdes dos termos da Equacdo 2, obtém-se o
indice de peroxido em termos de mEqQ de per6xido por 1.000 g de
amostra.

(Va —Vy) Cryas,0,-1.000.F

CNaps 0
1.P.= rrs

m

Onde:

I.P. = indice de perdxido (mEq de perdxido/1.000 g de amostra);

V. =volume (mL) da solucdo de Na,S,03; 0,01 mol/L gasto na
titulacdo da amostra;

Vp =volume (mL) da solugdo de Na,S,0Oz 0,01 mol/L gasto na
titulagdo do branco;

Cnazs203 = concentragdo molar da solugdo de Na,S,0; igual a
0,01 mol/L;

fe na2s203 = fator de corregdo da solugdo de Na,S,03 0,01 mol/L;

m = massa da amostra (g).

Deve-se observar que o volume gasto da solucdo de Na,S,0; para
0 branco ndo deve exceder 0,1 mL.

4.2.2 Procedimentos para o estudo da lipase

Para todas as reagdes enziméticas avaliadas (determinacdo da
atividade enzimatica, avaliagdo da acdo da lipase sobre os surfactantes
de grau alimenticio e a glicer6lise em meio contendo ou nédo surfactante
de grau alimenticio), utilizou-se o aparato experimental indicado na
Figura 12. Este sistema é constituido de um reator de vidro encamisado
com volume dtil em torno de 40mL (3), fechado, em agitacdo
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magnética (2) ou, semi-aberto, em agitacdo mecanica digital (4), e
conectado a um banho termostatizado (1).

—_—
H,O

Figura 12 Aparato experimental utilizado para as rea¢es enzimaticas:
banho termostatizado (1); agitador magnético digital (2); reator de vidro
encamisado (3); agitador mecanico digital (4).

4.2.2.1 Procedimento experimental para o estudo da acdo da lipase
sobre surfactantes de grau alimenticio

Para esta avaliagdo, simulou-se a reacdo de glicerdlise
enzimatica, sem a presenca do 6leo de peixe. No reator, adicionou-se
apenas o glicerol (previamente tratado com sulfato de sédio anidro para
a reducdo do teor de &gua, durante 10 h), o surfactante de grau
alimenticio e a lipase, sendo os dois Ultimos na proporcdo de 10% m/m
(em relagdo ao glicerol). Em seguida, o reator foi fechado e mantido a
55 °C por 24 horas, sob agitacdo magnética constante. Apds a reacao, foi
feita a lavagem e a filtracdo a vacuo da enzima, utilizando-se uma
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solucdo de n-hexano e alcool etilico 1:1 (v/v). Posteriormente, o filtrado
foi evaporado em um evaporador rotativo (RV 10 e HB 10 basic, IKA),
sob vacuo e a 70 °C, para a concentragdo da amostra referente ao tempo
final da reagdo (24 h). A titulo de comparagdo, retirou-se outra aliquota
referente ao tempo reacional de 24 h, imediatamente apds atingir este
tempo e, em seguida, centrifugou-a por 3 min a 14.000 rpm (centrifuga
de eppendorf, Hsiangtai). Realizou-se também, durante 24 h, a reacdo do
glicerol com o surfactante de grau alimenticio sem a lipase, para obter-
se a amostra denominada de branco. Todas as aliquotas do meio
reacional, incluindo do inicio da reacdo (tempo zero) e do final da
reacdo com (24 h) e sem a lipase (branco), foram colocadas em tubos de
vidro. Logo em seguida, injetou-se 0 gas inerte nitrogénio (teor de
umidade inferior a 10 ppm) nos tubos, os quais foram vedados e
congelados a temperatura de -18 °C para analise posterior.

4.2.2.2 Procedimento experimental para a determinacao da atividade
enzimética

A partir das adaptacOes realizadas por Kriger (2010) para a
determinacdo da atividade de esterificacdo da lipase, segundo
metodologia previamente descrita por Oliveira et al. (2006), determinou-
se a atividade residual da enzima apds ter sido utilizada em reacéo de
glicerélise de 6leo de peixe, em meio contendo surfactante de grau
alimenticio, conforme descrito no item 4.2.6. Esta metodologia
guantifica o acido laurico esterificado com n-propanol, adicionados na
razdo molar 1:1, conforme reacdo indicada na Figura 13, conduzida a
60°C, com 5% m/m (em relagdo ao total de substratos) de lipase.
Aliquotas (150 pL), em triplicata, foram retiradas no tempo zero e de 40
min, e diluidas em 20 mL da solucdo de acetona e alcool etilico, 1:1
(v/v), para cessar a reagdo, removendo a agua necessaria para a ativacéo
interfacial da enzima, e extrair os acidos graxos fixados no suporte da
lipase. Em suma, esse comportamento deve-se a eletroafinidade da
solucdo de acetona:alcool etilico — solventes de média polaridade,
conforme Bessler e Neder (2004) — em relagdo a &gua e aos &cidos
graxos. A quantidade de &cido laurico ndo esterificado foi determinada
pela titulagdo com hidréxido de sédio (NaOH) 0,01 (mol/L) até pH 11.
Aunidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidade de
enzima que conduz ao consumo (esterificagdo) de 1 pumol de acido
laurico por minuto nas condigdes experimentais descritas.
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Acido laurico “ n-propanol

C— +  H0
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Ester propilico de &cido laurico Agua

Figura 13 Reacdo de esterificacdo que ocorre entre o acido laurico e o
n-propanol através da lipase.

4.2.2.3 Cinética da atividade enzimatica de esterificacdo em diferentes
condicBes

Realizou-se o estudo cinético da atividade da lipase em estudo,
em diferentes temperaturas (50, 55, 60 e 70°C), sendo que, para a
temperatura de 60°C, a cinética também foi realizada para a lipase
previamente condicionada termicamente, conforme descrito no item
4.2.3.

Para tal, empregou-se a determinacdo da atividade enzimatica por
esterificacdo apresentada no item anterior (4.2.2.2). Entretanto,
empregando-se como temperatura de reacdo 60 °C, 50, 55 e 70 °C. Além
disso, a sua duracdo (40 min) foi estendida para 120 min, periodo no
gual obtiveram-se sete aliquotas (0, 10, 20, 30, 40, 60 e 120 min).

Contudo, vale ressaltar que, para a execucdo deste estudo,
aplicou-se a calibracdo do pHmetro com solu¢des-tampdo de pH 7 e 4; a
aliquota de cada ponto (150 uL) foi constituida por aliquotas retiradas
de trés pontos distintos e centrais do meio reacional; o volume total de
amostras retiradas do meio, ao longo da reacdo, foi de 10% em relacéo
ao volume total do meio; considerou-se o branco real, isto é, o volume
de hidréxido de sédio (NaOH) 0,01 mol/L necessario para que o volume
dos solventes para diluicdo da amostra atingisse pH 11; e, por fim,
foram considerados os dados fornecidos pela literatura para a densidade
volumétrica correspondente a cada temperatura trabalhada para o n-
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propanol (PANGA et al., 2007; KHASANSHIN, 1983). Porém, para o
acido laurico, a densidade volumétrica utilizada foi referente a
temperatura de 50 °C (S & J Lipids).

Este estudo cinético visou definir as temperaturas mais adequadas
para serem avaliadas em um planejamento experimental futuro para as
reages de glicerdlise catalisada pela Lipozyme® RM IM. A temperatura
escolhida foi aquela que permitiu a obtencdo da atividade méxima da
lipase.

Fazendo-se a regressao linear na parte linear da curva obtida pela
guantidade de acido laurico residual em funcdo do tempo de reacdo, o
coeficiente angular da curva assim ajustada forneceu o valor da
velocidade inicial da reacdo, em termos de pmol acido lurico
consumido por minuto de reacao.

A atividade especifica da enzima foi determinada através de
velocidade inicial da reagdo por massa de enzima com suporte utilizada
coeficiente angular da curva de quantidade de acido laurico residual em
funcédo do tempo (Equacéo 3):

Onde:
AE, = atividade enzimatica especifica umol de é&cido
laurico/(min.mg catalisador) ou U/mg catalisador;
v; = velocidade inicial da reacdo (umol de &cido laurico/min);
Mgy = Massa da lipase Lipozyme® RM IM utilizada na reacéo

(mg).

A equacdo acima pode ser expressa conforme a Equacao 4:

v, —V,).M.10%V,
LMey V,

AE, =

e

Onde:

AE, = umol de &cido/(min.mg catalisador) ou U/mg catalisador;

Vo = volume de NaOH 0,01 mol/L gasto na titulagdo da amostra
retirada no tempo zero (mL);

Vi =volume de NaOH 0,01 mol/L gasto na titulacdo da amostra
retirada no tempo t (mL);

M = molaridade da solugdo de NaOH (0,01 mol/L);

V; = volume final do meio reacional de cada tempo t (mL);
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Mgm = Massa da lipase Lipozyme® RM IM utilizada na reacéo
(mg);

V, = volume da aliquota do meio reacional retirada para a titulacdo
(mL);

t = tempo de reacdo (min).

4.2.2.4 Determinacdo da constante de equilibrio na reacdo de
esterificacdo

A esterificacdo de &cido laurico com n-propanol pode ser uma
reacdo reversivel, devido & formacdo de &gua como co-produto,
permitindo a hidrélise dos produtos (ésteres), conforme descrito na
Figura 13. Por conseguinte, existe a possibilidade de que esta reacdo
atinja o equilibrio, isto é, que a velocidade de formagéo de ésteres seja
igual a velocidade de hidrélise destes produtos, tornando-se, portanto,
necessario identificar a constante de equilibrio a partir do instante em
que estas velocidades se igualam.

Para este estudo, verificou-se que o equilibrio era atingido a partir
de 20 min; sendo assim, a constante de equilibrio (Ky), para todas as
cinéticas realizadas em reacOes de esterificacdo de acido laurico com n-
propanol foi determinada no instante de 20 min.

Uma vez atingido o equilibrio, a proporcao entre os reagentes e
os produtos, conforme reacdo apresentada na Figura 13, é descrita por
meio da relacdo matemética da Equacao 5, mostrada a seguir:

_[EAj[H,0]
e [Ac] (Al

Onde:

Ky 20 min = constante de equilibrio em 20 min de reacéo;

[EA].[H20] = multiplicacdo das concentragBes dos produtos (éster
propilico de acido laurico, [EA], e agua, [H,0]), equivalente a
concentracdo de acido laurico consumido (mol/L) em 20 min de
reacao;

[Ac].[Al] = multiplicacdo das concentracfes dos reagentes (acido
laurico, [Ac], e n-propanol, [Al]), equivalente a concentracdo de
acido laurico (mol/L) no tempo zero ao quadrado.

4.2.3 Condicionamento térmico da lipase



O condicionamento da enzima, segundo Valério (2009), foi
realizado em estufa a 40 + 2 °C durante 1 h. Para garantir constancia na
temperatura de condicionamento, utilizou-se uma estufa de cultura
(FANEM, modelo 502). A influéncia do condicionamento sobre a
atividade da lipase foi estudada através da determinacdo da atividade de
esterificagdo da enzima proveniente de dois lotes distintos, 2008 e 2010,
antes e apds o condicionamento térmico, aplicando-se a técnica descrita
no item anterior (4.2.2.2).

Os resultados obtidos foram testados estatisticamente pela analise
de variancia de dois fatores (Two-way ANOVA), por meio do software
estatistico MINITAB® Release 14.

4.2.4 Determinacéo da atividade de agua (a,;) da lipase imobilizada

Em duplicata, determinou-se a, das amostras de lipase
condicionadas e ndo condicionadas termicamente, através do medidor
Aqualab Série 3TE, com precisdo de + 0,003. O ajuste da curva padréo
deste medidor foi através da solucéo saturada de cloreto de litio (LiCl),
com a,, igual a 0,11.

4.2.5 Andlise qualitativa da a¢do da lipase sobre os surfactantes de
grau alimenticio

A acdo da lipase sobre os surfactantes de grau alimenticio
testados no presente trabalho foi avaliada qualitativamente por CCD,
segundo Christie (1982), por ser uma técnica predominantemente
escolhida para o acompanhamento de reacfes organicas (DEGANI et
al., 1998).

Para tal analise, utilizou-se placa de aluminio com silica-gel 60G,
com indicador de fluorescéncia (Macherey Nagel); cubas bi-partidas
com tampa de vidro ou inox (Camag). Como eluente de carater apolar,
utilizou-se n-hexano/éter etilico/acido acético 70:30:1 (v/v/v) para as
amostras contendo os Tween 65, 80 e 85, ou cloroférmio/ alcool
metilico /agua 95:20:2,5 (v/v/v) para as amostras contendo lecitina de
soja.

Todas as amostras foram diluidas em n-hexano, exceto as
amostras referentes ao estudo sobre o Tween 80, as quais foram
preparadas com cloroférmio. A concentracdo utilizada para aplicacéo
das amostras envolvendo o Tween 80 na placa foi de 80 g/mL,
20 mg/mL para as amostras relacionadas aos demais Tween (65 e 85) e
para amostra pura de lecitina de soja, e 40 mg/mL para as amostras da
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reacdo contendo a lecitina de soja e para o acido oléico puro. Apds uma
vigorosa agitacdo da amostra em agitador de tubos vértex (Phoenix-
AP56), aplicaram-se 10 uL da solugdo na placa.

Para a revelagdo das manchas presentes sobre as placas de CCD,
utilizou-se o vapor de iodo, saturado em um recipiente (tampado)
envolto, internamente, com papel filtro, sendo denominado de método
‘A’. Todavia, a titulo de comparagdo para a selecdo da melhor forma de
revelacdo das placas, avaliou-se uma técnica que pulveriza uma solugdo
de sulfato de cobre saturado e &cido fosforico a 85% (50:50, v/v) sobre a
placa, e, em seguida, aquecida em forno a 180 °C por 20 min (método
‘B).

Para maior nitidez na visualizacdo das manchas presentes na
placa envolvendo o estudo realizado com os Tween 65, 80 e 85 (Figura
30), utilizou-se o aplicativo GNU Image Manipulation Program (GIMP
2.6.7), aplicando-se o comando Desaturate, o qual converte todas as
cores da camada ativa para os tons de cinza correspondentes.

Estas condicOes de analise (concentracdo da amostra, sistema de
eluicdo e método de revelagdo) foram ajustadas com base em indicagdes
da literatura (CHRISTIE, 1982; FELTES et al., 2010), de forma a
garantir uma boa analise qualitativa por CCD.

Para cada placa, fez-se a comparacdo das composigdes das
amostras entre si, atraves dos fatores de retengdo (Ry) correspondentes
(Tabela 7).

O Rt é o pardmetro mais importante a ser considerado em CCD, o
gual corresponde a razdo entre a distancia percorrida pela substancia em
guestdo e a distancia percorrida pelo eluente (fase movel), conforme esta
apresentado na Figura 14.
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Figura 14 Esquematizagdo de um cromatograma obtido por CCD.
Fonte: Degani et al. (1998).

4.2.6 Cinética da glicerodlise enzimatica para a selecdo do
surfactante de grau alimenticio

Para selecionar o surfactante de grau alimenticio mais favoravel
ao rendimento de diacilglicerdis em reacdes de glicerolise enzimatica,
realizou-se a cinética destas reagdes em meio contendo surfactante de
grau alimenticio, nas condi¢Bes pré-definidas com base na literatura. Os
surfactantes avaliados foram os Tween 65, 80 e 85. Nesta etapa, ndo
utilizou-se o surfactante lecitina de soja, pois os resultados obtidos ndo
foram favordveis a sua aplicagdo (secdo 5.4). No sistema reacional
apresentado na Figura 12, adicionou-se no reator de vidro de 40 mL (3),
mantido a 55 °C, aproximadamente 30 g dos substratos glicerol (tratado
previamente com sulfato de sodio anidro durante 10 h, para a redugéo do
teor de umidade) e dleo de peixe, pesados numa propor¢ao que permitiu
um volume Gtil do meio reacional de aproximadamente 30 mL. Desta
forma, foi possivel reduzir a porcentagem de erro gerada pela préatica
experimental, visto que coletaram-se dez aliquotas de 300 pL
(micropipeta 100 — 1000 pL, Lab+mate HTL e Digipet) do meio
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reacional em intervalos de tempo pré-determinados (0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 8;
24; 32 e 48 h) durante a reacdo (48 h), com a finalidade de quantificar os
produtos obtidos ao longo do tempo e avaliar a evolugdo do seus
rendimentos. Ao coletar-se cada ponto da reacéo, retirou-se, juntamente
com a amostra do meio, a lipase.

Ap6s a medida dos substratos, adicionou-se 10% m/m (em
relagdo ao total de substratos) do surfactante de grau alimenticio. Em
seguida, iniciou-se a agitacdo mecanica (haste de aco inox e
equipamento RW 20 Digital — IKA) — Figura 12(4) — do meio a 600 rpm
de forma uniforme. Apds os primeiros 10 min, coletaram-se 300 pL da
amostra referente a0 tempo zero e armazenou-se a -18 °C com o gas
inerte N,. Consecutivamente, adicionou-se 10% m/m (em relagdo ao
total de substratos) da lipase, iniciando-se a cronometragem para a
retirada das posteriores amostras durante a cinética de reag&o.

Tendo em vista a presenca da lipase nas demais aliquotas, cada
amostra foi colocada em um tubo de centrifuga de aproximadamente
10 mL, para que fosse feita a lavagem da enzima com a solugdo de n-
hexano e alcool etilico (1:1, v/v) extraindo-se, assim, qualquer produto
aderido ou adsorvido ao suporte do biocatalisador. Para tal,
adicionaram-se, neste tubo de centrifuga, aproximadamente 6 mL da
solucdo de lavagem e, assegurada a sua vedagdo, agitou-se no vortex por
1 min. Em seguida, centrifugou-se este volume a 3.000 rpm por 5 min
na centrifuga de tubos microprocessada (Quimis).

Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido com
auxilio de uma pipeta de vidro Pasteur, para um frasco de vidro de
50 mL de boa vedacdo e refrigerado a 10°C. A fracdo decantada (a
enzima) foi lavada mais duas vezes. Este procedimento foi repetido para
as aliquotas retiradas nos tempos entre 0,5 e 32 h de reacdo. A amostra
do ultimo ponto (48 h) foi obtida apds a recuperacdo da lipase, por meio
da sua lavagem e filtracdo de todo meio, em um sistema contendo um
funil de Bilichner com papel filtro de café em p6 (n° 123) e um Kitasato
conectado a uma bomba a vacuo (%2 HP, J/B), utilizando-se da mesma
solucdo de lavagem mencionada anteriormente. O filtrado assim obtido
(amostra do ultimo ponto da reacdo, juntamente com o solvente de
lavagem) foi tratado em um evaporador rotativo a vacuo, a cerca de 60 a
70 °C e rotacdo entre 90 e 110 rpm, até concentrar a amostra, deixando-a
isenta de solventes. Logo em seguida, essa amostra foi colocada em um
frasco identificado, onde o ambiente inerte foi rapidamente obtido com a
injecdo de N,, e mantido a -18 °C.

A solucdo de lavagem presente na lipase recuperada foi
evaporada em cdmara de exaustdo por cerca de 30 min, a temperatura
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ambiente. O recipiente contendo a lipase foi coberto com filme de
cloreto de polivinila, perfurado para permitir a evaporacéo dos solventes
residuais, e em seguida colocado em refrigeragdo (8 a 10°C).
Determinou-se a atividade residual da lipase recuoeradadois dias apds a
sua aplicacdo, atraveés da atividade de esterificacdo (OLIVEIRA et. al.,
2006 e KRUGER, 2010).

Do segundo ao penultimo ponto desta cinética de reagdo, cada
amostra (300 pL, contendo o meio reacional e a enzima), diluida com as
lavagens da lipase mencionadas no inicio deste item, foi transferida para
um baldo de fundo chato de 50 mL e concentrada em um evaporador
rotativo a vacuo, nas mesmas condi¢cbes mencionadas acima, exceto
quanto a rotacdo, que foi inferior, em torno de 60 a 90 rpm. No entanto,
0s solventes ndo foram totalmente evaporados, manteve-se a amostra
diluida em um pouco da solucdo de lavagem e transferiu-a para um
frasco de amostra de 5mL com tampa e batoque, sendo, as vezes,
necessario a adicdo da solucdo de lavagem ao baldo de 50 mL, para
garantir a transferéncia total da amostra para o outro frasco. O solvente
remanescente foi evaporado sob agquecimento em banho-maria a 30 a
35 °C, sob corrente de N,. A evaporacao foi realizada até se obter massa
constante (terceira casa decimal) em medidas sucessivas da amostra,
realizadas em intervalos de 10 min.

4.2.7 Quantificacdo dos diacilglicerdis por cromatografia em fase
gasosa

Analisou-se o teor de diacilglicer6is obtidos nas reacdes de
glicerdlise enzimatica do 6leo de peixe em meio com surfactante de grau
alimenticio (Tween 65, 80 e 85) e sem surfactante, denominado de
controle, por cromatografia em fase gasosa (CG). Para tanto, utilizou-se
como base a Norma DIN EN n° 14105 do Comité Europeu para
Padronizagbes (2003), com as modificacfes propostas por Kriiger
(2010). As amostras foram previamente preparadas adicionando-se o
derivatizante ~ N-Metil-N-trifluoroacetamida  (trimetilsilil)  (Fluka
Analytica), com o objetivo de transformar o glicerol e os mono- e
diacilglicerois, presentes nas amostras, em derivados silanizados, mais
volateis do que as amostras originais.

As amostras foram injetadas automaticamente (modo on-column)
no cromatdgrafo Shimadzu 2010, com detector de ionizagéo de chama e
utilizando-se coluna capilar DB-5HT (5% fenil e 95% metilsiloxano, W
Scientific — n° de série US7162944H) com dimensdes 30 m x 0,25 mm X
0,1 um. Configurou-se o CG para as condi¢des de andlise & temperatura
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do detector a 380 °C; temperatura da coluna programada a 50 °C/1 min,
15°C/1 min até 180°C, 7°C/min até 230°C, 10°C/min até 370 °C,
temperatura final mantida por 5 min; gas de arraste: hélio (pressao
143,5 kPa e fluxo total de 5 mL/min); e volume injetado de amostra:
1,0 yL. Esta andlise foi realizada no Laboratério de Termonindmica
Aplicada da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes — URI (Erechim, RS). Para a andlise, foram feitas uma ou duas
repeticdes, conforme a quantidade de amostra disponivel. As
concentracBes das solucdes de amostras e de padrdes seguiram
metodologia descrita por Kriiger (2010). Ap6s a analise cromatografica,
realizou-se a separacdo manual das &reas dos picos obtidos nos
cromatogramas, as quais foram integradas pelo software GC Solution
(Shimadzu). Em seguida, procedeu-se a soma das areas referentes aos
di- e triacilglicerdis. Os resultados foram substituidos nas equacgdes das
curvas de calibracdo dos padrdes externos dioleina e trioleina:
Y =0,0000513.X e Y =0,0000634.X, respectivamente. Estes resultados
foram divididos pela concentracdo da solucdo injetada (em torno de
6.000 ppm) e multiplicados por 100. Os resultados foram expressos em
teor massico percentual em relagdo ao total de amostra.

4.2.8 Velocidade inicial especifica de formacao de diacilglicerdis,
produtividade em diacilglicerois e conversao de triacilgliceréis

Com base no estudo cinético das reagBes de glicerolise,
construiu-se o gréfico da fragdo molar especifica de diacilglicerdis
(mmol/g meio reacional) em funcdo do tempo de reacdo (h). O
coeficiente angular da parte linear da curva assim obtida, calculado
utilizando-se o software Excel, corresponde a velocidade inicial
especifica da reacdo, expressa em mmoles de diacilgliceréis/(g de meio
reacional.h).

Para estes experimentos, a produtividade em diacilglicerois foi
determinada para avaliar o desempenho do processo enzimatico sob
diferentes condicdes, tendo sido calculada, no inicio da reacdo, onde ha
a maxima velocidade de formacdo de diacilglicerdis, conforme a
Equacéo 6:

C-C,
t

Poac =

Onde:
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Pbac = produtividade em diacilgliceréis [mmol/(g meio
reacional.h)];

C =concentracdo de diacilglicerdis (mmol/g meio reacional) no
tempo t;

Co = concentracdo de diacilglicerdis (mmol/g meio reacional) no
tempo zero;

t = tempo de reagéo (h).

A conversdo molar de triacilglicerdis ao longo de cada reacéo foi
calculada com base na Equacéo 7:

TAG,
TAG,

Conversaoy; (%) = .100
Onde:
Conversdorac, (%) = conversdo molar de triacilgliceréis em um
tempo determinado de reacéo;
TAG; = concentracdo de triacilglicer6is (mmol/g meio reacional)
em um tempo determinado de reacéo;
TAG, = concentragdo de triacilglicerdis (mmol/g meio reacional)
no tempo zero de reacéo.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados de relevancia para
o melhor entendimento das conclusdes obtidas neste trabalho

5.1 Qualidade do 6leo de peixe

A Tabela 2 apresenta os indices de acidez e de perdéxido do 6leo
de peixe (Savelha) OmegaPure®.

Tabela 2 Determinaéﬁes relativas a qualidade do OGleo de peixe
(Savelha) OmegaPure™.

Determinacdes Resultado®
indice de acidez (g 4cido oléico/g 6leo) 0,0777 £ 0,0025
indice de acidez total (mg NaOH/g 6leo) 0,1547 + 0,0051
indice de perdxido (mEq O, ativo/kg 6leo) 0,6594 +0,3771

! Média da triplicata com desvio padréo.

Os resultados mostrados na Tabela 2 indicam que este Gleo
apresenta caracteristicas desejaveis para 0 consumo humano, quando
comparados aos limites maximos determinados pelos 6rgdos
regulamentadores internacionais e nacional para Oleos e gorduras
especificos, apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 Parametros maximos para indice de acidez e peréxido em
relacdo aos 6leo s e gorduras em geral, destinados ao consumo humano,
estabelecidos pelos drgdos regulamentadores de alimentos internacionais
e nacionais, pelo Council for Responsible Nutrition (CRN) dos Estados
Unidos sobre o 6leo de peixe, e, por fim, a informacdo do fabricante
OmegaPure® para o 6leo de peixe em estudo.

Codex

crNt ANVISA A jimentarius OmegaPure®
3

A 1
Parametro FDA BRASIL2

indice de acidez

(g &cido oléico/ 1,51 151 12-28 0,65-125 0,1
g gordura)
indice de
peréxido

(mEq O, ativo/k
g gordura)

5 10 10 1,0

! Os dados apresentados sao para 6leo de peixe (Savelha) (FDA — 21 CFR Parte
184, 2005) e para 6leo de peixe em geral (PULEVA BIOTECH, 2006, p. 48
apud US CRN). ? Para indice de acidez, é estabelecido o maximo para 6leo de
bacalhau e de cagéo, 1,2% e 2,8%, respectivamente (BRASIL, 1995). Enquanto
que, para indice peroxido, é determinado apenas para 6leos e gorduras vegetais
refinados (exceto 6leo de oliva refinado) (BRASIL, 2004). ° Parametros para
6leos e gorduras de origem animal, sendo o limite de indice de acidez menor
para banha de porco e o maior para o sebo animal (FAO — WHO). * Laudo de
analises do fabricante OmegaPure® para o 6leo em estudo.

A partir da Tabela 3, percebe-se que os limites maximos para 0s
indices de qualidade do 6leo de peixe sdo mais rigorosos. Visto que o
6leo de peixe de Savelha, em especial, é notoriamente rico em &cidos
graxos poliinsaturados 6mega-3 (EPA e DHA), atenta-se para uma maior
susceptibilidade & auto-oxidacdo (peroxidacdo ndo-enzimatica) destes
acidos graxos. Isto compromete ndo s6 a integridade das duplas
ligacBes, como a concentragdo e a funcionalidade destes acidos graxos,
além de torna-los impréprios para consumo humano (PACHECO e
REGITANO-D’ARCE, 2009). Além disso, esta oxidagdo pode causar ao
6leo caracteristicas sensoriais indesejaveis, como odor inadequado.

Devido a auto-oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados, ocorre
a formacéo de hidroperoxidos que sofrem transformagdes quimicas com
diversos rearranjos, formando-se concomitantemente &cidos graxos
livres, nocivos ao organismo humano. O consumo continuo de produtos
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rancificados aumenta a “carga de radicais livres” no organismo,
provocando envelhecimento prematuro e/ou doencas. O cientista Rufus
Turner (IFOS, 2005) afirmou que, para certos tipos de éleos oxidados,
ha indicios do aumento de risco de arteriosclerose e trombose.

Portanto, se o 6leo em estudo apresentou indices de acidez e
peroxido abaixo dos parametros estabelecidos pelas entidades mais
exigentes (FDA e CRN) para 6leo de peixe, subentende-se que os acidos
graxos Omega-3 que constituem consideravelmente os triacilgliceréis
deste Oleo (FELTES et al., 2010), ndo foram degradados. Logo, a
obtencdo de emulsificantes (acilgliceréis) com estes acidos graxos
essenciais torna-se viavel e, com isso, possivel a realizagéo do estudo do
presente trabalho.

A boa qualidade do 6leo é desejavel para evitar também o baixo
rendimento em diacilgliceréis. O aumento, principalmente, do indice de
acidez devido a formacdo de acidos graxos livres no meio reacional,
reduz o seu pH. Esta condicdo é desfavoravel para a estabilidade da
enzima, interrompendo rapidamente a reacdo (HOLM e COWAN,
2008).

Estes resultados confirmam o estudo anterior com 0 mesmo lote
deste 6leo, realizado por Feltes et al. (2010), em que se verificou que os
indices de acidez - 0,1368% (gacido oléico/g 6leo) e
0,2722% (mg NaOH/g 6leo) - e peroxido -  0,4490
(mEq O, ativo/kg 6leo) apresentavam-se adequados para C€onNsumo
humano segundo os padrdes de regulamentagdo internacional e nacional
(Tabela 3).

Feltes et al. (2010) observaram também que o aumento da
temperatura facilita a homogeneizacéo desse 6leo com o glicerol, o que
¢ desejavel durante as reacOes de glicerélise. No entanto, deve-se
ressaltar que trabalhar com esse tipo de 6leo, rico em &cidos graxos
poliinsaturados, como substrato, requer a aplicacdo de temperaturas
amenas e a auséncia de agentes oxidantes.

5.2 Atividade enzimatica

A metodologia para atividade enzimética segundo Oliveira et al.
(2006), sugerida para aplicacdo neste trabalho, estd consolidada para a
lipase Novozym® 435. Houve, portanto, a necessidade de verificar a
aplicacio desta metodologia para a Lipozyme® RM IM, através de um
estudo cinético.

De forma complementar, decidiu-se fazer este estudo também a
50, 55 e 70 °C, além da temperatura indicada pela metodologia (60 °C),
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com o objetivo de obter o indicativo de qual a temperatura mais
favordvel a acdo da lipase, de forma a aplica-la em planejamento
experimental futuro para a otimizacdo da produgdo de emulsificantes
(mono- e diacilglicerois) ricos em 6mega-3 via glicer6lise de 6leo de
peixe em meio com e sem surfactante de grau alimenticio.

As Figuras 15, 17, 19 e 21, que apresentam a quantidade de &cido
laurico residual em funcdo do tempo as diferentes temperaturas
avaliadas (50, 55, 60 e 70 °C), mostram que, para todas as temperaturas,
houve um répido consumo de &cido laurico. Observou-se que, apds
20 min de reacdo, praticamente ndo ha mais consumo de &cido laurico.
Verifica-se que a reacdo foi interrompida, pois a quantidade de acido
laurico se manteve constante.

As Figuras 16, 18, 20 e 22, na ordem correspondente a reacdo de
esterificacdo a 50, 55, 60 e 70 °C, mostram a velocidade inicial de
consumo do acido nos primeiros 20 min com R? acima de 0,8.
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Figura 15 Cinética do acido laurico residual (ndo esterificado) na reagéo
de esterificacdo com n-propanol a 50 °C, catalisada pela Lipozyme® RM
IM (5%, m/m).
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Figura 16 Determinacdo da atividade enzimatica através do coeficiente
angular da curva de quantidade de acido laurico residual em fungdo do

95

tempo na reacdo de esterificagdo com n-propanol a 50 °C, catalisada

pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m).
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Figura 17 Cinética do acido laurico residual (néo esterificado) na reacéo
de esterificacdo com n-propanol a 55 °C, catalisada pela Lipozyme® RM

IM (5%, m/m).
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Figura 18 Determinacdo da atividade enzimatica através do coeficiente
angular da curva de quantidade de acido laurico residual em fungdo do
tempo na rea%éo de esterificacdo com n-propanol a 55 °C, catalisada
pela Lipozyme™ RM IM (5%, m/m).
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Figura 19 Cinética do acido laurico residual (ndo esterificado) na reagéo
de esterificacdo com n-propanol a 60 °C, catalisada pela Lipozyme® RM
IM (5%, m/m).
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Figura 20 Determinacdo da atividade enzimatica através do coeficiente
angular da curva de quantidade de acido laurico residual em fungdo do
tempo na reacdo de esterificagdo com n-propanol a 60 °C, catalisada
pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m).
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Figura 21 Cinética do acido laurico residual (ndo esterificado) na reagéo
de esterificacdo com n-propanol a 70 °C, catalisada pela Lipozyme® RM
IM (5%, m/m).
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Figura 22 Determinagdo da atividade enzimética através do coeficiente
angular da curva de quantidade de acido laurico residual em funcédo do
tempo na reacdo de esterificagdo com n-propanol a 70 °C, catalisada
pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m).

As possiveis razdes para que o consumo do acido laurico seja
interrompido nestas reacdes seriam: i) perda do segundo reagente (0
substrato n-propanol) por evaporacao; ii) perda da atividade enzimética
por termodesnaturagdo e termodesativacdo da enzima; iii) perda de
atividade da enzima sob acdo do n-propanol; e, por fim, iv) o
atingimento do equilibrio da reacdo.

Sabe-se que o ponto de ebuli¢do do n-propanol (~ 97 °C) (HALL
et al., 1975) é superior as temperaturas trabalhadas (50 a 70 °C) e que 0
sistema era vedado, o que indica que ndo houve perda significativa deste
substrato na reagdo. Com relacdo & termodesnaturagdo e
termodesativacdo da enzima, a literatura indica que a temperatura que
proporciona melhor desempenho e estabilidade da lipase de Rhizomucor
miehei, em diversas reacGes de biotransformacéo, é em torno de 40 °C,
conforme visto na Tabela 1. A Novozymes, entretanto, informa que esta
pode atuar entre 30 e 70 °C. Em diferentes estudos onde se empregaram
temperaturas em torno de 60 °C em reagdes de glicerdlise, esterificacao,
acidolise e interesterificacdo entre triacilglicerdis e ésteres (KARRA-
CHAABOUNI et al., 1998; KRISTENSEN et al., 2005, YANG et al.,
2003), a conversao rapidamente se iniciava, porém a reacdo se estagnava
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por volta de 3 h. No presente estudo, as cinéticas apresentadas (Figuras
15, 17, 19 e 21) indicam o fim da reagdo em menos de 30 min, o que
subentende-se que a hip6tese de instabilidade enzimatica ndo tenha sido
determinante para este resultado.

A literatura vem indicando que 4lcoois de cadeia curta de
carbono, como é&lcool etilico e metilico, podem inibir e até inativar
certas lipases. Shintre et al. (2002), por exemplo, justificaram desta
forma a velocidade de reacdo baixa para a esterificacdo destes alcodis
com &cido laurico, catalisada pela lipase Lipolase 100 L (Thermomyces
lanuginosus) ndo imobilizada. Como estes alcoois sdo misciveis em
agua, tendem a extrair a agua em volta da matriz protéica da lipase. Esta
pelicula de &agua, entretanto, é responsavel pela integridade e pela
conformacdo cataliticamente ativa da lipase (MILLER et al. 1988;
KHMELNITSKY et al., 1994). Shintre et al. (2002) também observaram
gue, para 0 meio reacional com n-propanol ou n-butanol, a constante de
velocidade da reacdo aumenta consideravelmente, sugerindo que, para
alcoois contendo acima de dois a&tomos de carbono na cadeia, ocorre um
aumento na sua hidrofobicidade, implicando, assim, em um menor
efeito inibitorio e de inativacdo da lipase. Logo, conclui-se que a
suposicdo de que o n-propanol inativou a enzima, paralisando as reacoes
apresentadas neste item, é pouco provavel, visto que as reagdes
atingiram o equilibrio em poucos minutos.

A Figura 23 apresenta os dados da constante de equilibrio (K,),
obtidos a partir dos resultados experimentais das Figuras 15, 17, 19 e 21,
considerando que a reagdo de esterificacdo atingiu concentracdes de
equilibrio em 20 min. Além disso, a figura destaca a influéncia da
temperatura sobre a enzima ndo condicionada termicamente, em relacéo
ao rendimento em ésteres propilicos de &cido laurico.
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Figura 23 A relacdo entre a temperatura e a constante de equilibrio (K,)
em 20 min da reacdo de esterificacdo entre &cido laurico e n-propanol —
obtida através da Equacdo 5, descrita no item 4.2.2.4 — em diferentes
temperaturas (50, 55, 60 e 70 °C) e com condicionamento térmico da
enzima (a 40 °C por 1 h, conforme item 4.2.3) na temperatura de 60 °C,
catalisada pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m).

Na definicio de uma reacdo de esterificacdo, formam-se
moléculas de 4gua concomitantemente com moléculas de éster, fazendo,
consequientemente, que a reacdo seja reversivel (DIMIAN et al., 2002).
Por conseguinte, esta reacdo pode atingir o equilibrio, o que impede que
0 acido laurico residual seja consumido totalmente juntamente com o n-
propanol. Dimian et al. (2002) estudaram a reagdo de esterificacdo
envolvendo também n-propanol e acido laurico. Rodrigues et al. (2001)
apud Dimian et al. (2002), a partir da minimizagdo da energia livre de
Gibbs, obtiveram a constante de equilibrio termodinamico baseada em
atividade (K,); a constante do coeficiente de atividade (K,), pelo modelo
UNIQUAC, utilizado para a descricdo de equilibrio de fases; e a
constante de equilibrio (K,), baseada em fragdo molar, através da relacéo
entre K, e K,. Os dados termoquimicos e os parametros de interacéo
foram ajustados por meio dos dados experimentais de K,, 0s quais
corresponderam com 0s resultados preditos por simulagdo. No estudo
destes autores, ao observar-se o gréafico que relaciona estas constantes
com a temperatura, nota-se que K, para as temperaturas abaixo de
77 °C, tende a ser em torno do intervalo de 1 e 2,5. Este comportamento
foi observado para cada cinética de atividade enzimatica em diferentes
temperaturas e condi¢des abordadas no presente item, conforme
apresentado na Figura 23.

Observa-se que a temperatura menor, 50°C, favoreceu a
formacdo de produto (éster propilico de acido laurico), por apresentar o
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dado de equilibrio maior (K,=2,32). Enquanto que, a 70°C, este dado
foi o menor obtido (K,=1,22), indicando que houve menor conversdo.
Assim como a 60°C, com a enzima condicionada termicamente,
indicando um rendimento menor do que ac empregar a enzima ndo
condicionada.

Eom et al. (2010) verificaram que, utilizando 10% (m/m) de
Lipozyme® RM IM numa reacdo de glicerélise (24 h) com 6leo de
Atum, a maior conversao para diacilglicerol foi atingida a 35 °C, mas a
30 °C e de 40 a 60°C reduziu-se.

No presente estudo, supde-se que o equilibrio é rapidamente
alcangado (por volta de 30 min) devido a grande quantidade de enzima
utilizada, 5% m/m (em relagdo ao total de substratos). De acordo com
Kristensen et al. (2005), 0 método da Novozymes para a determinacao
da atividade enzimaética, baseado na sintese de éster propilico laurato,
utiliza apenas 0,029% m/m (em relag&o ao total de substratos) de lipase.

Na Tabela 4 podem ser observados os valores das atividades
enzimaticas para as quatro temperaturas avaliadas (50, 55, 60 e 70 °C),
sendo que a atividade enzimatica foi definida como a velocidade média
inicial do consumo de acido laurico durante os primeiros 20 minutos da
reacdo. A razdo disto se deve a velocidade de consumo do &cido laurico,
em 20 min, ter sido aproximadamente constante (R? acima de 0,8) para
as quatro situacGes (Figuras 16, 18, 20 e 22).

Tabela 4 Atividade especifica da Lipozyme® RM IM na reacéo de
esterificacdo entre o acido laurico e n-propanol em diferentes
temperaturas, segundo a determinacéo da atividade enzimatica proposta
por Oliveira et al. (2006) e adaptada por Kriiger (2010).

Atividade enzimatica

Temperatura [U/(mg-catalisador)]”
50 °C 3,11
55°C 2,64
60 °C 2,67
70 °C 2,92

" Método de determinagdo descrito no item 4.2.2.3, aplicando-se a definicao da
Equagéo 3.
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Diante do exposto pela Tabela 4, é provavel que, a temperatura de
50 °C, o consumo de acido laurico tenha sido maior, tendo em vista que
a sua atividade enzimatica especifica foi um pouco superior do que para
as demais temperaturas de reacao.

Estudos ja verificaram que as enzimas podem ser desnaturadas
por acdo da temperatura, visto que sdo proteinas. Costa Neto (2002)
afirma que a causa mais comum da inativacdo das enzimas é a
temperatura elevada, com a perda da conformacdo secundaria ou
terciaria.  Contudo, segundo Turner e Vulfson (2000), a
termodesnaturacdo é dependente da quantidade de 4gua associada a
proteina. Verificou-se que a lipase de Candida antarctica imobilizada
(Novozym® 435), catalisando a transesterificagdo de octadecanol com
estearato palmitico a 130 °C, permanece ativa por mais de 1 h, sendo
gue a enzima e 0s substratos haviam sido previamente secos para a
remogdo maxima de &gua, por meio de CuSO, anidro por 30 dias. No
mesmo trabalho, demonstrou-se que temperaturas em torno de 200 °C
sd0 necessarias para remover a agua fortemente ligada as enzimas, e que
0 aquecimento destas proteinas, a esta temperatura, ndo provocou a
clivagem das cadeias polipeptidicas, além de muito pouca, ou nenhuma,
degradacdo quimica de determinados residuos de aminoacidos.
Concluiu-se que as enzimas que requerem pouca agua para sua atividade
catalitica, deverdo permanecer ativas em temperaturas elevadas, desde
gue se mantenham estaveis contra a termodesnaturacéo.

O inverso ocorreu com a lipase de Rhizomucor miehei
imobilizada (Lipozyme® IM 20), submetida as mesmas condicdes
aplicadas & Novozym®435: A conversdo dos substratos foi proxima a
0% e constante, indicando inatividade desta lipase como decorréncia de
termodesnaturacdo. N&o obstante, de acordo com Turner et al. (1995), a
lipase de R. miehei em condicGes secas (a, =0,33) apresentou-se
desnaturada apenas entre 90 a 120 °C.

Adicionalmente, tal como ocorre para a maioria das reagdes
guimicas, a velocidade das reacOes catalisadas por enzimas aumenta
geralmente com a temperatura, dentro de certa faixa na qual ela é estavel
e mantém a sua atividade integral (NELSON e COX, 2000). Caso
ultrapasse esta temperatura, pode rapidamente ocorrer a sua desativacdo
em um unico ciclo ou em poucos ciclos de reuso.

Na Figura 24, esta representada a dindmica do consumo de &cido
laurico (esterificado com n-propanol) para as quatro temperaturas
avaliadas, o que permite comparar o comportamento da atividade
enzimatica em estudo, em diferentes temperaturas.
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Figura 24 Cinética da quantidade de acido laurico consumido na reacao
de esterificacdo com n-propanol a diferentes temperaturas, catalisada
pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m). Valores correspondentes presentes
na Tabela A.1 do Apéndice A.

A partir da Figura 24, confirmou-se a menor temperatura de
reacdo (50 °C) foi a que mais favoreceu a esterificacdo de acido laurico,
ndo s6 nos 20 min iniciais, como também ao longo de toda a reacéo.
Logo, isto sugere que a lipase apresentou, discretamente, uma maior e
mais estavel atividade de esterificacdo a 50 °C neste tipo de reacdo de
esterificacdo, descrita no item 4.2.2.2 e com as exigéncias de analises
mencionadas no item 4.2.2.3. Para as demais temperaturas, as
superiores, ndo se pode destacar uma temperatura que tenha
proporcionado uma maior conversdo do acido laurico, considerando os
desvios padrdes existentes para cada instante analisado.

Nos 20 min iniciais de todas as reacfes (intervalo de tempo onde
ocorre a atividade maxima da lipase), concluiu-se que ndo houve
diferencas significativas entre o consumo de &cido laurico para as
temperaturas de 55, 60 e 70°C. N&o se pode afirmar diferencas
significativas entre estas atividades enzimaticas, considerando o0s
desvios padrdo obtidos. Contudo, vale observar que, para 70°C, o
consumo do &cido laurico nos primeiros 10 min foi superior em relagdo
as demais temperaturas empregadas.

Na Figura 25, pode-se perceber que, a 50 °C, o consumo de acido
laurico foi maior nos 20 min iniciais da reagdo, resultando em uma
maior atividade enzimatica especifica.
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Figura 25 Relagdo entre o &cido laurico consumido e atividade
enzimatica especifica na reacdo de esterificacdo com n-propanol a
diferentes temperaturas, catalisada pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m).

Este comportamento da lipase corresponde ao que esta descrito
na literatura. Segundo Fiametti et al. (2009), é comum, em uma reacdo
de sintese de éster, uma lipase imobilizada possuir uma temperatura
Otima de a(rgéo. Oliveira et al. (2006) afirmaram que a lipase imobilizada
Lipozyme™ IM, proveniente também do fungo Rhizomucor miehei,
atinge a sua atividade 6tima a 40 °C (NOVO NORDISK, 1992).

Vale ressaltar também que diversos estudos ja indicaram que a
lipase em estudo tem alta estabilidade em sistemas anidros, 0 que
favorece sua aplicacdo em reagdes de esterificacdo, interesterificagdo e
acidolise (RODRIGUES e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a).

De acordo com o presente estudo cinético, verifica-se que a
atividade enzimatica ndo foi influenciada significativamente pelas
temperaturas trabalhadas (50, 55, 60 e 70 °C), destacando-se um pouco
ao final da reacdo apenas a temperatura de 50 °C, com maior conversdo
dos substratos. Além disso, percebe-se que, para todas as temperaturas,
apos 20 min, aproximadamente, a reacdo atingiu o equilibrio.

Em vista disto, decidiu-se aplicar neste trabalho a temperatura de
55°C, a mesma trabalhada por Feltes et al. (2010) nas reacBes de
glicerdlise de dleo de peixe (Savelha), onde aplicaram-se as
demaiscondi¢bes reacionais da mesma forma(propor¢cdo molar de
glicerol para triacilglicerol, concentragdo de enzima e de surfactante de
grau alimenticio e o0s seus tipos), exceto a enzima, que foi
Novozym® 435 no estudo mencionado.
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5.3 Condicionamento térmico da lipase imobilizada

Em 1958, Sarda e Desnuelle perceberam que as lipases, em sua
maioria, necessitam de uma ativacéo interfacial para sua total atividade
catalitica. Neste mesmo estudo, propuseram varias hipoteses que
justificam a ativagdo interfacial das lipases, como a mudanca
conformacional induzida interfacialmente, a maior concentracdo do
substrato local e um menor grau de hidratagdo do substrato, uma vez que
a hidratacdo das moléculas de lipideos representa uma prote¢do as suas
ligagdes éster.

O presente estudo avaliou 0 método de condicionamento segundo
Valério (2009) para Lipozyme® RM IM por meio do monitoramento da
atividade de esterificagdo (OLIVEIRA et al., 2006; KRUGER, 2010),
conforme o item 4.2.2.2. Inicialmente analisou-se um lote recebido em
agosto de 2008, armazenado sob refrigeracdo, e um lote recebido em
agosto de 2010 da Novozymes, com o objetivo de selecionar o lote a ser
utilizado em todos os experimentos. As analises foram realizadas em
agosto de 2010.

Na Tabela 5 é apresentada a atividade enzimatica especifica e a
respectiva atividade de agua (a,) da lipase proveniente dos lotes
distintos, apds tratamentos prévios diferentes (com ou sem
condicionamento térmico).

Tabela 5 Valores obtidos para a atividade especifica e atividade de agua
(a,) da Lipozyme® RM IM submetida ou ndo a condicionamento
térmico (40 °C por 1 h).

Atividade

I‘I?tgs(ia enzimética [U/(mg- an’
P catalisador)]?
o L 2008 1,226 + 0,076 0,146
Condicionada
2010 1,445 + 0,004 0,212
. o 2008 1,175+ 0,023 0,404
Nao condicionada
2010 1,682 + 0,002 0,471

! Condicionamento prévio da enzima a 40 °C por 1 h, segundo a metodologia
detalhada no item 4.2.3. % Determinacdo da atividade enzimatica em 40 min
(OLIVEIRA et al., 2006 e KRUGER, 2010) catalisada pela Lipozyme® RM IM,
em triplicata, aplicando a Equacdo 4. ° Determinagdo da atividade de agua da
lipase imobilizada em duas condigdes distintas, em duplicata.
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Primeiramente, comparou-se a atividade enzimatica especifica de
ambos os lotes e observou-se que a lipase recebida em agosto de 2010
possuiu atividade enzimatica especifica igual a 1,682 + 0,002 U/(mg-
catalisador), aproximadamente 30,12% superior a atividade enzimatica
especifica do outro lote, igual a 1,175+ 0,023 U/(mg-catalisador). Apos
0 condicionamento térmico prévio da lipase para ambos os lotes,
observou-se que houve um sutil acréscimo de 4,13% da atividade
enzimatica especifica para a lipase do lote recebido em 2008 (1,226 +
0,076). A lipase do lote recebido em 2010 apresentou uma reducdo de
cerca 14,10% na atividade enzimatica especifica, igual a 1,445 +
0,04U/(mg-catalisador), apds o condicionamento.

Através da Tabela 6, a tabela de andlise de variancia de dois
fatores (Two-way ANOVA), pode-se observar que os efeitos principais
dos dois fatores avaliados (lote e condicdo da lipase) e da interacéo entre
eles sdo significativos, por apresentarem valores do teste F bem
superiores ao tabelado (Fggs.1:8 = 5,32) (MONTGNOMERY, 1996). O
mesmo ocorreu para os valores de P, que foram abaixo do nivel de
significancia proposto (a = 0,05). No entanto, a partir dos valores destes
testes estatisticos, o fator lote foi o que indicou maior efeito sobre a
atividade enzimatica, enquanto que o fator condicionamento foi o que
apresentou menos variabilidade entre os resultados.

Tabela 6 Analise de variancia dos valores obtidos para a atividade
especifica em relacdo ao lote (2008 e 2010) da Lipozyme® RM IM
condicionada a 40 °C por 1 h e ndo condicionada.

2
Fontede Graude Somados Quadrado Teste Valor- Desvio R? a'uz\)tado
variacdo liberdade quadrados da média F P* Padrio (%) J(%)
Lote 1 0,394690 0,394690 249,28 0,000
Corrf;z'tg”a' 1 0026105 0026105 16,49 0,004
Interagio 1 0062194 0,062194 39,28 0,000 03979 97:44 96,49
Erro 8 0,012667 0,001583
Total 11 0,495656

“Nivel de significancia (o) igual 0,05.

Através dos valores de R? pode-se observar que o modelo de
regressao linear ajustou-se bem aos resultados.

Como complemento a esta analise de varidncia, avaliou-se
também o estudo cinético da lipase condicionada termicamente na
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reacdo de esterificagdo, de acordo com as condi¢bes reacionais
abordadas no item 4.2.2.2, obedecendo as ressalvas citadas no item
4.2.2.3, permitindo, assim, uma maior confiabilidade dos resultados.

Na Figura 26, observa-se a cinética do acido laurico consumido
(mmol) utilizando-se lipase do lote de 2010, na forma condicionada e
ndo condicionada termicamente, o que possibilita uma melhor
compreensdo se, 0 condicionamento térmico tem algum tipo de
influéncia sobre a lipase.

4 Lipozyme® RM IM né&o condicionada ® Lipozyme® RM IM condicionada |
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Figura 26 Cinética do é&cido laurico consumido na reacdo de
esterificacio com n-propanol a 60 °C, catalisada pela Lipozyme® RM
IM (5%, m/m), na forma condicionada e ndo condicionada.

Percebe-se, através da cinética do &cido laurico consumido
(Figura 26), que a lipase condicionada termicamente consumiu mais
acido laurico do que a ndo condicionada, durante todo o tempo de
reacdo. O comportamento das curvas, porém, foi semelhante, indicando
que, apds 20 min de reagdo, o consumo de acido é reduzido, tornando-se
guase constante até o fim da reacdo. Isto significa que a reacdo deve
atingir o equilibrio ap6s 20 min, hip6tese coerente, como ja discutido no
item 5.2

A partir da Figura 27, observa-se a quantidade de &cido laurico
residual durante a reacdo em que se utilizou a lipase condicionada
termicamente, e, na Figura 28, confirma-se que a velocidade média
inicial da reducdo de &cido laurico no meio tende a ser constante até
20 min (R2 =0,78). Verificou-se que, nestas condi¢des, em 20 min, a
lipase condicionada apresentou uma atividade enzimatica especifica
ligeiramente maior, 2,99 U/(mg-catalisador), em relagdo a lipase ndo
condicionada, 2,67 U/(mg-catalisador), valor apresentado na Tabela 4.
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Figura 27 Cinética do acido laurico residual (ndo esterificado) na reacdo
de esterificacdo com n-propanol a 60 °C, catalisada pela Lipozyme® RM
IM condicionada (5%, m/m), de acordo com o item 4.2.3.
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Figura 28 Determinacdo da atividade enzimatica através do coeficiente
angular da curva de quantidade de acido laurico residual em fungdo do
tempo na reacdo de esterificacdo com n-propanol a 60 °C, catalisada
pela Lipozyme® RM IM condicionada (5%, m/m), de acordo com o item
4.2.3.
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Em conseqliéncia das alteracdes cataliticas que o teor de agua
pode causar numa reacdo catalisada por lipase em meios com fases
imisciveis, analisou-se a atividade de agua da enzima. O prévio
condicionamento térmico do biocatalisador recebido em 2008 provocou
uma reducdo em torno de 64% de agua livre no suporte da enzima. Para
a lipase do lote recebido em 2010, essa redugéo foi de 55%. Sabe-se que
a estereosseletividade da lipase de Rhizomucor miehei estd fortemente
ligada com a atividade de agua inicial do meio reacional: quanto menor
a,, maior a seletividade, sendo que esta enzima é bastante ativa e estavel
em sistemas com baixa a,. Entretanto, é necessario um teor minimo de
agua que promova a ativacao interfacial do sitio ativo da lipase. Estudos
com lipases homdlogas, R. niveus e R. humicola, sugerem que mudancas
nos residuos dos suportes na regido “tampa e dobradiga” da estrutura
podem desempenhar um papel importante na tolerancia a baixa
atividade de agua dessas enzimas (DELLAMORA-ORTIZ et al., 1997).

Diante do exposto, decidiu-se que o aumento da atividade
enzimatica especifica da lipase apds o condicionamento térmico nao foi
significativo, supondo-se que esta variacdo pode ter sido devida aos
erros experimentais estimados pelas diferengas significativas entre os
valores do quadrado da média do erro para o fator condicionamento e
interacdo (Tabela 6). Entdo, optou-se por dar sequéncia aos
experimentos com a lipase do lote recebido em 2010, sem condiciona-la,
visto que esta apresentou seguramente a maior atividade enzimatica
especifica entre as condicdes testadas.

Além disso, percebeu-se, por meio dos estudos anteriores com a
mesma lipase relatados na Tabela 1, e das cinéticas da atividade
enzimatica a diferentes temperaturas, avaliadas no item 5.2, que se trata
de uma enzima sensivel a temperatura acima de 40 °C. Logo, submeté-la
a um condicionamento térmico prévio a uma temperatura préxima a
ideal (40 — 50°C), isto é, a temperatura da reacdo que garante
estabilidade se sua atividade em niveis relativamente altos, pode
comprometer o seu desempenho catalitico imediato ao adiciona-la na
reagao.

5.4 Acédo da enzima sobre surfactantes de grau alimenticio

Para o presente estudo, é desejavel que, na reacdo de glicerdlise
enzimatica, o surfactante de grau alimenticio tenha a fungdo de
promover a dispersédo do glicerol no 6leo, uma vez que estes surfactantes
possuem moléculas anfifilicas, favorecendo a acdo catalitica da lipase, a
qgual comumente atua nas interfaces. Desta forma, o meio reacional
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glicerol/6leo/enzima torna-se mais atrativo para a producdo de mono- e
diacilglicer6is (ROSEN, 2004).

Todavia, cada surfactante apresenta caracteristicas proprias;
conseqlientemente, o sistema micelar formado pode apresentar
diferentes formas de atuacdo, as quais podem variar devido, por
exemplo, & concentracio e & composicdo do surfactante (VALERIO,
2009). A partir das estruturas aproximadas da lecitina de soja (Figura
8d) e dos Tween 65, 80 e 85 (Figura 8a, b e c, respectivamente), e de
suas capacidades de formar micelas reversas, decidiu-se verificar
qualitativamente (em CCD) se estes surfactantes sofrem alguma
modificacdo pela lipase em estudo. Como estes surfactantes apresentam
ligagBes éster, avaliou se estes aditivos podem se comportar como
substratos da enzima na glicerdlise. Para tal, aplicou-se a metodologia
descrita no item 4.2.2.1.

Na busca por um método mais acessivel para o trabalho e de
melhor revelacdo das manchas na placa de CCD empregada, avaliaram-
se dois métodos de revelagdo de manchas (‘A’ e ‘B’), descritos no item
4.2.5.

O método ‘B’ apresentou-se inadequado para a revelacdo, pois o
acido fosférico provocou corrosdo do aluminio constituinte da placa
CCD. Logo, o método de revelacdo mais vidvel para o presente trabalho
foi o método ‘A’, o qual permitiu a visualizacdo das manchas sem
deteriorar a placa.

Nas Figuras 29 e 30, estdo apresentadas as placas de CCD com as
amostras relacionadas ao estudo especifico da lecitina de soja e dos
Tween, respectivamente.
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Figura 29 Placas de CCD das amostras da glicerdlise da lecitina de soja
(10%, m/m), a 55 C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m), no
tempo 0 h (1) e ap6s 24 h de incubagdo na presenca (2) e na auséncia da
enzima (branco) (3); e lecitina de soja pura (4). Concentracdo das
amostras: 40 mg/mL hexano.  Eluente  de  desenvolvimento:
cloroférmio/alcool metilico/agua destilada 95:20:2,5 (v/v/v). Volume
aplicado de amostra: 10 pL.
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Figura 30 Placa de CCD das amostras das glicerolises dos Tween 80, 65
e 85 (10%, m/m), a 55°C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%,
m/m), nos tempos de Oh e 24h de incubacdo na presenca e na auséncia
(Br) da enzima. Padrdes: Tween 80, 65 e 85, e &cido oléico (C18:1).
Concentragdo das solugdes: 80 mg/mL cloroférmio para o estudo com
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Tween 80, 20 mg/mL hexano para os demais Tween, e 40 mg/mL
hexano para o &cido oléico; eluente de desenvolvimento: hexano/éter
etilico/acido acético 70:30:1 (v/v/v). Volume aplicado de amostra:
10 pL. Resolucdo de imagem melhor definida pelo programa GIMP
2.6.7.

A partir da Figura 29, observa-se que a estrutura da lecitina de
soja parece ter sido modificada pela lipase, tendo em vista que a amostra
referente ao tempo de reacdo de 24 h (2) ndo apresentou as manchas
correspondentes & amostra do tempo zero de reacéo (1) e apds 24 h sem
a enzima (branco, amostra 3). No sistema de solventes utilizado para a
eluicdo das amostras desta placa, observou-se que o é&cido oléico
apresenta R¢ de aproximadamente 0,93. Os fatores de retencéo (Rss) das
manchas das amostras 1 e 3, apresentadas na Figura 29, correspondem
aos Rys das manchas presentes na amostra de lecitina de soja pura (4),
conforme mostra a Tabela 7. Subentende-se, portanto, que, apds a reacéo
de glicerolise com 10% m/m (em relagdo ao total de substratos) de
lecitina de soja, a lipase agiu na molécula de lecitina de soja,
provavelmente hidrolisando os &cidos graxos esterificados em sua
cadeia central.

Outros estudos ja apontam esta possibilidade, como trabalhos que
obtiveram o enriquecimento enzimatico de lecitina de gema de ovo com
acido alfa-linoléico e outros acidos graxos (CHOJNACKA et al., 2009;
GULATI et al., 2003).

Hossen e Hernandez (2005) verificaram que a Lipozyme® RM
IM atuou de forma significativa em fosfolipideos de lecitina de soja, aos
quais foi possivel incorporar de forma efetiva o é&cido linoléico
conjugado, isto €, a lipase modificou a estrutura da lecitina de soja,
enriquecendo-a com este 4cido graxo.

Para os Tween 65, 80 e 85, presentes em 10% m/m (em relacéo
ao total de substratos) na reacdo, a Figura 30 indica que as suas
estruturas parecem ter sido conservadas ap6s a reagdo com a lipase, ja
gue a composigdo de suas amostras manteve-se inalterada apés 24 h de
reacdo a 55 °C, bem como para as amostras do branco (24 h de reacdo
sem o biocatalisador) para os Tween 80 e 85. Na Tabela 7, onde estdo
apresentados todos Ry das manchas de interesse das placas de CCD
(Figuras 29 e 30), observa-se que 0s Rss das manchas existentes para tais
Tween, no tempo Oh e apds 24 h de incubacdo, sdo similares. Os
padrGes do Tween 80 e 85 apresentaram manchas com RS
correspondentes, iguais a 0,23 e 0,27, respectivamente. E interessante
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observar que a altura destas manchas situa-se no inicio da mancha do
acido oléico (C18:1), com Ry igual a 0,4, ou seja, supde-se que os acidos
graxos livres fazem parte da composicdo destes Tween. N&o foram
verificadas manchas correspondentes a outras fragGes lipidicas apds as
reacdes, indicando que parece ndo ter havido acdo biocatalitica sobre os

substratos da reacao.

Tabela 7 Fatores de retengdo (Ry) das manchas de interesse das placas
de CCD referentes & avaliagdo da acéo da Lipozyme® RM IM sobre os
surfactantes de grau alimenticio lecitina de soja (Figura 29) e Tween 65,

80 e 85 (Figura 30).

Surfactante de

grau alimenticio Amostra Mancha Ry aproximado
12 0,11
2 0,26
0 h 1
3 0,31
42 0,39
12 0,11
B 2 0,26
Lecitina de soja o 3 0,31
J 42 0,39
12 0,14
2 0,27
Pura ¥ 0,31
42 0,39
5 0,72
6 0,86
Oh - 087
T *k
ween 65 oah 087
Oh - 0.26
T 80 N
ween o4 h 0’25
Oh - 0.25
T Kk
ween 85 oah 0o

" Os fatores de retencdo apresentados seguem a ordem de retengdo das manchas
nas placas de CCD, de baixo para cima. Nestas amostras, visualizou-se
somente uma mancha, além da mancha presente na linha base, referente a

substancias polares presentes na amostra.
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Diante desta avaliagdo qualitativa, supGe-se que os Tween 65, 80
e 85 poderdo atuar apenas como agentes tensoativos do meio trifasico,
glicerol (hidrofilico)/éleo (lipofilico)/enzima (s6lido), e ndo como
substratos nas reagdes de glicerdlise enzimatica.

Em relagdo aos dois métodos de obtencdo da amostra de 24 h (por
centrifugacéo e o concentrado por evaporagdo a vacuo), citados no item
4.2.2.1, deve-se comentar que o método por centrifugacdo ndo foi
adequado. Em vista disso, optou-se por obter a aliquota de 24 h de
reacao a partir do meio reacional concentrado por evaporagao a Vacuo.
Isto ocorreu devido a ndo lavagem da enzima com a solucéo de lavagem
n-hexano e alcool etilico (1:1, v/v), seguidas vezes, conforme abordado
no item 4.2.6.

Dando continuidade ao estudo, focou-se no estudo com o Tween
85, comparando-se as amostras do meio reacional com o padrdo de
acido graxo livre, acido oléico (C18:1), e com o 6leo de peixe, o qual
possui em maior concentracéo os triacilglicerdis em sua composicao.

Na Figura 31 estd apresentada a analise por CCD com os
resultados deste estudo, sendo que os resultados exibidos na Figura 30
foram confirmados, ou seja, observa-se que a lipase parece ndo ter agido
sobre este surfactante. Pode-se observar que a composicdo de
acilglicerois das amostras de Oh (1) e 24 h (2) é similar entre si,
sugerindo a ndo modificacdo da estrutura do Tween 85 pela lipase. Além
disso, ratificou-se que as amostras do meio reacional e do Tween 85
puro possuem acidos graxos livres, pois as suas manchas apresentam R
em torno de 0,31, semelhante ao R¢ referente ao &cido oléico (C18:1), no
sistema de eluigdo utilizado para o desenvolvimento das amostras nesta
placa.
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Figura 31 Placas de CCD das amostras da glicerdlise do Tween 85
(10%, m/m), a 55 C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m),
no tempo 0 h (1) e apds 24 h de incubacdo na presenca (2) e na auséncia
da enzima (branco) (3). Padrfes: Tween 85 (4); acido oléico (C18:1) (5)
e 6leo de peixe OmegaPure® (6) como padréo de triacilglicerol (TAG).
Concentracdo das amostras: 20 mg/mL hexano. Eluente de
desenvolvimento: hexano/éter etilico/acido acético 70:30:1 (v/viv).
Volume aplicado de amostra: 10 pL.

A ndo acdo da lipase sobre os Tween 65, 80 e 85 (surfactantes ndo
ibnicos) pode ter sido devido ao fato de que estes surfactantes estavam
presentes, no meio reacional, em quantidade pequena, 10% m/m (em
relacdo ao total de substratos) e durante 24 h, ndo provocando uma
interacdo significativa entre a lipase e estes surfactantes. Skagerlind et
al. (1998) ja haviam verificado que, mesmo abaixo da concentracdo
micelar critica de surfactante, ocorreram ligacdes entre surfactantes
catibnicos e residuos negativos da estrutura da enzima R. miehei. Isto
provocou a formagdo do complexo enzima e surfactante, semelhante ao
complexo enzima e substrato. No entanto, para os surfactantes aniénicos
e ndo idnicos, ndo existiram tais interagdes.

Contudo, Skagerlind et al. (1995), em trabalhos anteriores,
afirmaram que reacdes baseadas em microemulsdes, catalisadas por
lipase de R. miehei, podem evitar ainda mais que a lipase interaja com
os surfactantes aniénicos e ndo idnicos com caudas hidrofébicas
volumosas.

Em contrapartida, Bendikiené et al. (2005) observaram que houve
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hidrélise de diferentes Tween (20, 40, 60, 80 e 85) pela lipase 3121-1
Pseudomonas mendocina. Estes autores perceberam ainda que estes
Tween podiam apresentar tanto a funcdo de surfactante como de
substrato para esta lipase. O Tween 85, em especial, apresentou maior
susceptibilidade a hidrolise, supostamente devido a sua estrutura indicar
a presenca de trés ligacOes éster de &cido oléico — C18:1 — (Figura 8c),
semelhante a uma molécula de trioleato. Todavia, este Tween, em
concentraces bem baixas (0,4 — 0,8%), atuou apenas como surfactante.
Resultados semelhantes foram obtidos por Feltes (2011a), sendo
observado, em placas de CCD, que, apesar do Tween 85 ter sido
modificado pela Novozym® 435 (Candida antarctica), foi possivel obter
mono- e diacilglicerdis, adicionando-se este surfactante (10%, m/m, em
relacdo ao total de substratos) em reacdes de glicerolise de 6leo de
peixe, na presenca desta mesma lipase.

5.5 Sele¢do do surfactante de grau alimenticio

5.5.1 Monitoramento da atividade enzimatica residual e do indice de
peroxido

Tendo em vista que os Tween 65, 80 e 85 parecem nao terem sido
modificados pela Lipozyme® RM IM, decidiu-se selecionar, dentre estes
surfactantes, o mais favoravel para a obtencdo de diacilglicerdis, através
da reacgdo de glicerdlise de 6leo de peixe. Para tal, realizou-se a cinética
de cada reacdo, conforme descrito no item 4.2.6. Os teores de
diacilglicerois foram quantificados por CG, segundo as condicOes
citadas no item 4.2.7.

Em paralelo, determinou-se o indice de peroxido de meio,
conforme o Método Cd 8-53 (AOCS, 2003), e a atividade enzimatica
residual da lipase ao final de cada reacdo, segundo a metodologia de
Oliveira et al. (2006) e adaptada por Kriger et al., (2010). Para a
avaliacdo da atividade enzimatica de esterificacdo, a analise foi realizada
a 60 °C por 40 min. Por este motivo, o resultado da atividade enzimatica
especifica residual, obtido pela Equagdo 4, representa a atividade
enzimatica especifica residual média nos primeiros 40 min de reac&o.

Avaliou-se desta forma a atividade residual da lipase pelas
seguintes razdes: i) reduzir os erros experimentais que ocorrem ao
retirar-se amostras em tempos curtos da reacdo, devido a possibilidade
de limitacdo difusional entre a enzima e substrato, imposta pelo suporte;
ii) a curva tem comportamento semelhante; e iii) por ser uma
metodologia ja reconhecida na literatura (KRUGER et al., 2010;
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FIAMETTI et al.; 2009. VALERIO et al.; 2009a e 2009b).

Na Figura 32, através do valor do indice de peroxido, é possivel
visualizar o nivel de oxidacdo que apresentou cada meio reacional,
como também a atividade enzimatica especifica residual da lipase
utilizada em cada reacdo. Estes dados também estdo mostrados na
Tabela B.1 do Apéndice B. Entre os resultados, hd uma reacéo
denominada de controle, na qual empregou-se 0 mesmo procedimento
das demais, exceto pela adi¢do de surfactante.

B Atividade Enzimatica (U/mg-catalisador) @ indice de peréxido (MEq oxigénio ativo / Kg amostra)

AE. (Ulmg-catalisador)
CRrNWAN D~ ® O
1P. (mEq C ativo/Kg amostra)

Controle Tween 65 Tween 80 Tween 85

Figura 32 Avaliacdo do indice de perdxido do meio reacional e da
atividade especifica da Lipozyme® RM IM ao final da reagdo de
glicerélise com o 6leo de peixe OmegaPure® contendo 10% (m/m) de
Tween (65, 80 e 85), catalisada por 10% (m/m) desta lipase, e sem
surfactante (Controle) durante 48h.

Os resultados obtidos apresentaram uma relacdo inversa entre o
nivel de oxidagdo e a estabilidade da enzima. O meio reacional que
apresentou maior nivel de oxidagdo (7,94 + 0,25 mEqO;,
ativo/kg amostra) foi o que continha o Tween 80 e esta mesma reagdo
foi a responséavel em afetar mais a atividade especifica residual da lipase
(0,55 + 0,03 U/mg-catalisador), reduzindo-a para 67,31% em relacdo a
sua atividade especifica original (1,682 = 0,002 U/mg-catalisador,
Tabela 5). Enquanto isto, dentre os Tween avaliados, a rea¢do contendo
0 Tween 65 foi a que obteve menor indice de peroxido (2,72 +
0,85 mEq O, ativo/kg amostra) e maior estabilidade da lipase, visto que
sua atividade especifica residual diminuiu para 19,75% (1,35 +
0,02 U/mg-catalisador).
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Holm e Cowan (2008) verificaram que o0s componentes de
oxidacdo determinados por indice de peroxido podem afetar
negativamente a estabilidade da enzima. Além disso, observou-se que 0s
altos indices de peroxido estdo associados com a reducdo do tempo
médio de vida da enzima. Interligado a isso estd o pH do meio, que
implicitamente subentende-se que esta acido quando o nivel de oxidagéo
ja esta elevado, devido a formacao de &cidos graxos livres, dentre outros
compostos. Portanto, alega-se que, geralmente, a melhor forma de
assegurar uma boa atividade da enzima em uma reacgdo envolvendo 6Gleo,
é mediante a utilizacdo deste dleo, como matéria-prima, com qualidade
apropriada, contendo baixos indices de oxidagdo (< 2 mEQO,
ativo/kg 6leo) e acidos residuais.

Em relacdo a influéncia negativa do Tween 80 sobre a atividade
enzimatica, Gaoa et al. (2000) verificaram comportamento similar ao
incubar uma lipase (isolada da cepa Pseudomonas sp.) diluida com 0,1%
(m/v) de Tween 80 em solugdo tampéo de glicina 0,05 M (pH 9,0) a 30
°C por 90 min. Ao final deste tempo, verificou-se que a lipase nédo
possuia mais atividade enzimatica, sendo que, no tempo de 0 min,
possuia 5% da atividade, em relacdo a reacéo controle.

A reacdo com Tween 85 provocou a segunda maior
desestabilidade sobre a lipase, supbe-se que isto foi decorrente dos trés
acidos oléicos (C18:1) esterificados nos polioxietilenos de sorbitana
(Figura 8c). O acido oléico é monoinsaturado, o que faz com que a
lipase atue preferencialmente sobre elementos contendo tais &cidos
graxos, liberando-0s. O mesmo foi observado por Feltes et al. (2010) ao
adicionar o mesmo tipo de Tween nas reacdes de glicerdlise de 6leo de
peixe sobre condicdes iguais, porém, utilizando Novozym® 435 de
Candida antarctica.

Para a reacdo com o Tween 65, a atividade enzimatica especifica
residual foi a que se destacou superior dentre todas as reacdes. E
provavel que os acidos estearicos de cadeia saturada esterificados na
cadeia de polioxietileno de sorbitana do Tween 65 (Figura 8% ndo os
torna um substrato tdo atrativo para a lipase. Por conseguinte, menos
formagdo de 4&cidos graxos livres. Isto pode ser uma provavel
justificativa a umas das conclusfes de Feltes et al. (2010 e 2011b) em
relacdo a este surfactante, isto é, em condicGes reacionais semelhantes
ao presente estudo, 0 meio contendo o Tween 65 em reagdo catalisada
pela lipase Novozym® 435 foi o mais favoravel a obencdo de
diacilglicerdis.

A reacdo controle apresentou o menor indice de peroxidacdo
(1,60 mEq O, ativo/kg 6leo) e causou a queda da atividade enzimética



119

de 39% (1,03 U/mg-catalisador) em relagdo a sua atividade original .
Sabe-se que os surfactantes tém a funcdo de garantir a estabilidade
oxidativa das goticulas de 6leo (FOMUSO et al., 2001), e que a carga
das goticulas nos alimentos, determinada pelos componentes ativos da
superficie, influencia no nivel de oxidacdo lipidica em uma emulséo
O/A (MANCUSO et al., 1999; MEI et al., 1998; MEI et al., 1999).
Contudo, para tal condicdo, a auséncia de surfactantes na reagdo evitou a
adicdo de acidos graxos livres provenientes tanto da propria composicdo
do Tween como através de suas possiveis modificacOes, devido a sua
maior exposicdo a lipase, tendo em vista que a reagdo teve duracdo de
48 h. Logo, isto pode ter permitido uma menor oxidacdo do meio
reacional.

E interessante ressaltar que o sistema reacional utilizado no
presente estudo ndo possuia um mecanismo de isolamento com gas
inerte (N,), o que aumenta o nivel de importancia sobre o
monitoramento do indice de per6xido ap6s a reagdo. Outros estudos
sugeriram ambiente inerte durante a reacdo para uma menor oxidacéo
dos meios reacionais, em especial quando se utilizam acilgliceréis com
cadeias de 4cidos graxos insaturados (NUNES et al., 2009; MUNIO et
al., 2008).

5.5.2 Velocidade inicial especifica de formacdo de diacilglicerdis,
produtividade em diacilglicerdis e conversao de triacilglicerois

O ¢leo de peixe € uma mistura muito complexa de acidos graxos.
Segundo Feltes et al. (2010), o 6leo de peixe em estudo, proveniente do
peixe Savelha, é constituido de cinco acidos graxos majoritarios, 0s
guais sdo: palmitico (18,48%), EPA (13,34%), DHA (13,34%),
palmitoléico (11,47%) e oléico (10,15%). Por esta razdo, existe uma
dificuldade em analisar os componentes mono-, di- e triacilglicerdis, e
acidos graxos livres constitutivos e derivados deste 6leo.

Para andlises quantitativas destes acilglicer6is, como a
cromatografia em fase gasosa, o ideal é que se apliquem os respectivos
padrbes externos. No entanto, para este trabalho, isto ndo foi possivel,
devido & indisponibilidade destes padrdes no Brasil. Por outro lado,
observou-se que as condi¢des cromatograficas em fase gasosa para
quantificar os acilglicerois derivados de azeite de oliva (fonte rica em
acido oléico), com base na Norma DIN EN n° 14105 (conforme o
descrito no item 4.2.7), permitiram identificar, nos cromatogramas, a
regido de eluigdo dos di- e triacilglicerdis presentes nos produtos das
reacdes de glicer6lise avaliadas. Esta conclusdo foi possivel ao observar
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0 cromatograma do proprio 6leo, constituido, predominantemente, de
triacilglicerdis e, em quantidades pouco relevantes, os diacilglicerois.

A titulo de ilustracdo, a Figura 33 apresenta 0s cromatogramas,
sobrepostos, do 6leo de peixe e das amostras no tempo inicial e apds
30 min, as quais correspondem a reacdo de glicerdlise de 6leo de peixe,
sem surfactante de grau alimenticio (reagéo controle).

Mx1.000.000

Figura 33 Cromatogramas sobrepostos do Oleo de peixe (Savelha)
OmegaPure® (contorno preto) e das amostras no tempo inicial (contorno
azul) e apds 30 min (contorno rosa) referentes a reacdo de glicerélise de
6leo de peixe, sem conter surfactante de grau alimenticio (reacéo
controle), a 55 °C e catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m).

Avaliando-se estes cromatogramas sobrepostos, apresentados na
Figura 33, observa-se que 0s picos apresentados na regido de 25 a
30 min correspondem & elui¢do dos triacilglicerois, visto que sdo os
picos evidenciados no cromatograma do 6leo de peixe (contorno preto).
O mesmo é observado para a amostra referente ao tempo zero da reagéo
controle, enquanto que, apos 30 min, percebe-se que houve a conversao
de triacilglicerdis a outros acilglicerois (acidos graxos livres, mono- e
diacilglicerais).

De acordo com as condigdes cromatograficas definidas para esta
andlise, a ordem de elui¢do dos componentes presentes nestas amostras
¢ seguida pelo glicerol, os é&cidos graxos livres, mono-, di- e
triacilglicerdis. Por conseguinte, nota-se que 0s picos presentes em torno
de 19 a 25 min, correspondem a eluicdo dos diacilglicerdis. Na regido de
7 a 16 min, aproximadamente, percebe-se que os picos referentes aos
acidos graxos livres e aos monoacilglicerdis apresentam-se
aglomerados, o que dificulta a quantificacdo de cada uma destas fracoes
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lipidicas.

As regibes de eluicdo observadas para cada acilglicerol, presente
nestas amostras, corresponderam as mesmas regides apresentadas pelos
acilglicero6is constitutivos das demais amostras analisadas. Diante disto,
concluiu-se que os cromatogramas obtidos por esta analise s6 permitem
quantificar a conversdo de triacilglicer6is a fracdo lipidica de
diacilglicerdis.

Em contrapartida, esta limitacdo analitica ndo inviabilizou o
estudo, considerando-se a importancia da ingestdio humana de
diacilglicerois. Ja é sabido que os diacilglicerdis, além de serem agentes
emulsificantes com certificagdo GRAS, podem favorecer a reducdo dos
niveis de triacilglicerdis no sangue, apds as refeicdes, e inibir o acimulo
de triacilglicerdis na gordura do corpo e no figado. Esta acdo benéfica a
dieta do ser humano €, especialmente, causada pela forma isomérica sn-
1,3-diacilglicerol (isomeros o ¢ o’), uma vez que, este isdmero ¢
metabolizado por um caminho metabdlico diferente do triacilglicerol e
1,2-diacilglicerol, isto é, consome-se totalmente como energia (MENG
et al., 2004).

Aliado a isto, existe a possibilidade de que a Lipozyme® RM IM,
uma lipase 1,3-regiosseletiva (NOVOZYMES, 2000), promova produtos
com altos rendimentos de 1,3-diacilgliceréis, conforme Kristensen et al.
(2005) e Watanabe et al. (2003) obtiveram.

Percebeu-se, entdo, a importancia de se obter a dindmica do teor
de di- e triacilglicer6is durante as reacdes de glicerolise de 6leo de
peixe, em meio contendo ou ndo surfactante de grau alimenticio,
utilizando-se das condicdes analiticas disponiveis, apresentadas no item
4.2.7. Desta forma, verificou-se de que forma a presenca dos Tween 65,
80 e 85, nestas condi¢Bes reacionais de glicerdlise, influencia na
producdo de diacilglicerdis.

A partir das Figuras 34, 35, 36 e 37 é possivel observar o
comportamento cinético das porcentagens de di- e triacilglicerdis, em
relacdo a massa total da amostra, correspondentes a reacdo de glicerélise
de 6leo de peixe, em meio sem a presenca de surfactantes de grau
alimenticio (reacdo controle) e com a presenca dos Tween 65, 80 e 85,
respectivamente, conforme abordado no item 4.2.6.
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Figura 34 Cinética da fracdo massica de di- e triacilglicerdis na reacdo
de glicerdlise de 6leo de peixe, em meio sem a presenca de surfactante
de grau alimenticio (reagdo controle) a 55°C, catalisada pela
Lipozyme® RM IM (10%, m/m).
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Figura 35 Cinética da fracdo massica de di- e triacilglicerdis na reacdo
de glicerdlise de 6leo de peixe, em meio contendo o Tween 65 (10%,
m/m) a 55 °C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m).
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Figura 36 Cinética da fracdo massica de di- e triacilglicerdis na reacdo
de glicerdlise de 6leo de peixe, em meio contendo o Tween 80 (10%,
m/m) a 55 °C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m).
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Figura 37 Cinética da fracdo massica de di- e triacilglicerdis na reacdo
de glicerdlise de dleo de peixe, em meio contendo o Tween 85 (10%,
m/m) a 55 °C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m).

A partir das cinéticas da reacdo controle (Figura 33) e das reacdes
em meio contendo os Tween 65 e 85 (Figuras 35 e 37, respectivamente),
pode-se observar que os triacilglicerdis sdo rapidamente consumidos e,
concomitantemente, os diacilglicerdis sdo formados. Nas reacdes
controle e em meio contendo os Tween 65 e 85, o equilibrio em relacéo
a concentragdo de triacilglicerdis destas reagdes foi atingido em 3, 2 e
4 h, respectivamente. Entretanto, ao final da reacdo (48 h), para as
reacBes controle e contendo o Tween 65, ocorreram redugdes de ambos
acilglicerois. Enquanto que, para a reacdo que utilizou o Tween 85,
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indica-se que, no ponto final, houve uma maior formagdo de
diacilglicerois.

Além disso, para as primeiras horas de reagdo, percebe-se que
quase todas as reacdes, exceto a reacdo contendo o Tween 80, obtiveram
a maior conversao para diacilglicerois em 2 h de reacdo. Considerando-
se este periodo, dentre estas trés reacdes, a reacdo controle foi a reagdo
gue promoveu maior formagdo de diacilglicer6is. Em relacédo as reacfes
em meio contendo os Tween 65 e 85, a reacao controle apresentou 44,46
e 40,75% (m/m) maiores formac@es de diacilglicerdis, respectivamente.

A cinética da reacdo em meio contendo o Tween 80, apresentada
na Figura 36, indica um comportamento distinto das demais reagdes.
Pode-se supor que, até 24 h de reacdo, praticamente ndo houve
conversao significativa de triacilglicerois para diacilglicerois. Iniciou-se,
a partir de 1 h de reagdo, um equilibrio entre estas fracOes lipidicas.
Porém, em 48 h de reagdo, ocorre uma considerdvel conversdo de
triacilglicerdis (68,13%, mol/mol) e formacdo de diacilglicerois
(32,76%, m/m), respectivamente.

A Figura 38 indica que, apesar da auséncia de alguns resultados
referentes aos tempos estabelecidos para este estudo cinético, conforme
descrito no item 4.2.6, é possivel comparar o desenvolvimento das
fracGes molares de diacilglicerdis entre as quatro reagdes estudadas.

| # Reagdo Controle ® Reacdo com Tween 65 A Reagdo com Tween 80 x Reagdo com Tween 85
= 0,6 x
s * 4
§ 05 o
.é 04 1o .’ .
s 03, ¥Fx
S 9 Tx [ ]
2 o024xa x ¢
g 0 - N
E o1
9]
S o0+ . . . . . s
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (h)

Figura 38 Cinética das fraces molares de diacilglicerdis
correspondentes a reacdo de glicerolise de 6leo de peixe, em meio sem
surfactante de grau alimenticio (reacdo controle) e contendo os Tween
65, 80 e 85 (10%, m/m) a 55 °C, catalisada pela Lipozyme® RM IM
(10%, m/m).
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Através da Figura 38, pode-se verificar que, nas primeiras horas
de reacdo, para todas as reagdes o aumento da formacdo de
diacilglicerois € rapido e acentuado até 2 horas de reacdo e, em seguida,
somente para as reagdes controle e com o Tween 65, esta formacdo
tende a cair até o final da reacdo. Para as demais reacdes, em 48 h, ha
um aumento significativo.

Contudo, percebe-se que, em até 2 h, a reacdo controle destaca-se
pela maior formacdo de diacilglicer6is (0,54 mmoles/g de meio
reacional) e, em ordem decrescente, as reacdes contendo os Tween 85
(0,32 mmoles/g de meio reacional), 65 (0,30 mmoles/g de meio
reacional) e 80 (0,20 mmoles/g de meio reacional).

O comportamento observado para as reacdes envolvendo 0s
Tween 80 e 85, isto &, o indicativo de concentracfes de diacilglicerdis
mais elevadas ao final da reagdo, pode ser explicado pela tendéncia de a
enzima agir sobre estes surfactantes, uma vez que sdo constituidos de
acido oléico, conforme se observa nas Figuras 8b e c. Estudos relataram
que a lipase de R. miehei pode apresentar uma alta especificidade frente
a &cidos graxos insaturados, em vez de saturados (SELLAPAN e
AKOH, 2000; CARRIN e CRAPISTEL, 2008). A Lipozyme IM60 (sn-
1,3 lipase de R. miehei) mostrou uma maior reatividade e/ou
seletividade para o &cido oléico do que para o &cido laurico, em
aciddlise de triestarina com &cido laurico e 4cido oléico para a produgdo
de lipideos estruturados, em meio cotendo n-hexano (SELLAPAN e
AKOH, 2000). Em vista disso, supde-se que a exposi¢do maior da
enzima a estes surfactantes de grau alimenticio tenha permitido as suas
modificagBes, 0 que impede ou retarda a formacdo do produto de
interesse.

Aliado a isto, a cinética da reagdo com o Tween 80 (Figura 36)
indica que a concentracdo de diacilglicerois é elevada apenas ao atingir
48 h de reacdo, possivelmente, devido ao alto valor do balanco
hidrofilico e lipofilico (BHL) deste Tween, igual a 15, dado obtido pela
equacdo de Griffin (1949) apud OHBA (1962). Para a emulséo
apresentada pelas reacOes estudadas, agua/6leo, este valor de BHL néo é
adequado. Por conseguinte, neste meio reacional, observou-se que a
lipase ficou parcialmente aglomerada nas extremidades do reator,
impedindo-a de atuar uniformemente nos substratos da reacdo e ndo
garantindo a estabilidade oxidativa das goticulas de 6leo de peixe na
reacdo. Supde-se, também, que este surfactante pode ter acrescido
acidos graxos livres (oléico) ao meio reacional, o que pode ter
favorecido ainda mais a oxidagdo ao final da reag&o.

O trabalho realizado por Dellamora-Ortiz et al. (1997) relata que
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0 Tween 80 atuou como agente emulsificante, favorecendo, assim, uma
atividade duas vezes maior da Lipozyme® RM IM. Todavia, a
concentragdo adicionada deste surfactante foi de 80 mM e em meio
contendo n-hexano.

Ja para a cinética da reacéo envolvendo o Tween 85 (Figura 37),
subentende-se que os diacilglicerois formados ao final da reagcdo, mesmo
com o teor de triacilglicerdis em equilibrio, seja devido a maior
concentracao de acido oléico no meio, proveniente do préprio Tween 85
(polioxietileno trioleato de sorbitana), tendo em vista que a lipase tende
a atuar neste acido graxo monoinsaturado. Em conseqiiéncia disto, €
provavel que estes acidos graxos livres foram esterificados em
moléculas de monoacilgliceréis e/ou de glicerol. Neste processo, porém,
a auto-oxidagdo ndo foi tdo elevada quanto na reagdo com o Tween 80
(Figura 32 e Tabela 8), pois o seu valor de BHL calculado é 11
(GRIFFIN, 1949 apud OHBA, 1962), ou seja, um valor intermediario ao
que é exigido para a emulsdo agua/éleo da reacéo estudada.

A Tabela 8, apresentada a seguir, permite avaliar melhor qual a
condicdo reacional, dentre estas quatro reacOes, que atende as
caracteristicas desejaveis por uma producdo via enzimatica, como
produtividade alta e rapida, aliada a obtencéo de produtos de qualidade,
bem como, & preservacao da estabilidade da enzima.

Na Tabela 8 é possivel observar que, para as reag@es controle e
em meio com os Tween 80 e 85, os teores de triacilglicerois alcancaram
o0 equilibrio apds 1 e 2 h do instante em que se iniciou a queda do teor de
diacilglicerois. Isto é um indicativo de que, a medida que o0s
triacilglicerdis sdo convertidos a diacilgliceréis, e estes sao
transformados a monoacilglicerois.
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Tabela 8 Variaveis de interesse, em funcgéo da reacdo de glicerdlise de
0leo de peixe, em meio sem a presenca de surfactante de grau
alimenticio (reacdo controle) e com a presenca g ween 65, 80 e 85), em
10% (m/m), a 55 °C e catalisada pela Lipozyme™ RM IM (10%, m/m).

Variavel
DAGY v;® pPe | pf |Reducdo
x t o da

Reacdo | % |TAG °|tyac¢| (MMol/ |(mmolpag [(MMOlpac )
TAG? PAS | g meio | /(g meio | /(g meio (MEGO; |\AE. resi

(%) | (h) : - . ativo/kga | gyal?

(h) reacio- | reacional. |reacional. mostra

nal) h)) h) ' (%)

Controle | 3 |73,09| 2 0,54 0,44 0,25 [1,60+0,46| 38,77

Tween 65| 2 |6250| 2 0,30 0,08 0,07 (2,72+0,85| 19,75

Tween80| 4 | 585 | 2 0,20 0,03 0,056 |7,94+0,25| 67,31

Tween85| 4 |7836| 2 0,32 0,07 0,08 [3,05+0,51| 3521

0 tempo de equilibrio para o teor de triacilgliceréis. ® A conversdo molar de
triacilglicerdis no instante em que o teor de triacilglicerois alcanca o eﬂuilibrio.
° O tempo inicial da reaco que apresenta maior teor de diacilglicerois. © Teor de
diacilglicer6is maximo no instante inicial da reacdo. ® Velocidade inicial
especifica da reacéo (v;), expressa em teor molar de diacilglicerdis, a partir do
coeficiente angular do comportamento linear do inicio da cinética, de acordo
com as Figuras B1, 2, 3 e 4, apresentadas no Apéndice B, e a produtividade (P)
em diacilglicer6is, no instante tpag, conforme descrito no item 4.2.8. "Valores
de indice de peréxido (I.P.) do meio ao final da reagfo, vistos no item 5.5.1. °
Atividade especifica inicial da lipase: 1,682 + 0,002 U/mg-catalisador, Tabela
5.

Nos cromatogramas apresentados nas Figuras 39a, b e c,
correspondentes a reagdo controle e as reagdes contendo os Tween 80 e
85, respectivamente, percebe-se que, durantes intervalos especificos de
tempo, as concentracBes de di- e triacilglicer6is foram reduzidas, bem
como de monoacilglicerdis, supondo-se que 0s picos existentes entre 10
e 16 min referem-se & concentracdo de monoacilglicerois. Além disso,
nota-se que houve um aumento visivel na concentracdo de glicerol,
componente eluido entre 2,5 e 5min, principalmente nas reacles
controle e com o Tween 80. Segundo Kriiger (2010), caso tenha ocorrido
uma presenca suficiente de agua no meio, reacdes paralelas de hidrolise
ocorreram nestes acilglicerdis, resultando em acidos graxos livres e em
até glicerol.
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Figura 39 Cromatogramas correspondentes as amostras nos tempos: 2 e
3 h da reacdo sem surfactante — controle — (a); 1 e 4 h da reagdo em
meio contendo Tween 80 (b); e 2 e 4 h da reacdo em meio contendo o
Tween 85 (c). CondicBes reacionais: glicerdlise de dleo de peixe a
55°C, catalisada pela Lipozyme®RM IM (10%, m/m) e, quando
adicionado, 10% (m/m) de surfactante de grau alimenticio. Contorno
preto refere-se as amostras no tempo anterior (1 e 2 h) e o contorno rosa

ao tempo seguinte (3 e 4 h).

Através da Tabela 8, observa-se, também, que a reacdo sem o
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surfactante de grau alimenticio (controle) foi a reacdo que apresentou
maior produtividade em diacilgliceréis (0,25 mmoles/(g meio
reacional/h)), associada a maior velocidade inicial de formacdo de
diacilglicerois (0,44 mmoles/(g meio reacional.h)), e em apenas 2 h de
reacdo. Em paralelo a isto, o indice de perdxido apresentado, ao final da
reacdo, foi 0 menor. No entanto, a atividade da enzima foi a segunda
mais prejudicada , reduzindo-a para 38,77%.

Para as demais reac0es, verifica-se que se repete a relacdo inversa
entre o indice de peroxido e as caracteristicas desejaveis para um
processo enzimatico. Embora a reacdo contendo o Tween 65 tenha
obtido os resultados de teor de diacilglicerdis no instante de 2 h,
velocidade inicial especifica da reacdo e produtividade em
diacilglicerois proximos aos resultados obtidos pela reacdo envolvendo
o0 Tween 85, a atividade especifica residual da enzima (Figura 32) sugere
ser esta condigdo reacional a mais vidvel ao processo industrial, dentre
0s casos estudados. Além disso, indicou o segundo menor indice de
perdxido, provavelmente, por possuir trés acidos graxos saturados
(acido estearico, C18:0) esterificados em sua cadeia de polioxietileno,
ndo tao susceptiveis a acdo desta lipase.

Por fim, a respeito da reacdo com o Tween 80, além do maior
indice de perdxido e da redugdo mais acentuada da atividade residual da
enzima, as demais variaveis avaliadas (Tabela 8) foram as menos
interessantes a formacdo de diacilglicerois.

Para a reacdo controle, em 2 h, obteve-se 33,36% (m/m) de
diacilglicerois para 56,23% de conversdo molar de triacilglicerdis. De
acordo com Eom et al. (2010), onde se aplicou a mesma lipase e em
igual concentragdo, a glicerdlise de Oleo de Atum, com agitacdo
magnética, proporcdo molar GLI:TAG igual a 3:1, a 35°C e em 24 h de
reacdo, promoveu cerca de 70% (m/m) de conversdo em diacilglicerois,
compreendendo dentre os sn-1,3-diacilglicerois obtidos, 17,32% acidos
graxos 6mega-3, 3,08% de EPA e 12,54% de DHA.

Feltes et al. (2011a) realizaram estudos com as mesmas condigdes
experimentais, mas, variando o tipo de agitagdo e utilizando a
Novozym® 435, lipase ndo regioespecifica. Ao utilizar na reagdo
agitacéo orbital (shaker) e sem adicéo de solvente e surfactante obteve-
se, em 10 h de reacdo, 66% de conversdo molar de triacilglicerdis e
0,713mmol/g de meio reacional de diacilglicerdis. Quando a reacédo foi
conduzida a 70°C e por agitagdo mecénica de 600rpm, com 5% de
lipase (em massa, em relacdo ao total de substratos) e com a propor¢do
molar de glicerol e 6leo de 1:1, apds 24 h, foi obtido 0,621mmol de
diacilglicerois por gramas de meio reacional (46%, mol/mol) e 59%
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(mol/mol) dos triacilglicer6is foram convertidos a outras espécies
lipidicas.

Ja se aplicando as mesmas condi¢Ges reacionais do presente
estudo, Feltes et al. (2010) obtiveram 34,90 + 3,33% (m/m) de
diacilglicerois, em 24 h, e, para a reacdo em meio contendo 10% de
Tween 65 (em massa, em relacdo ao total de substratos), em 2 h, o
rendimento foi de 19,41 + 0,68% (m/m).

Diante do exposto, sugere-se que a Lipozyme® RM IM realmente
favorece rapidamente um rendimento consideravel de diacilglicerdis, e
supde-se que a forma isomérica sn-1,3 seja a predominante, mesmo em
meio sem os Tween 65, 80 e 85, conforme EOM et al. (2010)
observaram. Além disso, Eom et al. (2010) corroboram a ideia de que as
reacbes de glicerdlise de dleo de peixe, avaliadas neste trabalho,
resultaram em sn-1,3-diacilglicerdis com EPA e DHA.. Entretanto, deve-
se confirmar esta suposicdo analisando-se adequadamente os produtos
das reagdes avaliadas.



6 CONCLUSOES

O presente trabalho indicou que a(glicerélise enzimatica do 6leo
de peixe (Savelha) comercial OmegaPure™ a 55 °C, utilizando meio sem
e com (10%, m/m, em relagdo ao total de substratos) surfactante de grau
alimenticio (Tween 65, 80 ou 85) e catalisada pela Lipozyme® RM IM
(10%, m/m, em relacdo ao total de substratos), pode favorecer a
formagdo de diacilglicerdis, constituidos, provavelmente, de EPA e
DHA.

Primeiramente, através dos indices de acidez e de peroxido,
certificou-se que o 6leo de peixe a ser estudado estava dentro dos limites
estabelecidos, pelos 6rgdos regulamentadores, para 0 consumo humano,
e, por conseguinte, com boa parte dos &cidos dmega-3 preservados.
Durante o andamento deste estudo, pdde-se estabelecer a determinagéo
de atividade enzimatica para 0 monitoramento da atividade residual da
enzima apds ser utilizada em reacbes de glicerolise, nas condicles ja
mencionadas. Além disso, observou-se, qualitativamente, que, em uma
reacdo de glicerdlise, a enzima, em 10% m/m (em relacdo ao total de
substratos), parece ndo ter atuado sobre os surfactantes de grau
alimenticio Tween 65, 80 e 85. Verificou-se, entretanto, que a lipase
modificou a lecitina de soja, ap6s 24 h de reacéo.

O estudo cinético sobre a atuacdo da enzima em reagdo de
esterificacdo de n-propanol com &cido laurico permitiu definir que, entre
as condicdes testadas, a temperatura de 50°C foi a mais favoravel a
atividade e a estabilidade da enzima. Além disso, verificou-se que, para
a determinacdo da atividade enzimatica, recomenda-se a utilizagdo de
uma concentracdo de enzima inferior a 5% m/m (em relacdo ao total de
substratos), quantidade esta aplicada na técnica original. Verificou-se
gue o condicionamento térmico prévio da enzima, a 40°C durante 1 h,
ndo resultou em incremento na sua atividade.

A avaliacdo cinética da reacdo de glicerdlise de 6leo de peixe,
utilizando meio com os Tween 65, 80 e 85 (10%, m/m, em relacdo ao
total de substratos) durante 48 h, indicou que a Lipozyme® RM IM
(10%, m/m, em relagcdo ao total de substratos) ndo favoreceu mais a
producdo de diacilglicerdis, nas condi¢bes pré-definidas com base na
literatura (55°C, proporcdo molar de glicerol e 6leo de 2:1 e agitagéo
mecanica de 600 rpm). Isto foi observado, especialmente, nas reagdes
envolvendo polioxietilenos de sorbitana de acidos graxos insaturados
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(Tween 80 e 85), os quais, a depender de suas concentracfes e da
concentracdo da enzima no meio, além do tempo reacional, podem ser
susceptiveis a modificacbes pela enzima. Adicionalmente, o Tween 80
apresenta um valor relativamente alto de BHL, sendo, portanto,
inadequado para garantir a estabilidade oxidativa da emulséo agua/éleo
do meio reacional. Para o estudo envolvendo este aditivo, observou-se,
conseqlientemente, um aumento na auto-oxidacdo do meio, afetando
acentuadamente a atividade residual da enzima.

Por outro lado, a reacdo controle, em que ndo havia sido
adicionado surfactante de grau alimenticio, foi a que apresentou maior
produtividade em diacilgliceréis (0,25 mmoles/(g meio reacional/h)),
associada a maior velocidade inicial especifica de formacdo de
diacilglicerois (44,0 mmoles/(g meio reacional.h)), em apenas 3 horas de
incubacdo. Além disto, esta reacdo proporcionou menor oxidagdo do
meio reacional. Entretanto, afetou mais a atividade residual da enzima
do que a reacdo em que adicionou-se o Tween 65, sendo necessario o
estudo do reuso da lipase devido ao custo elevado deste biocatalizador
(600 €/kg).

Finalmente, conclui-se que a Lipozyme®RM IM, lipase sn-1,3
especifica, em reacBes de glicerolise, favorece a formacdo de
diacilglicerdis em poucas horas de reagdo, mesmo em meio livre de
solvente e de surfactante.

6.1 Sugestbes para trabalhos futuros

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, é importante que se
busque, em trabalhos futuros:

- Adequar uma determinacdo da atividade enzimatica que utilize
guantidades menores de enzima, evitando, assim, o rapido
equilibrio da reacdo, o qual foi em torno de 10 e 20 min no
presente trabalho. Ressalta-se que o equilibrio desta reacéo,
quando atingido em tempos curtos, apresenta uma probabilidade
maior de erros experimentais;

- Aplicar técnica analitica adequada para quantificar todas as
fracBes lipidicas de interesse (acidos graxos livres, mono-, di- e
triacilglicerdis), utilizando-se padrdes apropriados;

- Realizar o estudo cinético das reacdes de glicerolise, utilizando
diversas concentracfes dos Tween 65 e 85, quantificando todas as
substancias formadas durante a reacdo, mediante 0 emprego de
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técnicas analiticas adequadas, para confirmar se ha modificagéo
enzimatica destes Tween;

- Otimizar a producdo de diacilglicerois através de planejamento
experimental, avaliando os fatores da reacdo (temperatura do
processo, proporcao molar glicerol:6leo, concentracdo de enzima,
concentragdo do surfactante), em meio com e sem surfactante de
grau alimenticio;

- Quantificar o teor de EPA e DHA dos produtos de interesse
formados (mono- e diacilglicer6is) a partir das reacdes de
glicerdlise avaliadas neste trabalho;

- Avaliar o reuso da enzima nas reagfes de glicerdlise, envolvendo
especialmente o Tween 65, tendo em vista que a sua aplicagéo
indicou menor prejuizo a atividade da lipase.
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APENDICE A

CINETICAPARAA DETERMINAQAO DAATIVIDADE
ENZIMATICA

Tabela A.1 Consumo de &cido laurico (esterificado com n-propanol)
para quatro temperaturas diferentes (50, 55, 60 e 70 °C), catalisada pela
Lipozyme® RM IM.

Tempe- Acido laurico consumido (mmol)”
ralifd ——0min_20min_30min__40min___60min___ 120 min
50 °C 66,57 + 87,25+ 87,69 + 85,73+ 93,86+ 106,55+
7,25 3,96 3,19 2,67 2,71 4,62
55 °C 62,47 + 71,19+ 76,83 + 75,94 + 77,98 + 82,49 +
13,86 4,41 1,69 1,08 3,22 4,31
60 °C 60,36 = 74,75 = 77,00 £ 81,52 = 84,14 85,92 +
6,04 8,12 0,06 2,14 2,44 4,41
70 °C 69,87 = 78,91 + 74,78 = 73,15+ 74,89 + 87,19 +
8,87 13,81 6,80 5,74 2,23 2,62

“Metodologia descrita no item 4.2.2.3.






APENDICE B

CINETICA DA REAGAO DE GLICEROLISE PARAA SELECAO
DO SURFACTANTE

Tabela B.1 Valores do indice de peroxido e da atividade enzimatica
especifica residual da Lipozyme RM IM ao final da reacdo glicerdlise
com 6leo de peixe OmegaPure® contendo 10% m/m (em relaco ao total
de substratos) de Tween (65, 80 e 85) e sem surfactante (reacdo
controle), catalisada por 10% m/m ( em relacdo ao total de substratos)
desta lipase durante 48 h, conforme descrito no item 4.2.6.

Indice de peroxido Atividade enzimatica

Reacdo (mEq O, ativo)/kg residual
amostra)* (U/mg-catalisador)
Controle 1,60 + 0,46 1,03 £ 0,05
Tween 65 2,72 £ 0,85 1,35 + 0,012
Tween 80 7,94 0,25 0,55 + 0,03
Tween 85 3,05+0,51 1,09 + 0,042

! Anélise em triplicata. > Anélise em duplicata.

y =0,3411x + 0,2856
R®=0,9809

g
g

0 01 0,2 03 04 05 06 07 08 09 1
Tempo (h)

Figura B1 \elocidade inicial especifica de diacilglicerdis
correspondente a reacdo de glicerdlise de 6leo de peixe, em meio sem
surfactante de grau alimenticio (reacdo controle) a 55 °C, catalisada pela
Lipozyme® RM IM (10%, m/m).
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y=0,1068x +0,271
R?=0,9978

Diacilglicer6is
(mmol/g de meio reacional)

0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2
Tempo ((h)

Figura B2 \elocidade inicial especifica de diacilglicerdis
correspondente & reacdo de glicerélise de Oleo de peixe, em meio
contendo o Tween 65 (10%, m/m) a 55°C, catalisada pela
Lipozyme® RM IM (10%, m/m).

0,30 4
0,29 4
y =0,0305x+ 0,236
2 -
0,28 - R*=0,7277
0,27 .
g
2026
g
82
=X 0,25
g8
02 0249 -
S
g
~ 023
0,22 -
0,21
0,20 T T T T T T T T T d
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Tempo (h)

Figura B3 \elocidade inicial especifica de diacilglicerdis
correspondente & reacdo de glicerélise de Oleo de peixe, em meio
contendo o Tween 80 (10%, m/m) a 55°C, catalisada pela
Lipozyme® RM IM (10%, m/m).
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0,45

y =0,0737x+0,2733 .
R’ =0,6553
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Figura B4 \elocidade inicial especifica de diacilglicerdis
correspondente & reacdo de glicerdlise de 6leo de peixe, em meio
contendo o Tween 85 (10%, m/m) a 55°C,
Lipozyme® RM IM (10%, m/m).

catalisada pela
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