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RESUMO

Lipases sdo biocatalisadores utilizados em processos biotecnolégicos, devido principalmente a
versatilidade das reagfes que catalisam, sua seletividade e a disponibilidade de fontes para sua
obtencdo. Estas enzimas sdo capazes de modificar a estrutura de triacilglicerdis (TAGS)
alterando a sua composi¢cdo em &cidos graxos (AGs) e/ou sua distribuicdo nas moléculas de
glicerol, levando a obtencé@o de novos TAGs com propriedades fisicas e funcionais diferentes do
precursor, chamados de triacilgliceréis estruturados (TAG-Es). O objetivo do trabalho foi estudar
o potencial de diferentes lipases microbianas nativas e comerciais na reagéo de acidolise (troca
de radicais acil entre éster e acido) entre o 6leo de soja comercial e os acidos graxos livres
(AGL) extraidos do Oleo de peixe para obtencdo de TAG-Es contendo acidos graxos
poliinsaturados (AGPIs) de interesse, eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), os
quais proporcionam vantagens nutracéuticas. Além da incorporagdo de EPA e DHA o estudo
teve como foco a modificagdo do Oleo de soja para obtengcdo de TAG-Es contendo taxas
balanceadas de n-6/ n-3 com possibilidade de utilizacdo na terapia nutricional parenteral. As
reacOes foram realizadas em condi¢des controladas de processo, na presencga de nitrogénio e
com antioxidante no meio reacional o que permite proteger os AGPI da oxidagcdo. Apds a
selecdo de duas enzimas comerciais (Rhizomucor miehei e Candida antarctica B), que
mostraram maior potencial de incorporacdo de EPA e DHA ao 6leo de soja, a otimizacao das
condicdes de reacéo foi realizada a partir de um planejamento experimental seguindo o modelo
DCCR (Design Central Composto Rotacional) e a Metodologia de Superficie de Resposta, a
qual permitiu analisar o efeito conjunto de trés variaveis que interferem na atividade enzimatica
(atividade de agua das enzimas, relacdo em massa entre os substratos e o tempo de reacéo). A
melhor resposta foi obtida em presenca dos substratos na relagdo molar de 3:1 (acidos graxos e
Oleo de soja), apds 12 horas de reacao a 40° C catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei em
atividade de 4gua (a,) de 0,8. Nestas condic¢des foi possivel obter um nivel de incorporacdo de
9,2% (EPA + DHA) e uma relacdo de n-6/n-3 de 2,7:1, demonstrando o grande potencial desta

lipase para obtencdo de TAG-Es de interesse nutracéutico ou em nutricdo parenteral.

Palavras Chave: 6leo de soja, acidos graxos poliinsaturados, triacilglicerol estruturado, lipase,

aciddlise.
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ABSTRACT

Lipases are biocatalysts used in biotechnological processes, mainly due to the versatility
of the reactions they catalyze, their selectivity and their wide range of sources. These
enzymes are capable of modifying the triacylglycerols (TAGSs) structures, changing their fatty
acid (FA) composition and/or the FA distribution in glycerol molecules, leading to new TAG with
different physical and functional properties when compared to the precursory TAG; these new
TAG are called Structured Triacylglycerols (STAG). The objective of this work was to study the
potential of various native and commercial microbial lipases in acidolysis reactions (exchange of
radical acil between esters and acids) between commercial soybean oil and free fatty acids
(FFA) extracted from fish oil, aiming to produce STAG with interesting polyunsaturated fatty
acids (PUFA), eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids, which provide
nutraceutical advantages. Besides incorporating EPA and DHA, this study focused on soybean
oil modification to produce STAG with balanced PUFA n-6/n-3 rates aiming their application on
parenteral nutritional therapy. The reactions were carried out in controlled process conditions,
with the presence of nitrogen and adding an antioxidant in the reaction way, which provides the
PUFA protection from oxidation. After selecting two commercial enzymes (Rhizomucor miehei
and Candida antarctica B) which showed bigger potential to incorporate EPA and DHA to
soybean oil, the optimization of reaction conditions was made using an experimental plan
following the CCRD (Central Composite Rotational Design) model and Response Surface
Methodology, which allowed the analysis of three variables that interfere with enzymatic activity
(water activity of the enzyme, molar rate between substrates and reaction time). The best
response was achieved using molar rate of 3:1 (FFA and soybean oil), after 12 hours of reaction
at 40°C, catalyzed by Rhizomucor miehei lipase with water activity (a,) of 0,8. These conditions
allowed an incorporation level of 9.2% (EPA + DHA) and an n-6/n-3 rate of 2,7:1,
demonstrating the potential of this lipase to obtain these STAG show great potential for

nutraceutical or parenteral nutrition use.

Keywords: soybean oil, polyunsaturated fatty acids, structured triacylglycerol, lipase, acidolysis.
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1. INTRODUCAO

Lipases constituem o grupo de biocatalisadores mais importantes em aplicagoes
biotecnoldgicas, devido principalmente a versatilidade das reagBes que catalisam, sua
seletividade e a ampla gama de fontes para sua obtencdo. Devido a sua seletividade (posicional
ou de acidos graxos), a aplicacdo industrial de lipases nas reacdes de biotransformagéo tem
especial importancia, uma vez que a maioria dos produtos originados ndo poderia ser obtida por
processos quimicos convencionais (HOU, 2002). Além disto, a rota enzimatica, mais limpa
ambientalmente sem agredir 0 meio ambiente, permite o desenvolvimento de produtos de
propriedades nutricional superiores e/ou de aplicagdo terapéutica especifica, os quais
representam um desafio tecnoldgico e uma nova fronteira de pesquisa.

Os processos enzimaticos para modificacdo de lipideos permitem trés tipos principais de
reagOes: hidrolise, sintese de ésteres e interesterificagcdo enzimatica. A reacdo de
interesterificacdo enzimatica (genericamente refere-se a troca de radicais acil entre um éster e
um &cido (acidolise), um éster e um alcool (alcodlise), ou ainda de um éster e outro éster, na
forma de glicerideos (transesterificacdo) tem sido apontada como uma alternativa viavel para
obtencao de triacilglicerois estruturados (TAG-ES).

Os TAGs-Es constituem uma classe lipidica caracterizada pela presenca de
triacilgliceréis (TAGSs) projetados de modo a apresentarem em sua estrutura quimica &cidos
graxos (AGs) com caracteristicas desejaveis. Estes compostos formados pelo rearranjo de
diferentes TAGs apresentam caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais diferentes dos
lipidios que Ihes deram origem.

Lipidios estruturados podem ser definidos como TAGs reestruturados ou modificados
visando alterar a composicdo em AGs e/ou sua distribuicdo nas moléculas de glicerol, por
métodos quimicos, enzimaticos ou de engenharia genética (CHRISTOPHE, 1998). Dependendo
do rearranjo dos AGs e da composigao resultante o produto gerado pode apresentar além de
vantagens nutricionais também vantagens clinicas devido, por exemplo, aos efeitos
antiinflamatorios e na prevencao e tratamento de doencas cardiovasculares os quais constituem
alguns dos efeitos benéficos atribuidos aos acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) da familia n-
3.

E conhecido que os AGPI da familia n-6, o acido araquiddnico e da familia n-3 o &cido
eicosapentanoico (EPA) e o &cido docosahexaendico (DHA), quando incorporados nos
fosfolipideos de membranas celulares participam diretamente da resposta imune e inflamatoria,
servindo como substrato na sintese de eicosanoides pro-inflamatérios no caso dos AGPI n-6, e

1



com menor potencial inflamatério, quando por AGPI n-3. Embora alguns destes acidos possam
ser encontrados em Oleos vegetais tais como soja e milho (AGPI n-6) e 6leo de peixe (AGPI n-
3), ndo existe no mercado um composto Unico como TAG-Es, capaz de fornecer um balango
adequado de AGs n-6/n-3.

O desenvolvimento de um novo TAG-Es obtido a partir do 6leo de soja, o 6leo vegetal
mais abundante no Brasil, incorporado com os AGPI n-3 permitird a obtencdo de novos
compostos com possibilidade de utilizacdo na terapia nutricional parenteral contendo taxas
balanceadas de n-6/n-3. A manutencdo da resposta imune tem sido observada com a utilizacéo
de infusdo de emulséo lipidica com raz&o n-6/n-3 em torno de 2:1 a 4:1, enquanto que emulséo
lipidica a base de 6leo de soja apresenta uma razédo n-6/n-3 de 7:1 (HORIE et al., 2007).

Os TAGs-Es apresentam vantagens metabdlicas ndo proporcionadas pela mistura fisica
de diferentes 0Oleos, processo que tem sido utilizado nas preparagfes comerciais das emulsfes
lipidicas para terapia de nutricdo parenteral. A possibilidade de infundir TAGs-Es contendo
AGPI n-6 e n-3 por via parenteral pode otimizar os efeitos biolégicos destes compostos, uma
vez que resulta em rapida incorporacgéo celular de AGs, além de evitar as perdas decorrentes
do processo de digestdo e absor¢céo desses acidos. Dados disponiveis até o momento indicam
que doencgas de carater inflamatdrio podem ser sensiveis a emulsdes lipidicas ricas em AGPI n-
3 e que o aumento desses AGs pode colaborar no tratamento de pacientes com desordens
respiratorias, artrite reumatodide, doencas cardiacas agudas dentre outras. Além disto, é
conhecido que o DHA desempenha um importante papel no metabolismo cerebral,
desenvolvimento cognitivo, acuidade visual, e metabolismo de neurotransmissores
(WAITZBERG et al., 2006).

Face ao exposto, considerando o crescente esforco no desenvolvimento de novos
lipideos através de duas vertentes: a reducao de AGPI n-6 e a adicdo de AGPI n-3 para a
obtencéo de taxas balanceadas de n-6/n-3 (entre 2:1 e 4:1), o presente projeto teve por objetivo
estudar a reacdo de aciddlise catalisada por lipases a fim de incorporar AGPI n-3 ao 6leo de soja
comercial visando a sintese de TAGs-Es de interesse nutracéutico. O processo foi realizado em
pequena escala em condi¢des controladas, com a utilizagdo de antioxidante no meio reacional e
a presenca de nitrogénio. A reacdo foi otimizada utilizando um planejamento experimental
seguindo o modelo DCCR (Design Central Composto Rotacional) e a Metodologia de Superficie
de Resposta, a qual permitiu analisar o efeito conjunto de variaveis que interferem na atividade
enzimatica (atividade de agua das enzimas, a relagdo em massa entre 0s reagentes e o tempo

de reacao).



1.1.ACIDOS GRAXOS

1.1.1. NOMENCLATURA E FAMILIAS

A nomenclatura dos acidos graxos (AGs) é feita pela substituicdo do sufixo O do
hidrocarboneto com o mesmo numero de carbonos na cadeia, pelo sufixo “oico”. Na Tabela 2
encontra-se nomenclatura dos principais AGs presentes na natureza. Os AGs com 2 a 6 &tomos
de carbono sdo considerados AGs de cadeia curta ou volateis; de C6 a C12, cadeia média e
C14 a C24 de cadeia longa.

Sdo geralmente representados por simbolos numéricos, tais como: &cido oléico
C18:1(9); acido linoléico, C18:2(9,12); acido linolénico, C18:3(9,12,15); onde 0 numero
justaposto ao simbolo C indica 0 nimero de atomos de carbono e o segundo numero a
guantidade de duplas ligag6es. A posicao da dupla ligagédo na cadeia carbdnica é indicada entre
paréntesis, pela identificacdo do atomo de carbono mais proximo da carboxila, implicado na
respectiva insaturacdo. Estes acidos podem ser abreviados conforme ilustra a Tabela 1.

Os acidos graxos poliinsaturados (AGPIs) possuem uma cadeia carbénica longa e um
grupo carboxilico terminal. A presenca de duplas ligacdes nesta cadeia permite separa-los em
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (mais de uma dupla ligagéo). Os AGPIs podem
ser divididos em familias ou séries dependendo da localizacdo da ultima dupla ligacdo em
relacdo ao seu grupamento metilico terminal: familia 6mega-9 (09 ou n-9) representada pelo
acido oléico, familia 6mega-6 (w6 ou n-6) representada pelo &cido linoléico e a familia 6mega-3

(o3 ou n-3) representada pelo acido linolénico.

Tabela 1. Sistema de abreviacdo dos &cidos graxos.

Sistema de abreviagdo

Nome descritivo

Numérico D n ®
Acido oléico 18:1(9) 18:1 D9 18:1 n-9 18:1 09
Acido linoléico 18:2(9,12) 18:2 D9, 12 18:2 n-6 18:2 w6
Acido linolénico 18:3(9,12,15) 18:3 D9, 12,15 18:3 n-3 18:3 »3




O &cido linolénico e o acido linoléico sdo considerados AGs essenciais ao humano, e
séo precursores de outros AGPIs, também essenciais. A elongacéo (aumento da cadeia alquila)
e a dessaturacgao (inclusédo de insaturacdes) do acido linolénico formam importantes AGPIs, os
acidos eicosapentaendico (EPA) e o docosahexaenoico (DHA), cujas estruturas e nomenclatura
oficial (determinada pela IUPAC) estdo indicadas na Figura 1. Os AGs sao ingeridos
principalmente como TAGs e fosfolipideos.

Tabela 2. Nomenclatura dos principais acidos graxos encontrados na natureza.

Atomos L
Nome descritivo Nome sistemético de Ligagoes Posicao Familia

carbono duplas
Laurico Dodecandico 12 0 - -
Miristico Tetradecandico 14 0 - -
Palmitico Hexadecandico 16 0 - -
Palmitoléico Hexadecendico 16 1 9 n-7
Esteéarico Octadecanoico 18 0 - -
Oléico Octadecenoico 18 1 9 n-9
Linoléico Octadecadiendico 18 2 9,12 n-6
Alfa-linolénico Octadecatriendico 18 3 9,12,15 n-3
Gama-linolénico Octadecatriendico 18 3 6,9,12 n-6
Homo gama-linolénico  Eicosatriendico 20 3 8,11,14 n-6
Araquidbnico Eicosatetraendico 20 4 58,11,14 n-6
EPA Eicosapentaendico 20 5 5,8,11,14,17 n-3
DHA Docosahexaendico 22 6 4,7,10,13,16,19 n-3

CH3CH,CH=CHCH,CH=CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Acido eicosapentaendico (EPA)

CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH,CH=CH(CH,),COOH

Acido docosahexahenoico (DHA)

Figura 1. Estrutura quimica dos acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA).



1.1.2. FONTES DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

O acido linoléico é encontrado em 0leo de semente de vegetais como girassol, milho,
soja e colza; e também em outras sementes como nozes, pistaches, amendoins e sementes de
abdbora e sua presenca tem sido associada com cloroplastos. Devido a grande quantidade de
alimentos a base de 6leos vegetais, 0 &cido linoléico € mais prevalente nas dietas atuais que no
passado.

O acido linolénico esta presente principalmente no fitoplancton e zooplancton marinho
(SCOTT et al., 1999), bem como em peixes, focas, baleias e outros seres marinhos. Uma vez
que o fitoplancton encontra-se na base da cadeia alimentar marinha, todas as outras formas de
vida marinha podem ser enriquecidas com este acido graxo e seus metabdlitos. Este acido
também pode ser encontrado em folhas verdes e em semente de linhaga.

O oOleo de soja € constituido aproximadamente, pela seguinte composicdo em AGs: 4%
estearico, 7% linolénico, 11% palmitico, 22% oléico e 56% linoléico (FIRESTONE, 2006). A
estrutura do 6leo de soja depende do tipo de soja, condigbes de tempo, do tipo de terra e
colheita. A composicao do 6leo de soja em TAGs pode ser observada na Tabela 3.

Em relacdo ao 6leo de peixe, o conteudo e a composicdo de seus AGs estdo
relacionados com fatores biolégicos, tais como a espécie, idade, ciclo sexual, tipo de alimento e
a localizacdo geografica. Os principais AGs saturados presentes em Oleo de peixe sao o
palmitico (C16:0) e o miristico (C14:0). Os AGs monoinsaturados compreendem principalmente
0 acido palmitoléico (C16:1 n-7), o acido oléico (C18:1n-9) e seu isébmero &cido cis- vacénico
(C18:1 n-7), além do &cido eicosendico (C20:1n-9) e acido cetoléico (C22:1 n-11). Na carne e no
6leo de figado de peixes, os principais AGPI sédo o EPA e o DHA. Os principais peixes contendo
EPA e DHA sao: arenque, anchova, savelha, atum e o figado de bacalhau. O EPA e DHA
chegam a representar 15 - 30% dos AGs totais (LANDS, 2005).

Os TAGs provindos de animais terrestres contém uma maior quantidade de cadeias
saturadas se comparados aos TAGs de animais aquaticos. Embora menos eficientes no
armazenamento de energia, os TAGs insaturados oferecem uma vantagem para 0s animais
aquéticos, principalmente para os que vivem em agua fria: eles ttm uma menor temperatura de
fusd@o, permanecendo no estado liquido mesmo em baixas temperaturas. Se fossem saturados,

ficariam no estado solido e teriam maior dificuldade de mobilidade no organismo do animal.



A composicdo de TAGs de Oleos de peixes marinhos € muito complexa, devido ao
grande nimero de AGs altamente insaturados de cadeia longa. Num estudo sobre a distribuicdo
dos AGs nos TAGS, sugere-se que existe um AGPI ocupando a posicdo 2 e freqientemente um
monoinsaturado (C16:1 ou 18:1) na posi¢cdo 1, sendo que os AGs monoinsaturados de cadeia
muito longa tendem a ocupar a posicdo 3 (BROCKERHOFF et al., 1969).

A Tabela 4 mostra algumas das principais fontes de AGPI da série n-6 e n-3.

Tabela 3. Composicdo do 6leo de soja em triacilglicerois.

TRIACILGLICEROL* NUMERO DE CARBONOS** COMPOSICAO (%)

PSO 52 05-0,7
SOS 54 0,2
PPO 50 0,5-0,8
POO 52 21-34
SO0 54 1,0-1,2
PPL 50 09-31
PSL 52 23-31
SSL 54 0,7-11
000 54 1,4-3,3
POL 52 6,4-9,4
SOL 54 1,8-4,2
OoOoL 54 6,3-11,8
PLL 52 0,8-10,23
SLL 54 26-6,4
OLL 54 16 — 25,9
LLL 54 17,6 — 20,6
LnLO 54 3,7-4,8
LnOP 52 0,3
LnOO 54 0,6
LnLL 54 79-8,1
LnLP 52 24-37
LnLS 54 2,3
LnLnL 54 1,3-3,1
LnLnP 52 0,1
LnLnS 54 0,1
LnLnO 54 0,4

*P: acido palmitico; S: acido estearico; O: acido oléico; L: acido linoléico; Ln: acido linolénico.
*ndmero de carbonos dos residuos de acidos graxos.

Fonte: FIRESTONE, 2006.



Tabela 4. Fontes de acidos graxos pertencentes as familias n-3 e n-6.

Acidos graxos (%)

Fonte AGs
Linoléico  Araquiddnico Linolénico EPA DHA
saturados
Predominante n-6
Oleo de Milho 57,0 - 1,0 - - 13,0
Oleo de Girassol 56,0 - 0,3 - - 10,0
Oleo de Amendoim 29,0 - 1,0 - - 19,0
Predominante n-3
Oleo de Linhaca 15,0 - 55,0 - - 13,0
Oleo de Figado de
Bacalhau 2,0 - 1,0 12,0 12,0 19,0
Oleo de Arenque 2,0 1,0 1,0 13,0 8,0 32,0
Oleo de Cavala 2,0 2,0 1,0 10,0 16,0 35,0
Ambos n-6 e n-3
Oleo de Soja 51,0 - 7,0 - - 15,0
Oleo de Colza 22,0 - 11,0 - - 8,0
Baixo de n-6 e n-3
Manteiga 2,0 - 1,0 - - 62,0
Leite Materno 7,0 0,2 0,7 0,6 0,3 50,0
Banha de Porco 10,0 - 1,0 - - 36,0
Sebo 4,0 - 0,5 - - 48,0
Gema de Ovo 11,0 6,0 0,2 - - 53,0
Azeite de Oliva 8,0 - 0,7 - - 14,0
Azeite de Dendé 9,0 - 0,3 - - 48,0

Fonte: MINAZZI-RODRIGUES et al., 1991.



1.1.3. METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS E PRODUCAO DE
EICOSANOIDES

O caréter essencial das duas séries de AGPIs n-3 e n-6 foi primeiramente reportado por
BURR & BURR (1929) como resultado da alimentacdo de ratos jovens com dieta livre de
gordura. Os ratos apresentaram retardamento mental, dermatite escamativa, alteracdes no
transporte de lipideos pelo sangue e problemas reprodutivos. Hoje, sabe se que estas duas
familias de AGs desempenham importantes efeitos metabdlicos e nutricionais no organismo.

Esses dois tipos de AGs sdo chamados essenciais porque ndo podem ser sintetizados
no organismo humano, mas sao sintetizados por plantas e devem ser fornecidos através da
dieta. Quanto aos AGs pertencentes as outras séries de poliinsaturados n-7 e n-9, ndo sdo
considerados essenciais, uma vez que podem ser sintetizados pelo organismo a partir de AGs
saturados (KINSELLA, 1991).

Os eicosandides sdo metabdlitos oxigenados dos AGs essenciais. A familia dos
eicosandides é composta por prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e
derivados dos AGs hidroxilados.Os substratos para a formacdo dos eicosandides sdo o acido
dihomo-gama-linolénico, o acido araquiddénico e o EPA. O AG precursor é clivado dos
fosfolipidios de membrana pela acao da fosfolipase A, ou fosfolipase C, dependendo do subtipo
fosfatidil ao qual o acido graxo essencial esta ligado. Apdés a ingestdo, os AGs, uma vez
absorvidos nas células e tecidos, podem ser dessaturados e elongados a AGPI de cadeia longa
com 20 ou mais atomos de carbono entrando na constituicdo de lipideos estruturais de
membrana.

A presenca dos AGs das séries n-6 e n-3 no corpo humano em especial nos tecidos em
desenvolvimento é dependente da quantidade e do tipo de lipideo da dieta, da atividade das
enzimas dessaturases responsaveis pela sintese dos metabdlitos e ao préprio processo de
oxidagéo e acilacdo dos &cidos 18:3 n-3 e 18:2 n-6 (MANKU et al., 1988). A obtengéo destes
importantes metabdlitos parece ser facil, pela simples ingestdo dos &cidos linoléico e linolénico,
uma vez que o préprio metabolismo do organismo se encarregaria das transformacgdes restante.
Entretanto este processo tem como etapa crucial a enzima A6 dessaturase a qual, além de
insuficiente em humanos pode ser inibida por fatores como o baixo consumo de proteinas,
envelhecimento, diabetes, &lcool, problemas nutricionais como deficiéncia de piridoxina, zinco,
magnésio, biotina e calcio e também pelo colesterol (KINSELLA, 1991). Nessas condicfes de
ineficiéncia organica de dessaturases € necessaria a suplementacdo de AGPI na dieta. A

administracao direta dos metabdlitos ativos apresenta a vantagem de eliminar a etapa limitante
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(A6-dessaturase) no metabolismo de AGPI, demonstrando efeitos favoraveis quando testados
em animais de laboratério e no homem (MASUEYV, 1997).

As familias de AGs n-3 e n-6 utilizam o mesmo sistema enzimatico, ocorrendo uma
competicdo por cada enzima envolvida (DYEBERG, 1986). Esta competicdo altera todo o
metabolismo de producdo dos eicosandides, como prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e
leucotrienos (LT), os quais sdo provenientes dos AGs contendo 20 (vinte) &tomos de carbono
(FISCHER, 1989), conforme demonstrado na Figura 2.

Na via de metabolizacdo da ciclooxigenase, ha a formacdo de endoperdxidos labeis
como os prostandides: prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e prostaciclinas (PCI). Os
prostanoides sdo substancias muito potentes mesmo estando em concentragfes muito baixas
(10°g/g) e também possuem uma meia-vida muito curta (menor que 1 minuto), sendo
degradados rapidamente a metabdlitos com fraca ou nenhuma atividade. As PGs compreendem
muitos subtipos, os quais possuem diferentes fungbes. A prostaglandina E (PGE) tem sido
amplamente investigada, em fungdo do seu importante papel como imunomoduladora. Entre os
tromboxanos, apenas o tromboxano A (TXA) é ativo, sendo o TXB inativo. Todos aqueles
metabdlitos formados a partir de acido araquidénico (o precursor mais importante) recebem um
sufixo “2” (PGE,, TXA,, PCl,) e aqueles oriundos do EPA recebem o sufixo “3” (PGEs, TXAs,
PCl3). O &cido dihomo-gama-linolénico origina prostaglandinas do tipo 1, das quais a PGE; é a
mais importante do grupo.

Na via da lipoxigenase, a qual leva a sintese de leucotrienos, os AGs essenciais
liberados dos fosfolipidios pelas fosfolipases, sdo transformados em leucotrienos (LTs) pela
enzima 5-lipoxigenase. Nesta via, ha a formagdo do acido hidroperoxieicosandico e do
leucotrieno A, os quais sucedem a formacdo dos demais membros ativos da familia dos
leucotrienos. Os LTs derivados do acido araquiddnico recebem um sufixo “4” e aqueles
oriundos do EPA recebem o sufixo “5”. Os LTs derivados do acido dihomo-gamma-linolénico
recebem o sufixo “3”, mas ha pouca informacao disponivel sobre sua relevancia clinica e
bioquimica (FISCHER, 1989).



Familia n-6 Familia n-3

Linoléico Linolénico
(18:2) (18:3)
A6 -
dessaturase
Gama-Linolénico Octadecatetraendico
(18:3) (18:4)
alongase
Prostanéides «— Dihomo-gama-linolénico Eicosatetraendico
(sériel) (20:3) (20:4)
Leucotrienos AS5-
(série 3) dessaturase
Prostantides <— Araquiddnico Eicosapentaendico—» Prostandides
(série2) (20:4) (20:5) (sérield)
Leucotrienos Leucotrienos
(série 4) alongase (série 5)
Adrenico Docosapentaendico
(22:4) (22:5)
A4 -
dessaturase
Docosapentaendico Docosahexaenéico
(22:5) (22:6)

Figura 2. Metabolismo de acidos graxos essenciais pertencentes a familia n-3 e n-6.
Fonte: CARVALHO et al., 2003 modificado.
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1.1.4. EFEITOS NUTRICIONAIS, MEDICOS E RECOMENDACOES DOS AGPIs

A importancia dos &cidos graxos (AG) n-6 é conhecida desde meados de 1930. Ja os
AGs n-3, somente apoOs 1980, tiveram a sua necessidade associada a prevencao,
principalmente, de distlrbios neurolégicos e visuais (CARMO & CORREIA, 2009).

Varias experiéncias tém comprovado os efeitos benéficos da ingestdo de AGPI. Os
trabalhos tém demonstrado efeitos benéficos na aterosclerose, arritmia, trombose, fluidez das
membranas, hipertensdo, obesidade, reacdes inflamatorias e sobre a resposta imunolégica do
organismo humano (CALDER, 1998; CONNOR, 2000). Esses efeitos parecem estar associados
ao seu papel na integridade das membranas biolégicas, a sua capacidade de reduzir o teor de
lipides séricos e a conversdo aos eicosanoides, que apresentam uma acdo direta sobre a
fisiologia e o sistema vascular (MINAZZI-RODRIGUES & PENTEADO, 1991).

Outros efeitos benéficos resultantes da ingestdo de AGPI foram observados em certas
doencas como céancer, diabetes e depressdo (PEPPING, 1999). Estudos epidemiologicos tém
relacionado o consumo de peixe com a baixa incidéncia de depressdo em alguns paises como
Japao, Taiwan e Coréia (HIBBELN, 1998). Niveis baixos de DHA nos tecidos neurais estdo
relacionados com niveis baixos de serotoninas cerebrais e acido hidroxindolacético, as quais
estao diretamente relacionadas a tendéncia a depressao, suicidio e violéncia.

As alteracdes em processos inflamatérios e alérgicos relatados quando da administracéo
de AGPI parecem ser resultado da inibicAo da formacdo dos compostos mediadores da
inflamacéo (MASUEYV, 1997).

Desde 1956, sugere-se que o Oleo de peixe pode reduzir niveis altos de colesterol no
sangue (BRONTE-STEWART et al., 1956). O 6leo de peixe mostrou atuar mais eficientemente
na reducédo do colesterol, do que os 6leos de milho e girassol, ricos em AGPI n-6 (KEYS et al.,
1957). Os estudos realizados tém demonstrado que os AGPI n-3 parecem atuar principalmente
na diminuicdo dos niveis de TAGs plasméticos, enquanto os AGPI n-6 diminuem a
concentracdo de LDL - colesterol. Outros fatores, como fibras na dieta, antioxidantes, sais
minerais e vitaminas também afetam os niveis plasmaticos de lipideos (KRIS-ETHERTON et al.,
1988). E estabelecido que a ingestdo de 6leo de peixe diminua a concentracdo de TAG do
plasma em individuos normais e hipertrigliceridémicos (SANDERS et al., 1985). O consumo
elevado de 6leo de peixe (90-120g/dia) demonstrou reduzir também as concentragfes de LDL-
colesterol e LDL apoproteina B (apo B). Contudo, o efeito redutor de TAG plasmatico é
manifestado mesmo em baixas ingestdes de 6leo de peixe, na faixa de 10-15g/dia (SIMONS et
al., 1985). De acordo com HARRIS et al. (1988), a reducdo na concentragcdo de TAGs do
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plasma pode ser atribuida a queda da secrecéo de lipoproteinas ricas em TAGs provenientes
do figado (VLDL) ou do intestino delgado (VLDL e Quilomicrons), aumento da taxa de suas
remocdes, ou uma combinacdo desses fatores. Alguns dos mecanismos propostos pelos quais
isto pode ocorrer se devem a atividade aumentada das enzimas responséaveis pela hidrélise de
TAG, lipase lipoprotéica (LPL) e a lipase hepatica de triacilglicerol (LHP) e facilidade de
interacdo entre os quilomicrons e essas enzimas devido a diminuicdo da concentracdo de
VLDL. Outros mecanismos, tais como reducdo de acidos graxos livres no plasma devido a
reduzida lipdlise de TAG nos tecidos adiposos (SINGER et al., 1990) ou aumento da oxidacao
de AGs no figado (LOTTENBERG, 1992) foram propostos para elucidar a diminuicdo de VLDL
frente a dietas ricas em AGPI.

Os AGs apresentam uma participagdo relevante nos processos de carcinogénese de
diversos 6rgaos e tecidos, como o de célon, figado, endométrio, préstata, mamario e outros. Um
alto consumo de AGPI tem sido associado com a diminuicdo da incidéncia, crescimento e
dispersdo de diversos tumores experimentais. Além dos fatores nutricionais envolvidos no
desenvolvimento da carcinogénese humana, os fatores ambientais tais como fumo, &lcool,
higiene, stress, drogas, clima e poluicdo também devem ser levados em consideragéo (HILLS,
1981). As investiga¢des tém concluido que os AGPI n-3 e n-6 atuam de forma diferente no
processo de carcinogénese. O aumento na ingestdo de AGPI n-3 é capaz de causar uma
paralisacdo ou redugdo no desenvolvimento do tumor cancerigeno, enquanto a administracéo
de guantidades equivalentes de AGPI n-6 pode resultar no aumento do desenvolvimento do
tumor (HARVEI et al., 1997; WHITEHOUSE et al., 2001).

Embora os estudos in vitro e com animais fossem bastante promissores, os estudos
clinicos, tanto epidemiol6gicos como os ensaios, tém mostrado resultados conflitantes. Essas
disparidades podem estar associadas a diversos fatores, entre os quais se salientam: aqueles
relacionados ao tipo de peixe consumido (com maior ou menor teor de gordura); a quantidade
total de gordura ingerida; a razdo AGPI n-3/AGPI n-6; a dosagem da suplementagédo de EPA e
DHA seja por via oral, enteral ou parenteral; o tempo de administracdo da dieta ou do
suplemento; o tipo e o estadiamento do cancer estudado; o tamanho da amostra analisada; a
presenca de outros fatores dietéticos, por exemplo, a ingestdo de vitamina E; outros fatores de
risco envolvidos, tais como: obesidade, pratica de atividades fisicas e, provavelmente, o
gendtipo individual. A maioria dos autores concorda que o beneficio potencial ndo deve ser
negligenciado, e que estudos clinicos com métodos adequados devem ser incentivados.

O mecanismo de inibicdo da secrecdo de TAG pelos AGPI n-3 de cadeia longa ocorre,
provavelmente, atraveés da reducdo da via de sintese do TAG. Foi demonstrado que o EPA
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pode causar diminuicdo da sintese do TAG hepatico, através da reducdo da atividade das
principais enzimas responsaveis pela sintese de NADPH (enzima malica e desidrogenase 6-
fosfato) (NOSSEN et al., 1986).

Alguns dos efeitos dos AGPI sobre os sistemas imune e inflamatorio séo independentes
da geracdo de eicosandides e podem ser devidos, em parte, a alteracdo no metabolismo de
glicose e glutamina (CURI et al., 1999). Estudos enfatizam que os AGPI da série n-3 afetam as
fungbes imunologicas. Estes acidos apresentam efeito supressor, inibindo a proliferacdo de
linfécitos, a producdo de anticorpos, a producéo de citocinas pro-inflamatérias e a expressao de
moléculas de adesdo (CALDER et al.,1998; DE PABLO et al., 2000). A ingestdo semanal
recomendada de EPA e DHA varia entre os érgaos internacionais, conforme se observa na
Tabela 5.

Tabela 5. Quantidades recomendadas para ingestdo de &cidos graxos n-3, n-6, EPA e DHA por

adultos saudaveis.

Fonte Ano Recomendacéao
British Nutrition 2004 % em reacao a ingestao diaria de energia:
Foundation- BNF Pelo menos 1,2% de acido graxo essencial
(Inglaterra) Minimo 0,2% n-3
1-10% n-6

1,5 g/semana n-3

Institute of Medicine 2002 % em reacdo a ingestéo diaria de energia:
(EUA) 20-35% de lipideos, dos quais

5-10% n-6 (Linoléico)

0,6-1,2% n-3 (Linolénico)

FAO-WHO 1994 5:1- 10:1 (linoléico: linolénico)

(Internacional)
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1.2. USO DE LIPIDEOS EM NUTRICAO PARENTERAL

A utilizagdo parenteral de lipideos como rotina na clinica médica teve inicio em 1961,
com o desenvolvimento na Europa, de emulséo lipidica a base de 6leo de soja, e representou
importante marco na historia da terapia nutricional de pacientes sob regime parenteral. Na
década de 70 observou-se que emulsdes lipidicas a base de 6leo de soja poderiam influenciar
negativamente nas funcdes imunoldgicas, o que foi relacionado ao excesso de AGPI n-6 e
baixa quantidade de AGPI n-3 encontrados nessa emulsdo e ao aumento do estresse oxidativo
relacionado ao excesso de AGPI, levando a mudancas de conceitos no uso e formulacédo de
emulsdes lipidicas parenterais (HORIE et al., 2007).

Na década de 1990, consideragcdes sobre o metabolismo e imunologia referentes ao
6leo de soja e triacilgliceréis de cadeia média (TCMs) resultaram no desenvolvimento de
emulsdes lipidicas sintéticas, tais como as contidas no Structolipid (Fresenius Kabi). Estes TAG-
Es séo feitos por hidrolise do 6leo de soja e TCMs com reesterificagdo aleatoria subsequiente de
acidos graxos de cadeia média (AGCM) e &cidos graxos de cadeia longa (AGCL) nas posicoes
1, 2 ou 3 do glicerol. O tipo de AG da cadeia do TAG influencia o tempo de circulagdo de
lipideos, emulsbes com AGCM 1,3 sao removidas mais lentamente da circulacdo do que
aguelas com AGCL nessas posicoes (WANTEN & CALDER, 2007).

Atualmente, reconhece-se que, tanto o excesso de AGPI n-6 como o de AGPI n-3 em
emulsao lipidica tem efeito imunossupressor, enquanto a manutencao da resposta imune pode
ser observada pela infusdo de emulsao lipidica com razdo n-6/n-3 em torno de 2:1 a 4:1.
Emulsao lipidica a base de 6leo de soja tem alto teor de AGPI n-6 e pouca quantidade de AGPI
n-3, apresentando uma razéo n-6/n-3 de 7:1 (HORIE et al., 2007).

Enormes avancos ocorreram nos ultimos anos em relagdo a composicdo das emulsdes
lipidicas para nutricdo parenteral. Atualmente hd no mercado emulsées lipidicas com somente
AGCL (6leo de soja); mistura de AGCL com AGCM e emulsbes preparadas pela mistura fisica
de 6leo de soja, oliva, peixe e TCMs (DE SOUZA et al, 2008).

A Tabela 6 mostra a composicao de algumas emulsdes lipidicas tradicionais para uso
parenteral, preparadas a base de 6leo de soja, disponiveis no mercado. A composi¢do de AGs

de algumas delas estd mostrada na Tabela 7.
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Tabela 6. Composicdo de algumas emulsdes lipidicas a base de éleo de soja disponiveis no

mercado.
o Lipovenos® TCL* Lipovenos® Lipofundin® Ivelip®
Composicéo (%) 1 1 5 3
20% TCM** 20% TCM** 20% TCL* 20%

Oleo de soja 20 10 10 20
TCM - 10 10 -
Glicerol 25 25 25 25
Fosfolipideo de ovo 1,2 1,2 - -
Lecitina de ovo - - 1,2 1,2
Alfa-tocoferol - - 20 -
Osmolaridade

273 273 380 270
(mOsm/L)

Laboratérios: © Fresenius Kabi, ° B. Braun, ° Baxter *TCL- triacilglicerol de cadeia longa, **TCM-
triacilglicerol de cadeia média.
Fonte: DE SOUZA et al., 2008 com modificacoes.

Tabela 7. Composicdo de acidos graxos (%) de algumas emulsdes lipidicas disponiveis no

mercado.
Composicio de Lipovenos®  Lipovenos® ClinOleic”® Omegaven®  SMOFlIipid®

acidos Graxos* (%) TCL*™*20%  TCM*** 20% 20% 10% 20%
C6:0 - 0,3 - - 0,2
C8:0 - 60,0 - - 32,3
C10:0 - 33,8 - - 22,7
C12:0 - 0,4 - - 0,3
C14:.0 0,2 0,1 - 4,7 1,9
C16:0 23,5 13,0 12,9 10,6 18,2
Cil6:1 - 0,3 0,7 8,6 3,3
C18:0 8,0 52 3,5 2,1 55
C18:1 n-9 46,9 24,9 56,5 14,3 55,3
C18:2 n-6 104,1 52,4 17,2 3,3 37,2
C20:4 n-6 - - 0,5 2,6 1,0
C18:4 n-3 - - - 3,8 0,9
C18:3 n-3 13,5 7,5 2,3 1,2 4,7
C20:5n-3 - - - 20,6 4,7
C22:5n-3 - - - 2,4 0,7
C22:6 n-3 - - 0,5 15,8 4.4

*Valores fornecidos pelos fabricantes (Fresenius-Kabi Bad- Homburg, Alemanha e Baxter Internacional Inc.) **TCL-

triacilglicerol de cadeia longa,***TCM- triacilglicerol de cadeia média.
Fonte: HORIE et al., 2007.
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Pacientes cirurgicos de unidade de terapia intensiva que receberam como nutricdo
parenteral uma emulsdo lipidica & base de 6leo de soja suplementado com 6leo de peixe foram
associados a um menor tempo de internacdo hospitalar em UTI geral quando comparados a
pacientes que receberam emulsao lipidica sem 6leo de peixe, no entanto, as taxas de infec¢ao
foram semelhantes entre os grupos (WANTEN & CALDER, 2007).

O desenvolvimento de emulséo lipidica & base de 6leo de peixe, rica em AGPI n-3 traz
significativos avancos. A possibilidade de infundir AGPI n-3 por via parenteral pode otimizar
seus efeitos bioldgicos, jA que possibilita sua rapida incorporacdo celular e reduz as perdas
decorrentes do processo de digestdo e absorcdo desses AGs. Dados disponiveis até o
momento indicam que doencas de carater inflamatorio podem ser sensiveis a emulséo lipidica
rica em AGPI n-3 e que o aumento desses AGs pode colaborar no tratamento de pacientes com
desordens respiratorias, fibrose cistica, artrite reumatoéide, arteroesclerose, doengas cardiacas
agudas, pacientes cirrgicos e cancer associado com caquexia (ADOLPH, 2001).

Recentemente, tornou-se disponivel na Europa e também no Brasil, uma nova emulsao
lipidica chamada SMOF, feita a base de mistura fisica de 30% de 6leo de soja (suprimento de
AGs essenciais), 30% de TCMs (fonte rapida de energia e perfil metabdlico satisfatorio), 25%
de 6leo de oliva (efeito imunoldgico neutro e menos susceptivel a peroxidacdo que AGPIs) e
15% de 6leo de peixe (manutencgéo da resposta imune e efeito antiinflamatério) e se caracteriza
por apresentar conteudo equilibrado de AGs e uma razdo n-6/n-3 dentro da faixa considerada
Otima pela literatura (aproximadamente 2,5:1). Durante a oferta de emulsao lipidica a base de
mistura de diferentes 6leos, os AGPI n-3 neles contidos sdo rapidamente incorporados em
fosfolipideos plasmaticos e membranas celulares de leucdcitos e plaquetas, resultando na
modulacdo favoravel de variaveis imunoldgicas e inflamatdrias e apontando sua potencial
indicacdo em condi¢cBes de hiperinflamacéo e de supressdo da resposta imune (WAITZBERG et
al., 2006). O desenvolvimento de novas emuls@es lipidicas mais balanceadas e, com efeito
imunomodulador, permitird a utilizacdo de emulsGes lipidicas ndo somente para terapia
nutricional, mas como uma verdadeira nutricdo imunoparenteral.

E importante também que as emulsbes lipidicas contendo AGPI contenham
antioxidantes para prevenir danos decorrentes da peroxidacdo lipidica. Para isto, novos
substratos tém sido utilizados para o desenvolvimento de emulséo lipidica, resultando na
disponibilidade para uso clinico destes compostos, que se distinguem entre si pelo contetdo de

AG e sua fonte de origem.
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1.3. LIPASES

Lipase ou triacilglicerol hidrolases (E.C 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise de
6leos e gorduras, metabolizando essencialmente lipideos. Sua atividade é muito aumentada
quando situada na interface polar/apolar, além de apresentarem maior afinidade por AGCL, ou
seja, com cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono. Isso é justificado pelo fato de uma
parte da superficie da enzima se encontrar em melhor equilibrio termodindmico quando inserida
na interface polar/apolar (BORGSTON & BROCKMAN, 1984).

Lipase é um tipo de carboxi esterase pertencente a classe das serinas hidrolases, que
representa a familia de enzimas que compreende as lipases, esterases, proteases e amilases
(KIDD et al., 2001) e ndo necessita de cofatores (substancias inorganicas necessarias para
ajudar na catalise ou aumentar a taxa de reacdo da mesma). A lipase catalisa a hidrdlise de
Oleos e gorduras sob condi¢des fisioldgicas favoraveis, metabolizando essencialmente lipideos.
E uma enzima sollvel em agua que atua na interface agua/oleo, hidrolisando as ligacdes de
ésteres do meio ndo-aquoso. Tem como fungé@o natural a hidrélise de TAGs em glicerideos e
AGs durante a digestdo. No inicio eram obtidas a partir de pancreas de animais e utilizadas
como auxiliar digestivo no consumo humano.

As lipases catalisam reacdes de hidrélise de lipideos em sistemas livres de solventes,
apenas agua e substrato, ou na presenca de solventes orgéanicos. A presenca de solventes
organicos pode propiciar o aumento do poder catalitico das lipases, um fenébmeno chamado
ativacao interfacial.

A diferenciacdo entre lipases e esterases, ainda ndo estd completamente definida.
SARDA E DESNUELLE (1958) definiram as lipases a partir de sua caracteristica cinética: a
propriedade de ativacdo na presenca de substratos insolliveis em agua e emulsionados, ou
seja, na presenca de uma interface lipideo/ 4gua. Segundo estes autores, as lipases seriam
ativadas na presenca de ésteres emulsionados, enquanto as esterases nao apresentariam esta
ativagao, exercendo sua fung&o hidrolitica sobre substratos solUveis em agua.

Os processos enzimaticos para modificagdo de lipideos permitem trés tipos de reacdes
catalisadas por lipases: hidrélise, esterificacdo ou interesterificacdo. Genericamente, a reacdo
de interesterificacdo refere-se a troca de radicais acil entre um éster e um acido (acidolise), um
éster e um alcool (alcodlise), ou ainda de um éster e outro éster, na forma de glicerideos ou de
monoeéster, reagdo intitulada por alguns autores de transesterificagdo. As reacdes catalisadas

por lipases estdo demonstradas esquematicamente na Figura 3.
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Reacio de Hidrdlise

O O
[l 1
R-C-0-R° + H.D —* R-C-0H + HO - R
Reagio de Esterificacio
O O
[l 1
R-C-0H + HO-R' — R-C-0-R* + H ()
Reagio de Interesterificacio
Aciddlise (reacio de éster com acido)
0 o 0 O
[l | Il Il
R,-C-0O-R'" + R;-C-0H —» R;-C-0-R* + R,-C-0H
Alcodlise (reacio de éster com ileool)
O O
Il [l
R"-C-0-R, + HO-R; -+ R'-C-0-R; + HO-R,
Transesterificacio (reagio de éster com éster)
0 0 0 o

R,-C-O-R’ + R,-C-0-R’ — R,-C-0O-R;

I
+ R,;- C—O-R/

Figura 3. Representacdo esquematica das reacdes de hidrélise, esterificacdo

interesterificacdo catalisadas por lipases.
Fonte: CARVALHO et al., 2003.
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1.3.1. FONTES DE LIPASES

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de microrganismos, tais com os fungos
Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e Candida
sp e bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp. As lipases de
microrganismos sdo as mais utilizadas, devido a facilidade de obtencé@o da enzima e o numero
ilimitado de microrganismos possiveis capazes de produzi-las. A maioria das lipases utilizadas
como catalisadores em sintese organicas sdo de origem microbiana, como Candida rugosa,
Pseudomonas fluorecens, Rhizopus oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergilus niger,
Thermomices lanuginosus e Rhizomucor miehei (AL-ZUHAIR, 2009).

Essas fontes microbiolégicas séo classificadas como GRAS — Generally Regard as Save
na grande maioria das vezes, ou seja, ndo sado nocivas a salude humana (JAEGER & REETZ,
1998). Gracas a avangos na tecnologia de DNA as lipases microbianas antes ndo acessiveis
comercialmente, por apresentar um baixo rendimento do processo fermentativo, passam agora
maior atividade enzimética a um custo mais acessivel, sendo atualmente produzidas por

diversas industrias como a Gist Brocades, Novozymes e Amano.

1.3.2. PROPRIEDADES BIOQUIMICAS

As lipases podem ter peso molecular variando entre 20 a 75 KDa, dependendo da fonte,
apresentam atividade em pH na faixa de 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente
até 70°C . Lipases sao geralmente estaveis em solu¢cdes aquosas neutras, apresentando
atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C, a sua termoestabilidade varia
consideravelmente em funcdo de sua origem, sendo as lipases microbianas as mais
termoestaveis.

Estas propriedades, entretanto, podem variar significativamente, dependendo da origem,
ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo microrganismo. Estas variagfes também
dependem do método e do substrato utilizados e das condicbes do ensaio, como pH e
temperatura, tornando dificil a comparacdo apenas com os dados disponiveis na literatura ou

fornecidos pelos fabricantes. Conforme demonstrado na Tabela 8.
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Tabela 8. Propriedades bioquimicas de lipases de diferentes fontes.

Fontes de lipases

Propriedades Candida Lipase Geotrichum )
. . Rhizopus delemar
rugosa pancreatica candidum
Massa molecular (KDa) 65 50 54 44
Especificidade N&o especifica 1,3 especifica N&o especifica 1,3 especifica
Temperatura 6tima (°C) 40 45 40 -
pH étimo 7,5 8 6,3 5,6

Termo-estabilidade (°C) 37(pH 7) 40 (pH 8 por 30°) 55 (pH 6 por 15°) 65 (pH 6 por 15)

Fontes: KAZLAUSKAS & BORNSCHEUER (1998); IWAI & TSUJISAKA (1984).

1.3.3. ESPECIFICIDADE DE LIPASES

A literatura relata que a especificidade das lipases é controlada pelas propriedades
moleculares da enzima, estrutura do substrato e por fatores que afetam a ligacdo enzima-
substrato.

A especificidade demonstrada pelas lipases é em relacdo a posicdo do acido graxo no
TAG ou em alguns casos ao proprio acido graxo e seu grau de insaturacdo. Quanto a
especificidade, as lipases se dividem em trés grupos: i) Lipases ndo-especificas; ii) Lipases 1,3-
especificas; iii) Lipases acido graxos especificas (MACRAE & HAMMOND, 1985).

- Lipases 1,3 especificas (ex: Aspergillus niger, Mucor javanicus, Rhizopus oryzae,
Penicillium roquefortti) catalisam as reagfes nas posi¢cdes dos alcodis primarios do glicerol
(posicdo 1 e 3), formando assim, produtos com composicdes diferentes daqueles obtidos por
lipases ndo-seletivas ou mesmo por catalisadores quimicos. A lipase pancredtica € uma tipica
lipase 1,3 especifica, algumas lipases vegetais (colza, mostarda e lupino) tem demonstrado
possuir este tipo de especificidade (HASSANIEN & MUKHERJEE, 1986). Na reacdo de hidrolise
de TAG por esta classe de lipases, ha liberacdo de AGs; 1,2 (2,3)-DAG e 2-MAG. Estes
produtos podem sofrer migragé@o acila espontanea convertendo-se em 1-3-DAG e 1(3)-MAG, o0s

quais sao substratos para as lipases.
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- Lipases nao-especificas atuam nas trés posi¢cdes dos alcodis primérios (1, 2 ou 3)
aleatoriamente. Sao incluidas as lipases do Geotrichum candidum, Candida cylindracea,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas fluorescens

- Lipases acido graxo especificas: essas atuam preferencialmente na hidrélise de
ésteres, cujos AGs sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligagBes, em cis no carbono 9.
Esteres com AGs insaturados, ou sem insaturacdo no carbono 9 sdo lentamente hidrolisados.
Este tipo de especificidade ndo é comum entre as lipases e 0 exemplo mais estudada € a lipase
de Geotrichum candidum, seletiva para ligagdes duplas na posicdo cisA9. A especificidade de

algumas lipases esta discriminada na Tabela 9.

Tabela 9. Especificidade de algumas lipases.

Lipase Especificidade
Aspergillus niger Moderadamente 1,3-especifica
Candida antarctica B 1,3-especifica
Candida antarctica A N&o-especifica ou 2-especifica
Candida rugosa N&o-especifica
Rhizomucor oryzae Altamente 1,3-especifica
Rhizomucor miehei Moderadamente 1,3-especifica
Geotricum candidum Acido graxo especifica
Rhizomucor javanicus Levemente 1,3 especifica

Fonte: BORNSCHEUER & KAZLAUSKAS, 1999.
Lipases também apresentam enantioseletividade, ou seja, a capacidade da enzima de

reagir com diferentes velocidades com os dois enantidmeros, com formacéao preferencial de um

enantiomero do produto em relagéo ao outro (FABER, 2000).
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1.3.4. MECANISMO DE ATUACAO E PRINCIPAIS FATORES QUE INFLUENCIAM A
ATIVIDADE DAS LIPASES

As lipases sdo enzimas que apresentam um mecanismo peculiar de atuagédo, chamado
ativacao interfacial. Em 1958, SARDA & DESNUELLE definiram as lipases em termos cinéticos
baseados neste fenbmeno de ativagéo interfacial, que difere do modelo classico de Michaellis-
Menten.

As lipases sdo enzimas sollveis em agua que catalisam reacdes hidroliticas de TAGs
insolaveis, elas atuam somente na interface 6leo-agua, ndo obedecendo, portanto as equacdes
de Michaellis-Menten para a cinética enzimatica, uma vez que essas sao validas apenas para
reagOes cataliticas que ocorrem em uma fase homogénea. Assim, as reagfes catalisadas por
lipases sao analisadas, em geral, utilizando-se o substrato lipidico sob a forma de emulsao. Por
outro lado, & medida que a reacdo se desenvolve (formacg&o de produtos e a degradacdo do
substrato), a composigéo da interface 6leo-agua na emulséo varia (JAEGER & REETZ, 1998).

A velocidade da reagdo ndo é determinada pela concentracdo de lipideos na emulséo,
mas sim pela sua area de emulsdo das particulas por unidade de volume. A atividade lipasica
bem como a sua producao e, indiretamente, a taxa de crescimento do microrganismo produtor é
influenciada pelo tamanho das particulas da emulséo e sua estabilidade (HADEBALL, 1991).

E importante que haja na emulsdo do substrato uma interface ampla e estavel de
goticulas lipidicas, para o ensaio controlado da atividade lipasica. Somente em emulséo de 6leo
em &gua (O/A) perfeitamente dispersa, homogénea e bem estabilizada, as determinacdes da
atividade lipasica fornecem resultados reprodutiveis. Qualquer tipo de modificacdo na interface
reflete na atividade lipasica e sua sintese. Essas interferéncias podem ser causadas por
proteinas, sais biliares, AGs, mono e diacilglicerois, resultantes do TAG durante a acdo da
lipase (HADEBALL, 1991).

Esse mecanismo de atuacdo é facilmente explicado através de sua estrutura
tridimensional e de seu sitio ativo. O sitio ativo da lipase é geralmente caracterizado pela triade
composta dos aminodcidos serina, histidina e acido aspértico (ou glutdmico), complexos acil-
enzima sendo intermediérios cruciais em todas as reacdes catalisadas por lipases (JAEGER &
REETZ, 1998). O sitio ativo € coberto por uma cadeia polipeptidica em forma de a hélice
comumente chamada de tampa, ou lid (CAJAL et al., 2000).

Em presenca de meios aquosos homogéneos, com auséncia de solventes organicos e
interfaces, estruturas obtidas através de técnicas de cristalografia mostram que o sitio ativo das
lipases esta totalmente isolado do meio de reacdo através do lid, o que se chama de
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conformagéo fechada, apresentando uma baixa atividade lipolitica (GROCHULSKI et al., 1994).
Por outro lado, quando a lipase se adsorve a uma interface, esse lid se desloca, expondo o sitio
ativo para o meio de reacao, tornando-o acessivel ao substrato, ao que se chama conformacéo
aberta da enzima em interfaces lipidicas (GROCHULSKI et al., 1993). Nesta conformacéo, o
movimento do lid, ndo apenas abre o acesso ao sitio ativo, como também expde uma extensa
zona hidrofébica o que provavelmente interage favoravelmente com a interface lipidica
(DEREWENDA et al., 1992).

Desta forma, esses dados permitiram estabelecer que no mecanismo catalitico das
lipases o0 que ocorre é a ativacao interfacial (SARDA & DESNUELLE, 1958; BRZOZOWSKI et
al., 2000; CAJAL et al., 2000; MILED et al., 2001). Complementarmente, dado que o substrato
natural das lipases sdo os 6leos e as gorduras, esta atividade na interface é um requisito
indispensavel para a sua fungéo biologica.

A ativacdo e subseqiente ligacdo das lipases a interfaces lipidicas sdo processos
complexos. As mudangas da energia livre envolvidas nesses processos sdo causadas por
véarios fatores como pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e de Van Der Waals,
interagdes hidrofébicas entre outros (PETERS et al.,1998). No entanto, o fato de que em meios
aguosos homogéneos as lipases apresentem atividade, mesmo que baixa, sugere que as
lipases encontram-se em equilibrio entre a conformagéo fechada e distintas conformacgdes
abertas que permitem que elas sejam ativas na auséncia de interfaces.

Muitos aspectos do mecanismo catalitico das lipases ainda ndo estdo esclarecidos,
porém os dados estruturais das lipases permitem algumas conclusdes: A maioria das lipases
apresenta profundas mudancas estruturais durante a ativacao interfacial: a “tampa” lid se move
deixando a enzima na forma aberta e ativa, proporcionando uma grande superficie hidrofébica
de interacao lipideo-proteina. A abertura da “tampa” pode ser facilitada por solventes organicos,
provavelmente por diminuicdo da constante dielétrica do meio. Na Figura 4 pode ser observado

esguema com 0 mecanismo de ativagéo interfacial de lipases.
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Tampa fechada Tampa aberta

Figura 4. Mecanismo de ativagao interfacial de lipases.
Fonte: FREGOLENTE, 2009 adaptado.

A agua desempenha um papel crucial na modulagcdo das propriedades cataliticas das
lipases. Uma enzima completamente desidratada n&o é cataliticamente ativa. A agua ligada a
enzima aumenta a flexibilidade interna da molécula, o que é necessario para a atividade
catalitica. As enzimas podem se ligar a quantidades de agua diversas, dependendo da
atividade de agua termodindmica (ADLERCREUTZ, 1991). A atividade enzimética é
dependente da quantidade de agua associada a enzima e em menor grau ao contetdo total de
agua existente no sistema.

PINYAPHONG & PHUTRAKUL (2009) relataram a influéncia da atividade de agua inicial
da enzima na interesterificacdo de 6leo de palma com estearato de metila utilizando lipase de
Carica papaya. A reacgdo alcangou melhores resultados quando a a,, inicial da enzima era de
0,11 e decaiu conforme a mesma aumentou. Tal fato pode ser explicado pelo papel da agua
durante a sintese. Na interesterificacdo catalisada por lipase, a hidrélise e a esterificacdo
acontecem simultaneamente. Sendo um reagente na etapa de hidrélise e um produto na etapa
de esterificagdo, a agua modela o equilibrio enzimatico da interesterificacdo (GODERIS, 1990).

A relacdo entre os substratos apresenta relevante importancia na reagéo, sendo que o
excesso de um deles pode resultar em acumulo do &cido graxo correspondente no meio
reacional, em funcéo da hidrélise parcial dos triacilglicerois. A presenca de altos niveis de AGs
pode resultar em niveis elevados de grupos carboxilicos ionizados, que acidificam a fase micro
porosa ao redor da lipase, podendo causar desor¢do da dgua da interface, consequentemente,
levar a perda da atividade enzimética (MARANGONI, 2002).
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1.3.5. APLICACOES GERAIS DE LIPASES

O grande interesse na produgdo de lipases microbianas tem crescido nas ultimas
décadas devido ao seu largo potencial em aplicagfes industriais (MACARIO et al., 2009). Cada
aplicacao requer uma propriedade Unica da enzima com respeito a especificidade, estabilidade,
dependéncia de temperatura e pH. A sele¢cdo de microrganismos com atividade lipolitica pode
facilitar descoberta de novas lipases, aumentando com isso, 0 numero de aplicaces.

De acordo com pesquisas recentes do BCC Research, o mercado global para enzimas
industriais em 2007 foi de 2,3 bilhdes de ddlares, e € esperado para 2012 um aumento para 2,7
bilhdes (BUSINESS WIRE, 2007). Pesquisadores e empresarios industriais estdo cada vez
mais interessados nos processos enzimaticos, visando diminuicdo de custos de processo,
diminuicdo de residuos e subprodutos oriundos das rotas quimicas e principalmente, obtengéo
de novos e mais saudaveis produtos que atendam as necessidades do mercado consumidor.

As lipases vém conquistando de forma crescente o0 mercado de enzimas industriais,
suas aplicacdes abrangem os mais diversos campos, tais como industria farmacéutica, quimica
fina, cosmética, oleoquimica, couros, polpa de celulose e papel no tratamento de residuos
industriais, entre outros, que podem ser vistos na Tabela 10.

Quando falamos da industria oleoquimica, a aplicacdo de lipases com o objetivo de obter
concentrados em AGPI, de importancia médica ou nutricional tém despertado interesse de
muitos pesquisadores e de fabricantes de produtos alimenticios com a finalidade de obter
concentrados de AGPIs esterificados ao glicerol na forma de acilgliceréis utilizando processos
enzimaticos (CARVALHO et al., 2003), bem como comercializar produtos (leite e derivados,
biscoitos, paes, etc.) enriqguecidos com AGPI (KOLANOWSKI & LAUFENBERG, 2006).

A enantioseletividade é uma das caracteristicas mais interessantes das lipases para sua
possivel utilizacdo em quimica fina, a preparacdo de enantibmeros puros de intermediarios
quirais € um passo fundamental em muitos processos industriais relevantes (PALOMO, 2008),
permitindo produzir compostos enantiopuros dificeis de serem preparados através de métodos
quimicos convencionais (CARVALHO et al., 2006; ZHOU et al., 2009).
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Tabela 10. Principais aplicacdes das lipases na industria.

Setor Industrial

Utilizacao

Produto

Referéncia

Laticinios

Panificacao

Derivados do ovo

Processamento de

Oleos

Quimica Fina

Farmacéutico

Cosmeético

Curtume

Hidroélise da gordura do leite

Melhoramento do sabor e qualidade,

prolongamento do tempo de prateleira

Melhoramento da qualidade de aroma e

remocéo de excesso de gorduras

Transesterificacao de 6leos naturais, Hidrélise

de o6leos, diacilglicerois e monoacilglicerdis

Sintese de ésteres

Digestao de 6leos e gorduras de alimentos

Remocao de lipideos, hidratagéo da pele,
clareamento de manchas
Remocdo de gorduras das peles dos animais

Processamento de couro

Agente aromatizante para
manufatura de produtos
lacteos

Confeitos e bolos
Maionese, molhos

e cremes

Oleos e gorduras

modificadas

Esteres

Digestivos

Cosmeéticos em geral

Produtos de couro

MIKIO et al., 2001

GANDHI, 1997

SISAK et al., 2006

BORNSCHEUER,1995

KOGURI, 2007

BORNSCHEUER,1999 .
SHIMADA et al., 2007

FUSE et al., 2000

BOUSQUET et al., 1999

THANIKAIVELAN et al.,
2004.
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1.3.6. OBTENCAO DE TRIACILGLICEROIS ESTRUTURADOS A PARTIR DA REACAO DE
INTERESTERIFICACAO

Os triacilgliceréis estruturados (TAG-Es) podem ser definidos como TAGs reestruturados
ou modificados por alterar a composicdo em AGs e/ou sua distribuicdo nas moléculas de
glicerol, por métodos quimicos, enzimaticos ou de engenharia genética (OSBORN & AKOH,
2002). Podem ser sintetizados com o objetivo de melhorar ou modificar suas caracteristicas
fisicas (viscosidade, consisténcia, ponto de fuséo, polimorfismo) e/ou quimicas (estabilidade
oxidativa), bem como para modificar uma ou mais propriedades nutricionais dos TAGs
(presenca ou auséncia de AGs saturados ou insaturados de interesse nutracéutico).

Com o aumento do conhecimento sobre os efeitos dos AGs relacionados ao
comprimento da cadeia, namero de insaturacdes e distribuicAo estereoespecifica no
metabolismo e salde, ha crescente interesse em usar 6leos e gorduras para a redugéo do risco
de doencas, bem como para a melhoria da saude (WILLIS et al., 1998). TAG-Es contendo AGs
n-3 podem apresentar caracteristicas favoraveis quanto a resposta imune, sintese de
eicosandides e agdes antiinflamatorias (SILVA & GIOIELLI, 2006).

Os TAG-Es sédo normalmente obtidos por interesterificacao, seja quimica ou enzimatica.
A interesterificagdo quimica é realizada através do aquecimento de misturas de 6leos e AGs na
presenca de catalisadores como o sodio metélico, metilato ou etilato de sédio e outros alquilatos
de metais alcalinos (Na, K e suas ligas). Durante o processo, a mistura é aquecida e os AGs
trocam de posicao na molécula do TAG. A inespecificidade do processo, a variabilidade na
gualidade do catalisador, a necessidade de um periodo de inducdo e perdas de 6leo pela
formacdo de sabdes de ésteres metilicos sdo algumas das desvantagens da interesterificacéo
guimica.

Numerosas aplicacdes de interesterificacdo enzimatica de 6leos tém sido empregadas
para producdo de gorduras especiais (MUKHERJEE, 1990). Sob a perspectiva de produzir
lipideos com composicdes especificas para aplicacdes funcionais e medicinais, os métodos de
interesterificacdo enzimatica, utilizando lipases sdo mais interessantes. A interesterificacdo
enzimatica tem a vantagem de permitir grande controle sob a distribuicdo posicional dos AGs do
produto final, devido a seletividade e regioespecificidade das lipases. Nessas reagfes o TAG
reage com um &cido graxo (aciddlise), um alcool (alcodlise) ou outro éster (transesterificacdo),
resultando em um rearranjo dos AGs do TAG formando um novo TAG, com propriedades fisicas
e quimicas diversas. Esse rearranjo durante a interesterificacdo € o resultado de reacdes
concorrentes de hidrolise e esterificagdo. A concentragdo Otima de adgua no meio de reacdo
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deve ser suficientemente baixa para minimizar a formacdo de produtos de hidrélise
indesejaveis, mas deve ser suficiente para que a enzima permaneca ativa. Em geral, sob
condi¢Bes nas quais as quantidades de agua no sistema € restrita, a hidrolise de gordura pode
ser minimizada de tal forma que a interesterificacdo seja a reacdo dominante (GOLDBERG,
1990).

A obtencao de acilgliceréis contendo 70% de AGPI n-3, em especial DHA (48%) e EPA
(12%), foi realizada via interesterificacdo de 6leo de figado de bacalhau e concentrados de
AGPI livres, ou seus ésteres, catalisada por lipase imobilizada de Mucor miehei (HARALDSSON
& HOSKULDSSON, 1989). A mesma enzima foi usada para a obtencdo de 6leo de sardinha
contendo 25% de EPA e 40% de DHA apdés aciddlise entre o 6leo de sardinha e AGPI livres na
auséncia de solvente (YAMANE et al., 1992). Na sele¢&o de lipases microbianas utilizadas para
aumentar os niveis de AGPI do 6leo de sardinha apos reacdo de acidolise, a lipase de
Pseudomonas sp. apresentou a maior capacidade entre as lipases testadas, tendo o conteldo
total destes AGs atingido 44% nos acilglicerdis, comparado com 29% do 6leo de sardinha
original (ADACHI et al., 1993).

A reacdo de interesterificacdo também tem sido utilizada para tornar os 6leos vegetais
mais ricos em AGPI de interesse nutricional. LI ZU YI & WARD (1993) relataram a incorporacao
de aproximadamente 20% (em relacao aos AGs totais) de AGPI nos 6leos de milho, girassol,
amendoim, oliva e soja usando lipase imobilizada obtida de Mucor miehei e de Pseudomonas
sp., a qual mostrou alta atividade catalitica e permitiu o uso repetido da enzima imobilizada sem
perda significativa na sua atividade.

A lipase de Mucor miehei foi utilizada por LANGHOLZ et al. (1989) para concentrar AGPI
e mostrou discriminar DHA na reacao de aciddlise de 6leo marinho com concentrados de EPA e
DHA livres preparados por complexagdo com uréia. O conteiddo de DHA nos AG livres
aumentou marcadamente (27% a 80%) apds a reacdo de aciddlise, demostrando baixa
incorporacdo deste &cido nos acilglicerdis. Os ésteres metilicos dos outros AGs foram
preferencialmente formados, concentrando DHA na fracdo de AG livres.

A obtencgédo de 6leo de sardinha rico em AGPI n-3 contendo 25% de EPA e 40% de DHA
por aciddlise enzimética catalisada pela lipase imobilizada de Mucor miehei foi realizada entre o
Oleo de sardinha e AGPI livres na auséncia de solvente (YAMANE et al.,1992).

LEE et al. (2000) mostraram que, embora tenham composicéo total de AGs similar,
lipideos modificados enzimaticamente e misturas fisicas de lipideos possuem diferentes vias
metabdlicas, com base na estrutura e devido a diferenga na composicdo de AGs na posi¢éo 2
de moléculas lipidicas. Neste estudo, o 6leo de soja foi modificado através da incorporagéo de
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acido caprilico (C8:0) nas posicdes 1 e 3. Os acidos graxos de cadeia longa (AGCL)
permaneceram intactos na posic¢ao 2. Este TAG-Es foi comparado a uma mistura fisica de éleo
de soja e acido caprilico. Foram encontrados TAGs de &cido caprilico no figado e tecido
adiposo de ratos alimentados com TAGs-Es, enquanto ele ndo estava presente nos ratos
alimentados com a mistura fisica. Isto sugere que o posicionamento e a distribuicdo de acido
caprilico sdo importantes no metabolismo dos TAGs e podem levar a diferentes influéncias
fisiolégicas.

KOJIMA et al. (2006) estudaram a acidolise de trioleina com EPA ou DHA em hexano,
utilizando lipases imobilizadas em Celite 545. As lipases utilizadas nesse estudo foram:
Pseudomonas fluorescens HU380, P. fluorescens AK102 e Candida rugosa. A temperatura
mostrou influéncia significativa na incorporacéo dos AGPI sendo que a lipase de P. fluorescens
HU380 mostrou a maior taxa de incorporacao a baixa temperatura (aproximadamente de 20% a
10° C).

HITA et al. (2007) obtiveram TAG-Es com acido caprilico localizado nas posicdes 1 e 3
da molécula de glicerol e DHA na posicéo 2, por aciddlise de 6leo de atum e &cido caprilico
livre, catalisada por varias lipases imobilizadas em reator de bancada. Os melhores resultados
foram obtidos com as lipases de Rhizopus oryzae (Lipase D) e Rhizopus delemar (Lipase Rd),
imobilizadas em Accurel MP1000 (de polipropileno microporoso), com uma relagdo lipase /
suporte de 1:1,5 (w/w). A atividade das lipases imobilizadas manteve-se estavel por um periodo

minimo de cinco dias nas condi¢des operacionais (até 40°C).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi realizar estudos exploratérios sobre a reacdo de
acidolise catalisada por lipases nativas e comerciais a fim de incorporar AGPI de interesse, EPA
e DHA obtidos do 6leo de peixe, ao 6leo de soja comercial visando a sintese de TAGs-Es de

interesse nutracéutico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar diferentes lipases microbianas nativas e comerciais na reacdo de aciddlise visando a

incorporacdo de AGPI (EPA + DHA) extraidos do 6leo de peixe ao 0leo de soja comercial;

2. Selecionar as lipases de maior eficiéncia na obtencdo de TAG-Es com balan¢o adequado de

n-6/n-3 (relacéo entre 2:1 e 4:1);

3. Otimizar a reacao de aciddlise catalisada pelas lipases comerciais selecionadas (Candida
antarctica e Rhizomucor miehei) através do planejamento de superficie de resposta utilizando
as seguintes variaveis da reacao: razdo molar entre os reagentes, tempo de reacéo e a, inicial

da enzima;

4. Caracterizacdo quimica dos produtos obtidos antes e apds reacdo enzimatica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES ESPECIFICOS

-Reagentes quimicos: Acidos, bases e solventes (grau P.A. de marca Merck); Todos 0s
reagentes usados foram de grau analitico

-Padrdes para cromatografia a gas: Esteres metilicos de acidos graxos: acido miristico, acido
palmitico, 4cido palmitoléico, acido estearico, acido oléico, acido linoléico, &cido alfa-linolénico,
acido gama-linolénico (GLA), acido eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaendico (DHA)
foram obtidos em mistura ou separadamente (Sigma).

-Padrbes para cromatografia em camada delgada: trioleina, 1,2 (2,3)- dioleina, 1,3- dioleina
1(3)-monoleina, e acido oléico livre (Sigma).

-Silicagel 60G.

3.2. EQUIPAMENTOS

-Agitador rotatério de tubos marca Phoenix modelo AP 56.

-Balanca analitica marca Scientech modelo AS 210

-Banho-Maria termostatizado marca Etica MOD 316

-Cromatdgrafo a gas marca CHROMPACK modelo CP9001 com detector de ionizacdo de
chama e coluna cromatografica CPSil 88.

- Espectrofotdmetro marca Jenway 6105 UV/Vis. Spectrophotometer.

- Incubador shaker rotatorio marca Tecnal modelo TE- 421.

- Placas de cromatografia em camada delgada de Silicagel 60 G.

3.3. AMOSTRAS DE OLEOS

- Oleo de soja vegetal comestivel (Liza), fabricado pela Cargill Foods, adquirido em comércio
local.

- Encapsulado de 6leo de peixe, gentiimente doado por Catalent Pharma Solutions do Brasil, de
acordo com certificado de andlise das cdpsulas fornecido pelo laboratorio, contendo DHA 12,1%
e EPA 20,5%.
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3.4. ENZIMAS

3.4.1. LIPASES COMERCIAIS

Foram utilizadas diferentes lipases comerciais selecionadas segundo suas propriedades
e seletividades. Algumas caracteristicas de cada lipase, conforme informacfes nas fichas
técnicas das lipases estdo descritas na Tabela 11.

Com excecdo das lipases RM (Lipozyme® RM-IM) e CA (Novozyme® 435) todas as
demais preparacdes foram usadas na forma livre. A RM é imobilizada em uma resina
macroporosa de troca anidnica, do tipo fendlica, no qual a enzima é fortemente ligada por
adsorcdo, sem a utilizacdo de agentes de ligagdo cruzada. O aspecto do produto & granular
com tamanho de particula entre 0,2 e 0,6 mm e densidade entre 350 e 450 kg/m®. A preparacéo
enziméatica CA é imobilizada em resina macroporosa de troca ibnica do tipo acrilica. O produto é
constituido por particulas de formato esferoidal, com didmetro de particula entre 0,3 € 0,9 mm, e
densidade de aproximadamente 430 kg/m?®. Esse produto é fornecido com quantidade de agua

entrele2%.

Tabela 11. Caracteristicas das lipases comerciais utilizadas.

Sigla  Microrganismo de Seletividade Seletividade por ~ Nome comercial
origem tamanho de Fornecedor
cadeia do AG
RM Rhizomucor moderadamente 1,3-seletiva curta Lipozyme® RM IM
miehei Novozymes S/A
CA Candida 1,3-especifica curta, média e Novozyme® 435
antarctica B longa Novozymes S/A
TL Thermomices levemente 1,3 seletiva - Lipolase®
lanuginosus Novozymes S/A
CR Candida nao seletiva - Amano
rugosa Pharmaceutical
Co
AN Aspergillus moderadamente 1,3-seletiva curta, média e Amano
niger longa Pharmaceutical
Co
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3.4.2. LIPASES PRODUZIDAS NO LABORATORIO

Além das lipases comerciais, trés preparacdes enzimdticas brutas, extraidas de
microrganismos nativos, Aspergillus niger, Geotrichum candidum e Penicillium solitum, foram
previamente produzidas em laboratério por fermentacéo liquida em meio contendo (% m/v) 6leo
de oliva (2,0%) peptona (2,0 %), extrato de levedura (0,5%), NaNO; (0,1%), KH,PO, (0,1%) e
MgSO0,4.H,0 (0,05%) segundo CARVALHO et al. (2003), e testadas quanto a eficiéncia de
incorporacdo de EPA e DHA no 6leo de soja. Algumas caracteristicas de cada lipase
encontradas na literatura e suas respectivas atividades (CARVALHO et al., 2003) estdo

descritas na Tabela 12.

Tabela 12. Caracteristicas das lipases nativas utilizadas.

Sigla Microrganismo Seletividade Seletividade por tamanho Atividade
de origem de cadeia do AG hidrolitica
(U/mL)
AN Aspergillus moderadamente 1,3- curta, média e longa 18,2
niger especifica
GC Geotrichum Acido graxo Acidos graxos de cadeia 12,8
candidum especifica longa com insaturacdo na
posicéo 9
PS Penicillium - 10,5
solitum

Fonte: CARVALHO et al., 2003
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3.5. METODOS

3.5.1. OBTENCAO DE ACIDOS GRAXOS LIVRES DO OLEO DE PEIXE

O dleo de peixe foi hidrolisado para a extracdo dos acidos graxos livres baseando-se no
método proposto por KATES (1972). Foram pesados 5 g de 6leo de peixe encapsulado em 4
frascos erlenmeyer. A cada frasco foram acrescentados 50 mL de solugcdo de KOH 3,3% em
etanol 90%, e a mistura foi incubada em shaker a 70°C, 160 rpm, por 60 minutos em atmosfera
de N,. A mistura contendo &cidos graxos saponificados foi mantida sob refrigeracdo para
posterior extragdo dos mesmos. Aos acidos graxos saponificados, colocados em 4 tubos de
ensaio grande, foram adicionados 2 gotas de solucdo de fenolftaleina 1% em etanol 90% e 30
mL de hexano. As solucdes foram agitadas em vortex por 2 minutos e submetidas a repouso
para separacdo das fases. A fase inferior, foi acrescentado 0,3 mL de solugéo de HCI 1 N e 20
mL de hexano. As solugfes foram agitadas em vortex por 2 minutos e submetidas a repouso. A
fase superior, contendo acidos graxos em hexano, foi pipetada e reservada, sendo o solvente
posteriormente eliminado com nitrogénio antes da reagdo de aciddlise. Os &cidos graxos
obtidos, foram armazenados em frascos ambar e mantidos congelados - 20°C até utilizacdo
posterior (analise e reacao de acidolise).

3.5.2. DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE AGUA (a,) DAS ENZIMAS

A influéncia do valor de a, das enzimas selecionadas nas reacfes de interesterificacdo
foi investigada, considerando que altos valores de a, promovem a hidrolise, reacdo que
compete com a esterificacdo. A atividade inicial de 4gua das enzimas Rhizomucor miehei (RM)
e Candida antarctica B (CA) foi previamente determinada através do método Karl Fischer
(JACKSON & KING, 1997). O valor encontrado de a, inicial das enzimas RM e CA foi por volta
de 0,6.

Considerando a necessidade de estabelecer o efeito da atividade de dgua na reacédo de
aciddlise, a a, inicial de cada enzima foi modificada através do uso de solucdes salinas
saturadas, que podem adsorver ou liberar agua sem que sua umidade relativa de equilibrio seja
alterada (DITCHFIELD, 2000). Para promover atividades de 4gua pré-definidas (por volta de 0,4
e 0,8 a 25°C) as enzimas, foram realizados testes de incubacdo das enzimas em solugfes
saturadas de K,CO;3; (a,= 0,432 a 25°C) e de KCI (a,= 0,844 a 25°C), segundo metodologia
descrita por SPIESS & WOLF (1987). Apés o preparo das solugdes saturadas, o sobrenadante
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foi incubado a 25°C em shaker, sem agitacdo, durante 16 horas e 30 minutos, com 15 mg de
cada enzima. Posteriormente, as solu¢gbes foram submetidas a filtracdo a vacuo para separagéo
das enzimas, que foram acondicionadas em placas de Petri tampadas e envoltas em filme de
PVC para melhor vedacdo, nas quais posteriormente a a, foi novamente determinada pelo
método de titulacdo por Karl Fischer (JACKSON & KING, 1997). A atividade de &gua das
enzimas RM e CA, apos incubagédo com solugdes saturadas de K,COz e de KClI, foi determinada
novamente pelo método Karl Fischer, segundo dados da Tabela 13.

Tabela 13. Atividade de 4gua das enzimas Rhizomucor miehei e Candida antarctica B antes e

apos incubagdo com solugdes salinas saturadas de K,COz e de KCI.

) o a,y apods incubacao com a, apos incubacédo com
Enzima a,, inicial ~ ~
solucéo de K,CO; solucéo de KClI
RM* 0,66 + 0,03 0,49 + 0,04 0,87 + 0,05
CA** 0,75+ 0,04 0,54 + 0,02 0,98 + 0,05

*RM- Rhizomucor miehei
**CA- Candida antarctica B

3.5.3. TESTES PRELIMINARES PARA SELECAO DAS ENZIMAS

Com o objetivo de comparar a eficiéncia das diferentes preparacdes de lipases na
incorporacdo de EPA e DHA no 6leo de soja, a reagdo de aciddlise foi realizada em uma unica
condicdo experimental. A reagéo foi realizada em pequena escala em frascos vedados de 50
mL, em condi¢cbes controladas de processo utilizando agitador orbital em shaker com a
utilizacdo de antioxidante no meio reacional (BHT a 0, 001%) e presenca de nitrogénio, o que
permite proteger os AGPI da oxidacdo. A mistura de substrato consistiu em AGs livres do 6leo
de peixe e 6leo de soja em meio sem solvente organico (item 3.5.4) totalizando 1,332 g de meio
de reacdo em cada ensaio nas seguintes condi¢cfes: razdo molar de AG e 6leo de soja (AG:0S)
igual a 3:1, concentracdo de 10% de lipase em relacdo a massa total do meio de reacéo e
0,001% de BHT. A mistura foi incubada em shaker, a 160 rpm, a 40°C por 12 horas. As reacdes
foram interrompidas colocando os frascos em banho de gelo, seguido de filtracdo a vacuo da
solugdo para retirada da enzima. O 6leo modificado foi armazenado em frasco &mbar, sob
atmosfera de N, a -20°C. Os TAGs foram separados (item 3.5.5) e analisados quanto a

composicao de AGs por cromatografia a gas (item 3.6.4).
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3.5.4. DESIGN EXPERIMENTAL PARA A REACAO DE ACIDOLISE

A otimizacdo estatistica dos experimentos para as duas lipases previamente
selecionadas RM e CA, foi feita utilizando trés variaveis (X1, X, e X3) com trés niveis cada uma
baseado num fatorial 2° com quatro pontos centrais, como pode ser visto na Tabela 14. As
variaveis independentes estudadas, ou fatores, foram: tempo de reacdo (em horas; X;), a
relacdo em massa entre AGs e 6leo de soja (em gramas; X,) e a atividade de agua da enzima
(X3), conforme ilustrado na Tabela 15. A variavel dependente (resposta de interesse)
investigada foi o grau de incorporacéo (%) dos AGPIs EPA + DHA ao 6leo de soja.

A reacdo foi realizada entre o 0leo de soja (OS) e acidos graxos (AGSs) livres do 6leo de
peixe em meio sem solvente orgénico, em diferentes relagbes de massa dos substratos
(AG:0S), totalizando 1,332 g de meio de reagdo em cada ensaio. Os meios foram incubados
em frascos vedados do tipo erlenmeyer com capacidade para 50 mL, juntamente com 0,133 ¢
de enzima (equivalente a 10% da massa do meio de reag¢édo) com diferentes valores de a inicial
(0,4; 0,6 e 0,8) e 0,001% de BHT. A reacéo ocorreu em incubadora do tipo shaker, a 160 rpm, a
40°C, em tempos gue variaram de acordo com a matriz experimental (12; 24 e 36 horas). As
reacOes foram interrompidas emergindo os frascos em banho de gelo, seguido de filtracdo a
vacuo da solucao para retirada da enzima. Para as reacfes, a temperatura de trabalho (40°C)
foi escolhida de forma a garantir a dissolugdo homogénea dos substratos sem desnaturar a
enzima. Apos separacao dos produtos da reacdo de aciddlise (item 3.5.5), o perfil dos TAGs foi
analisado por espectrometria de massas com ionizacdo ambiente, (EASI) (item 3.6.5) e a
composicdo de AGs destes compostos determinados por CG (item 3.6.4). Os produtos da
reacdo de aciddlise foram acompanhados por CCD, segundo descrito no item 3.6.3.

36



Tabela 14. Matriz experimental das reacdes de acidolise entre o 6leo de soja e acidos graxos
livres do 6leo de peixe

Ensaios Valor codificado

X1 X2 X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

Tabela 15. Condi¢des experimentais no estudo da reacéo de aciddlise.

Niveis de variaveis codificados

Variaveis
-1 0 +1
X1 tempo de reacéo (horas) 12 24 36
Xs relacdo molar acido graxo (AG) : éleo de soja (OS) 3:1 1:1 1:3
X3 atividade de 4gua da enzima (a,,) 0,4 0,6 0,8
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3.5.5. EXTRACAO DOS TRIACILGLICEROIS ESTRUTURADOS DO OLEO DE SOJA APOS
ACIDOLISE

Apos a reacgdo de acidolise, os TAGs-Es do Oleo de soja e AGs livres foram separados
segundo descrito por HITA et al. (2007). A mistura final da reac&o enzimatica foram adicionados
hexano e solu¢do de KOH 0,8 N em etanol 30%. Apés homogenizacao, as fases hidroalcodlica
(sais de potassio de AGs) e de hexano (TAG) foram separadas e mais duas extracbes com
hexano foram realizadas. O volume total de solvente foi evaporado em atmosfera de N, e a
fracdo obtida armazenada em frascos ambar e mantida congelada - 20°C para posterior analise
da composicdo em AG dos TAG-Es. A recuperacdo dos TAGs-Es foi por volta de 60-70% do

peso inicial da amostra.

3.6. CARACTERIZAGAO E COMPOSIGCAO QUIMICA DAS AMOSTRAS

3.6.1. ANALISE DA OXIDACAO ATRAVES DE EXTINGCAO ESPECIFICA POR ABSORCAO
NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

A oxidacdo de amostras de 6leo de soja, 6leo de peixe encapsulado e dos produtos da
reacdo enzimatica (escolhidos seis pontos aleatoriamente), foi avaliada indiretamente por
espectrofotometria, através do método oficial AOAC Ch 5-91 (AOAC, 1990). Foi medida a
absorbancia na regido do UV a 232 nm (Abs,s.nm, relacionada com a presenca de produtos
iniciais de oxidacdo, isto €, hidroperdxidos conjugados) e a 270 nm (AbSy7onm, produtos de
oxidacao finais, isto &, acidos graxos livres, aldeidos e cetonas) utilizando solucdes a 1% das
amostras em isoctano; como branco, foi utilizado apenas isoctano. As andlises foram realizadas
em triplicata, os valores de absorbancia foram convertidos em valores de extingdo especifica
(K) (AOAC, 1990). Os valores de K foram expressos pela média e desvio padrdo das
determinacgfes. Os resultados, tratados estatisticamente no programa BioEstat 5.0 através de
ANOVA para verificacdo de diferencas entre as médias amostrais e teste t para amostras
pareadas, em um nivel de significancia de 5%, foram expressos pela média e desvio padrdo das

determinag0es.
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3.6.2. INDICE DE ACIDEZ

A determinacao do indice de acidez do 6leo de soja antes e ap0s reacado de aciddlise foi
realizada em triplicata, segundo descrito na literatura (ARO et al., 2000), com as seguintes
modificagdes: 0,5 g de dleo foi dissolvido em uma solucdo neutralizada de 20 mL de etanol/éter
etilico (1:2, v/v) e titulado com solucéo etandlica de hidréxido de sodio 0,1 N, usando solugéo de
fenolftaleina 1% em etanol 95% como indicador. Os resultados de indice de acidez (I. A.),
expressos como porcentagem de 4cido oléico foram calculados pela férmula abaixo:

I.LA. (% acido oléico) =V x N x 28,2 x fc/m

Onde,

V= volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra (mL);
N= normalidade da solu¢cdo de NaOH,;

Fc= fator de correcéo da solu¢cdo de NaOH 0,1N

m= massa da amostra (g).

Os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados, submetidos & ANOVA e
teste t em um nivel de significAncia de 5%, com auxilio do software BioEstat 5.0, foram

expressos pela média e desvio padrédo das determinacdes.

3.6.3. PERFIL LIPIDICO DOS SUBSTRATOS E PRODUTOS DA ACIDOLISE POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A andlise qualitativa do perfil lipidico antes e apés aciddlise foi realizada por CCD
permitindo a comparacao entre as amostras. Placas de vidro com 20 cm de comprimento x 20
cm de largura foram previamente limpas com acetona e tratadas com 30g de silica gel 60G
(Merck, Alemanha) em suspensdao com 75 mL de agua. Apos a secagem da silica, as placas
foram ativadas em estufa a 110°C, durante 1 hora antes de sua utilizacdo. A fase movel usada
foi composta de cloroférmio/acetona/metanol (95:4, 5:0, 5, v/viv) (MEDINA et al., 1999). A cuba
cromatogréfica, revestida com papel filtro, foi submetida a saturacdo com o sistema de
solventes durante aproximadamente 1 hora. Amostras de 6leo de soja, acidos graxos livres
obtidos do 6leo de peixe encapsulado e produtos da reacdo de acidolise foram monitorados
utilizando os padrdes de acido oléico, de monoleina, dioleina e trioleina, diluidas em hexano. As

bandas foram reveladas com vapores de cristais de iodo ressublimado.
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3.6.4. COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS POR CROMATOGRAFIA A GAS (CG)

O perfil de AGs dos substratos e dos TAG-Es obtidos ap6s acidodlise foi determinado por
CG. O procedimento adotado neste trabalho foi uma adaptacdo do método descrito por AOAC,
1995. Em tubo de ensaio contendo os acidos graxos, foram adicionados 2 mL de solugéo 0,5N
de NaOH em metanol. O tubo, fechado, foi submetido a banho de &gua fervente por
aproximadamente 3 a 5 minutos, e apos resfriamento em &gua corrente, foi adicionado a
mistura 2,5 mL de reagente esterificante BFs-metanol e levado novamente ao banho de agua
fervente e novamente resfriado em agua corrente. Foram adicionados 2 mL de solucéo
saturada de NaCl e o tubo foi agitado em vortex por 30 segundos. ApOGs a agitagéao,
acrescentou-se 2,5mL de hexano para extragdo. Ap0s separacdo das camadas, o sobrenadante
contendo os ésteres metilicos de acidos graxos, foi utilizado para a analise. Foi utilizado o
cromatografo a gas marca CHROMPACK modelo CP9001 com detector de ionizagdo de chama
(FID) e coluna capilar Chrompack (CP- Sil 88 50mx 0,25 mm). A temperatura do detector foi de
280°C, a do injetor, 250°C e a temperatura inicial da coluna de 180°C por 7 minutos com
programacédo de 10°C/min. até temperatura maxima de 210°C. O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio com fluxo de 2,0 mL/min. na coluna. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada
por comparagdo do tempo de retencdo dos componentes da amostra com os de padrbes
auténticos de ésteres de &cidos graxos injetados nas mesmas condi¢des. A quantificacéo foi
realizada por normalizacdo das areas calculadas por meio de integrador (Chromato-Integrator)

e expressa em porcentagem relativa de cada acido graxo em relacéo aos acidos graxos totais.

3.6.5. CARACTERIZACAO DOS TRIACILGLICEROIS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
COM IONIZACAO AMBIENTE (EASI-MS)

A analise dos TAGs foi realizada em espectrbmetro de massa LCMS 2010
monoquadrupolar (Shimadzu) acoplado a técnica de ionizacdo EASI desenvolvido no
Laboratério de Espectrometria de Massas Thomson (UNICAMP, Campinas, SP) segundo
descrito por SIMAS et al., 2010. Para as analises dos TAGs 0s espectros foram adquiridos no
modo ion positivo, utilizando as seguintes condi¢bes: pressado do gas N, de 100 psi com angulo
de superficie de injecao de 30° e fluxo de metanol de 20 pL/min. Uma pequena gota de amostra
de (2 uL) foi colocado diretamente sobre uma superficie de papel (envelope marrom tipo Kraft)
e 0s espectros de massa foram obtidos na faixa de 700 a 1200 m/z e os TAG detectados como
[TAG + NaJ".
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SELECAO DE LIPASES QUANTO A EFICIENCIA NA INCORPORACAO DE AGPI AO
OLEO DE SOJA

Lipases comerciais produzidas por diferentes microrganismos através de recombinacgfes
genéticas estdo amplamente disponiveis no comércio. Cada qual apresenta propriedades
cinéticas e especificidades quanto ao tamanho da cadeia carb6nica e grau de insaturacdo do
acido graxo diferentes. No presente trabalho foram testadas cinco lipases comerciais e trés
lipases nativas produzidas no laboratério. As lipases nativas utilizadas, Aspergillus niger,
Geotrichum candidum e Penicillium solitum, foram previamente selecionadas e caracterizadas
em trabalhos anteriores (CAMPOS et al, 2002, CARVALHO et al. 2003).

A composicdo dos principais AGs dos substratos usados na reacdo assim como dos

produtos formados apds catalise por cada uma das enzimas esta discriminada na Tabela 16.
Os resultados evidenciam que as lipases comerciais RM e CA foram as mais eficientes na
obtencédo de TAGs-Es com significativa reducdo dos niveis AGPI n-6 e acréscimo de AGPI n-3
comparado ao 6leo de soja, resultando em uma relacdo n-6/n-3 de 4,6 e 4,8 respectivamente.
A utilizacao das demais enzimas levaram a obtencdo de TAGs-Es contendo altos niveis de AG
n-6, numa relacdo n-6/n-3 de 5,8:1 a 13,1:1.

A hidrélise preferencial dos acidos linoléico (18:2 n-6) e oléico (18:1 n-9) ocorreu
provavelmente porque os TAGs que compdem a maior parte do 6leo de soja possuem dois ou
até mesmo trés moléculas de acido linoléico e/ou oléico esterificadas.

Os resultados indicam ainda que as lipases Rhizomucor miehei e Candida antarctica B,
as quais possuem especificidade posicional (1,3) parecem hidrolisar de forma preferencial o
acido linoléico provavelmente porque os TAG que compdem a maior parte do 6leo de soja
possuem este &cido preferencialmente nas posicoes 1 e 3.

AKOH et al.(1996) utilizando lipase de Candida antarctica inespecifica obtiveram 6éleo de
primula enriquecido com 43% de EPA, em 24 horas, através de aciddlise em presenca de
solvente, demonstrando uma boa incorporacéo de EPA com lipase inespecifica, a qual ndo tem
seletividade posicional de &cido graxo.

HUANG & AKOH (1994) utilizaram a mesma lipase em meio com solvente orgénico para
catalisar a acidolise do 6leo de soja com EPA e DHA nas formas de &cidos graxos livres e de

ésteres etilicos, alcancando 32,9% de incorporagdo do DHA ao 6leo de soja.
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Tabela 16. Composi¢do dos principais &cidos graxos (%) do 6leo de soja, 6leo de peixe e dos produtos de aciddlise catalisado por

lipases comerciais e nativas.

Acidos graxos

Antes da reacéo

Apés areacgdo enzimatica*: soja + peixe (1:3)

Soja Peixe RM CA TL CR AN* GC PS AN?
AG saturados 12,6 26,6 18,7 20,2 19,1 18,2 17,9 20,8 17,5 19,0
C14.0 - 7,4 2,4 1,2 0,8 2,1 2,0 3,0 1,2 2,4
C16:0 11,4 16,5 13,1 15,3 14,9 12,3 13,5 14,1 13,5 14,3
C18:0 1,2 2,7 3,2 3,7 34 3,8 2,4 3,7 2,8 2,3
AG monoinsaturados 25,8 25,7 25.2 20,2 22,1 21,6 215 19,2 24,5 21,7
C16:1 n-7 - 8,1 2,3 1,9 15 0,8 0,8 3,3 2,8 0,8
C18:1 n-9 25,8 15,3 22,9 18,3 20,6 20,8 20,7 15,9 21,7 20,9
C20:1 n-9 - 2,3 - - - - - - - -
AG poliinsaturados 61,5 40,5 52,9 58,0 57,4 58,0 58,4 56,2 56,0 56,3
C18:2 n-6 56,5 4,6 43,5 47,8 50,6 49,4 54,0 49,4 51,2 52,3
C18:3n-3 5,0 2,4 4,2 3,8 3,2 4,3 4.4 3,5 4,8 4,0
C20:5 n-3 (EPA) - 19,8 2,3 2,5 1,9 2,8 - 1,4 - -
C22:5n-3 - 2,3 0,9 0,8 - - - - - -
C22:6 n-3(DHA) - 11,4 2,0 2,9 1,7 1,5 - 1,9 - -
Outros 7,2 3,2 1,8 1,4 2,2 2,2 3,8 2,0 3,0
EPA + DHA - 31,2 6,3 54 3,6 4,3 - 3.3 - -
n-3 AGPI 5,0 35,9 9,4 10,0 6,8 8,6 4,4 6,8 4,8 4,0
n-6 AGPI 56,5 4.6 43,5 47,8 50,6 49,4 54,0 49,4 51,2 52,3
Razéo n-6/n-3 11,3 0,13 4,6 4,8 7,4 5,8 12,3 7,3 10,7 13,1

*Reacdo catalisada por lipases comerciais: RM: Rhizomucor miehei imobilizada, CA: Candida antarctica B imobilizada, TL:
Thermomices lanuginosus, CR: Candida rugosa,AN': Aspergillus niger e lipases nativas: GC: Geotrichum candidum, PS:

Penicillium solitum, AN?: Aspergillus niger. Condicdes da reacéo descritas no item 3.5.3.
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4.2. INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DA REACAO DE ACIDOLISE NA COMPOSICAO DE
ACIDOS GRAXOS DOS TRIACILGLICEROIS ESTRUTURADOS

Considerando que nos testes de selecdo preliminar as enzimas RM e CA foram mais
eficientes na incorporacdo de EPA e DHA nos TAGs do 6leo de soja, nas condi¢Bes de ensaio
utilizadas, o planejamento experimental foi realizado com 12 experimentos para cada uma delas
utilizando trés variaveis (X;, X, e X3) com trés niveis cada uma baseado num fatorial 2% com
quatro pontos centrais. A Tabela 17 apresenta os valores de incorporacdo de EPA + DHA (%

relativa/AG totais) obtidos no planejamento experimental utilizado nas reacdes de acidolise.

Tabela 17. Planejamento experimental, com niveis codificados e reais da reagdo de acidolise

entre 6leo de soja e os acidos graxos de 6leo de peixe utilizando lipases comerciais.

Variaveis % EPA + DHA
_ t (h) (AG:0S) ay
Ensaios RM CA
(X1) (X2) (Xs)
1 -1 (12) -1 (3:1) -1 (0,4) 3,6 -
2 +1 (36) -1 (3:1) -1 (0,4) - 59
3 -1 (12) +1 (1:3) -1 (0,4) 0,4 15
4 +1 (36) +1 (1:3) -1 (0,4) 0,2 0,2
5 -1 (12) -1 (3:1) +1 (0,8) 9,2 7,4
6 +1 (36) -1 (3:1) +1 (0,8) 9,3 7,2
7 -1 (12) +1 (1:3) +1 (0,8) 15 0,8
8 +1 (36) +1 (1:3) +1 (0,8) 1,2 2,6
9 0 (24) 0 (1) 0 (0,6) 3,5 49
10 0 (24) 0 (1) 0 (0,6) 3,0 3,5
11 0 (24) 0 (1:1) 0 (0,6) 3,0 3,4
12 0 (24) 0 (1:1) 0 (0,6) 2,5 3,3

t = tempo de reacéo (horas); AG: OS = Razao molar acido graxo:06leo de soja; a,, = atividade de agua

O maior nivel de incorporagdo, correspondente a 9,3% de EPA + DHA, pbde ser
observado quando utilizada a RM nas condi¢cdes do ensaio 6 (tempo de reagdo = 36 h, relacdo
AG:0S = 3:1 e a, = 0,8). Para a mesma lipase, nhas condicBes experimentais do ensaio 5
(tempo de reacdo = 12 h, relacdo AG:0OS = 3:1 e a,, = 0,8), foi observada uma incorporacdo
muito proxima (9,2% de EPA + DHA) em um tempo de reacéo inferior ao tempo de reacédo do
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ensaio 6, fato que constitui vantagem. Nas mesmas condicdes experimentais, ou seja, nos
ensaios 5 e 6, foram alcangados os maiores niveis de incorporacdo de EPA e DHA (7,4% para
0 ensaio 5 e 7,2% para o ensaio 6) quando utilizada a lipase Candida antarctica B.

A composicdo dos principais &cidos graxos dos substratos e dos produtos de reacdo nas
diferentes condi¢cdes do planejamento esta apresentada nas Tabelas 18 e 19. Em relacdo a
composi¢cdo de AGs do Oleo de soja antes da reacdo, observa-se o predominio de &cido
linoléico (18:2 n-6, 56,5%), &cido oléico (18: 1 n-9, 25,8%) e &cido palmitico (16:0, 11,4 %), ndo
havendo a presenca dos AGPI de interesse EPA (20:5 n-3) e DHA (22:6 n-3). Por outro lado, os
principais AGs encontrados no 6leo de peixe foram os acidos EPA (19,8%), palmitico (C16:0,
16,5%), oléico (18: 1 n-9, 15,3%) e DHA (11,4%), sendo que o conteldo total de AGPIs n-3 foi
de 35,9%.

Apos a reagdo de acidolise catalisada pelas enzimas RM e CA nas diferentes condi¢des
a composicdo de AGs dos TAGs foi alterada. Os TAGs modificados extraidos do meio reacional
apresentaram na sua composicao contetudos de EPA e DHA que variaram de 0 a 9,4 % para a
RM e de 0 a 7,4 % para a CA, dependendo da condicdo da reacdo (ensaios 1 a 12). Nos
ensaios 5 e 6, nos quais os contetudos de EPA e DHA nos TAGs foram maiores para as duas
enzimas testadas, houve reducao nas porcentagens de acido linoléico dos TAGs do 6leo de
soja em relacdo aos seus niveis antes da reacdo de acidolise. Esta alteracédo refletiu de forma
positiva na relacdo n-6/n-3, reduzindo de 11,3:1 do 6leo de soja antes da reacdo para 3,3:1
apo6s acidodlise com lipase de CA e para 2,6-2,7:1 ap0s reacdo catalisada pela lipase RM.
Nestas condi¢Bes, pode-se observar que os AGs saturados, em especial os acidos palmitico
(16:0) e miristico (14;0), também foram incorporados ao 6leo de soja, refletindo no aumento de
seu conteldo nos TAGs modificados, uma vez que o 6leo de peixe contém quantidades
significativas desses acidos. A taxa de incorporacdo do EPA foi superior a do DHA em quase
todos os ensaios (com excecao do ensaio 8 da enzima CA), possivelmente pelo fato do 6leo de
peixe usado possuir maior porcentagem de EPA (20,5%) em relagdo ao DHA (12,1%).

Os resultados obtidos estdo de acordo com HARALDSSON & THORARENSEN (1999),
que utilizaram lipase imobilizada de Rhizomucor miehei (1,3 especifica) para catalisar a
acidolise de 1,2-diacil-glicero-3-fosfatidilcolina com concentrado de AGPI n-3 (contendo 55% de
EPA e 30% de DHA, numa proporcdo EPA/DHA de 1,8:1) em meio livre de solvente, obtendo
fosfolipideos enriquecidos em EPA (32%) e em DHA (16%).
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Tabela 18. Composicdo dos principais &cidos graxos (%) do 6leo de soja, 6leo de peixe e dos produtos de acidblise apos reacao
catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei (RM).

Acidos graxos Antes da ApOs areacdo (soja + peixe) com RM (ensaios de 1 a 12)
reacao

Soja  Peixe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AG saturados 12,6 26,6 19,2 175 196 19,1 23,2 22,0 20,7 19,7 20,9 18,9 19,9 20,4
C14:.0 - 7,4 2,1 0,7 1,0 2,0 3,9 3,2 2,5 1,6 2,4 0,2 1,3 3,6
C16:0 11,4 16,5 13,1 140 149 14,5 151 15,0 14,5 14,5 14,8 15,3 14,8 13,1
C18:.0 1,2 2,7 4,0 2,8 3,7 2,6 4,2 3,8 3,7 3,6 3,7 3,4 3,8 3,7
AG monoinsaturados 25,8 25,7 206 229 206 21,1 23,0 23,8 20,5 21,0 21,9 23,0 21,9 21,2
C16:1 n-7 - 8,1 - - 0,2 0,2 4,1 3,1 0,4 0,5 1,3 1,2 1,0 1,9
C18:1 n-9 25,8 15,3 20,6 229 204 20,9 18,9 20,7 20,1 20,5 20,6 21,8 20,9 19,3
C20:1 n-9 - 2,3 - - - - - - - - - - - -
AG poliinsaturados 61,5 40,5 57,0 585 578 56,1 52,7 52,3 57,8 58,5 54,8 55,8 56,3 56,1
C18:2 n-6 56,5 4,6 493 540 522 506 38,0 37,9 51,0 51,4 46,2 47,6 48,0 47,8
C18:3 n-3 5,0 2,4 4,1 4,5 5,3 5,3 55 51 53 54 51 5,2 53 5,8
C20:5 n-3 (EPA) - 19,8 3,6 - 0,3 0,2 6,0 5,7 0,6 0,8 2,2 1,9 1,9 1,7
C22:5n-3 - 2,3 - - - - - - 0,5 - - - -
C22:6 n-3 (DHA) - 11,4 - - 0,1 - 3,2 3,6 0,9 0,4 1,3 11 11 0,8
Outros - 7,2 3,2 11 1,9 3,7 11 19 1,0 0,8 24 2,3 19 2,3
EPA + DHA - 31,2 3,6 - 0,4 0,2 9,2 9,3 1,5 1,2 3,5 3,0 3,0 2,5
n-3 AGPI 5,0 35,9 7,7 4,5 5,7 55 14,2 14,4 6,8 7,1 8,6 8,2 8,3 8,3
n-6 AGPI 56,5 4.6 493 54,7 52,2 52,6 38,5 37,9 51,0 51,4 39,6 47,6 48,0 47,8
Razéo n-6/n-3 11,3 0,13 6,4 121 91 9,6 2,7 2,6 7,5 7,2 4,6 5,8 5,8 5,7

Condic¢des dos ensaios segundo planejamento descrito na tabela 17.
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Tabela 19. Composicdo dos principais &cidos graxos (%) do 6leo de soja, 6leo de peixe e dos produtos de acidblise apos reacao
catalisada pela lipase de Candida antarctica B (CA).

Acidos graxos AntesNda Apds areacdo (soja + peixe) com CA (ensaios de 1 a 12)
reagdo

Soja  Peixe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AG saturados 12,6 26,6 23,3 20,2 20,2 189 235 21,7 21,0 19,7 18,6 19,3 21,1 19,6
C14.0 - 7,4 1,8 1,3 14 14 3,8 3,8 2,3 2,6 0,9 2,0 25 2,0
C16:0 11,4 16,5 18,1 15,3 15,3 13,9 15,8 14,0 15,1 13,3 13,8 13,6 14,9 13,8
C18:0 1,2 2,7 3,4 3,6 3,5 3,6 3,9 3,9 3,6 3,8 3,9 3,7 3,7 3,8
AG monoinsaturados 25,8 25,7 20,8 25,2 23,0 215 235 25,3 20,5 225 23,3 23,5 21,9 23,0
C16:1 n-7 - 8,1 - 3,1 - 0,1 2,5 2,6 0,4 0,8 1,3 1,2 1,2 11
C18:1 n-9 25,8 15,3 20,8 21,6 23,0 214 21,0 22,7 20,1 21,7 22,0 21,7 20,7 21,9
C20:1 n-9 2,3 - 0,5 - - - - - - - 0,6 - -
AG poliinsaturados 61,5 40,5 53,9 53,6 55,6 584 52,0 51,6 57,5 56,9 57,3 55,9 55,5 55,2
C18:2 n-6 56,5 4,6 50,4 42,9 48,0 52,9 39,8 39,6 51,4 49,0 47,5 46,9 46,9 46,7
C18:3n-3 5,0 2,4 3,5 4,8 6,1 53 4,8 4,8 53 53 4,9 5.2 5.2 5,2
C20:5 n-3 (EPA) - 19,8 - 4,2 1,0 0,2 54 54 0,6 1,3 3,1 2,3 2,2 2,3
C22:5n-3 - 2,3 - - - - - - - - - 0,3 - -
C22:6 n-3 (DHA) - 11,4 - 1,7 0,5 - 2,0 1,8 0,2 1,3 1,8 1,2 1,2 1,0
Outros - 7,2 2,0 1,0 1,2 1,2 1,0 14 1,0 0,9 0,8 1,3 15 2,2
EPA + DHA - 31,2 - 5,9 15 0,2 7.4 7.2 0,8 2,6 4,9 3,5 34 3,3
n-3 AGPI 5,0 35,9 35 10,7 7,6 55 12,2 12,0 6,1 7.9 9,8 9,0 8,6 8,5
n-6 AGPI 56,5 4,6 50,4 42,9 58,0 52,9 39,8 39,6 51,4 49,0 47,5 46,9 46,9 46,7
Razéo n-6/n-3 11,3 0,13 14,4 4,1 7,6 9,6 3,3 3,3 8,4 6,2 4,8 5,2 54 55

Condic¢des dos ensaios segundo planejamento descrito na tabela 17.
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As Tabelas 20 e 21 apresentam o0s coeficientes de regressdo e a ANOVA para 0s
experimentos realizados com o emprego da enzima RM; e as Tabelas 22 e 23 apresentam as
analises estatisticas e a ANOVA para a enzima CA.

Tabela 20. Coeficientes de regresséo para a reacao de acidolise do 6leo de soja catalisada pela
lipase de Rhizomucor miehei.

Lim.de .
] Lim. de conf.
Fatores Efeitos Erro padréo t(3) p-valor conf.
+90,%
-90,%
Média 3,32 0,11 28,74 0,000093 3,05 3,59
AG:0OS (L) -2,79 0,14 -19,76 0,000283 -3,13 -2,46
ay (L) 1,69 0,14 11,93 0,001267 1,35 2,02
tempo (L) x ay, (L) 0,89 0,14 6,27 0,008176 0,55 1,22
AG:0S (L) x ay, (L) -1,31 0,14 -9,24 0,002680 -1,64 -0,97

Significancia de 90%.

Tabela 21. ANOVA da reacgéo de aciddlise do 6leo de soja catalisada pela lipase de Rhizomucor

miehei.
Soma dos Graus de

Fonte de variacao guadrados liberdade Quadrado médio F calculado
Regresséao 115,75 6 19,29 15,87
Residuos 6,08 5 1,21

Falta de ajuste 5,60 2 2,80

Erro puro 0,48 3 0,16

Total 121,83 11 11,07

R*=0,95 Feso01 = 3,11

Todas as variaveis mostradas na tabela de coeficientes de regressdo para a lipase
Rhizomucor miehei (Tabela 20) foram significativas neste estudo, como mostram seus p-
valores, inferiores ao nivel a de significancia utilizado (0,1). O software utilizado nas analises
estatisticas removeu automaticamente as variaveis cujos p-valores foram superiores ao nivel a
de significancia utilizado. Todas as variaveis estatisticamente significativas para esta enzima
séo lineares. Pode-se observar na Tabela 20 que a relacdo molar AG:OS teve efeito negativo
sobre a variavel dependente, o que indica que uma relacdo molar 4cido graxo/6leo de soja de

3:1 (valor codificado = -1) possibilita uma incorporagdo de EPA + DHA mais efetiva, ou seja,
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quanto maior a proporcao de AGs em relacdo ao 6leo de soja, maior a resposta de interesse. A
variavel a,, da enzima teve efeito positivo sobre a resposta de interesse, 0 que indica que o
maior valor de a,, testado (0,8) permitiu alcangar maiores graus de incorporacdo de EPA + DHA.
Ainda na Tabela 20, observa-se que a variavel tempo de reagdo nao foi significativa para este
estudo, porém a interagdo entre esta variavel e a a, € estatisticamente significativa, o que
indica que o tempo, apesar de nao influenciar diretamente na taxa de reacgdo, passa a
influenciar a mesma quando hé& variagdo na a,, da enzima.

Para as variaveis cujos efeitos sobre a resposta sédo positivos (a,, € a interacao tempo de
reacao x a,), podemos observar que os valores de tcalc (11,93 para a,, € 6,27 parat x a,) sdo
superiores ao valor de ttab (2,35). Isto demonstra que o efeito destas variaveis foi maior do que
o erro padrdo. Quanto maior o valor do efeito, maior o impacto da variavel sobre a resposta,
desta forma pode-se afirmar que a variavel a, (efeito =1,69) teve maior influéncia sobre a
variavel dependente do que a interagdo entre esta mesma variavel e o tempo (efeito = 0,89).
Para as variaveis cujos efeitos foram negativos (AG:0OS e interagdo AG:0S x a,), observamos
que os valores de tcalc (-19,76 para AG:0S e -9,24 para AG:0S x a,) foram inferiores a ttab
negativo (-2,35). Isto indica que o efeito foi maior que o erro padrdo. Entre todas as variaveis
estudadas, a AG:OS foi a que teve maior impacto sobre a variavel dependente.

Como o Fcalc (15,87) é altamente significativo e a porcentagem de variacdo explicada pelo
modelo (R? foi boa (95,0%), conclui-se que o modelo se ajusta adequadamente aos dados
experimentais.

O modelo experimental gerado € expresso pela equagéo:

z=2,08 +0,38x — 8,61y — 0,05 x 24x + 0,37 x 24y + 4,90xy — 1,36

A superficie de resposta e a curva de contorno para os ensaios com a lipase Rhizomucor

Miehei, obtidas com o auxilio do software Statistica 9.0, estdo representadas ha Figura 5.
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Tabela 22. Coeficientes de regresséo para a reacao de acidolise do 6leo de soja catalisada pela
lipase de Candida antarctica B.

Fatores Efeitos Erro (3 o-valor Lim. de Conf. Lim. de Conf.

padrao -90,% +90,%

Média 3,46 0,21 16,47 0,000487 2,96 3,95

tempo (L) 0,72 0,26 2,78 0,068667 0,11 1,32

AG:OS (L) -1,87 0,26 -7,29 0,005334 -2,48 -1,27

a, (L 1,33 0,26 5,19 0,013913 0,73 1,94

tempo x AG:0S -0,62 0,26 -2,41 0,095320 -1,22 -0,01

AG:0OS x ay -0,90 0,26 -3,50 0,039335 -1,51 -0,30

Significancia de 90%.

Tabela 23. ANOVA da reacdo de aciddlise do Oleo de soja catalisada pela lipase de Candida
antarctica B.

Fonte de variagdo Soma dos quadrados ?raus de Quadrado médio  F calculado
liberdade

Regresséao 55,98 5 11,20 4,58

Residuos 14,68 6 2,45

Falta de ajuste 13,09 3 4,36

Erro puro 1,59 3 0,53

Total 70,66 11 6,42

R, =0,79 Fs601= 3,4

As variaveis mostradas na tabela de coeficientes de regressao para a lipase Candida
antarctica B (Tabela 22) sdo significativas, pois seus p-valores sao inferiores ao nivel a de
significancia utilizado (0,1). Na mesma tabela, observa-se que a variavel tempo de reagéo teve
efeito significativo sobre a resposta, ao contrario do que ocorreu no estudo com a enzima RM.
As variaveis tempo de reagdo e a, tiveram efeito positivo sobre a resposta. Os valores de tcalc
para estas variaveis (2,78 para tempo e 5,19 para a,) sdo superiores ao valor de ttab (2,35).
Desta forma, conclui-se que os efeitos destas variaveis foram maiores do que o erro padrdo. A
variavel a,, (efeito = 1,33) teve maior influéncia sobre a variavel dependente do que a variavel
tempo de reacgéo (efeito = 0,72). Mais uma vez, a relacdo molar AG:OS teve efeito negativo
sobre a resposta (efeito = -1,87), indicando que altos valores na relagdo acido graxo / 6leo de

soja permitem a obtencdo de melhores resultados quanto a incorporacdo de EPA e DHA no
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processo de aciddlise. Todas as interacdes significativas entre as varidveis foram negativas
(efeitos de -0,62 para tempo de reacdo x AG:OS e de -0,90 para AG:0OS x a,). Analisando os
valores de tcalc para as variaveis e interagdes entre variaveis de efeito negativo (-7,29 para a
AG:0OS -2,41 para tempo de reagédo x AG:0OS e -3,50 para AG:0OS x a,), observamos que todos
eles séo inferiores ao valor de ttab negativo (-2,35), indicando que os efeitos foram maiores do
gue o erro padrao. Como ocorrido no caso dos experimentos utilizando a enzima RM, a AG:0S
foi a varidvel de mais impacto sobre a resposta de interesse.

O Fcalc (4,58) pode ser considerado significativo, por ser superior ao valor de Ftab. A
porcentagem de variacdo explicada pelo modelo (R? foi de 79,0%. Por se tratar de um
processo enzimatico, pode-se considerar o modelo satisfatério, embora este ndo seja téo
eficiente quanto o modelo obtido para o estudo com a lipase RM.

O modelo experimental pode ser expresso pela equacao:
z=-7,25-1,55x + 4,50y + 0,39 x 24x — 0,14 x 24y + 3,38xy + 9,27

A superficie de resposta e a curva de contorno para 0s ensaios com a lipase Candida

antarctica B, obtidas com o auxilio do software Statistica 9.0, estdo representadas na Figura 6.
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Figura 6. Superficie de resposta e curva de contorno do efeito da a,, e relacdo molar AG:0OS na
porcentagem de incorporacao de EPA + DHA apés aciddlise com a lipase de Candida antarctica
B.



As Figuras 7 e 8 mostram uma comparacao entre as previsoes feitas através do modelo
e os valores experimentais observados para os ensaios com cada enzima. Observamos que
para ambas as enzimas, os desvios entre os valores observados estdo distribuidos
normalmente, ou seja, observamos desvios positivos e negativos na mesma propor¢cao, nao
havendo comportamento tendencioso na distribuicdo dos mesmos. Os valores observados para
a enzima RM estdo mais proximos aos valores previstos se comparados aos valores
observados para CA, o que indica a melhor adequacdo do modelo para a primeira enzima,
corroborando com a afirmacdo baseada nos valores de Fcalc de 15,87 e de R?de 0,95, de que

o modelo para RM esta mais adequadamente ajustado do que o modelo para CA (R? de 0,79).
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Figura 7. Comparacgao das previsdes do modelo com os valores dos experimentos com a lipase

de Rhizomucor miehei.

Figura 8. Comparacéo das previsdes do modelo com os valores dos experimentos com a lipase

de Candida antarctica B.
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A Figura 9 ilustra o cromatograma da composi¢cdo de AGs do 6leo de soja antes da
reacdo de aciddlise e a Figura 10 representa a composi¢ao de AGs dos TAGs extraidos apdés a
reacdo de aciddlise com a lipase RM no ensaio 5.
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Figura 9. Cromatograma da composi¢cdo de acidos graxos (% em relacdo aos &cidos graxos
totais) do 6leo de soja original.

Condigdes cromatograficas descritas no item 3.6.4. Picos:1. acido palmitico; 2. acido estearico;
3. &cido oléico; 4. 4cido linoléico; 5. acido linolénico.
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Figura 10. Cromatograma da composi¢do de acidos graxos (% em relagdo aos acidos graxos
totais) dos TAG-Es obtidos apés aciddlise com a lipase de Rhizomucor miehei.

Condicdes cromatograficas descritas no item 3.6.4. Picos: 1. &cido miristico; 2. acido palmitico;
3.4cido palmitoléico; 4. acido estearico; 5. acido oléico; 6. acido linoléico; 7. acido linolénico; 8.
EPA; 9. DHA.
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4.3. PERFIL LIPIDICO DOS SUBSTRATOS E PRODUTOS DE ACIDOLISE POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A CCD foi utilizada no monitoramento da reacao de hidrélise quimica do 6leo de peixe e
também para as reac¢des de aciddlise enzimatica. A Figura 11 mostra o perfil dos substratos e
produto modificado apés aciddlise com RM.

Figura 11: Cromatografia em camada delgada do perfil lipidico dos substratos e produtos da
reagdo de aciddlise catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei.

1. Padrdao de monoleina, 2. Padrao de dioleina, 3. Padrao de trioleina, 4. Padrao de &acido
oléico, 5. dleo de soja, 6. 6leo de peixe, 7. Acidos graxos livres do 6leo de peixe apés hidrélise
guimica, 8. Produtos da reacdo de aciddlise (ensaio 5), 9. TAG-Es (ensaio 5).

Comparando-se as amostras de 0Oleo de soja comercial (ponto 5) e o 6leo de peixe
(ponto 6) com os padrdes de monoleina (ponto 1), dioleina (ponto 2), trioleina (ponto 3) e acido
oléico livre (ponto 4), observamos que tanto 6leo de soja, quanto o0 de peixe apresentam
predominantemente TAG em sua composi¢cao. Apds a reacdo de hidrolise quimica do 6leo de
peixe, observamos a obtencdo dos &cidos graxos livres com pequenas quantidades residuais
de TAG (ponto 7), o que comprova uma boa reacdo de hidrolise e separagdo dos acidos graxos
livres nas condi¢Bes utilizadas. Na Figura pode-se também visualizar os TAGs (ponto 8)
formado na reacdo de aciddlise catalisada pela RM na condicdo 5 (descrita nas Tabelas 15 e
16), assim como os TAGs modificados extraidos do meio reacional (ponto 9).
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4.4, ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO AMBIENTE (EASI-MS)

Os espectros obtidos por espectrometria de massas com ionizagdo ambiente (EASI-
MS: Ambient Sonic-Spray lonization Mass Spectrometry) no modo positivo estdo demonstrados
nas Figuras 13 a 15. Estes espectros (fingerprint) fornecem uma avaliacdo qualitativa da
composicao dos TAG do 6leo de soja antes da acidolise conforme demonstrado na Figura 12 e
dos produtos resultantes apos a aciddlise catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei em duas
condicbes experimentais (Figuras 14 e 15).

No espectro do 6leo de soja € possivel identificar pelos valores de suas massas
moleculares os principais TAGs de sua composicdo na forma de [TAG + Na]": PLL (m/z 877),
PLO (m/z 879), POO (m/z 881), LLLn ou OLnLn (m/z 899), LLL ou OLLn (m/z 901), OLL ou
OOLnN (m/z 903) ou OOL (m/z 905); e [TAG + K]*: LLLn ou OLnLn (m/z 915), LLL ou OLLn (m/z
917), OLL ou OOLn (m/z 919) e OOL (m/z 921), onde: P = 4cido palmitico, O = 4cido oléico, L =
acido linoléico e Ln = 4cido linolénico, sendo que 0os demais picos possivelmente correspondem
aos produtos de oxidagao.

Conforme demonstrado na Figura 13, o espectro do 4leo de soja modificado evidencia
novos picos de maior massa molecular, 0s quais comprovam que 0s novos TAGs formados
foram incorporados com EPA e DHA nas condi¢cbes experimentais do ensaio 5. Foi possivel
identificar alguns TAGs-Es formados ap6s acidolise com Rhizomucor miehei na forma de [TAG
+ Na]" LLEPA (m/z 900), OLEPA ou PLDHA (m/z 902), PODHA (m/z 904), EPALEPA (m/z 922);
LLDHA (m/z 926), LODHA (m/z 928), EPALDHA (m/z 948), DHALDHA (m/z 974). onde: P =
acido palmitico, O = acido oléico, L = &cido linoléico, Ln = &cido linolénico, EPA = &cido
eicosapentaendico e DHA = acido docosahexaendico, sendo que o0s demais picos
possivelmente correspondem aos produtos de oxidacao.

Por outro lado, conforme demonstrado na Figura 14, o espectro do 6leo de soja
modificado nas condicdes experimentais do ensaio 1, mostra pequenas variacdes se
comparado ao espectro do 6leo de soja antes da reagdo (Figura 12), ou seja, nas condicdes

deste ensaio pode-se observar pequenas variagdes na estrutura dos TAGs originais.
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Figura 12. Espectro de massa EASI-MS da amostra de 6leo de soja.
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Figura 13. Espectro de massa EASI-MS da amostra de 6leo de soja modificada por reacéo de

acidolise catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei (ensaio 5).
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Figura 14. Espectro de massa EASI-MS da amostra de 6leo de soja modificada por reagéo de

aciddlise catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei (ensaio 1).
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4.5. ANALISE DOS PRODUTOS DE OXIDACAO DO OLEO DE SOJA E PRODUTOS DE
REACAO.

As médias e desvios padréo do indice K para o 6leo de soja (OS) antes e apés a reacao
de aciddlise utilizando as lipases Candida antarctica B e Rhizomucor miehei podem ser vistos
na Tabela 24.

Tabela 24. Valores de K para amostras de 6leo de soja antes e apds acidolise com lipases de

Candida antarctica B e Rhizomucor miehei.

Amostra Koso Ka7o
OLEO DE SOJA (antes da reac&o) 1,60+0,1 0,93+0,1
CA* ensaio 6 1,32+0,2 0,82+0,7
CA* ensaio 8 1,50+ 0,7 1,00 + 0,6
RM** ensaio 1 0,92+ 0,6 0,63+0,7
RM** ensaio 4 0,79+ 0,6 0,55+0,5

*CA- Ensaio com a lipase Candida antarctica B em diferentes condi¢des de reagdo, conforme indicado na Tabela 17
*RM- Ensaio com a lipase Rhizomucor miehei. em diferentes condi¢des de reacao, conforme indicado na Tabela 17

Podemos observar na Tabela 24, que os valores de indice K3, o Ky7p dOS ensaios nao
mostraram significAncia a=0,05, comparado ao Oleo de soja antes da reagdo. Todas as
amostras analisadas apresentaram valores de K,3;, maiores do que os valores de K,
mostrando que as amostras analisadas possuem mais produtos de oxidag&o primaria, indicando
que as mesmas se encontram no inicio do processo oxidativo.

A sensibilidade de um 6leo a oxidagdo aumenta com o aumento de seu contetdo de
AGPI (OSORIO et al., 2001). O 6leo de peixe é rico em AGPI, principalmente EPA e DHA. A
peroxidagdo lipidica constitui a principal causa de deterioracdo dos corpos graxos (lipidios e

matérias graxas).
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4.6. INDICE DE ACIDEZ

As médias e desvios padrao do indice de acidez para o 6leo de soja antes da reacédo de
aciddlise e para algumas amostras de 6leo de soja apoOs acidolise com as lipases CA e RM
escolhidas aleatoriamente podem ser vistos na Tabela 25.

Tabela 25. indice de acidez (% em &cido oléico) para amostras de 6leo de soja antes e apds

aciddlise com lipases de Candida antarctica B e Rhizomucor miehei.

Amostra I.A. (% em acido oléico)
OLEO DE SOJA (antes da reac&o) 282+1,0
CA* ensaio 1 211+1,0
CA* ensaio 6 3,52 £0,23
CA* ensaio 8 2,46% 0,80
RM** ensaio 1 2,11 +0,52
RM** ensaio 4 2,41+ 0,41
RM** ensaio 7 4,23+ 0,95

*CA- Ensaio com a lipase Candida antarctica B.em diferentes condi¢8es de reacéo, conforme indicado na Tabela 17.
*RM- Ensaio com a lipase Rhizomucor miehei.em diferentes condi¢des de reacdo, conforme indicado na Tabela 17.

As diferencas entre as médias de acidez para as amostras antes e ap0s a reacao
enzimatica nao foram significativas ao nivel a=0,05. Isto demonstra que as diferentes condi¢des
experimentais ndo alteraram significativamente o indice de acidez das amostras e, portanto,
pode-se afirmar que o processo de aciddlise e as diferentes condi¢cdes de reacdo ndo geraram
acidos graxos livres em quantidades superiores aquelas ja existentes no 6leo de soja original,
fato que se deve a incorporacao dos AGs do 6leo de peixe as moléculas de TAGs do 6leo de
soja. Caso restasse quantidade significativa de acidos graxos livres no meio apos a reacao de
acidolise, observariamos diferencgas significativas entre as médias das amostras.

A determinacédo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacdo do estado de
conservacdo do Oleo. Um processo de decomposicdo, seja por hidrolise, oxidacdo ou
fermentacéo, altera quase sempre a concentracdo dos ions de hidrogénio. A decomposi¢éo dos
glicerideos é acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase sempre

acompanhada pela formacé&o de &cidos graxos livres.
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5. CONCLUSAO

As lipases comerciais Rhizomucor miehei (Lipozyme® RM-IM) e de Candida antarctica B
(Novozyme® 435) demonstraram maior eficiéncia na incorporacéo de AGPI de interesse,
EPA e DHA, ao 6leo de soja, possivelmente devido ao tipo de seletividade (1,3-seletiva)
destas enzimas.

Os resultados mostraram que a reacdo de aciddlise nas condicbes testadas com as
lipases de Rhizomucor miehei (Lipozyme® RM-IM) e de Candida antarctica B
(Novozyme® 435) promoveu uma troca favoravel de radicais acil entre os TAGs do 6leo
de soja e os AGs livres do 6leo de peixe, aumentando os niveis de AGs n-3 e reduzindo
os AGs n-6, mostrando ser uma alternativa viavel para obtengcdo de TAGs-Es de

interesse nutracéutico.

Com a otimizacdo da reacdo de aciddlise com as lipases comerciais RM e CA, obteve-
se uma razdo n-6/n-3 dentro das proporcoes ideais recomendadas em literatura para
nutricdo parenteral, atendendo ao objetivo proposto por este estudo. Dentre as variaveis
investigadas, a relagcdo molar entre acidos graxos e 6leo de soja foi a que apresentou
maior influéncia sobre a incorporacéo dos AGPI de interesse aos TAGs do 6leo de soja.
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