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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo produzir lipidos dietéticos do tipo MLM, por catalise
enzimatica, a partir de 6leo de bagaco de azeitona bruto (OBA), de elevada acidez (20,2%), com teores
elevados de produtos de oxidacdo (Kzs2: 6,98 e Kz70:2,22) e de clorofilas totais (91 mg/kg feofitina a).
Os MLM sao triacilglicerois (TAG) que contém &cidos gordos de cadeia longa (L) em posi¢édo sn-2 e
acidos gordos de cadeia média (M) nas posi¢es sn-1,3. Os MLM foram obtidos por acidélise de OBA
com acido caprilico (C8:0) ou caprico (C10:0). As reacdes decorreram em descontinuo, em meio livre
de solvente, razdo molar de 1:2 (OBA:M), a 50 °C durante 48 h. Utilizou-se como fonte de acidos gordos
de cadeia longa o OBA bruto e apds remocao, por adsorcdo, de 99% de pigmentos clorofilinos.
Testaram-se como biocatalisadores as lipases imobilizadas comerciais de Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM IM) (sn-1,3 seletiva) e de Candida antarctica (Novozym 435), e lipases comerciais
liguidas (Novozym 388, Lipozyme CALB L e Novozym 735) por nés imobilizadas nos suportes sintéticos
Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000.

A Lipozyme RM IM e Novozym 435 catalisaram preferencialmente a formacdo de novos TAG
com C10:0 em detrimento de C8:0, com rendimento em novos TAG de 56,6% (m/m) e 48,7% (m/m) a
partir do 6leo bruto e 6leo descorado, respetivamente, por acdo da Lipozyme RM IM, 52,5% (m/m) e
53,6% (m/m) a partir de 6leo bruto e descorado, respetivamente, por acdo de Novozym 435. O
rendimento em novos TAG (%) obtidos por acidélise catalisada por Novozym 435 diminuiu com o
aumento de temperatura (60 °C). Os rendimentos em novos TAG obtidos por aciddlise catalisada pelas

lipases imobilizadas no laboratério foram inferiores a 12,6%.

Palavras-Chave: Lipidos estruturados, Lipidos dietéticos, Oleo de bagaco de azeitona, Lipozyme RM
IM, Novozym 435.
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ABSTRACT

The aim of this study was to produce dietetic lipids of the type MLM, by enzyme catalysis, using
crude olive pomace oil (OPO) with high acidity (20.2%), and high contents of oxidation products (Kza2:
6.98 e K270:2.22) and chlorophyll pigments (91 mg/kg feofitin a).

MLM are triacylglycerols (TAG) containing long-chain fatty acids (L) at position sn-2 and
medium-chain fatty acids (M) at positions sn-1,3. MLM were obtained by acidolysis of OPO with caprylic
(C8:0) or capric (C10:0) acids. Batch reactions were carried in solvent-free media, using a molar ratio
of 1:2 (OPO:M) at 50 °C for 48 h. Crude OPO and the oil after removal of 99% of chlorophyll pigments
were used as source of long-chain fatty acids. The following biocatalysts were used: commercial
immobilized lipases from Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) (sn-1,3 regioselective) and from
Candida antarctica (Novozym 435), and liquid commercial lipases (Novozym 388, Lipozyme CALB L
and Novozym 735) immobilized by us in synthetic resins Lewatit VP OC 1600 and Accurel MP 1000.

Lipozyme RM IM and Novozym 435 preferentially catalysed the formation of new TAG with
C10:0 than with C8:0, yielding 56.6% (w/w) and 48.7% (w/w) of new TAG when crude OPO and
bleached OPO were used, catalysed by Lipozyme RM IM; and 52.5% (w/w) and 53.6% (w/w) when
crude OPO and bleached OPO were used, catalysed by Novozym 435. New TAG yields obtained by
acidolysis catalysed by Novozym 435 decreased with temperature increase (60 °C). New TAG vyields

obtained by acidolysis catalysed by the lipases immobilized in the laboratory were lower than 12.6%.

Key-words: Structured Lipids, Dietetic Lipids, Olive pomace oil; Lipozyme RM IM, Novozym 435.
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nas posicdes sn-1,3 e um &cido gordo de cadeia longa na posic¢ao interna
MCFA — Medium chain fatty acids — Acidos gordos de cadeia média
MUFA — Monounsaturated fatty acids — Acidos gordos monoinsaturados
OBA — Oleo de bagaco de azeitona

PUFA — Polyunsaturated fatty acids — Acidos gordos polinsaturados
SCFA — Short chain fatty acids — Acidos gordos de cadeia curta

SFA — Saturated fatty acids — Acidos gordos saturados

SL — Structured lipids — Lipidos estruturados

TAG - Triacilgliceroéis

TCL — Triacilglicerdis de cadeia longa

TCM - Triacilglicerdis de cadeia média
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1. INTRODUCAO
1.1. Enquadramento do Tema

O padrédo de consumo alimentar caracteristico de cada regido do globo reflete os distintos graus de
desenvolvimento dos paises. Nos paises mais desenvolvidos, o crescimento demografico, 0 aumento
da industrializacé@o e da urbanizagdo, tem resultado numa altera¢éo notéria ao nivel do estilo de vida

da populacao e do seu nivel de consumo (Pekkanivew, 1975; Monteiro, 1996).

A populacéo urbana é cada vez mais sedentaria e procura alimentos de facil acesso e preparacao,
muitas vezes de maior densidade energética e menor interesse nutricional (IPES-Food, 2017). As mas
praticas alimentares que daqui culminam estao associadas com as principais causas de mortalidade e
morbilidade, incluindo patologias cardiovasculares, hipertensédo, diabetes tipo Il, excesso de peso e
obesidade e osteoporose (Ortega, 2006). Com o0 objetivo de minimizar os custos crescentes no setor
da saulde, os governos de varios paises incentivaram o desenvolvimento de estudos sobre alimentos
que possuam efeitos benéficos para a saude, para além dos seus efeitos nutricionais basicos: os
alimentos funcionais. Este mercado tem uma crescente adesdo dos consumidores, cada vez mais

informados e conscientes do seu autocuidado (Sir6 et al., 2008).

O conceito de alimento funcional aplica-se a um alimento natural ndo modificado ou a um alimento
que sofreu modificacdes tais como (Ashwell, 2002; Roberfroid, 2002): i) a melhoria de componentes
através da alteracéo das condi¢des de producao, crescimento ou por via biotecnolégica; i) a adigdo de
componentes que evidenciam beneficio terapéutico iii) a remogdo de componentes ou substituicdo
destes componentes por alternativas preferiveis, por via tecnol6gica ou biotecnoldgica; iv) a
modificacdo por via enzimética, quimica ou (bio)tecnoldgica; v) a modificacdo da biodisponibilidade de

um componente alvo ou; vi) uma combinagdo de qualquer destas possibilidades.

O avan¢o no conhecimento cientifico relativamente aos acidos gordos (AG) despoletou a
investigacdo em novas moléculas como os lipidos estruturados (Structured Lipids — SL) que permitem
a melhoria de propriedades funcionais e nutricionais e tém aplicagdo nas &reas de medicina,
nutracéutica e alimentar (Willis et al., 1998; Gunstone, 1999; Osborn & Akoh, 2002; Gupta et al., 2003;
Sakurai & Pokorny, 2003).

Entre eles, os lipidos estruturados dietéticos do tipo MLM, apresentam menor valor calérico, 5-7
kcal/g, comparativamente aos lipidos convencionais (9 kcal/g) (Xu, 2000). A sua composicao e estrutura
associa a facil digestibilidade, absor¢éo e metabolismo dos acidos gordos de cadeia média (M), com
os beneficios de saude atribuidos aos acidos gordos de cadeia longa (L) (principalmente acidos gordos
essenciais) (Jandacek et al., 1987; DeMichele et al., 1989; Teo et al., 1989; Jennings & Akoh, 1999,
2001; Mu & Hgy, 2000, 2001; Xu, 2004).

Os MLM sao uma mais valia na nutricdo de individuos com desordens de absor¢ao de gordura
ou problemas metabdlicos (Babayan, 1987; Low et al., 2007). As suas propriedades beneficiam a sua

aplicacdo em formulac¢des de nutricdo parentérica e entérica. Devido ao seu menor valor calérico dao
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origem a snacks para grupos alvo. Poderdo também ser um recurso para a melhoria de performance

durante o exercicio fisico prolongado (Brouns & Vusse, 1998).

Os lipidos dietéticos sdo comummente obtidos através da reacédo de acidolise catalisada por lipases
sn-1,3 regioseletivas que demonstram a capacidade de catalisar a substituicdo dos acidos gordos nas
posicdes sn-1,3 do esqueleto de glicerol do triacilglicerol (TAG), mantendo a posi¢éo interna intacta
(Ferreira-Dias et al., 2019). A catalise enzimatica em meio livre de solvente permite a obtencdo de
produtos considerados como haturais, algo que agrada ao consumidor, e a recuperacao e reutilizagédo
das lipases, através da sua imobilizacdo em suportes hidrofébicos (Castro, 2003). Contudo, a atividade
das lipases é influenciada por varios fatores como o pH, temperatura, produtos de oxidacao, acidos

gordos livres (AGL) e atividade da agua (aw) (Mateo et al., 2007).

Torna-se interessante produzir estes produtos de valor acrescentado a partir de matérias primas

de baixo custo, como € o caso do 6leo de bagacgo de azeitona (OBA) bruto.

O bagaco de azeitona é um subproduto da extracdo de azeite virgem, muito tipica da regido
mediterranica. Na campanha de 2017/2018, dados provisérios apontaram para uma produ¢do mundial
de azeite de 3315 mil toneladas. A producgéo total dos paises produtores europeus foi de 2183 mil
toneladas, com 138,4 mil toneladas de produgdo com origem em Portugal (COIl, 2018). O 6leo de

bagaco de azeitona tem origem na valorizacao do residuo bagaco (MADRP, 2007).

Este 6leo é rico em acido oleico, palmitico e linoleico, tal como o azeite e tem propriedades
semelhantes a outros 6leos vegetais como o 6leo de soja, 6leo de girassol e colza, produtos
competitivos em aproveitamentos ndo-alimentares. Assim é possivel substituir outros 6leos virgens na
producéo de lipidos estruturados, minimizando o custo de matéria prima e contribuindo para um impacto

positivo no sector oleicola (Figueiredo et al., 2014).
1.2. Objetivos do trabalho

O presente trabalho teve como objetivo a producéo de triacilgliceréis dietéticos do tipo MLM a partir
de 6leo de bagaco de azeitona bruto, por acidélise com os acidos gordos livres caprilico e céprico,
utilizando a lipase comercial de Rhizomucor miehei, Lipozyme RM IM e, a lipase B de Candida
antarctica comercial, Novozym 435, como catalisadores da reacéo. As reag8es de aciddlise decorreram
em modo descontinuo, meio livre de solvente, razdo molar (OBA:M) de 1:2 e carga de lipase de 5% em

relagdo ao 6leo, a 50 °C.

Com a Novozym 435, desenvolveram-se reagfes de interesterificacdo enzimatica com ésteres
metilicos e etilicos de acido caprilico e caprico, a uma razdo molar (OBA:éster) de 1:2 a 50 °C e reacdes

de acidodlise a 60 °C.

De forma a comparar a atividade das lipases liquidas Novozym 388 (lipase de Rhizomucor miehei),
Novozym 735 e Lipozyme CALB L (lipase A e B de Candida antarctica) com as lipases comerciais
imobilizadas, realizaram-se reac¢des de aciddlise nas mesmas condicfes ja referidas. Para facilitar a

recuperacdo dos biocatalisadores realizou-se a imobilizacdo das lipases liquidas nos suportes
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hidrofébicos Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000. O rendimento do processo foi avaliado em termos

de proteina imobilizada e atividade hidrolitica.

A influéncia da concentracdo de pigmentos na atividade catalitica foi avaliada através da
comparacao dos resultados das reacdes para a producéo dos lipidos estruturados MLM utilizando como
fonte de triacilglicerois: o 6leo de bagaco de azeitona bruto e o 6leo de bagacgo de azeitona descorado,

através de um conjunto de extragdes sucessivas.

De modo a estudar o impacto do processo de extragdo dos pigmentos no 6leo de bagaco de
azeitona bruto nas suas caracteristicas, foram avaliadas a composi¢cdo em acidos gordos, a acidez, a
absorvancia no UV, a cor, caracteristicas cromaticas e o teor em clorofilas totais do 6leo antes e apés

a extracao por adsorcao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Lipidos

Os alimentos com baixo teor de gordura sdo um exemplo de um novo e crescente segmento
de mercado, fortemente impulsionado pelas exigéncias dos consumidores. Além disso, a industria
alimentar tem procurado desta forma responder a um dos principais objetivos das entidades mundiais
de saude nos Ultimos anos, a redugdo do consumo de gordura em geral (WHO, 2018). Contudo,
estudos desenvolvidos acerca do efeito dos diferentes tipos de lipidos na saude do ser humano
evidenciaram a funcionalidade desta classe de nutrientes, corroborando a possibilidade de estes serem
considerados alimentos funcionais ou componentes de um alimento funcional.

2.1.1. Definicdo e Aspetos Gerais

Os lipidos englobam um conjunto de biomoléculas complexo e heterogéneo quimicamente, que
apresentam em comum a solubilidade em solventes organicos, como é o caso do éter dietilico, hexano,
benzeno, cloroférmio ou metanol, e elevada insolubilidade em agua (Carey, 2000). Esta familia de
compostos, bastante diversa em termos estruturais, engloba pigmentos, vitaminas, acidos gordos e

seus derivados, esterdides, terpenos, fosfolipidos, esfingolipidos, entre outros (Kresge et al.,2010) .

Os lipidos sdo comummente distinguidos com base no seu estado fisico a temperatura
ambiente. Designam-se 6leos quando séo liquidos a temperatura ambiente e gorduras quando séo
sélidos (Giese, 1996; Carey, 2000; Akoh & Min, 2002).

Com base na sua estrutura, podem ser classificados como derivados, simples ou complexos.
Os lipidos derivados correspondem aos acidos gordos e alcoois, vitaminas lipossoluveis,
hidrocarbonetos e esterdis que permitem a construcdo de moléculas mais complexas que podem
ocorrer nestas formas ou resultar de lipidos simples e complexos por hidrélise. Os lipidos simples séo
compostos por acidos gordos e alcoois, incluindo os acilglicerois, éter acilglicerdis, esteréis, seus
ésteres e ceras. Quando hidrolisados, os lipidos simples libertam dois compostos diferentes,
normalmente, um alcool e um acido. Os lipidos complexos incluem os fosfolipidos, glicolipidos e
enfingolipidos. Estas estruturas geram trés ou mais compostos diferentes quando hidrolisados (Akoh &
Min, 2002)

Mais de 95% dos 6leos e gorduras animais e vegetais sdo constituidos por triacilgliceréis. Os
TAG séo ésteres formados por uma molécula de glicerol a qual estdo associados trés acidos gordos
(Erickson, 2002). Todos os organismos eucarioticos, e alguns procarioticos, possuem a capacidade de
sintetizar os TAG. Nos animais, apesar destes compostos serem metabolizados no figado e intestino,
a sua maioria é armazenada no tecido adiposo como reserva energética ou em outros tecidos na forma

de aglomerados (Birsoy et al. , 2013).

Além de triacilglicerdis, os 6leos e gorduras contém em menores quantidades monoacilglicerois
(MAG) e diacilgliceréis (DAG), &cidos gordos livres, tocoferois, proteinas, esterois e vitaminas (Faria et

al. 2002; Hidalgo & Zamora, 2003). As substancias que constituem os Gleos e gorduras podem ser
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reunidas em duas grandes categorias: acilgliceréis e ndo-acilglicerodis. Consideram-se acilglicerois os
compostos que apresentam uma molécula de glicerol associada até trés acidos gordos. Em todos os
Oleos encontramos pequenas quantidades de componentes ndo-acilglicerdis (Moretto & Fett, 1998).
Alguns destes componentes sdo removidos parcialmente ou totalmente durante o processo de
refinacdo. A sua presenca pode afetar as caracteristicas dos 6leos, nomeadamente, o seu efeito pré
oxidante ou antioxidante, odor, sabor e cor. Alguns exemplos sdo os fosfatideos, esterdis, ceras,
hidrocarbonetos insolaveis, carotenoides, clorofila, tocoferdis, lactonas e metilcetonas (Faria et al.,
2002).

Os acidos gordos estdo esterificados em posicdes distintas do esqueleto da molécula de
glicerol. Estas posic8es representam-se através de um sistema de numeracéao estereoespecifica (sn):
sh-1, sn-2 e sn-3. A sigla sn refere-se a posi¢édo dos atomos de carbono no glicerol. O atomo de carbono
na parte superior, pela projecao vertical de Fischer, é designado de sn-1 (posicao exterior), sn-2 refere-
se a posi¢cdo no carbono-2 (posi¢do intermédia) e sn-3 (posicdo exterior) refere-se a posigéo inferior
(Berry, 2009).

Os TAG podem ser hidrolisados em &cidos gordos e glicerol. Os diacilglicerois (dois acidos
gordos associado ao glicerol) e monoacilglicerdis (um acido gordo associado ao glicerol) encontram-se

habitualmente em quantidades vestigiais nos tecidos animais e vegetais (Simdes, 2011).

O consumo de lipidos, embora essencial, pode oferecer tanto impactos positivos como
negativos para a saude humana. Os lipidos sdo macronutrientes essenciais ha dieta humana que atuam
como fonte de energia (9kcal/g) armazenada no tecido adiposo; fonte de &cidos gordos essenciais que
sdo precursores de prostaglandinas (hormonas necessarias a regulacao de varias fungdes vitais); fonte
e veiculo de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e também de outros componentes bioativos, tais como
os fito esteréis, carotenoides, e antioxidantes, benéficos para a satde humana. O consumo excessivo
e desequilibrio no seu metabolismo pode levar a diversas desordens metabdlicas como doencas

coronarias, dislipidemia, obesidade, etc. (Small, 1991; Chen et al., 2013).

As propriedades funcionais dos 6leos e gorduras sao consequéncia da sua composicdo em
triacilgliceréis. As caracteristicas fisicas e quimicas, o destino metabdlico e as propriedades nutricionais
dos 6leos e gorduras comestiveis dependem da composicdo em acidos gordos, nomeadamente, o seu
grau de saturacdo e comprimento da cadeia hidrocarbonada, da sua distribuicdo estereoquimica na

molécula de glicerol e das suas formas polimoérficas (McGrady, 1993; Osborn & Akoh, 2002)

Os acidos gordos sdo 4cidos carboxilicos que possuem uma cadeia de hidrocarbonetos longa,
livres ou esterificados (Moretto et al., 2002). O carbono mais préximo do terminal carboxilo (-COOH)
recebe a designacéo alfa (a). O terminal metil (-CHs) é denominado émega (w) (Campos, 2005). A
maioria dos &cidos gordos presentes na natureza € composta por um nimero par de atomos de
carbono, com cadeias de tamanho varidvel de quatro a vinte seis atomos de carbono. Quando
saturados possuem apenas ligacdes simples entre os carbonos e possuem pouca reatividade quimica.

Os acidos gordos insaturados sdo mais reativos e suscetiveis a oxidacao térmica (Giese, 1996).
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Os Oleos vegetais tendem a possuir uma a quatro insaturacdes na cadeia carbonada, e
apresentam-se liquidos enquanto as gorduras que sdo ricas em acidos gordos saturados, sao sélidas
a temperatura ambiente (cerca de 20 °C). Assim, as gorduras animais contém um numero de
saturacdes maior que insaturacdes e um ponto de fusdo elevado (Giese, 1996; Fennema, 2000; Faria
et al., 2002).

Os acidos gordos podem ser classificados quanto ao comprimento da sua cadeia e quanto ao
namero de insaturag6es. Além disso podem apresentar conformacéao cis ou trans das ligacdes duplas
(Lisa & Hol¢apek, 2008).

Atendendo a auséncia ou presenca de ligacdes duplas na cadeia carbonada, os acidos gordos
classificam-se em &cidos gordos saturados (Saturated Fatty Acids — SFA) quando ndo possuem
ligagbes duplas, em acidos gordos monoinsaturados (Monounsaturated Fatty Acids - MUFA), caso
possuam apenas uma ligagdo dupla e em &cidos gordos polinsaturados (Polyunsaturated Fatty Acids -
PUFA) na presenca de duas ou mais liga¢des duplas (EFSA, 2010).

Os &cidos gordos recebem uma designacdo de acordo com a nomenclatura atribuida pela
IUPAC, ou séo descritos pela forma abreviada x:y onde x representa 0 nimero de atomos de carbono
da cadeia e y 0 nimero de liga¢gbes duplas. A posi¢éo das ligacdes duplas representa-se pela forma n-

z, onde z representa a posicao da primeira ligag&do dupla a contar do terminal metil (Simdes, 2011).

Quanto ao comprimento da cadeia podemos distinguir em: acidos gordos de cadeia curta (Short
Chain Fatty Acids — SCFA) quando apresentam de entre dois a seis atomos de carbonos (C2:0-C6:0),
acidos gordos de cadeia média (Medium Chain Fatty Acids - MCFA) quando apresentam entre seis a
doze &tomos de carbono (C8:0-C12:0) e acidos gordos de cadeia longa (Long Chain Fatty Acids -
LCFA) caso apresentem entre catorze a vinte quatro carbonos (C14:0-C24:0) na sua constituicdo,

independentemente do grau de insaturacéo (Osborn & Akoh, 2002).

As carateristicas fisicas e reatividade quimica sdo determinadas pela natureza, a proporcao e
a localizacao dos &cidos gordos na molécula de TAG. Efetivamente, triacilgliceréis que contenham os
mesmos acidos gordos, qualitativamente e quantitativamente, manifestam propriedades fisicas,
quimicas e fisiolégicas diferentes se os acidos gordos estiverem distribuidos de forma distinta no
esqueleto de glicerol (Osborn & Akoh, 2002).

2.1.2. Absorcgao e metabolismo lipidico

A composi¢do em acidos gordos, a sua posicao no esqueleto de glicerol e as suas propriedades
fisicas e bioquimicas resultam em diferentes propriedades fisiolégicas, demonstrando-se ao nivel da
absorcdo no trato gastrointestinal e no processo metabdlico (Osborn & Akoh, 2002).

Consequentemente, a sua distribuicdo nos tecidos também é afetada (Gunstone, 2006).

Estas caracteristicas estdo diretamente relacionadas a doencgas coronarias, ao balanco
energético, sensibilidade a insulina e ao metabolismo em jejum e pés-prandial com subsequente
impacto na satde humana (Berry, 2009).
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O primeiro passo na digestdo das gorduras ocorre no estbmago e é catalisado pela lipase
lingual ou gastrica. Os principais produtos de digestédo desta fase gastrica séo os diacilglicerois e acidos
gordos livres o que facilita a fase de digestdo intestinal (Thomson et al., 1989). Na regido do duodeno,
a hidrolise é catalisada pela lipase pancreatica (lipase sn-1,3 especifica) gerando acidos gordos livres,
gue ocupam as posicdes exteriores dos TAG, e 2-monoacilgliceréis (2-MAG), os quais formam micelas
com os sais biliares (Carlier et al., 1991). Estas, em conjunto com as micelas mistas, formadas pela
insercdo de fosfolipidos, ajudam na absorcao dos lipidos apolares na membrana das microvilosidades.
Os lipidos absorvidos séo reesterificados para formar novamente os TAG no reticulo endoplasmatico
liso (Hernell & Blackberg, 1982).

A velocidade da reacdo de hidrélise realizada pela lipase pancreatica depende do comprimento

da cadeia e grau de insaturacdo dos AG presentes nas posi¢des sn-1 e sn-3 (Osborn & Akoh, 2002).

Os acidos gordos de cadeia curta sdo volateis, hidrossoliveis e de baixo peso molecular.
Assim, sdo mais rapidamente absorvidos no estdmago que os restantes acidos gordos. Como tal, séo
adequados ao controlo da obesidade devido ao seu baixo valor calérico: acido acético (C2:0), 3,5 kcal/g;
acido butirico (C4:0), 6,0 kcal/g; e acido caproico (C6:0), 7,5 kcal/g (Akoh, 1998).

Os acidos gordos de cadeia média podem ser absorvidos no estdmago, apés a hidrélise pela
lipase gastrica (Christensen et al., 1995), e também podem ser solubilizados na fase aquosa do
conteldo intestinal, onde se ligam fracamente a albumina e séo transportados até ao figado através da
veia porta (Decker, 1996). Cerca de 80% a 100% dos MCFA presentes em todo o fluxo portal sdo
captados pelo figado e a parcela remanescente segue pela corrente sanguinea, tornando-se disponivel
aos tecidos periféricos (Brouns & van der Vusse, 1998; Jeukendrup et al., 1998 (a), 1998 (b); Mcardle
et al., 1999). Ao contrario dos acidos gordos de cadeia longa, ndo séo significativamente incorporados
em lipoproteinas (quilomicrons e VLDL-Very low density lipoprotein), possibilitando que sejam
absorvidos diretamente na corrente sanguinea. A velocidade de absor¢éo no intestino dos MCFA é
muito semelhante a da glicose e estes sao rapidamente oxidados no figado e utilizados pelo organismo.
Como néo sofrem reesterificacdo em TAG significativa, ndo se acumulam no tecido adiposo, o que
permite o controlo da obesidade (Jeukendrup et al., 1998 (a), 1998 (b); Mcardle et al. , 1999). Por estas
razdes, os MCFA s&o usados como fonte ripida de energia em algumas sindromes metabdlicas, como
na deficiéncia de enzima pancreatica (fibrose cistica) (Jensen et al.,1994). No entanto, os acidos gordos
de cadeia média estao implicados no aumento do colesterol no sangue e ndo devem ser exclusivos na
dieta dado que nédo fornecem acidos gordos essenciais (Jeukendrup et al., 1998 (a), 1998 (b); Mcardle
et al., 1999).

A biodisponibilidade digestiva dos triacilgliceréis de cadeia média (TCM) é maior que a dos
triacilgliceréis de cadeia longa (TCL). A hidrélise dos TCM inicia-se no estbmago de forma mais rapida

e completa e a sua absorgdo na porgdo proximal, mais rapida e eficiente (Osborn & Akoh, 2002).

A elevada hidrofobicidade resultante das longas cadeias hidrocarbonadas impede a absorcéo
e transporte direto dos LCFA. Os acidos gordos de cadeia longa deixam o intestino, na forma de TCL,

pela via linfatica, apés a incorporacdo em quilomicrons (formados por TAG, fosfolipidos, colesterol e
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apoproteinas) e sdo segregados finalmente para a corrente sanguinea (Ramirez et al., 2001). Uma
fracdo desses quilomicrons sofre hidrélise intravascular, libertando a maioria dos LCFA para os tecidos
extra-hepaticos, enquanto que a fragao restante é transportada para o figado. Os LCFA atingem este

6rgdo como acidos gordos ligados a albumina ou na forma de TAG.

Todos os AG utilizam os dois sistemas de transporte em proporgées variaveis. Quanto maior €
a cadeia carbonada do AG, mais este é encontrado na linfa @ menos no sangue portal. Na linfa, estes
circulam como TAG associados aos quilomicrons. No sangue portal, os AG estéo ligados a albumina.
Em trabalhos prévios considerou-se que o “destino” metabdlico dos MCFA estaria restrito quase que

exclusivamente ao figado (Colleone, 2002).

2.1.2.1. Acidos gordos essenciais

Entre os acidos gordos de cadeia longa estdo AG considerados de elevada importancia devido
as suas propriedades nutricionais, fisiolégicas e/ou fisicas, nomeadamente, os acidos gordos
polinsaturados 6mega-3 e 6mega-6, o acido linoleico conjugado (conjugated linoleic acid - CLA) e o

acido A-linolénico (gamma linolenic acid - GLA) (Ferreira-Dias, 2010).

Os acidos 6mega-6 linoleico (18:2n-6) e Gmega-3 linolénico (18:3n-3) sdo considerados acidos
gordos essenciais porque ndo sao sintetizados pelo organismo humano (Ferreira-Dias, 2010), mas séo
absolutamente necessérios para a saude, pelo que devem ser incluidos na dieta (Guilliams, 2000). Os
organismos animais podem converter estes dois compostos noutros importantes acidos gordos,
nomeadamente o 4cido linoleico em araquiddnico (20:4n-6) e o acido a-linolénico em &cidos 6mega-3
de cadeia mais longa como o acido eicosapentaendico (eicosapentaenoic acid - EPA, 20:5n-3) e o
docosahexaenéico (docosahexaenoic acid - DHA, 22:6n-3) (Harper et al.,2006), no entanto, o
organismo humano tem uma capacidade de conversédo de 5-10% em EPA e apenas de 2-5% no caso

de DHA, dependendo do consumo de lipidos na dieta (Arterburn et al., 2006).

O EPA e DHA séo acidos gordos 6mega-3 encontrados essencialmente em 6leos de origem
marinha, com elevados beneficios na saide humana. Estes acidos gordos essenciais sdo importantes
na prevencgao e tratamento de doencas cardiovasculares, regulacdo da presséo arterial e do processo
de inflamacdo (Basu et al., 2006; Howlett, 2008). O DHA revela-se de maior importancia no
desenvolvimento infantil do cérebro e sistema nervoso e do seu normal funcionamento na idade adulta
(Helland et al., 2003; Valenzuela, 2009).

O &cido linoleico conjugado, presente no leite e carne de ruminantes, consiste nhuma mistura
de isGmeros geométricos e posicionais de &cido linoleico que contém ligacdes duplas conjugadas na
sua cadeia carbonada. A sua ingestdo tem demostrado efeitos anticarcinogénicos, antioxidantes,

antiateroscleréticos, antidiabéticos, de antiobesidade e melhorias na imunidade (Goli et al., 2008)

O &cido y-linolénico (GLA) é um composto anticancerigeno presente em algumas plantas que
funciona como precursor da prostaglandina 1 e &cido 15-hidroxi dihomo gama linolénico, que

apresentam propriedades anti inflamatoria e anti trombética (Lumor & Akoh, 2005). A sintese de GLA
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a partir de acido linoleico é de apenas 10%, e como tal a toma de suplementos pode apresentar

beneficio para o organismo (Soto et al., 2004).

A importancia demonstrada pelos PUFA na salde dos humanos levou ao estabelecimento de
doses recomendadas diarias de ingestéo para estes compostos (Ferreira-Dias, 2010). Adicionalmente,
varios estudos tém revelado a importancia da razdo 6mega-6/6mega-3 na dieta. A alimentacao
ocidental é deficiente em 6mega-3 e apresenta excesso de ingestdo de 6mega-6 relativamente ao que
esta estabelecido no padrédo genético do ser vivo e no seu processo evolutivo. Este fator promove o
aumento de doengas cardiovasculares, cancros, doengas autoimunes e anti inflamatérias e também o
grau de obesidade (Simopoulos, 2016; DiNicolantonio & O’Keefe, 2018).

Dentro dos LCFA podem também destacar-se os monoinsaturados, que ndo sendo &cidos
gordos essenciais, estéo relacionados com a manutencdo de nivel de triacilglicer6is totais saudavel,
diminuigdo do teor de lipoproteinas de baixa densidade (low density lipoprotein, LDL) responsaveis pelo
transporte de colesterol do figado até as artérias periféricas aumentando o risco de doenca
cardiovascular, o aumento de lipoproteinas de alta densidade (high density lipoprotein, HDL),
responsaveis por retirar o colesterol das artérias e transporta-lo até ao figado para ser eliminado
(Jenkins et al., 2010) e a modulag&o do funcionamento do sistema imunoldgico (Yagoob, 1998). Aléem
disso, nédo apresenta evidéncias de aumento de risco de desenvolvimento de cancros (Dodge et al.,
2006) e aumento de pressé&o arterial como é o caso das gorduras saturadas (Appel, 2017). Alguns
estudos demonstram que os MUFA podem promover o aumento da lipélise dos adipécitos (Soriguer et
al., 2003). Os monoinsaturados podem também ser benéficos no contexto de estratégia de controlo de
peso, dado que induzem a uma reduc¢éo da trigliceridemia pés-prandial comparativamente ao consumo
de gorduras saturadas e favorecem o dispéndio energético e funcdo termogénica (Palou & Bonet,
2007). Os &cidos gordos monoinsaturados incluem o acido palmitoleico (16:1), oleico (C18:1), elaidico
(18:1, trans-9) e 4cido vacénico (18:1, trans-11). O mais abundante na dieta humana é o &acido oleico
(18:1n-9). Nos paises mediterranicos a maior fonte de 4cido oleico é o azeite (74 g/100 g) e outros
Oleos vegetais como o éleo de colza (59 g/100 g), 6leo de amendoim (46 g/100 g), 6leo de girassol (32
g/100 g), 6leo de milho (29 g/100 g) e 6leo de soja (24 g/100 g) (Nicklas et al., 2004).

O &cido oleico apresenta potencial antiaterogénico e antitrombotico, aumenta a razdo HDL/LDL
e reduz a agregacéo de plaguetas (Holman, 1961). A substituicdo de gorduras saturadas por fontes de
acido oleico reduz os niveis de triglicéridos totais e LDL enquanto favorece o aumento do HDL e a

melhoria da sensibilidade a insulina (Palomer et al., 2008).
2.2. Lipidos Estruturados

A transformacdo de dleos e gorduras é uma das areas da industria alimentar com maior
necessidade de desenvolvimento de tecnologias mais econdmicas e sustentaveis. A producgdo de
produtos de elevado valor acrescentado, como os lipidos estruturados, pode assentar no

aproveitamento de 6leos naturais de custo reduzido como matéria-prima (Ferreira-Dias, 2010).
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Os lipidos estruturados consistem em moléculas TAG que sofreram (Osborn & Akoh, 2002): i)
modificacdo através da incorporacdo de novos acidos gordos, ii) reestruturacéo da posicéo dos acidos
gordos ou perfil de acidos gordos na molécula, iii) sintese para um maior rendimento de novos TAG,

por via enzimatica ou quimica.

Podem ser sintetizados com o intuito de melhorar caracteristicas fisicas (polimorfismo natural,
ponto de fusdo, contelido de gordura sélida, viscosidade e consisténcia) e/ou quimicas (estabilidade
oxidativa) de produtos alimentares ricos em gordura, bem como para a modificacdo de propriedades
nutricionais (presenga ou auséncia de &cidos gordos saturados ou insaturados de facil absorcédo e
digestédo). O avanco no conhecimento relativo aos acidos gordos despoletou um crescente interesse
na utilizacao de éleos e gorduras no tratamento e prevencdo de doencas, bem como a melhoria da
saude. A producéao de lipidos estruturados permite a melhoria de propriedades funcionais e nutricionais
que permitem a sua aplicacdo nas areas de medicina, nutracéutica e alimentar (Willis et al., 1998;
Gunstone, 1999; Osborn & Akoh, 2002; Gupta et al., 2003; Sakurai & Pokorny, 2003).

Os SL tém encontrado ampla aplicagdo na indudstria alimentar, nomeadamente, em
formulac6es para margarinas (Soares et al., 2013); na producéo de gorduras de baixo valor calérico
(Osborn & Akoh, 2002), de sucedaneos da manteiga de cacau (Liu et al., 2007); de triacilgliceréis ricos
em acidos gordos de cadeia média ou ricos em outros acidos gordos especificos (ex: 6mega-3 PUFA,
CLA, GLA) (Pérignon et al., 2012) e de sucedaneos de gordura de leite humano (Ferreira-Dias et al.,
2019).

Na producdo de SL devem ser tidos em conta os diferentes fatores: tipo de reacdo,
(bio)catalisadores, composi¢cdo do meio reacional e modo de operacdo de reacdo (Ferreira-Dias et al.,
2013).

2.2.1. Tipo dereagdes utilizadas para sintese de lipidos estruturados

Os lipidos estruturados séo produzidos a partir de triacilglicerois de cadeia curta, média ou longa,
de gorduras de origem animal ou vegetal. Dependendo do tipo de substrato disponivel, podem ser
usados os seguintes métodos de obtencgédo (Lee & Akoh, 1998):

Esterificac@o é a designacdo da reacdo quimica entre um alcool e um acido que origina um éster e a
libertagdo de agua.

R1-CO-OH + R-OH+ R;1-CO-OR + HO
(Acido gordo) + (Alcool) < (Lipido Estruturado) + (Agua)

Alcodlise consiste na transesterificacao, ou seja, a transformacéo de um éster noutro, por reacao entre
um &lcool e um éster.

R-CO-OR;1 + R2-OH & R-CO-OR; + R1-OH
(Ester) + (Alcool) « (Lipido Estruturado) + (Alcool)

Interesterificacdo quimica ou enzimética produz a redistribuicdo dos acidos gordos ligados ao glicerol.

R;:-CO-OR3, + R3-CO-OR4 & R1-CO-OR4 + R3-CO-OR»
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(Ester A) + (Ester B) « (Lipido Estruturado A) + (Lipido Estruturado B)

Aciddlise corresponde a uma reagdo entre um éster e um Unico ou uma mistura de acidos gordos

livres de modo a que estes substituam os acidos gordos presentes no éster original.

R1-CO-OR + R2-CO-0OH < R2-CO-OR + R1-CO-OH
(Ester) + (Acido gordo) « (Lipido estruturado) + (Acido gordo)

Esta reacdo € maioritariamente utilizada na producéo de lipidos estruturados de baixo valor
caldrico do tipo MLM, recorrendo a lipases sn-1,3 seletivas, em meio ndo aquoso (Ferreira-Dias et al.,
2019).

2.2.2. Catalise Quimica

A forma de interesterificagdo mais usual na industria ocorre sob auxilio de um catalisador quimico
ndo seletivo que provoca a modificacdo da posi¢do dos &cidos gordos dentro da molécula de TAG,
aleatoriamente, dado que as ligacBes éster nos TAG séo hidrolisadas de forma indiscriminada (Xu,
2000).

A grande vantagem da interesterificacdo quimica prende-se com maior viabilidade econémica,
dado que os catalisadores quimicos apresentam uma atividade elevada e menor custo do que as
lipases (Marangoni & Rousseau, 2002).

A reacdo decorre a temperaturas elevadas (até 270 °C), sob pressfes reduzidas, condi¢des
anidras e em periodos curtos (Erickson, 1995; Moreno et al., 2004). As desvantagens associadas a
utilizac&o de catalisadores inorganicos incluem os custos provocados pelo consumo energético durante
a sintese devido as condi¢bes de temperatura e presséo utilizadas; a degradacéo de compostos de
interesse como 0s PUFA; a dificuldade de remocao do catalisador apds a reacdo e consequente
contaminagdo dos produtos finais, e, a geragéo de reagbes secundarias indesejadas com formacéo de
produtos secundarios como sabdes, MAG e DAG que tém de ser removidos, aumentando os custos de

purifica¢@o do produto e diminuindo o rendimento da reacdo (Erickson, 1995).

A aciddlise quimica tem atualmente poucas aplicagfes devido a falta de especificidade posicional
durante o processo. As principais aplicacdes da sintese quimica no ambito dos 6leos e gorduras
compreendem a modificagdo das propriedades de fuséo e taxa de plasticidade das gorduras, bem como
a producéo de TAG de elevado ponto de fusdo (Konishi et al. , 1993).

2.2.3. Catélise Enzimaética

As enzimas tém a capacidade de aumentar a velocidade de uma reacéo quimica ao diminuirem
a sua energia de ativacdo, sem gque sejam consumidas. O biocatalisador apresenta na sua estrutura
um ou mais centros ativos onde ocorre a fixagcdo de determinadas moléculas-substrato (Chang &
Goldsby, 2013). A velocidade de uma reacdo enzimatica € medida pela quantidade de substrato

consumido ou de produto formado por unidade de tempo (Weil, 2000).
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Existem varios fatores que influenciam a atividade e a estabilidade das enzimas, e no caso
particular das lipases, destacam-se a temperatura, pH, a atividade da agua e a presenca de compostos
inibidores da atividade enzimatica como os produtos de oxidagéo lipidica e acidos gordos livres (Wang
& Gordon, 1991; Correia & Ferreira-Dias, 1998; Xu et al., 1998).

As potencialidades das lipases e a sua versatilidade como catalisadores tém atraido o interesse
dos investigadores pela diversidade de aplicagdes na modificacédo e sintese lipidica de produtos de
grande importancia. A producao de lipidos estruturados para fins alimentares por via enzimatica tem
sido uma aposta crescente como substituto de catalisadores inorganicos, devido aos seus beneficios
comparativamente ao processo quimico convencional (Galanakis, 2019).

Para este processo, sdo utilizadas lipases (triacilglicerol lipases, E.C. 3.1.1.3), da classe das
hidrolases, que catalisam a reagéo de hidrolise de ésteres insollveis, na interface 6leo/agua, e sédo
eficientes catalisadores de reacdes de esterificacéo e interesterificacdo quando em meio orgénico e
baixa atividade da agua (Cambou & Klibanov, 1984).

As lipases podem ser de origem microbiana natural ou recombinante, vegetal ou animal, e sdo
conhecidas pela sua funcao fisiologica na digestdo e absor¢do de lipidos (Akoh, 1995; Pandey et al.,
1999). As lipases provenientes de microrganismos sdo as mais utilizadas industrialmente porque
apresentam procedimentos mais simples de isolamento, tém maior estabilidade e propriedades
diversificadas (Carvalho, 2003 citado por Bule, 2014).

Estes biocatalisadores apresentam uma regio, estereo-seletividade e especificidade
caracteristicas, que permitem uma estruturacao que ndo € possivel de obter por via quimica (Willis et
al., 1998). Independentemente do meio onde se encontram, algumas lipases apresentam uma elevada
seletividade quanto (Jensen, 1992): i) a classe dos lipidos; ii) a posi¢cao dos acidos gordos na molécula
de glicerol; iii) as caracteristicas dos acidos gordos (tais como o comprimento da cadeia hidrocarbonada

e o grau de insaturacao); iv) a um isémero 6tico ou ainda v) a combinacao de alguns destes pontos.

De acordo com a sua especificidade, as lipases podem ser classificadas como: i) lipases nédo
especificas, quando ndo apresentam especificidade em relacdo a posi¢do dos &cidos gordos, atuando
nas trés posicdes da molécula de glicerol ou emii) lipases com especificidade sn-1,3, quando catalisam
a libertagdo dos &cidos gordos apenas nas posi¢fes externas da molécula de TAG, originando, por
hidroélise, AGL, 1,2 (2,3)-DAG e 2-MAG (Xu, 2000).

O interesse crescente na sintese enzimatica € consequéncia das importantes vantagens das
lipases sobre os catalisadores quimicos classicos. Como ja mencionado, oferecem maior
especificidade pelo substrato, regiosselectividade e enanciosselectividade; condicdes de reacéo
moderadas (temperatura inferior a 70 °C) permitindo poupanca energética e menor degradacéo térmica;
originam um numero reduzidos de coprodutos; ha menor geracdo de efluentes; permitem a obtencédo
de produtos considerados como naturais, algo que agrada ao consumidor (Osborn & Akoh, 2002). Além
disso, as lipases sao enzimas que ndo necessitam de cofatores. Este conjunto de fatores permite assim
um vasto campo de aplicacao tecnoldgica (Lee & Lee, 2006; Wu et al., 2006). As limitacbes a sua

utilizagdo na industria prendem-se com 0s custos operacionais elevados, taxas de reacdo lentas,
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instabilidade e perda de atividade catalitica, impossibilidade de regeneracdo e variabilidade de
qualidade do produto obtido (Mateo et al., 2007).

2.2.3.1. Imobilizacdo de enzimas

A utilizacdo de enzimas sollveis inclui algumas desvantagens como a instabilidade da sua
estrutura tridimensional quando isoladas do seu ambiente natural, a perda de atividade resultante de
condi¢des dos processos industriais e a inibi¢cdo pelo substrato ou produto. Desta forma, tém um tempo
de meia-vida operacional curto e um custo elevado. Além disso, muitas vezes ndo é possivel proceder

a sua recuperacéo (Krajewska, 2004).

A imobilizacdo enzimatica em suportes adequados possibilita a reducao do custo de utilizacao
das lipases e confere maior viabilidade do processo a nivel industrial. A imobilizacdo tem como
principais objetivos (Castro, 2003): i) a estabilizagdo do biocatalisador; ii) a maior facilidade de
recuperacéo do biocatalisador do meio reacional e controlo do tempo de reacéo; iii) a possibilidade de
utilizacdo das lipases em sistemas continuos e reutilizagdo em sistemas descontinuos; iv) a
concentracdo de grandes quantidades de biocatalisador num pequeno volume de reator de forma a
intensificar o processo de sintese; v) a formag¢do de um microambiente para a enzima, que melhora a

sua estabilidade térmica e quimica; vi) o aumento da area interfacial entre enzima e substrato.

Na sintese de lipidos estruturados, € necessario que os suportes de imobilizacdo utilizados sejam
inertes e que tanto estes como os restantes materiais e metodologias utilizadas sejam adequados para
a producdo de enzimas imobilizadas de grau alimentar. Existem varios suportes disponiveis
salientando-se polimeros sintéticos como: “Accurel® MP 1000”, “Eupergit® C”, a “Lewatit® VP OC
1600” e “Sepabeads” (Tecelao et al., 2012).

Existem duas categorias de técnicas de imobilizac¢&o: i) imobilizacdo por ligagdo a suportes
sélidos (por adsorcdo, ligacdo covalente ou ligagdo idnica); ii) imobilizagdo por inclusdao (ou
confinamento) em matrizes, capsulas ou microcapsulas. Também é possivel a combinagdo de duas ou

mais técnicas (Knezevic et al., 2004).

Por imobilizagdo em suportes solidos, a enzima fica retida nos poros ou na superficie do
material, criando-se um complexo enzima-suporte que mantém as caracteristicas fisicas do material e
retém a atividade biol6gica da enzima na forma soltvel. As enzimas livres tém um custo de preparacéo
mais baixo, no entanto, s6 podem ser utilizadas uma Unica vez. A utilizagao de técnicas de imobilizacéo
permite uma poupanca significativa do custo global do processo, desde que o processo de imobilizagédo
nao seja dispendioso, haja boa recuperagdo de atividade enzimética e que haja uma consideravel
estabilidade operacional (Al-Zuhair, 2007).

Segundo Castro (2003), as desvantagens da imobilizacdo s&o: i) a perda de capacidade
catalitica durante a imobilizacao; ii) problemas de transferéncias de massa interna no caso de suportes
porosos; iii) separacdo fisica entre catalisador e fluido podendo ocorrer degradagdo mecénica e
libertagdo de particulas finas; iv) criagdo de condi¢des inibitorias de substratos e/ou produtos no

microambiente (Mateo et al., 2007); v) tempos de reacdo mais longos.

13



Producéo de lipidos estruturados dietéticos por catalise enzimatica, a partir de 6leo de bagaco de
azeitona
As enzimas sdo moléculas de estrutura tridimensional complexa que quando expostas a
condicdes inadequadas podem sofrer desnaturacdo, com perda da sua atividade. Apés a imobilizacéo,
€ importante ter em conta a estabilidade no armazenamento, referente a capacidade da enzima manter
a sua atividade catalitica entre o momento de producéo e o seu uso, €, a estabilidade operacional que

descreve a manutencéo da atividade catalitica durante a reagdo (Carvalho et al., 2015).

A estabilidade operacional da enzima é em regra superior apos ser imobilizada, contudo, a sua
atividade residual & quase sempre mais fraca que a da respetiva enzima nativa. Este facto resulta de
perdas de atividade causadas durante o procedimento de imobilizacdo e por efeitos de transferéncia
de massa. Com efeito, nem toda a enzima que é colocada em contacto com o suporte fica imobilizada
no mesmo e, da enzima que é imobilizada com sucesso, parte pode sofrer mudancas conformacionais
que alteram a sua eficiéncia catalitica ou mesmo a inativacdo da mesma (Mateo et al., 2007). E ainda
de referir que no que respeita a atividade das lipases imobilizadas, esta depende de varios fatores

como a prépria lipase, o tipo de suporte e o procedimento de imobilizagdo (Madalozzo, 2011).

Alguns exemplos de lipases comerciais na sua forma imobilizada sdo da lipase de
Thermomyces lanuginosa “Lipozyme TL IM”, de Candida antarctica “Novozym 435” e de Rhizomucour

miehei “Lipozyme RM IM”.

O procedimento de adsorcao € dos mais utilizados devido a sua simplicidade. A enzima é
imobilizada a um suporte sélido por ligagdes de baixa energia (van der Waals ou hidrofobicas, ligacbes
de hidrogénio e iénicas). A eficiéncia da adsor¢cdo depende do tamanho da proteina a ser adsorvida,
da area superficial do adsorvente e principalmente do tamanho dos poros do suporte sélido. A eficiéncia
€ também condicionada pela concentragdo da enzima: a quantidade de enzima adsorvida por
quantidade do suporte aumenta com a concentragédo da enzima em solucéo, atingindo um patamar de
saturacdo (Villeneuve et al., 2000). O uso de aditivos ou solventes polares como o etanol pode
beneficiar o rendimento da adsor¢éo conforme verificado por Balcdo et al. (1996). A escolha do material
de suporte tem em conta fatores como forca mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater

hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcdo de enzima e custo (Villeneuve et al., 2000).
2.2.3.2. Parametros que influenciam a atividade enzimética

A atividade das lipases € influenciada por vérios fatores como a temperatura, forca iénica, pH,
razdo molar, tempo de reacao, substratos do meio reacional e pela atividade termodinamica da agua
(Sahin et al., 2005; Guillén et al., 2011). Além disso, a reacdo pode ser inibida por elevadas
concentracbes de substratos e/ou produtos, a enzima pode sofrer inativagdo por acdo de metais
pesados e outros compostos como produtos de oxidagéo dos lipidos, acidos gordos livres, entre outros
(Mateo et al., 2007).

Respeitante ao pH, a origem da lipase condiciona o pH étimo para a sua atividade. Lipases de
origem fungica tém pH 6timo perto da neutralidade ou ligeiramente acido, contrariamente as lipases de
origem bacteriana que tém um pH 6timo perto da neutralidade ou ligeiramente alcalino (Soumanou et
al., 2013).
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A temperatura € um dos parametros mais estudados no que toca ao aumento da velocidade
de uma reacdo enzimatica. O aumento da temperatura favorece a atividade da enzima até um valor
6timo a partir do qual a aceleracdo da taxa de desnaturagéo provoca a perda de conformacao original
da enzima, inativando-a de forma reversivel ou irreversivel (Malcata et al., 1990). O tempo de vida util
da lipase esta diretamente associado a temperatura de reacéo e a termoresisténcia da enzima e é um
fator que define em grande parte a viabilidade econémica de processos industriais (Bailley & Ollis,
1986). A maioria das lipases funcionam a condi¢cdes de temperatura constantes, sendo o intervalo de
temperatura 6timo entre 30 a 50 °C para lipases microbianas. E ainda de referir que a imobilizacdo das

enzimas pode permitir uma estabilizacao térmica entre 60 a 70 °C (Soumanou et al., 2013).

A atividade da agua é uma medida da agua disponivel no sistema e corresponde a relacdo entre
a pressao de vapor de agua desse sistema e a pressdo de vapor de agua pura no ar saturado a mesma
temperatura (Sancho-Madriz, 2003).

A &gua tem influéncia na manutencéo da estrutura da enzima e o seu funcionamento, afetando
crucialmente a catalise enzimatica (Kuntz & Kauzmann, 1974 citado por Rodrigues, 2011). As lipases
sd0 enzimas que apresentam uma cinética de ativacdo interfacial na interface lipido-agua.
Estruturalmente, contém uma unidade constituida por um oligopéptido helicoidal, que protege o centro
ativo. Esta protecdo abre de forma a expor o centro ativo, quando interage com uma interface
hidrofébica, permitindo o livre acesso ao substrato (ativacao interfacial). A auséncia de agua resulta na
inativacdo da enzima (Reetz, 2002)

A nivel molecular, o0 mecanismo de interesterificacdo envolve a hidrélise da molécula de éster e
posterior reesterificacdo. Assim é necessario que a agua esteja presente pelo menos vestigialmente,
criando um sistema microaquoso, mas ndo em excesso, promovendo apenas a reagdo de hidrolise
(Macrae, 1983). Diferentes enzimas tém exigéncias diferentes em relacdo a aw que necessitam para
manter um nivel apreciavel de atividade catalitica. Para algumas lipases, a aw tem de ser proxima de
1, mas outras lipases, como é o exemplo da lipase de Rhizomucor miehei, demonstram uma atividade

catalitica elevada para valores muito baixos e 6tima abaixo de 0,5 (Halling et al. , 2004).

A atividade da agua influencia a temperatura a que uma determinada proteina sofre desnaturacao
térmica, sendo que a estabilidade das enzimas aumenta consideravelmente em meios com baixos
niveis de atividade da &gua, tornando possivel biotransformacdes a temperaturas mais elevadas que
aquelas usadas em solu¢cBes aquosas convencionais (Aldercreutz, 1982 citado por Rodrigues, 2011).
Para a maioria das enzimas o processo de termodesnaturacao inicia-se entre os 40 °C e 50 °C (Bailley
& Ollis, 1986). Algumas preparacdes comerciais de lipases imobilizadas séo termorresistentes como a
Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), Thermomyces lanuginosa (Lipozyme TL IM) e de Candida
antarctica (Novozym 435) produzidas pela Novozymes A/S, que sdo indicadas na modificacdo
enzimatica na auséncia de solventes organicos devido a sua resisténcia térmica e elevada atividade
(Rodrigues, 2011).

Os produtos de oxidagdo primdria sdo um fator que diminui a atividade e estabilidade das lipases

(Correia & Ferreira-Dias, 1998; Xu et al., 1998). A utilizacdo de gorduras polinsaturadas e sua
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incorporacdo em TAG apresenta como dificuldade a manutencéo da estabilidade oxidativa durante o
processamento e armazenamento dos mesmos, com impacto na atividade e estabilidade das lipases
(Osdrio et al., 2006).

O efeito da presenca de elevados teores de AGL nos meios reacionais na inativacao/inibicéo
de lipases nao é consensual entre estudos. Alguns estudos referem que ocorre, efetivamente, uma
inibicdo de atividade (Dunn et al., 2003), outros afirmam néo ter qualquer efeito negativo na estabilidade
enzimatica (Holm & Cowan, 2008). Quanto maior for o teor inicial em acidos gordos livres, mais

elevados tornar-se-ao ainda, ap6s reagéo de interesterificacéo (Perrin, 1996; Bermejo et al., 2014).
2.2.3.3. Utilizacdo de meios com solvente organico e meio livre de solvente

A producdo de lipidos estruturados com lipases imobilizadas pode decorrer num sistema
descontinuo ou continuo em reator de leito fixo ou leito fluidizado, em meio com solvente ou livre de

solvente, onde participam apenas os substratos (Ferreira-Dias et al., 2019).

O solvente organico tem a capacidade de dissolver ésteres e outros compostos hidrofébicos, o
gue permite que sejam utilizadas condi¢cdes de temperatura proximas da temperatura do meio
ambiente. A extracao e recuperac¢éo dos ésteres produzidos é facilitada o que influencia o desencadear
da reacgdo no sentido de formacao dos produtos. Sendo imiscivel com a agua, cria a particdo entre duas
fases inibindo efeitos inibitérios provocados pelo substrato e/ou produtos. No entanto, a utilizacéo de
solvente organico aumenta a complexidade do meio de reacdo, os custos associados e dificulta a

recuperacao e purificagdo dos produtos desejados (Ferreira-Dias et al., 2019).

Além disso, na industria alimentar o solvente deve ser biocompativel e obrigatoriamente de grau
alimentar. Solventes com log P acima de 4 sdo considerados biocompativeis dado que séo hidrofébicos
e como tal ndo removem a dgua necesséria para a manutencado da atividade biocatalitica. Em sistemas
reacionais catalisados por lipases tem-se utilizado o0 n-hexano apesar de apresentar um valor log P de
apenas 3,5 (Laane et al., 1985).

A utilizagcdo de sistemas livres de solvente para a catalise de SL é preferida de uma perspetiva
ambiental, de seguranca alimentar e do ponto de vista econémico dado que o passo de recuperagéo e
purificagdo dos produtos desejados ndo implica a remoc¢éo do solvente utilizado (Ferreira-Dias et al.,
2019).

2.2.4. Producdao de lipidos estruturados dietéticos

Através do conhecimento do metabolismo lipidico é possivel definir criteriosamente a estrutura
e composicdo do lipido estruturado de forma a alcangar o objetivo desejado, seja atuando contra
doencgas especificas, na melhoria de certos estados metabdlicos ou manutencdo do bem-estar dos
individuos saudéaveis (Akoh, 1995; Kubow, 1996; Willis et al., 1998; Mu & Hay, 2001).

Os triacilglicerois de baixo valor calérico podem consistir em (Ferreira-Dias et al., 2019): i) TAG

com &cidos gordos de cadeia curtam (C) nas posi¢des 1 e 3 e um &cido gordo de cadeia longa (L) na
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posicao interna (CLC), ii) TAG que apresentam um acido gordo de cadeia média (M) nas posicbes 1 e
3 e um acido gordo de cadeia longa na posicdo sn-2 (MLM), iii) TAG que apresentam apenas acidos

gordos de cadeia média na sua constituicdo (MMM).

Os lipidos estruturados dietéticos do tipo MLM permitem a prevencao da obesidade pelo seu
menor valor calérico, 5-7 kcal/g, comparativamente aos lipidos convencionais (9 kcal/g) (Xu, 2000).
Estes novos lipidos sdo produtos com um metabolismo Unico que associam os beneficios de saude
atribuidos aos LCFA (principalmente acidos gordos essenciais), rapidamente absorvidos como 2-MAG
guando na posigdo interna de TAG, e asseguram as vantagens associadas aos MCFA, de facil
digestibilidade, absorcéo e metabolismo dos MCFA quando nas posi¢des sn-1,3 (Jandacek et al., 1987;
DeMichele et al., 1989; Teo et al., 1989; Jennings & Akoh, 2001; Mu & Hgy, 2000, 2001; Xu, 2004).

OS MCFA sédo uma mais valia na nutricdo de individuos com desordens de absorcédo de
gordura ou problemas metabdlicos (Babayan, 1987; Low et al., 2007). Em pacientes que nao
conseguem atingir as suas necessidades nutricionais por via oral ou quando o trato gastrointestinal nao
funciona adequadamente, utiliza-se a nutricdo parentérica (via intravenosa) ou entérica (através do
tubo digestivo). A aplicacdo dos MLM em formula¢Bes de nutricdo parentérica e entérica tem como
objetivo garantir uma taxa de hidrélise e absor¢cdo mais préxima da fisioldgica, fornecendo energia
utilizavel para o musculo através da utilizacdo dos corpos cetdnicos e os LCFA (Mattson & Jandacek,
1991). As misturas fisicas de triacilglicerdis de cadeia média (TCM) e triacilgliceréis de cadeia longa
(TCL) para aplicagbes medicinais retém a taxa de absor¢éo individual de cada um dos 6leos fornecidos,
algo que é modificado nos lipidos estruturados, aumentando a absorcéo total pelo intestino tanto de
MCFA como LCFA (Jandacek et al., 1987; Hasselmann & Kummerlen, 1998; Mu & Hgy, 2000; Osborn
& Akoh, 2002; Xu, 2004; Goldberg, 2012).

No caso de pacientes com insuficiéncia pancreatica e fibrose cistica, com deficiéncias no nivel
de lipases, dado que os SL sdo hidrolisados tdo facilmente quanto os MCFA, o nivel de lipase

pancreética necesséria para hidrolise e absorgao de acidos gordos é menor (Jandacek et al., 1987).

Jé& foi demonstrado o seu papel na preservacgéo da fungéo do reticuloendotelial, atenuacgéo do
catabolismo proteico e melhoria do balanco do azoto, melhoria na fung&o imunolégica sendo vantajoso
para imunossuprimidos ou transplantados, na resposta a infecdo e queimaduras, prevencdo de
trombose, ressecédo de risco de cancro, com inibicdo ou reducdo da taxa de crescimento de tumores,
entre outros. E também utilizado em alimentos do tipo snack em pacientes obesos e idosos. Apesar de
Uteis no controlo da obesidade, o consumo elevado de 4cidos gordos de cadeia média pode ter efeitos
téxicos e aumentar os niveis de colesterol sérico (Akoh, 1995; Willis et al., 1998; Jennings & Akoh,
1999; Mu & Hgy, 2001; Osborn & Akoh, 2002; Goldberg, 2012). A maioria dos lipidos estruturados com
funcdes dietéticas existentes no mercado séo produzidos por interesterificagdo quimica, como é o caso
de Structolipid™, produzido pela Pharmacia e Upjohn AB (Suécia), composto por uma mistura de TAG
de cadeia média (provenientes de 6leo de coco ou de Oleo de palmiste) e TAG cadeia longa
(provenientes de 6leo de soja refinado) (Rubin et al., 2000) e Caprenin™, produzido pela Procter e
Gamble (E.U.A.), é constituido por acido caprilico, a4cido caprico e acido beénico (Webb & Sanders,
1991).
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Relativamente a melhoria de performance, tem sido estudado o impacto do consumo de MCFA
antes do periodo de atividade fisica. A extrapolacédo para os SL assenta na capacidade que os sujeitos
normais e saudaveis tém de converter os SL prontamente aos seus componentes. Os MCFA sao
rapidamente oxidados ao nivel das mitocondrias e utilizados pelos misculos como fonte de energia,
algo que diminuiria a utilizagao de glicogénio e permitiria guarda-lo ao longo do periodo continuo de
esforgco. Outro potencial beneficio seria a inibigdo do pico de insulina e possivel hipoglicémia durante o
exercicio que ocorre apds uma refeicdo com elevados hidratos de carbono. Alguns estudos tém
mostrado de forma consistente um aumento modesto de corpos ceténicos circulantes apds ingestao de
TCM e uma diminuicdo da subida de niveis de insulina apds ingestdo de uma quantidade isocalérica
de glucidos, mas durante o exercicio houve preferéncia pela glucose para oxidacdo (Decombaz et al.,
1983).

A composicao rica em acidos gordos saturados faz com que os MLM sejam menos suscetiveis
a oxidacdo, mais estdveis e também mais sollveis em agua, comparativamente a TCL. Estas
propriedades fazem com que os TCM sejam aplicados no transporte de “flavours”, cores e vitaminas;
na prevencdo de aderéncia e fornecimento de brilho em produtos de confeitaria (Akoh, 1998),

resultando numa alternativa menos caldrica.

A incorporacdo dos &cidos gordos desejados para a formacdo de TAG modificados é
conseguida através de i) acidolise de varios 6leos com &cidos gordos livres, ii) interesterificacdo de
TAG com acidos gordos etilicos ou metilicos (Huang & Akoh, 1996; Feltes et al., 2009), catalisadas por
lipases sn-1,3 especificas (Ferreira-Dias, 2010). Ambas as rea¢des ja foram realizadas em meios livres
de solvente ou na presenca de solvente organico, em sistema continuo ou descontinuo. Na maioria das
experiéncias (Quadro 1), utilizaram-se lipases comerciais imobilizadas em cargas entre 4% (Shimada
et al., 1996) a 20% (Jennings & Akoh, 2000, 2001).

A acidolise e interesterificacdo sdo reacdes reversiveis, onde se atinge o equilibrio.
Distinguem-se em duas fases: inicialmente, ocorre a hidrolise das ligacdes éster com libertacdo dos
acidos gordos; de seguida, ocorre a esterificacdo dos AGL ao esqueleto da molécula de glicerol. A
otimizacdo da reacgéo resulta do balanco da taxa das rea¢@es de hidrélise e esterificacdo (Ferreira-Dias
et al., 2019).

O equilibrio e a velocidade das reacdes de interesterificacdo sao funcédo de varios pardmetros
tais como a temperatura de reac¢do, a composicao do sistema reacional, o teor de 4gua, a carga da
enzima, a presenca de inibidores da reacdo. Até ao momento de equilibrio ocorre a incorporacao dos
AGL nos TAG presentes no sistema. Devido a cinética da reagdo, 0 maximo de incorporagéo de AG
observado na acidolise € usualmente inferior a 50 mol-%, valor inferior ao maximo teérico de 66 mol-%
esperados quando séo utilizadas lipases sn-1,3 especificas. A utilizacado destes biocatalisadores ndo
permite resolver totalmente a migracéo de acilo que resultam na deterioracéo da qualidade dos SL e
formacgdo de produtos secundérios indesejaveis. Além dos fatores mencionados anteriormente que
condicionam a reacdo, a migracao de acilo é afetada também pelo suporte enzimético, o solvente e o
sistema utilizado (Xu, 2003).
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Reacéo Substratos Biocatalisador Sistema Referéncia
Oleo d h Enzima nao
€0 de grainha comercial -
. - Meio livre de Costa et al.,
Aciddlise de uva + imobilizada ROL (
e CPL solvente 2018)
C8:0/C10:0 imobilizada no
latex da papaia
Oleo de semente Meio livre de
o i ) (Sousa et al.,
Aciddélise de abdbora + Lipozyme TL IM solvente ou n- 2018)
C10:0 hexano
Esterificacdo
directa; Concentrado de )
o ] Novozym 435 (Morales-Medina
Esterificacdo em  PUFA de 6leo de Lipozyme n-hexano
. . RM IM etal., 2017)
dois passos; sardinha + C8:0
acidolise
o Oleo de abacate ~ Lipozyme TL IM Meio livre de (Caballero et al.,
Aciddlise e Lipozyme
+ C8:.0 RM IM solvente 2014)
lipase 2 de
) Yarrowia o
L Azeite + ) ) Meio livre de (Casas-Godoy et
Acidolise lipolytica
C8:0/C10:0 ) - solvente al., 2013)
imobilizada nao
comercial
S Azeite + ROL imobilizada Meio livre de (Nunes et al.,
Acidolise ]
C8:0/C10:0 nédo-comercial solvente 2012)
Oleo de peixe +
éster metilico de o
- ) Meio livre de (Feltes et al.,
Interesterificacao C8:.0 Lipozyme RM IM
3 _ solvente 2009)
Oleo de peixe +
TCM
o Oleo de sésamo ) Meio livre de (Kim & Akoh,
Acidélise Lipozyme RM IM
+ C8:.0 solvente 2006)

O fator tempo e temperatura demonstram promover a reacdo de migracdo de acilo como
demonstrado durante producdo de lipidos estruturados de baixo valor calérico num sistema
descontinuo, com a lipase comercial de Rhizomucor miehei num meio livre de solvente (Xu et al., 1998)
, utilizando o mesmo biocatalisador na reacao de aciddlise de dleo de girassol e uma mistura de acido
palmitico e esteérico (Carrin & Crapiste, 2008) ou durante a reacao de aciddlise de éleo de sésamo e
acido caprilico. Neste mesmo sistema, a razdo molar AGL:TAG n&do demonstrou efeito significativo na

migracdo de acilo (Kim & Akoh, 2005). No geral, a migragdo de acilo ocorre com menor extenséo
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quando em sistemas de reator de leito continuo e em meio livre de solvente (Xu et al., 1998; Moreno et
al., 2004; Kim & Akoh, 2006).

A incorporacdo de M em TAG mostrou ser dependente do tipo de substrato, da razao molar
0leo:AG, do biocatalisador utilizado, do tipo de sistema (solvente orgénico vs meio livre de solvente) e

0 modo de operagéo (descontinuo vs continuo) (Ferreira-Dias, 2010).

A razao molar 6leo:AG 6tima para a producéo de lipidos estruturados por acidélise varia de
acordo com o biocatalisador e o sistema de reacao utilizado. Na aciddlise em reatores descontinuos de
trioleina com acido caprilico, catalisada pela lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM IM), em n-hexano, observou-se um decréscimo na taxa reacional quando a razao molar
6leo:acido caprilico foi superior a 1:6, provavelmente devido a fatores inibitérios do aumento do acido
(Camacho et al. 2003). Foram obtidos resultados semelhantes na acidélise de 6leo de soja com acido
caprilico, em meio livre de solvente, catalisada pela lipase comercial imobilizada de Thermomyces
lanuginosa (Lipozyme TL IM) (Turan et al., 2006). A incorporacéo de acido cdprico em banha, em n-
hexano aumentou até a uma razao molar de banha:acido caprico de 1:2, enquanto que para razdes
molares superiores (até 1:8) ndo ocorreu aumento significativo da incorporacdo de acidos gordos.
Contudo, foi observado um aumento de acido estearico em triacetina (Yang et al., 2001) e de GLA
numa mistura de 6leo de palmiste e oleina de palma (Lumor & Akoh, 2005) com o aumento da razéo

molar.

Apesar do possivel aumento da incorporacdo de &cidos gordos com o aumento de AG
utilizados, a presenga em excesso de acidos gordos que ndo reagem € indesejavel do ponto de vista

da pureza e obtencao final do produto (Ferreira-Dias, 2010).
2.3. Processo de obtencéo e caracterizacéo de 6leo de bagaco de azeitona

A azeitona, fruto da oliveira, é composta por polpa (70-90% do fruto), o endocarpo (9-27%) e a
semente (2-3%) (Moral & Méndez, 2006). Uma azeitona possui uma quantidade média em o6leo,
proveniente da polpa, de cerca de 22% do seu peso fresco (44% do peso seco) (Kiritsakis & Markakis,

1988) podendo atingir 65% do peso seco com o0 amadurecimento (Fernandez & Garrido, 1971).

De acordo com o Regulamento (UE) n.° 1308/2013, os azeites designados como virgens sao
0s azeites obtidos a partir do fruto de oliveira unicamente por processos mecanicos ou outros processos
fisicos, em condi¢cBes que ndo alterem o produto e que ndo tenham sido submetidos a outros
tratamentos além da lavagem, da decantagdo, da centrifugacdo ou da filtracdo, com exclusdo dos
azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de acdo quimica ou bioquimica ou por processos de

reesterificacdo, bem como de qualquer mistura com 6leos de outra natureza.

A producéo do azeite virgem pode ser dividida em cultivo, colheita, preparacéo e obtencao de azeite

e armazenamento e acondicionamento do produto (Marques, 2015).

Ap6és a colheita das azeitonas na fase ideal de maturacéo, os frutos sdo transportados para o lagar,

atravessam um processo de selecdo, limpeza e lavagem e séo posteriormente moidos, formando uma
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pasta que é batida e aquecida durante a termobatedura para o aumento do rendimento de extracdo do
azeite (Figueiredo et al., 2014; Marques, 2015). Durante o processo promove-se a rutura das células
vegetais, permitindo que as goticulas de azeite contactem com enzimas que, na presenca de oxigénio
desenvolvem reacfes de degradacdo. A partir dos aglcares podem também ocorrer reacdes de
fermentac&o por microrganismos, com formacéo de etanol, &cido acético e acetato de etilo. Todos estes
fatores estdo associados a ocorréncia de reagGes de hidrolise e oxidacao lipidica, originando,
respetivamente, acidos gordos livres e hidroperoxidos que desempenham um papel importante na
qualidade do azeite (Navarra et al., 2011). A tecnologia de separacéo sélido-liquido difere de acordo
com o sistema de extracdo utilizado, existindo o sistema tradicional de prensas, o sistema continuo de
trés fases e o sistema continuo de duas fases. Pelo que, é na extracdo propriamente dita que residem

as diferencas entre os varios processos (Aparicio & Harwood, 2013).

O sistema tradicional de prensagem e o sistema continuo de trés fases originam no final do
processo o azeite virgem (produto principal), o bagaco de azeitona seco e as aguas rucas (Aires, 2007;
Aparicio & Harwood, 2013). O sistema continuo de duas fases é considerado mais ecolégico e tem
vindo a substituir os processos de extracao tradicional e continuo de trés fases. No final do processo
obtém-se 0 azeite virgem, o bagaco humido e uma reduzida quantidade de aguas rucas (Aparicio &
Harwood, 2013). Contudo, o sistema de duas fases é responsavel pela producdo de maiores
quantidades de bagaco de azeitona caracterizado por um elevado teor de humidade, sendo assim

designado de bagaco de azeitona himido (Aires, 2007).

Em média, 100 kg de azeitona produzem cerca de 20 kg de azeite (Alcaide et al., 2010);
conforme os casos, e em fun¢éo dos sistemas de extragdo, e produzem os efluentes e os subprodutos
seguintes: 40 kg de bagaco (taxa de humidade de 25-35%) mais 40 kg de 4guas residuais se se utiliza
o sistema tradicional (de prensas); 55 kg de bagaco (taxa de humidade de 45%-50%) mais 100 kg de
aguas residuais se se utiliza o sistema continuo a 3 fases; 70 kg de bagaco (taxa de humidade superior
a 60%) mais 10 kg de dguas residuais se se utiliza o sistema continuo a 2 fases (CAR/PP, 2000; Moral
e Méndez, 2006).

As aguas rucas apresentam maiores problemas para a industria do azeite dado que resultam em
efeitos nefastos para os ecossistemas quando descarregados indevidamente para o meio ambiente,
gue vao desde a ameaca a vida aquéatica, poluicao das aguas superficiais e subterraneas, maus odores,
fitotoxicidade e alteracdes na qualidade do solo (Kiril et al., 2010), potenciando assim graves problemas
ecoldgicos (Dermeche et al.,, 2013). Uma vez que ainda ndo existe uma solucdo eficiente e
economicamente viavel de valorizar/tratar este efluente que acaba por ser descarregado no meio
ambiente, houve uma crescente adeséo ao sistema de duas fases para evitar a sua produgédo (MADRP,
2007).

O bagaco de azeitona é constituido por polpa e epicarpo dos frutos, partes do caroco e do
tegumento da azeitona triturados, além de agua, podendo apresentar elevada variabilidade nos teores
de dOleo residual e de 4gua (Mendoza et al., 1996; Gariso, 2011). Apresenta compostos inorganicos e
quantidades apreciaveis de lenhina, celulose e hemicelulose, bem como outra matéria orgénica que

inclui proteinas, polidlcoois, acidos gordos, aclcares, polifendis e outros pigmentos (Rincén et al. 2013).
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A carga organica que comporta é responsavel pelo seu caracter fitotoxico e antimicrobiano que
conjuntamente com o elevado teor de humidade (principalmente no caso do bagaco himido) torna
dificii o seu manuseamento, armazenamento e ftransporte, caracteristicas que dificultam o
tratamento/valorizagao deste residuo (Niaounakis & Halvadakis, 2006). Uma das possiveis formas de
tratamento/valorizacao aplicadas a nivel industrial encontradas para o bagaco de azeitona é a obtencéo
de 6leo de bagaco de azeitona por um processo de extragao usando n-hexano, seguida de cogeracgao
de energia elétrica (Ruiz-Méndez et al., 2013).

Os bagacos obtidos no lagar de azeite sao, na sua grande maioria, encaminhados para fabricas
extratoras do 6leo de bagaco de azeitona. Considera-se a entrada de dois tipos de bagaco, o himido
(proveniente dos lagares de 2 fases) e 0 seco (proveniente dos lagares de trés fases e do sistema
tradicional de prensas). Em ambos os casos, efetua-se uma secagem até que o teor de humidade seja
de 8% - 10% e uma extracao quimica com a ajuda de hexano, que dissolve a fracédo oleosa do bagaco

e permite a obtencdo do 6leo de bagacgo de azeitona bruto (Freitas, 2007).

No caso do bagaco de duas fases, este pode ser sujeito a uma segunda centrifugagéo
permitindo extrair 40 a 60% do 6leo retido utilizando decanters. O 6leo obtido é comercialmente
classificado como 6leo de bagaco de azeitona bruto devido as caracteristicas que apresenta (Moral &
Méndez, 2006).

O intervalo de tempo entre a saida do lagar e a chegada até a empresa extratora de 6leo de
bagaco de azeitona deve ser curto (Freitas, 2007). No entanto, o baga¢co humido pode permanecer em
lagoas nas imediacBes até cerca de seis meses, dependendo da capacidade do extrator. A exposicao
prolongada ao oxigénio, resulta em fendmenos de degradacdo como a hidrélise, a oxidacao e formacao
de compostos de fermentagédo como ésteres metilicos e etilicos. As propriedades do 6leo que se obtém
a posteriori variam consoante o tempo de armazenamento (Moral & Méndez, 2006) e sao
principalmente afetadas quando armazenados por mais de dois meses e, principalmente, em dleos que

sofreram dupla centrifugagéo (Hinojosa & Méndez, 2004).

Os bagacos tradicionais e de trés fases requerem um pré-condicionamento diferente dos de

duas fases, antes da extragdo por solvente (Moral & Méndez, 2006).

A etapa crucial de secagem requer elevado consumo energético e exige uma pesquisa
continua no sentido de minimizar o tempo de residéncia, custos e melhoria da qualidade do produto
obtido (Freire et al., 2001). Em secadores rotativos, a 4gua presente no bagaco sofre evaporagéo por
transferéncia de calor de gases de aquecimento que circulam a uma temperatura de aproximadamente
450 °C (Petrakis, 2006). Os gases de aquecimento e vapores formados séo posteriormente arrefecidos

e limpos antes da sua emisséo.

O bagaco extratado, que € um residuo obtido no final da extracado de 6leo de bagagco com
solvente, ou os carocos separados anteriormente sdo uma alternativa eficiente em termos de calor,
custo e impacto ambiental com baixo contetdo de cinzas, aos gases exaustos de turbina ou planta de
cogeracao (Moral & Méndez, 2006).
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A temperatura de secagem do 6leo de bagaco de azeitona bruto promove a degradacédo do
Oleo. Este facto é visivel pelo aumento da acidez, indice de perdxidos e coeficientes de extincdo
especificos, bem como pelo aparecimento de polimeros corados acastanhados e a oxidacao dos TAG
(~35%) (Gomes & Caponio, 1997).

Podem-se distinguir as seguintes fases do processo de obtengdo do 6leo de bagaco de
azeitona bruto: preparacéo da polpa, extragdo com o hexano, dessolventizag&o e destilacdo da miscela
(mistura de solvente e 6leo) (Ortega et al., 2001).

A polpa de azeitona apés secagem é submetida a uma moenda de forma a permitir um nivel
de percolacao ideal e a adequada penetragdo do solvente nos sélidos e misturada com uma pequena
quantidade de carocos de azeitona para melhor drenagem. A preparacdo da polpa tem como objetivo
garantir um elevado rendimento de extracdo tal como facilitar a dessolventizacdo (Moral & Méndez,
2006).

Existem varios métodos de extracéo e destilagdo da miscela, ou seja, a separa¢édo da mistura
de dOleo e solvente. Na extragdo com solvente ocorre a mistura de uma fase liquida, o hexano, com uma
fase solida, o bagaco, em que o solvente penetra no bagaco e desenvolvem-se fendbmenos de
dissolucéo e difuséo, ocorrendo a transferéncia do 6leo das particulas do bagaco para o solvente (Moral
& Méndez, 2006).

Resultam da extracao residuos sélidos de bagaco extratado separados por meios mecanicos

ou graviticos e uma solugcao composta por éleo dissolvido em solvente, a miscela.

O hexano presente no residuo sélido é evaporado sob vacuo em um dessolventizador, que
consiste numa coluna vertical com varios pratos de dupla face aquecida a vapor (Pefa et al., 2003).
Este residuo é usualmente seco e arrefecido num conjunto de pratos adicionais, localizados abaixo dos
utilizados no processo de dessolventizagdo (Moral & Méndez, 2006)

Durante a destilagdo ocorre a separacdo dos componentes da miscela através da introducao
de suficiente calor para a destilacdo do componente com menor ponto de ebulicdo. O n-hexano deve

ser recuperado e reincorporado no processo (Moral & Méndez, 2006; Petrakis, 2006).

ApoOs a destilagdo obtém-se o 6leo de bagago de azeitona bruto, definido como “o 6leo obtido
de bagaco de azeitona por tratamento com solventes ou por processos fisicos, ou 6leo correspondente,
com excecgdo de certas caracteristicas especificas, a um azeite lampante, com exclusao dos 6leos
obtidos por processos de reesterificacdo e de qualquer mistura com 6leos de outra natureza, e cujas
outras caracteristicas estdo conformes com as estabelecidas pela Comissdo, nos termos do artigo 75°,
n® 2, previstas para esta categoria” (Regulamento (UE) n.° 1308/2013).

Este 6leo caracteriza-se por uma coloragao verde escura, caracteristica do elevado teor em clorofilas,
odor e sabor desagradaveis (Petrakis, 2006). A natureza do processo de obtencéo do 6leo de bagaco
de azeitona bruto, faz com que coloracdo também escureca, devido as altas temperaturas a que fica

submetido o bagaco na fase de secagem (Gomes & Caponio, 1997).
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A extracdo quimica é responsavel pela maior fracdo insaponificavel do éleo de bagaco de
azeitona bruto comparativamente ao azeite (Gutiérrez & Izquierdo, 1994 citado por Sebadelhe, 2008).
E notdria a presenga em maior quantidade de ceras, esteroéis totais e eritrodiol e uvaol nos 6leos de
bagaco de azeitona do que nos azeites (Ruiz-Méndez & Dobarganes, 1999; Regulamento Delegado
(UE) 2015/1830). Devido ao efeito do processamento, principalmente da secagem, nas propriedades
do 6leo de bagaco de azeitona, a legislacédo europeia estabelece para o 6leo de bagaco de azeitona
parametros como a acidez, presenca de acidos gordos trans, da absorcdo no ultravioleta, entre outros,
superiores (Moral & Méndez, 2006).

A composicdo em acidos gordos deste subproduto é idéntica aos restantes produtos obtidos a
partir da azeitona, correspondendo as maiores percentagens ao acido gordo monoinsaturado oleico
(55,0%-83,0%), ao acido linoleico (3,5%-21,0%) e ao acido palmitico (7,5%-20,0%). A composi¢cdo em

acidos gordos e isémeros trans dos 6leos provenientes da azeitona encontra-se presente no Anexo |.

A extracdo do 6leo de bagaco de azeitona, a sua refinagdo, embalamento e distribuicdo tém
um papel decisivo na atividade econémica do sector (10% da producao agricola final em Espanha)
(Moral & Méndez, 2006). Durante a refinacdo sdo removidos alguns compostos do 6leo como os
fosfatideos e substancias mucilaginosas, que possam precipitar durante o periodo de armazenamento
e uso, através de uma degomagem (Marques, 2015). Os &cidos gordos livres sdo neutralizados e
eliminados na forma de sab8es com hidroxido de soédio ou hidroxido de potassio, que sdo depois
separados por centrifugacdo (Marques, 2015). Durante a descoloracdo os compostos clorofilinos,
carotenoides e pigmentos acastanhados formados durante a aplicacdo de elevadas temperaturas no
processamento sdo removidos (Marques, 2015). Contudo, nesta etapa pode ocorrer 0 aumento de
produtos de oxidagdo secundarios (Antonopoulos et al., 2006). Sdo também removidos os compostos
volateis formados durante a refinacdo que resultam em odor desagradavel e também na remogéo
parcial de substancias relativamente volateis como esterois, hidrocarbonetos ou tocoferodis durante a
desodorizagdo (Marques, 2015)

O dleo de bagaco de azeitona bruto compreende uma composigdo em &cidos gordos idéntica
ao azeites virgens, refinados e 6leos de bagaco de azeitona refinados, gragas a manutencdo da
composicao em acidos gordos inicial (Varela, 2012), propriedades semelhantes a outros 6leos vegetais
como o de soja, girassol ou colza e um preco de mercado competitivo (750 €/tonelada) (Gariso, 2011,
Olimerca, 2019). As propriedades do 6leo de bagaco de azeitona bruto estdo representadas no anexo
1.

O aproveitamento do Oleo de bagaco de azeitona bruto como substituto de outros Gleos
vegetais virgens na producao de lipidos estruturados, um produto de valor acrescentado, pode ter um

impacto positivo no sector oleicola (Figueiredo et al., 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1. Biocatalisadores e suportes de imobilizagdo

As reacdes de acidolise realizadas foram catalisadas pelas lipases comerciais Lipozyme® RM
IM e Novozym® 435 (Novozymes A/S, Dinamarca).

A Lipozyme® RM IM consiste numa lipase sn-1,3 especifica de Rhizomucor miehei, imobilizada
em resina de troca i6nica fraca, Duolite A568, que é utilizada maioritariamente na obtencao de lipidos
estruturados de valor acrescentado. Este biocatalisador mantém a sua estrutura secundaria e terciaria
numa vasta gama de temperatura, com uma temperatura 6tima de 70°C e temperatura de desnaturacéo
de 90°C. A imobilizacédo de lipase de Rhizomucor miehei em resina ibénica permite a manutencao de

100% da seletividade enzimatica.

De acordo com a Strem Chemicals Inc., o biocatalisador Novozym® 435 é uma lipase nao
especifica que deriva da enzima de Candida Antarctica B, imobilizada numa barreira hidrofébica de
resina acrilica. Atua numa gama de temperatura de 20 °C-110 °C, com temperatura 6tima entre 30°C
e 60°C. Apresenta uma atividade de 10000 PLU/g (1 PLU é a quantidade de atividade enzimatica que
produz 1 umol de laureato de propilo por minuto, em condi¢des-padrao), com boa performance em
condi¢des anidras. Oferece especificidade para substratos como ésteres e alcoois e regio- e enantio-
seletividade.

Foram também realizados ensaios com enzimas liquidas (Lipozyme CALBL, Novozym 735 e
Novozym 388) imobilizadas nos suportes Lewatit® VP OC 1600 e Accurel MP 1000.

A Lipozyme® CALBL apresenta uma atividade de 5000 LU/g (LU: unidade de lipase) e
temperatura 6tima entre 30°C e 60°C. Tal como a Novozym® 435, deriva da lipase ndo especifica de

Candida antarctica B. Demonstra elevada especificidade para ésteres e alcoois (Novozymes, 2016).

A Novozym 735 corresponde a lipase de Candida antarctica (agora M Antarcticus) A (CAL-A)
que € caracterizada como termoestavel, operacional até 90°C e capaz de sintetizar ésteres lipidicos,
na presenga de agua, quando os substratos (éster e alcool) séo pouco soluveis ou insoluveis em agua
(Brenneis et al., 2004). Ocorre reducao significativa de atividade na presenca de ésteres hidrofilicos.
No seu estado original tem atividade de aciltransferase mais baixa que o grupo CpLIP2 (do
microrganismo Candida parapsilosis), mas mais elevada que as lipases classicas (Patkar et al., 1993;
H@egh et al., 1995; Pfeffer et al., 2006). E referido que a enzima no seu estado puro revela atividade
6tima entre 50 e 70°C e pH neutro. Além disso, utiliza preferencialmente 4cidos gordos de cadeia curta
(C4:0-C8:0) (Pfeffer et al., 2006).

A lipase de Rhizomucor miehei em formulagcdo liquida, conhecida comercialmente como

Novozym® 388, é uma enzima sn-1,3 seletiva produzida por Aspergillus sp (Asano et al., 2015).
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As resinas Accurel MP 1000 e a Lewatit VP OC 1600 s&o suportes hidrofdbicos. O suporte de
imobilizacdo Lewatit VP OC 1600 é um polimero de ésteres metacrilicos, de forma esférica e com uma
aparéncia branca opaca. Possui uma area especifica de 130 m?/g com uma dimenséo média de poro
de 15 nm e um teor de agua de 55-65% (Severino, 2014). Foi oferecido por Lenntech, Lanxess
Energizing Chemistry, Holanda. A Accurel MP 1000 é uma resina polimérica a base de polipropileno
(Villeneuve et al., 2000) porosa que permite a adsorcdo de aditivos a 65% (ACCUREL®, 2018), com
uma area especifica de 70 m2/g e um diametro médio de poro de 2000 nm (Bule, 2014).

3.1.2. Substratos

Fonte de triacilglicerdis

Utilizou-se 6leo de bagaco de azeitona bruto fornecido pela empresa Ucasul-Unido de
Cooperativas Agricolas Ucrl, como fonte de acido oleico para a obtencdo de lipidos estruturados
MLM. Este 6leo foi posteriormente submetido a adsorg&o e também utilizado como substrato.

De acordo com o Regulamento n° 1989/2003, de 6 de novembro,o 4leo de bagaco de azeitona
bruto tem como componentes maioritarios o acido gordo monoinsaturado oleico (C18:1), o acido
palmitico e o acido polinsaturado linoleico.

Fonte de 4cidos gordos de cadeia média

Utilizaram-se o acido caprilico (CsHi1602; MM:144,21 g/mol) e o &cido caprico (CioH200z2;
MM:172,26 g/mol),com grau de pureza superior ou igual a 98% e também, o octanoato de etilo
(C10H2002; MM 172,26 g/mol), o decanoato de etilo (C12H2402; MM 200.32 g/mol), o octanoato de metilo
(CoH1802; 158,24 g/mol) e o decanoato de metilo (C11H2202); 186,29 g/mol), com grau de pureza
superior ou igual a 99%, da TCI Europe N.V., Bélgica, de modo a fornecer os acidos gordos livres de
cadeia média.

3.1.3. Reagentes
Os principais reagentes utilizados para a execu¢do do presente trabalho foram os seguintes:

2,2,4-Trimetilpentano 99,8%, anidro, de grau analitico, da Fischer Scientific, Reino Unido;
Acetona, de grau analitico, da Fischer Scientific Reino Unido;

Acido orto-fosférico 85% previamente preparada;

Albumina bovina (>96%), da Sigma-Aldrich;

Alcool Etilico 98,8% de grau analitico, Fischer Scientific, Reino Unido;

Azul Coomassie brilhante G 250, reagente de laboratério, da BIOCHEM Chemopharma,;
Diclorometano, de grau analitico;

Eter dietilico de grau analitico;

Fosfato dissédico hidratado (NazHPO4.12H20), da Panreac Quimica S.A;

Fosfato monopotassico (KH2PO4), da Panreac Quimica S.A;

Glutaraldeido 25%, da Merck;

A N N N N N N N RN
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Hidroxido de sddio, da Fischer Scientific Reino Unido;

Monodecanoina (99%), da Larodan AB;

n-Heptano, de grau analitico, da Fischer Scientific;

n-Hexano 95%, de grau analitico, da Carlo Erba Reagents;
N-metil-Ntrimetil-silil-trifluoracetamida — MSTFA (>90%), da TCI Europe N.V., Bélgica;
Piridina, de grau analitico, da Fischer Scientific;

Solucéo de fenolftaleina;

Sulfato de sédio anidro, da Panreac Quimica S.L.U;

Tetracloreto de carbono, da Fischer Scientific, Reino Unido;

Tetrahidrofurano, da Merck.
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3.2. Métodos

3.2.1. Remocdao dos pigmentos do 6leo de bagago de azeitona bruto por adsorcao

Foram disponibilizadas pela empresa Ucasul, quatro amostras de 400 mL de um lote de éleo de

bagaco de azeitona (OBA) bruto (6leo B).

ApGs a caracterizacdo das quatro amostras, procedeu-se a mistura e homogeneizacdo da
totalidade do 6leo num gobelé de 2000 mL com o agitador Eurostar digital (IKA Labortechnik), durante

5 min a 700 rpm.

Com o objetivo de avaliar o impacto do teor de pigmentos nas reacdes de aciddlise realizaram-

se extracBes sucessivas dos pigmentos do 6leo B, por adsorcdo com terras ativadas.

A adsorcao é comparavel a descoloragéo utilizada no processo de refinacéo de 6leos vegetais,
com o objetivo de remogédo de pigmentos. Consiste na retengcdo de uma espécie quimica (adsorvato)
de uma fase fluida pela superficie de um sélido, o adsorvente. Durante o processo de adsorcao,
estabelece-se um equilibrio de concentracdo para o adsorvato. Quando o equilibrio termodinamico da
concentracdo de adsorvato estiver estabelecido entre a solu¢éo e o adsorvente, ndo ocorre qualquer
adsorcao adicional (Doran, 1996). As terras ativadas sdo muito mais eficientes como adsorvente do
que as terras naturais, em particular em 6leos escuros. A percentagem de terras usadas varia entre
0,15% e os 4% (Pécego, 2014).

Pode distinguir-se dentro do processo trés tratamentos, com diferentes condigbes de
temperatura, tempo de contacto e separacdo (Quadro 2) (Zschau, 2000; Valenzuela Dias & Souza
Santos, 2001).

Condicdes Tratamento 1 (1° T) Tratamento 2 (2° T) Tratamento 3 (3°T)
Temperatura (°C) 65 90 110
Tempo de contacto
_ 60 40 30
(min)
i . Filtracéo a baixa Filtragéo a baixa i .
Método de separacgao . . Centrifugacdo
presséo presséo

Durante os tratamentos, o 6leo foi aquecido em placa de aquecimento num gobelé, com
controlo de temperatura por termémetro. O contato entre o 6leo e as terras ativadas (4% (m/v)) foi

promovido por acao do agitador mecanico Eurostar digital (IKA Labortechnik).

Apos as duas primeiras reacdes de adsorc¢éo, o 6leo foi filtrado recorrendo a bomba de vacuo
de diafragma KNF Laboport. Retirou-se uma amostra do 6leo obtido apés o primeiro (6leo apds 1°T) e

segundo tratamento (6leo apos 2° T). O resultado da Ultima reacdo de adsorcdo foi submetido a
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centrifugacao durante 15 min a velocidade 7 na centrifuga MLW T52.1. O 6leo obtido no final do terceiro

tratamento é designado como 6leo descorado (6leo D).
3.2.2. Caracterizacdo do 6leo de bagaco de azeitona

As quatro amostras de 6leo de bagaco de azeitona bruto foram caracterizadas com base na

acidez do 6leo, absorvancia no ultravioleta (UV) e cor e caracteristicas cromaticas, em triplicado.

A mistura da totalidade do 6leo de bagaco de azeitona bruto e o 6leo descorado, obtido apés
o conjunto de tratamentos de extragdo de pigmentos, foram caracterizados quanto ao perfil de acidos
gordos, a acidez do 6leo, absorvancia no UV, cor e caracteristicas cromaticas e teor em clorofilas totais,

em triplicado.

As amostras de 0leo obtidas ap6s o primeiro e segundo tratamento de extragdo de pigmentos
foram avaliadas quanto a sua acidez, absorvancia no UV e cor e caracteristicas cromaticas, em
triplicado.

3.2.2.1. Determinacédo do perfil de &cidos gordos

A andlise da composi¢do em acidos gordos do OBA B e D foi realizada pelo Laboratério de

Estudos Técnicos, no Instituto Superior de Agronomia.

A determinacédo decorreu de acordo com o anexo X do Regulamento (CEE) 2568/1991, de 11
de julho. Procede-se em duas fases: a prepara¢ao dos ésteres metilicos dos &cidos gordos (anexo XB)
e a aplicacdo da cromatografia gasosa para determinar qualitativamente e quantitativamente a

composicao da mistura de ésteres metilicos dos acidos gordos (anexo XA).

O método de metilacdo adequado para a amostra de 6éleo de bagaco de azeitona é o método
de metilagdo a quente por meio de uma solu¢cdo metandlica de metéxido de sédio, seguida de uma
esterificacdo em meio acido.

3.2.2.2. Determinacé&o da acidez

A determinacdo da acidez do 6leo foi efetuada de acordo com o procedimento indicado pela
Norma Portuguesa NP-903 (1987).

Este método permite avaliar o grau de alteragdo de um 6leo através da hidrélise (Perrin, 1996;
Bermejo et al., 2014). Durante a reagéo de hidrélise, as moléculas de 4gua, que séo um fraco nucledfilo,
atacam as ligacdes éster dos triacilglicerois, produzindo glicerol, acilgliceréis mais simples e acidos

gordos livres (Santos, 2016).

Uma toma de amostra de 1 g foi dissolvida em 50 mL de mistura dissolvente de éter
dietilico:etanol (1:1 v/v). A determinagdo da acidez baseia-se na neutralizagéo dos acidos gordos livres
da amostra com uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 N, por titulacdo, na presenca do
indicador fenolftaleina.
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O ponto de equivaléncia é visualizado pela alteracao de cor para rosa claro, quando os acidos

gordos livres presentes na amostra reagem na totalidade com o titulante (McNaught & Wilkinson, 1997)

A acidez (A) foi expressa em percentagem massica de acido oleico e calculada da seguinte forma:

100
A=VX—xXMXxX—
1000 m

(Equacéo 1)
Onde,

V: volume de NaOH consumido, expresso em mL

c: concentragdo da solu¢éo de NaOH utilizada como titulante, expressa em mol/L

M: massa molar, em grama por mole, do acido oleico (282 g/mol)

m: massa de amostra analisada, expressa em g.

Sabendo que a solugéo de NaOH utilizada tem a concentracéo exata de 0,1 N, a equacéo 1 pode

ser simplificada:

A= in‘sz (Equacio 2)
3.2.2.3. Determinacé&o dos produtos de oxidagao

Os produtos de oxidacdo foram determinados por espetrofotometria ultravioleta (UV) segundo a
Norma Portuguesa NP-970 (1986).

A oxidacéo dos acidos gordos insaturados resulta na formagao de produtos primarios de oxidagao
(hidroperdxidos) e deslocacdo das duplas ligagdes com a consequente formacdo de dienos
conjugados, que absorvem radiagcao para um comprimento de onde de 232 nm. Os peroxidos, produtos
primarios de oxidagdo, sdo intermediarios instaveis, sobretudo a temperaturas elevadas ou em
presenca de metais de transicdo. Por decomposi¢éo, originam compostos de natureza muito diversa
(aldeidos, cetonas), os quais sdo genericamente designados produtos secundarios Estes absorvem
radiacdo para um comprimento de onda (c.d.o) entre 268 e 270 nm ( Kiritsakis, 1992; NP-970, 1986).

Para a determinacao espetrofotométrica preparou-se uma solugdo de 0,1 g de amostra diluida

em 10 mL de iso-octano, num baldo volumétrico de 10 mL e homogeneizou-se.

A determinacdo dos produtos de oxidacdo foi efetuada em células de quartzo utilizando o
espetrofotémetro UNICAM UV/Vis, com iso-octano como referéncia, nos valores de comprimento de
onda 232, 268, 270 e 272 nm.

A lei de Lambert Beer indica que a absorvancia é diretamente proporcional a concentragdo, sem
limitagdo. No entanto, h4 uma maior preciséo e linearidade em solucdes de absorvancia entre 0,2 e
0,8. Como tal, foi necessario preparar uma diluicdo de 1:10 da solucédo inicial para outro baldo

volumétrico de 10 mL, recorrendo a uma micropipeta para transferir 1 mL da solugédo anterior.
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Para obter os valores de extingéo especifica K232 e Kz7o € necessario ter em conta:

E: o valor de extingéo (corresponde ao valor de absorvancia) lido no comprimento de onda 232 nm e

270 nm, respetivamente;
¢’: a concentracéo da solucdo, expressa por g em 100 mL;
s: a espessura da célula de quartzo (s=1 cm).

Devido a dilui¢do da solugéo inicial é necessario, também, ter em conta a massa de amostra analisada

e o volume de ambas as solugdes para o calculo de c’.

Assim sendo, utilizou-se a seguinte equacao:

(Equacéo 3)

CIXS
3.2.2.4. Determinacédo da cor e caracteristicas cromaticas

A determinagdo de pigmentos foi realizada adaptando o procedimento descrito pela Norma
Portuguesa NP-937:1987 relativa a determinacdo da cor dos 6leos e suas caracteristicas cromaticas

em gorduras e 6leos comestiveis.

Segundo a Commission Internationale de L'éclairage (CIE), a cor é um aspeto da percecéo visual
de um objeto distinto, que um observador distingue mediante o tamanho, forma, textura, posicao e
brilho, dependendo os mesmos da posicao espectral da luz incidente e também da geometria da 6tica

de visualizacéo (Gariso, 2011).

A CIE introduziu o sistema RGB (red-green-blue) e com ele o sistema xyz para a representagéo
tridimensional da cor (onde x-vermelho, y-verde; z-azul, sdo os “valores triestimulos” ou coordenadas
de cromaticidade). Definiram-se padrfes primarios — X, Y, Z — para evitar valores negativos e substituir
as cores RGB, para representar o espetro de cor. O padrédo Y foi escolhido de forma a ser semelhante
a curva de sensibilidade do olho humano (luminancia ou transparéncia). Sendo assim, retirado o brilho
ou a luminosidade de definicdo de cor em CIE XYZ e utilizando as coordenadas de cromaticidade x e

y, obtém-se o Diagrama de Cromaticidade CIE (Lima & Laranjeira, 2010 citado por Ventura, 2014)

A cor de um dbleo é a caracteristica dada pela sensag¢éo visual humana normal, perante a luz
transmitida por uma camada de éleo (transparéncia), em que incide a luz difusa do dia com céu
encoberto (corresponde ao iluminante C). Pode distinguir-se entre a cor aparente e a cor verdadeira,
sendo que a cor aparente resulta da absorcao da luz pelas particulas em fase homogénea mas, também
das particulas em suspensao verdadeira e coloidal e a cor verdadeira é obtida apés eliminar a turvagao

por centrifugacdo (Ventura, 2014).
As caracteristicas cromaticas sao atributos da cor que incluem:

Coordenadas crométicas - abcissa x e ordenadas y do diagrama de cromaticidade da CIE

correspondente a luz transmitida pelo 6leo (NP-937, 1987).
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Transparéncia — Percentagem (Y %) da luz incidente, transmitida apds a passagem pela
camada do Gleo. Pela sua definicdo, Y correspondente também a luz amarela, ou coordenada cromatica
amarela (NP-937, 1987).

Comprimento de onda dominante — Radiagao espectral (A), expressa em nanémetros (nm), que
predomina na luz transmitida pelo éleo. E determinado através do diagrama de cromaticidade, sendo a
radiacdo espectral correspondente ao ponto da curva de contorno desse diagrama, definido pelo lugar
geométrico de todas as radiages monocromaticas (curva das cores saturadas), onde cruza a recta
gue passa pelos pontos definidos pelas coordenadas cromaticas da cor do 6leo (x,y) e do iluminante C
(NP-937, 1987).

Pureza — Percentagem da luz com o comprimento de onda dominante (o %), no feixe de luz
transmitido pelo 6leo. Permite medir o maior ou menor grau de monocromaticidade (100%) ou
heterocromaticidade (0%) da luz transmitida pelo 6leo (NP-937, 1987).

Tangente de a — declive da reta que une as coordenadas croméaticas (y, x) do diagrama de
cromaticidade da CIE correspondente a luz transmitida pelo 6leo em estudo e o ponto correspondente
a luz branca padréao, o iluminante C. O angulo a é formado por essa reta e 0 eixo das abcissas do
referido diagrama (NP-937, 1987)

O procedimento da norma consiste em uma determinac@o espetrofotométrica na qual se
utilizou o espetrofotometro UNICAM UV/Vis a uma temperatura de 20°C, das transmitancias (T (%)) do
Oleo, utilizando tetracloreto de carbono como referéncia e referidas a espessura de 1 cm, nos
comprimentos de onda de 445, 495, 560 e 625 nm.

A preparacé@o das amostras de 6leo exigiu a eliminacéo de agua e filtracdo do 6leo, antes da
sua leitura. A eliminacéo de 4gua foi realizada adicionando % de colher de sulfato de sodio anidro ao

6leo, num copo de 100 mL.

ApOs cerca de 5 minutos, procedeu-se a uma centrifugagdo a 8000 rpm durante 20 min
(centrifuga 1,2 kg/dm da HERMLE Labortechnik). O conteido do tubo de centrifuga foi filtrado com
seringa e filtro 0,45 um para um tubo de 5 mL.

Preparou-se uma solucdo de 1% de 6leo filtrado em tetracloreto de carbono, num baldo

volumeétrico.

O tratamento de resultados foi adaptado da NP-937:1987 calculando-se as coordenadas

cromaticas, a pureza e o comprimento de onda dominante.

Sendo Taass, Tass, Tseo, Tsos € Tezs as transmiténcias do 6leo, em termos de percentagem, na
espessura de 1 cm, respetivamente nos comprimentos de onda de 445, 495, 560, 595 e 625 nm, os

estimulos X, Y, Z séo obtidos pelas expressdes:
X =19 Tass + 38 Tseo + 13 Tsos + 28 Te2s (Equacao 4)

Y =21 1495 + 62 Tseo + 17 Te25 (Equagao 5)
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Z =94 Taus + 24 T4sos (Equa(;éo 6)

As coordenadas cromaticas foram determinadas pelas expressoées:

x=— (Equacéo 7)

T X+Y+Z

R ¢
T X+Y+Z

y (Equacao 8)

Com o objetivo de comparar a evolucdo dos pigmentos presentes no 6leo bruto e apds os
tratamentos sucessivos de extracao de pigmentos, procedeu-se a uma conversao dos valores de T (%)
obtidos para os determinados comprimentos de onda em valores de absorvancia (A), de acordo com a

seguinte equacao:

A=2-10g1,T(%) (Equacéo 9)

3.2.2.5. Determinacéao de clorofilas totais

O contetdo em clorofila foi determinado de acordo com a metodologia de determinacédo de
pigmentos clorofilinos totais em 6leos vegetais brutos, expressos em mg de feofitina a/kg de déleo
analisado (Pokorny et al., 1995). Este método é adequado para teores de clorofila total superiores a 1
mg/kg.

A amostra, a temperatura ambiente, foi submetida a filtragdo com bomba de vacuo (MZ 2C
Vacuumbrand GMBH+CO KG), um funil de Buckner, um kitasato e papel de filtro Whatman n® 1 125

mm @, imediatamente antes da leitura espetrofotométrica.

Realizou-se a leitura de absorvancia no espetrofotometro UNICAM UV/Vis nos comprimentos de

onda 630, 670 e 710 nm, numa célula de quartzo de 5 mm, utilizando ar como referéncia.
O contetido em clorofilas totais, expresso em mg de feofitina a/kg de 6leo € igual a:
C =345,3 X (Ag70 — 0,5 X Ag30 — 0,5 X A749): L (Equacéo 10)
Em que,
C: contetudo em clorofilas totais, expresso em mg de feofitina a/kg de 6leo;
A: absorvancia no respetivo comprimento de onda;

L: espessura da célula de quartzo (mm).
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3.2.3. Imobilizac&o de enzimas liquidas em suportes de resina sintética Lewatit VP OC
1600 e Accurel MP 1000

A imobilizacdo das enzimas liquidas realiza-se por adsorcao fisica. As regifes hidrofébicas
presentes na superficie em torno do centro ativo da lipase ligam-se facilmente aos grupos hidrofébicos
da matriz de suportes hidrofébicos, com consequente estabilizacéo da forma aberta da lipase (Alves et
al., 2016).

O volume de lipase liquida utilizada por unidade de massa de suporte hidrofébico durante a
imobilizacéo diferiu e teve por base os valores iniciais de atividade hidrolitica determinados. Imobilizou-
se um volume de lipase liquida de 0,1 mL de Novozym 388, 0,18 mL de Novozym 735 e 1,13 mL de
Lipozyme CALBL, por grama de suporte hidrofobico. Os volumes de Novozym 735 e Lipozyme CALBL
resultam da razdo entre a sua atividade hidrolitica e a de Novozym 388, a lipase com maior atividade
hidrolitica.

A lipase foi dissolvida em 20 mL de solucdo tampéo fosfato de sédio (0,1 M; pH 7) por grama de
suporte. Desta solu¢éo designada como solu¢éo-mae, retirou-se 1 mL com auxilio de micropipeta para

posterior determinacéo de teor de proteina por método de Bradford.

A solucdo enzimética mée permaneceu em contacto com o suporte durante 18 h, sob agitacédo
moderada em placa magnética Variomag Compact. Apds as 18 h, procedeu-se a uma filtragcdo a baixa
pressédo e foram recolhidos 5 mL do filtrado para determinagéo do teor de proteina pelo método de
Bardford. Ao imobilizado adicionou-se 25 mL de solucdo de glutaraldeido a 2,5% (por grama de
suporte), que permaneceu em agitagdo magnética durante 2 h ao fim das quais se realizou nova

filtracdo a baixa pressédo, recorrendo a uma bomba de vacuo MZ 2C Vacuumbrand GMBH+CO KG.

Ap0s filtracdo, o biocatalisador foi lavado com 50 mL de solugédo tampao de fosfato de sddio (0,1
M; pH 7) em duas lavagens sucessivas. Manteve-se o imobilizado em filtracdo a baixa presséo durante

cerca 5 minutos.

Posteriormente, este foi retirado para placa de petri e colocado 24 h em exsicador. O

biocatalisador resultante foi armazenado em um frasco de plastico a 4 °C.

O processo descrito foi utilizado para a imobilizacdo com os dois suportes sintéticos.
Relativamente ao suporte de Accurel MP 1000, inicialmente humedeceu-se o suporte com 7 mL de
etanol/g de suporte, durante 15 min. O etanol foi retirado cuidadosamente com micropipeta. A adicdo
de etanol permite deslocar o0 ar presente nas particulas e permitir a entrada das solu¢des enzimaticas
(Menoncin et al., 2009).

No caso de Lewatit VP OC 1600, o suporte permaneceu trés dias no exsicador anteriormente ao

processo de imobilizagcdo, para remover a agua presente.

A adicdo de glutaraldeido promove as liga¢des intercruzadas (cross-linking) estaveis entre a
lipase e a matriz do suporte e também intermoleculares entre as moléculas de enzima, impedindo a

sua lixiviagdo para o meio reacional (Costa et al., 2013).
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3.2.3.1. Preparacao de biocatalisadores com diferente atividade de agua

Apb6s o processo de imobilizacdo das lipases nos suportes hidrofébicos realizou-se a
determinacéo da atividade da agua. Mediu-se também a atividade da agua da lipase Novozym 435. A
atividade de agua foi determinada através da leitura efetuada pelo medidor Rotronic HP23-AW-A, a
uma temperatura de 20 °C controlada com banho de agua HAAKE D8 FISONS.

Procedeu-se & avaliagcdo da alteracdo da aw dos biocatalisadores imobilizados em laboratério

guando colocados no exsicador pelo periodo de 24 h e 28 h, em triplicado.

Com base nos resultados e por comparacdo a aw de Novozym 435 optou-se pelo seguinte: os
biocatalisadores imobilizados em Accurel MP 1000 permaneceram 24 h no exsicador, antes de serem
utilizados nos ensaios de acidolise a aw proxima de 0,9; os biocatalisadores imobilizados em Lewatit
VP OC 1600 MP foram utilizados diretamente nos ensaios de aciddlise a aw proxima de 0,9; os
biocatalisadores Lewatit VP OC 1600-Novozym 735, -Novozym 388 e -Lipozyme CALBL
permaneceram 72 h numa atmosfera rica em cloreto de sédio (NaCl) a temperatura ambiente, antes de

serem utilizados nos ensaios de aciddlise a aw de 0,75.
3.2.4. Avaliacao da atividade hidrolitica de enzimas comerciais

A avaliacado da atividade hidrolitica foi realizada para as lipases comerciais imobilizadas Lipozyme
RM IM e Novozym 435, para as lipases comerciais em formulacéo liquida Lipozyme CALBL, a Novozym
735 e Novozym 388 e também para o resultado da imobilizacdo das trés lipases anteriormente
mencionadas nos suportes de imobilizacdo de Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000. A avaliacdo

realizou-se de acordo com o método de Soares et al. (1999) com algumas modifica¢des.

Dissolveram-se 3,5 g de goma aradbica em 50 mL de agua destilada, com auxilio de um agitador
magnético durante um periodo de 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se a solucdo 50 g de azeite
virgem extra, 80 mL de solugao-tampéo fosfato de sodio (0,1 M; pH 7), e homogeneizou-se a emulsdo

utilizando o ultraturrax T25 Basic da IKA Labortechnik durante cerca de 1 min.

Para cada avaliacdo, utilizou-se uma toma de 9 mL da solucé@o anterior que foi colocada em
reatores de vidro de parede dupla, mantidos a 30 °C por a¢do de um banho termostatizado JULABO
GmbH. O contelddo permaneceu em agitacdo magnética durante 10 minutos até a adicdo de 0,3 g, no
caso das enzimas imobilizadas, e 0,1 mL, no caso das formula¢des liquidas. Promoveu-se a reacao de
hidrélise durante um periodo de 5 minutos.

Para desencadear o fim da reagcdo de hidrélise adicionaram-se 20 mL de solugdo de
acetona:etanol (1:1, v/v).

A quantidade de &cidos gordos livres presentes na solugéo foi determinada por titulagdo com
solugdo de NaOH 0,1 M, na presenca de fenolftaleina como indicador. Como solugéo branco, preparou-
se uma solucéo de 9 mL de emulsdo e 20 mL de solucdo de acetona:etanol.

Uma unidade de atividade hidrolitica (U) define-se como a quantidade de enzima que produz 1
micromole (umol) de acido oleico por minuto. O rendimento de imobilizagdo em termos de atividade

hidrolitica calculou-se de acordo com a seguinte equacao:
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Atividade hidrolitica apds imobilizacio
P d X 100%

n= Atividade hidrolitica solugio enzimatica inicial (Equa(;ao 11)

Para este célculo é importante ter em conta o volume de solugdo enzimatica inicial imobilizada

por grama de suporte de imobilizag&o.
3.2.5. Determinacéo do teor de proteina pelo método de Bradford

O teor de proteina presente nas solugBes enzimaticas iniciais e no filtrado apés a imobilizacao

enzimatica foi avaliado de acordo com o método descrito por Bradford (1976).

O método permite a determinacdo da concentracdo de proteina na presenca de reagente de
Bradford pela ligacdo das proteinas ao reagente Coomassie Azul Brilhante G-250, formando um

complexo que absorve a 595 nm.

A leitura espetrofotométrica permite relacionar a absorvancia medida com a concentracdo de
proteina numa solucao. A partir de uma solucao de soro de albumina bovina (Bovine Serum Albumine,
BSA) de 1 mg/mL em tampédo fosfato de sédio 0,1 M pH 7, produziram-se seis solugbes de
concentracdo de BSA crescentes (0 a 1 mg/mL) em tubos de ensaio para construir uma curva de
calibracdo. Adicionaram-se 5 mL de reagente de Bradford aos seis tubos de ensaio e agitou-se
utilizando o vértex. Ao fim de 15 minutos leu-se a absorvancia das vérias solu¢des no comprimento de

onda de 595 nm, utilizando a solugao tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7 como solugdo-branco.

A curva de calibragdo obtida representada na figura 1 permite explicar 99,45 % da variavel

“concentragao da proteina” (Nagelkerke, 1991).
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Para a determinacao da absorvancia por espetrofotometria das solugdes enzimaticas iniciais
foi necessario preparar uma solugéo composta por 0,45 mL de solugdo enzimatica e 5 mL de reagente
de Bradford, exceto no caso de imobilizagdo de Lipozyme CALBL em que foi possivel adicionar apenas

0,3 mL de solucdo enzimatica.

Para determinar a proteina presente no primeiro filirado, obtido antes da adigdo de
glutaraldeido, foi necessério preparar uma solucdo de 1 mL de solucéo de filtrado e 5 mL de reagente
de Bradford. As solugbes utilizadas como branco utilizaram um volume igual de solugcdo tampéo (em

relacdo a solucdo enzimatica) e 5 mL de reagente Bradford. Tal como para as solu¢Bes preparadas
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para a curva de calibracdo, apés a adicdo do Bradford, promoveu-se a agitacdo da solucdo e esperou-

se 15 minutos até a leitura a 595 nm.

O rendimento de imobilizagdo () em termos de proteina foi calculado pela Equacao 12. O teor
de proteina obtido para a solugdo enzimatica antes da adicdo do suporte de imobilizagdo esta
representado como Pi e o teor de proteina obtido na solugcdo sobrenadante apds imobilizacdo esta

representado por Pf.

_ Pi-Pf

x 100% (Equacéo 12)

3.2.6. Ensaios de acidolise e interesterificacdo enzimética para producédo de lipidos

estruturados MLM

Os ensaios de aciddlise foram conduzidos em sistema descontinuo, em reatores de vidro de
parede dupla, com capacidade de 25 cm?, em meio livre de solvente. A temperatura de reacao foi
mantida por circulacdo de 4gua pela parede dupla dos reatores, em circuito fechado, por agua aquecida

por um banho termostatizado.

Foram realizados ensaios utilizando como 6leo fornecedor de triacilgliceréis o OBA bruto (B) e

OBA descorado (D), dos quais se pesaram 6 g@.

As fontes de AG utilizadas nos diferentes ensaios foram as seguintes: acido caprilico (C8:0),
acido caprico (C10:0), octanoato de etilo (FAEE-C8:0), decanoato de etilo (FAEE-C10:0), octanoato de
metilo (FAME-C8:0) e decanoato de metilo (FAME-C10:0).

Os ensaios de acidélise mantiveram como parametros comuns a razdo molar TAG:AGL ou
TAG:éster de 1:2 e uma quantidade de massa de biocatalisador de 5% (m/m) em relacé@o ao 6leo fonte
de TAG.

Utilizaram-se lipases comerciais imobilizadas e lipases comerciais liquidas imobilizadas em
Accurel MP 1000 e Lewatit VP OC 1600.

O quadro 3 sumariza os varios ensaios decorridos ao longo do estudo efetuado, aplicados tanto

para o 6leo B como o 6leo D. No caso dos ensaios a awde 0,75 apenas se utilizou OBA B.
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) i Temperatura
Biocatalisador M aw
(°C)

C8:0

Lipozyme RM IM; Novozym 435 50
C10:0

C8:0
C10:0 60
FAEE-C8:0

FAME-CS8:0

FAME-
C10:0

Accurel-N735;
Ccs8:.0
Accurel-N388; 50
Accurel-CALBL;

0,9
Lewatit-N735;
Lewatit-N388;
. C10:0
Lewatit-CALBL
Lewatit-N735; Lewatit-N388 Cc8:.0
0,75
Lewatit-N735; Lewatit-CALBL C10:0

Os reatores de vidro foram mantidos vedados durante a reacdo de aciddlise por tampas de

borracha cobertas de aluminio para evitar rea¢cfes de oxida¢do promovidas pelo contacto com oxigénio.

Utilizou-se agitacdo magnética para evitar os gradientes de temperatura e concentracdo de
lipase, substrato e produto dentro do reator.

Foram recolhidas amostras de 1 mL aos tempos 0 h (antes de introduzir o biocatalisador), apos
24 h de reacado e ao fim de 48 h de reacgéo, recorrendo a uma micropipeta. As amostras recolhidas
foram guardadas em tubos eppendorf e armazenadas a -20 °C até serem analisadas por cromatografia
gasosa. Depois de concluida a reagéo a separacéo do biocatalisador do meio reacional foi conseguida

por filtrac&o com funil e papel de filtro Whatman n° 1. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.
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3.2.7.  Anélise dos produtos de reacédo de acidolise e interesterificagdo enzimatica
3.2.7.1. Derivatizacdo e cromatografia gasosa

A norma europeia EN 14105, de abril de 2011, para a determinacao de glicerol, monoacilgliceréis,
diacilglicerdis e triacilgliceréis em biodiesel, descreve o método adotado para a andlise das amostras
obtidas nos varios ensaios de acidélise e interesterificacao realizados. Especificamente, sdo analisadas
as amostras correspondentes ao tempo zero, ou seja, antes de iniciar a reagdo, apos 24 horas de

reacdo e apos 48 horas de reacéo, em duplicado.

Inicialmente, dissolveram-se 0,05 g de amostra em n-hexano, num baldo volumétrico de 10 mL.
ApOs agitacao, retirou-se uma toma de 0,5 mL da solu¢ao para um baldo de vidro periforme de 10 mL,
gue foi colocado num evaporador rotativo de vacuo Rotavapor R-200 (Biichi) para evaporacdo do

solvente, a 30 °C e a baixas pressdes (<150 mbar).

Obteve-se um residuo seco ao qual adicionaram-se 400 uL de padrdo interno para
monoacilglicerdis monodecanoina (Pl Mono C19), 200 pL de piridina e 200 uL de N-metil-Ntrimetil-silil-
trifluoracetamida (MSTFA), por esta mesma ordem. Este Ultimo foi adicionado com seringa Hamilton
max. 100 yL. ApOs agitacdo no agitador vortex, as amostras permaneceram a temperatura ambiente,

durante 15 minutos.

A solucdo de monodecanoina foi preparada diluindo 0,05 + 0,001 g de monodecanoina em 20
mL de tetrahidrofurano. Entre utiliza¢des, esta solucdo foi armazenada a 4 °C, mantendo-se estavel
durante 3 meses. A piridina e o MSTFA foram igualmente armazenados a 4 °C, protegidos da

humidade.

Apbs o periodo de 15 minutos, adicionaram-se 4 mL de n-heptano a mistura que contém a

amostra e agitou-se utilizando o agitador vortex.

Uma toma da mistura foi transferida para um vial e posteriormente analisaram-se 1 L da mesma,
no cromatégrafo gasoso capilar, Agilent Tecnologies 7820A, munido de injetor on-column. O
cromatégrafo gasoso referido tem acoplado um injetor Cool on Column (COC), com seringa que

introduz a amostra no estado liquido no cromatografo.

Utilizou-se como gas de transporte (fase moével), hélio, fornecido a um caudal de 25 mL/min que
transporta a amostra volatilizada através da coluna cromatografica capilar Agilent J&W 123-5711 DB-
5ht 15 m x 0,32 mm x 0,10 um onde ocorre a separagdo dos componentes por diferencas de interagéo

com a fase estacionaria.

Para esta separacdo utilizou-se uma rampa de temperatura que inicia com a temperatura de
50°C, durante 1 min, aumentando até uma temperatura de 180 °C a uma taxa de 15 °C/min; a
temperatura mantém-se a 180 °C durante 10 min; aumenta posteriormente para 230°C a uma taxa de
7 °C/min; mantém-se a temperatura de 230 °C durante 7 min; aumenta depois para 370°C a uma taxa
de 10 °C/min, mantendo o patamar final a 370 °C durante 26 min. Assim o tempo total de corrida foi de

43 minutos.
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Os compostos abandonam a coluna cromatografica volatilizados no gas de transporte e séo
detetados pelo detetor. Utilizou-se um detetor por ionizacdo de chama (Flame lonization Detector FID)
gue utiliza uma chama alimentada por uma fonte de ar (300 mL/min) e hidrogénio (30 mL/min), que
promove a pirélise dos compostos organicos produzindo ides e eletrbes que geram uma diferenca de
potencial, ou seja, geram eletricidade através da chama. O sinal elétrico gerado é proporcional a
guantidade de composto analisada e entra num sistema de dados que permite construir um
cromatograma onde os compostos estdo representados na forma de picos (Berger, 1996). Utiliza-se
também uma fonte de gas inerte para o detetor, o azoto (N2) a um caudal de 30 mL/min. As

temperaturas do injetor e do detetor mantiveram-se a 50 °C e 380 °C, respetivamente.

Antes da andlise das amostras procedeu-se a uma corrida cromatografica de solvente n-heptano
para limpeza da coluna. Além disso, entre amostras o cromatdgrafo realizou a limpeza da seringa com

a mistura de solventes diclorometano:metanol (A) (1:1 v/v) e n-heptano (B).
3.2.7.2. Quantificacdo dos produtos de reagéo

A analise por cromatografia gasosa permitiu obter cromatogramas onde cada composto é
representado por um pico, com uma area proporcional & quantidade de composto na mistura e num
dado tempo de retencéo (t, em min). Os picos presentes nos cromatogramas foram associados aos
compostos de interesse ou espécies de compostos pelo seu tempo de retengéo, utilizando padrbes de

referéncia como meio de comparacao.

Os padrdes de referéncia utilizados foram a trioleina (t=31,68 min) , a monodecanoina (t=18,32
min), o acido oleico (t=12,04 min), o &cido caprilico (t=5,11 min), o acido caprico (t=6,68 min) (Fig. 2),
0 octanoacto de etilo (t=4,41 min), o decanoato de etilo (t=6,05 min), o octanoato de metilo (t=3,81
min) e o decanoato de metilo (t:=5,49 min).
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Segundo a norma europeia EN 14105, abril de 2011, os AGL apresentam tempos de retengéo
inferiores a 17 min, os MAG possuem um tempo de retencao entre 17,8 e 20 minutos e os DAG eluem
no intervalo de 20 a 25 minutos.

Procedeu-se a quantificacao das fontes de acidos gordos de cadeia média utilizadas durante os
ensaios e também da trioleina (OOO), TAG maioritario do OBA. Além, disso quantificou-se a presenca
de &cido oleico (C18:1) que resulta da hidrolise da trioleina. Os compostos MAG e DAG né&o foram
guantificados dado néo serem relevantes para o objetivo do trabalho. Os AGL presentes além de C8:0,
C10:0 e C18:1 nédo foram quantificados devido a elevada acidez do produto inicial e contaminagéo das
amostras. A quantificacao do substrato limitante durante a producdo de MLM realizou-se com base nas
curvas de calibracdo de cada composto de interesse. O padrao de monodecanoina foi utilizado como
padrao interno.

As curvas de calibragdo fazem relacionar a éarea de acido caprilico e &cido céprico,
respetivamente, com a quantidade de massa analisada, tendo como comparacéo o padrdo interno
monodecanoina (Pl mono C19) (Fig. 3aeb)
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Também houve a necessidade de elaborar curvas de calibragdo para os ésteres etilicos (Fig.
4 a e b) e metilicos (Fig. 5 a e b) destes &acidos gordos de cadeia média, pela sua utilizacdo para a
producéo de MLM.
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Figura 5-Curva de calibracdo dos ésteres metilicos de C8 (a) e C10 (b).

A quantificacdo de trioleina e novos TAG foi realizada através da curva de calibracdo do padrédo

de referéncia de trioleina (Fig. 6).
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Figura 6-Curva de calibracdo de trioleina utilizada para a quantificacdo do TAG OOO e dos novos TAG.
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A curva de calibracéo elaborada para a quantificacdo do consumo ou aumento de acido oleico
esta representada na figura 7.
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A taxa de conversédo (X) de um determinado composto foi calculada pela razdo entre a quantidade

de substrato consumido ao longo da reacdo e a quantidade de substrato inicial.

Assim, calcularam-se as taxas de conversdo (% m/m ou areal/area) para C8:0, C10:0, FAEE-
C8:0, FAEE-C10:0, FAME-C8:0, FAME-C10:0 e trioleina, de acordo com a seguinte férmula:

X = Substrato inicial-Substrato final % 100% (Equagéo 13)

Substrato inicial

Para obter a quantidade massica do composto € necessario utilizar as equagdes das curvas de
calibracéo, dividindo pela area de Pl mono C19 e multiplicando pela quantidade analisada de padrdo
interno. O substrato inicial € o substrato presente na amostra do tempo zero, antes da reagdo de
acidédlise ou interesterificacdo e o substrato final € a quantidade de composto presente no tempo t,
sendo estes, apos 24 h ou, entdo, apds 48 h de reacgéo.

Em alguns casos foi necessério calcular a conversdo em area nos casos em que se verificou

alteracdo da area total do cromatograma ao longo das analises cromatogréficas (Equacao 14).

AL A
AZI _ Ai}
1
e e ) 100 o
-7 A N 0

At
Apri
Ai
ZAPIi

Ai e Af: s8o a area inicial (tempo 0) e final (tempo t) de compostos;

(Equagdo 14)

Onde,

API: é a area de padrao interno mono C19 no respetivo cromatograma;

A quantificacdo de TAG novos foi expressa em rendimento massico (n; % m/m), calculado pela

equacao seguinte:

__ Produto formado % 100 % (Equa(;éo 15)

" Substrato inicial
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Para as reacfes de aciddlise e interesterificacdo, utilizou-se como substrato inicial a massa de
TAG no tempo zero, expressos em trioleina, e como produto os novos TAG no tempo t, calculados

também pela equacéo da curva de calibragdo de trioleina (Equagéo 16).

__ Novos TAG

Nrag = X 100 % (Equacéo 16)

TAGiniciais

Contabilizaram-se como novos TAG os picos na zona de TAG que nao estavam ja presentes na

amostra inicial.

A figura 8 exemplifica os cromatogramas obtidos pela analise cromatografica da amostra
anteriormente a catalise enzimatica e apés 48 h de reacao de aciddlise. Neste caso ocorreu a aciddlise
de OBA B com C10:0, catalisada por Lipozyme RM IM.
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3.2.8. Andlise Estatistica

Avaliou-se a igualdade da média dos critérios de qualidade acidez do 6leo e a presenca dos
produtos de oxidacao entre as quatro amostras de 6leo de bagaco de azeitona e a sua mistura. Avaliou-
se também a igualdade entre a média obtida para os mesmos critérios apds os tratamentos de extracédo
de pigmentos.

Para tal, utilizaram-se testes t de Student de amostras emparelhadas bicaudal, com n=3 e 2 graus
de liberdade e probabilidade de significancia de 0,05 (a=0,05). Os testes foram realizados com recurso
ao software IBM SPSS Statistics Viewer, cujo output, nomeadamente o p-value, permitiu rejeitar ou nao
a hipétese nula de igualdade entre as médias. Os testes foram realizados apds confirmacédo da

normalidade dos grupos em teste.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacado do 6leo de bagaco de azeitona bruto

4.1.1. Composicao em &cidos gordos

A composicdo em acidos gordos obtida por cromatografia gasosa capilar apés metilagcao

encontra-se representada no quadro 4.

Teor (%) do composto no 6leo

Acido gordo

bruto
C14:0 0,04
C16:0 13,44
Cil6:1 1,29
C17:0 0,12
Cil7:1 0,2
C18:0 2,32
ci8:1 70,67
c18:2 10,10
C18:3 0,77
C20:0 0,44
C20:1 0,31
C22:0 0,19
c22:1 0,01
C24:0 0,1

Tal como verificado no Regulamento n.° 2015/1830, os acidos gordos maioritarios
correspondem ao acido oleico (70,7%), palmitico (13,4%) e linoleico (10,1%) e os teores obtidos

encontram-se entre os intervalos legislados.

O Oleo de bagaco de azeitona bruto tem uma composicdo rica em &cidos gordos
monoinsaturados considerados benéficos no contexto de estratégia de controlo de peso
comparativamente aos acidos gordos saturados dado que induzem a uma reducao da trigliceridemia
pos-prandial, favorecem o dispéndio energético e a funcéo termogénica (Palou & Bonet, 2007). Além

disso, apresentam potencial antiaterogénico e antitrombético, aumentam a razao HDL/LDL e reduzem
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a agregacdo de plaquetas (Holman, 1961). As suas propriedades tornam o acido oleico interessante

para o aproveitamento na producéo de lipidos estruturados do tipo MLM.
4.1.2. Determinacgdo da acidez

A empresa Ucasul forneceu quatro amostras de OBA (OBA 1,-2,-3 e -4) de um lote de 6leo de
bagaco de azeitona bruto, que resulta da extracdo quimica da gordura residual do bagago apos a
secagem do mesmo até cerca de 8% de humidade (Freitas, 2007). Todas as amostras individuais e a
amostra resultante da sua mistura foram avaliadas quanto a sua acidez por método titrimétrico com
base forte. O quadro 5 apresenta os valores de acidez obtidos (%) para as amostras individuais e a

média global. O valor obtido para a mistura do 6leo encontra-se no capitulo 4.2..

Acidez (%)

OBA 1 20,1+0,72
OBA 2 204 +1,12
OBA 3 20,0+0,72
OBA 4 20,5+0,52
Média 20,2+0,72

O ¢leo de bagaco de azeitona bruto ndo é um produto destinado ao consumo final e, como tal,
nao tem um limite de acidez (Regulamento Delegado (UE) 2015/1830, de 8 de julho).

Os resultados obtidos relativamente a acidez das amostras de OBA bruto apresentam entre
20,0% (OBA 3) e 20,5% (OBA 4), com uma diferenca relativa de 2,5%, ndo havendo diferencas
significativas entre as amostras (a=0,05) (Anexo III).

A média das varias amostras corresponde a 20,2% e nao apresenta diferencas significativas
em relacéo ao valor de acidez da mistura de 6leo total. O valor de acidez da mistura do 6leo total &

utilizado para a caracterizagéo do 6leo inicial no restante trabalho.

O bagaco de azeitona obtido como residuo da extracdo de azeite em sistema de duas fases
apresenta um teor de humidade elevado, promovendo a libertagdo dos acidos gordos durante o
armazenamento (Hinojosa & Méndez, 2004). Para reduzir o teor de humidade utiliza-se a secagem que
tem um impacto na acidez do 6leo final devido as elevadas temperaturas utilizadas (Gomes & Caponio,
1997).

O elevado grau de acidez do 6leo pode afetar a atividade das lipases e inibir a reacéo de

acidédlise para obtencéo de lipidos dietéticos (Mateo et al., 2007).
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4.1.3. Determinagéo dos produtos de oxidacao

Através de espetrofotometria na regido UV, avaliou-se a absorvancia nos comprimentos de
onda 232, 268, 270 e 272 nm. Dos dUltimos trés apresenta-se o comprimento de onda onde a
absorvancia foi maxima. Segundo a NP-970:1986, as absorvancias ou densidades de transmissao no

ultravioleta sdo essencialmente indices de alteragdo por oxidagdo de uma gordura ou 6leo.

O quadro 6 apresenta as médias e desvio padrdo dos coeficientes de extincdo nos respetivos

comprimentos de onda.

Designagdo da amostra Extincdo especifica
K232 K270
OBA 1 6,18 £ 0,172 1,85+ 0,052
OBA 2 6,27 £ 0,342 2,25+ 0,222
OBA 3 6,56 + 0,992 2,15+ 0,012
OBA 4 5,91 +0,272 1,93 £0,152
Média 6,23+£0,52 2,05+0,21

Segundo o Regulamento Delegado (UE) 2015/1830, de 8 de julho , ndo se encontram
estabelecidos coeficientes de extingdo especifica que sejam aplicados a categoria de 6leo de bagaco

de azeitona bruto.

Os coeficientes de extincdo observados revelam a degradacdo da qualidade do 6leo em
estudo, nomeadamente por oxidacao lipidica, a causa mais importante de deteriora¢édo do 6leo (Bendini
et al.,, 2010). O primeiro coeficiente de extincdo especifica traduz a de presenca de produtos da
oxidacdo priméaria dos A&cidos gordos insaturados, nomeadamente, hidroperéxidos e dienos
conjugados, que absorvem a um comprimento de onda de A=232 nm (Wan, 2000). K232 oscila entre os
5,91 + 0,27 (OBA 4) e 6,56 + 0,99 (OBA 3), ndo havendo diferencas significativas a um nivel de
significancia de 0,05 (Anexo V).

O segundo coeficiente de extingdo relaciona-se com a absorvancia de produtos secundéarios
como aldeidos e cetonas, formados a partir dos peréxidos instaveis, sobretudo a temperaturas elevadas
e na presenca de metais de transicdo (Zschau, 2000). Relativamente a Kz7o0, 0s valores obtidos variam
entre 1,85 + 0,05 (OBA 1) e 2,25 £ 0,22 (OBA 2), ndo havendo diferencas significativas entre si (Anexo
IV). Os valores de oxidacao utilizados no restante trabalho s&o resultantes da avaliacdo da mistura de

Oleo total (Capitulo 4.2.).

O 6éleo de bagaco de azeitona € muito sensivel a foto-oxidacéo devido ao elevado teor em
clorofilas que se excitam na presenca de luz, sendo essencial evitar a exposi¢cdo a esta durante o

armazenamento do bagaco de azeitona e OBA bruto (Kiritsakis, 1992; Silva, et al., 1999).
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Contudo, é mais resistente a oxidacéo (auto-oxidagéo) do que os 6leos ricos em acidos gordos
polinsaturados, devido ao seu baixo teor em acidos desta natureza e a presenca de antioxidantes
naturais, tais como tocoferéis e compostos fendlicos (Kiritsakis, 1992). No entanto, a exposi¢cao a
fatores como a temperatura extrema associada ao processo de secagem do bagaco, ou a presenca de
metais e metalo-proteinas acelera a oxidagédo condicionando fortemente a qualidade do 6leo (Morales
& Przyhylski, 2000).

O oleo avaliado revela um cheiro intenso a ranco resultante de oxidacdo dos acidos gordos

insaturados como é o caso do acido oleico ( Kubow, 1990; Espin et al. , 2000).
4.1.4. Determinacao da cor e caracteristicas cromaticas

Avaliou-se a cor do OBA bruto com base no Sistema CIE de modo a obter o perfil real de cada

componente cromatica e do produto alimentar (NP-937:1987).

As médias das coordenadas cromaticas, pureza (o %) e comprimento de onda dominante de

cada amostra de OBA analisada estdo representadas no quadro 7.

Coordenadas
crométicas
Amostra « y Pureza Tangente de a Comprimento de onda
(0%) dominante (A, nm)
OBA1 0,46 0,49 87,2 1,168 575
OBA 2 0,46 0,49 87,5 1,178 575
OBA 3 0,46 0,49 86,8 1,179 575
OBA 4 0,45 0,49 85,0 1,198 575
Média 0,46 0,49 86,6 1,181 575

As amostras apresentam coordenadas x e y préximas a 0,46 e 0,49, respetivamente. O eixo
do x relaciona-se com a cor vermelha e 0 eixo y com a cor verde (Lima e Laranjeira, 2010 citado por
Ventura, 2014). O comprimento de onda dominante é de 575 nm, na zona do amarelo. A média das
coordenadas encontra-se representada no Diagrama de cromaticidade X, y do sistema C.I.E, figura 9,

tal como a reta que permite determinar o comprimento de onda dominante.
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Figura 9-Diagrama de cromaticidade C.I.E para solucédo de 1% de éleo de bagaco de azeitona bruto

A pureza, correspondente & percentagem (o %) da luz com o comprimento de onda dominante,
no feixe de Iluz transmitido pelo O6leo, oscilou entre 85,0% e 87,5% indicando elevada
monocromaticidade do 6leo, ou seja, que grande parte da luz transmitida pelo 6leo apresenta um
comprimento de onda da zona do amarelo. A maior dispersédo na medi¢do deste parametro resultou
possivelmente devido a existéncia de turvac@o nas amostras resultante de particulas em suspenséo
(Ventura, 2014).

Os resultados obtidos ndo correspondem ao que se observa visualmente: o 6leo apresenta

uma cor verde escura, mesmo quando diluido e apos eliminar a turvagéo por filtracéo
4.1.5. Determinacdo da clorofila total

O teor de clorofila total resultou da leitura espetrofotométrica nos comprimentos de onda 630,
670 e 710 nm, numa célula de 5 mm de espessura, de acordo com o método descrito por Pokorny et
al. (1995).

Através de uma andlise em triplicado encontrou-se que o 6leo de bagago de azeitona bruto tem

um teor médio de 91,0 * 0,64 mg/kg de feofitina a, (n=3).

As clorofilas sé@o responsaveis pela coloragdo verde nos 6leos vegetais, evidente no 6leo
avaliado, sendo maioritaria a clorofila a, cerca de 80% (Giuliani et al., 2011). N&do foram encontrados
dados relativos ao teor de pigmentos clorofilinos de outras amostras de OBA estudadas. Contudo, na
bibliografia encontra-se a utilizacdo do teor em clorofilas totais para caracterizacao de azeites, 0,84
mg/kg (Arbequina), 1,94 mg/kg (Coratina), 0,90 mg/kg (Koronoeki) (Bruscatto et al., 2017) sdo alguns
dos resultados obtidos. Assim, a quantidade de pigmentos do azeite depende da variedade, da cultura

e também do estado de maturacdo do fruto, das condi¢cdes de armazenamento e processamento (
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Rahmani & Csallany, 1991; Giuliani et al., 2011). O OBA apresenta teores de pigmentos clorofilinos

superiores aos do azeite pela elevada capacidade de extracdo do hexano (Moral & Ruiz-Mendez, 2006).

Estes pigmentos fotossintéticos sé@o de elevada importancia para o processo oxidativo do OBA:
na auséncia de luz tém capacidade antioxidante, atuando em sinergia com os compostos fendlicos e
inibindo a etapa inicial da auto-oxidacdo (Méndez & Falqué, 2007). Na presenca de luz, participam no
mecanismo de foto-oxidacéo de degradacgédo do 6leo em que hé participagdo do oxigénio singleto como
intermediério para a formacgéo de peroxidos (Karleskind, 1996).0 teor de clorofila encontrado podera
explicar em parte a elevada degradacao oxidativa do éleo, resultando de foto-oxidacgao, provocada pela
exposicdo do éleo a fontes luminosas (Karleskind, 1996). Tanto a quantidade elevada de pigmentos
como o aumento de produtos de oxidacéo poderéo interferir na atividade das lipases que se pretendem

utilizar como catalisadores das reacdes de aciddlise (Xu et al., 1998).
4.2. Influéncia do processo de adsorcao nas propriedades do 6leo

Para estudar o efeito do teor de pigmentos clorofilinos nos ensaios de aciddlise procedeu-se a
um processo remoc¢ao destes pigmentos por adsorgfes sucessivas com 4% terras ativadas. A amostra
de OBA utilizada foi uma amostra compésita das quatro amostras disponiveis. O 6leo bruto foi
submetido a trés tratamentos com bindmios temperatura/tempo distintos (Quadro 2). Designa-se o 6leo
obtido apés o primeiro e segundo tratamento como “6leo apos 1° T” e “6leo apds 2° T”, respetivamente.

O dleo final é designado como 6leo descorado (D).

O quadro 8 representa a composi¢cdo em acidos gordos do 6leo descorado.

Teor (%) do composto no

Acido gordo 6leo descorado
C14:0 0.02
C16:0 13,42
Cil6:1 1.28
C17:0 0.13
Ci7:1 0,19
C18:0 2.3
ci8:1 7084
C18:2 10,06
C18:3 0.73
C20:0 0.4
C20:1 0.3
C22:0 0,19
Cc22:1 0,01
C24:0 0,09
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Os tratamentos de adsorcdo ndo alteraram a composicéo em acidos gordos inicial. Contudo, néo

sabemos em que tipo de moléculas os acidos gordos se encontram organizados.
A figura 10 mostra a evolucgédo da acidez do 6leo ao longo dos tratamentos de descoloragéo.

indices iguais indicam que ndo ha diferencas significativas entre as médias da acidez apés os

tratamentos, a um nivel de significancia de 0,05.
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Oleo bruto Oleo apés 12 T Oleo apds 2°T Oleo D

Figura 10-Acidez total do 6leo apds os tratamentos de descoloracdo com 4% terras ativadas

O dleo bruto inicial apresenta uma acidez de 20,3 + 0,21%. A acéo da temperatura durante os
tratamentos provoca um ligeiro aumento gradual de acidez que se mostra ndo ser significativo, segundo
teste-t de amostras emparelhadas (Anexo V). Pode-se afirmar que a acdo das terras ativadas e a

temperatura ndo tiveram um impacto significativo na acidez do 6leo original.

A figura 11 revela os coeficientes de extingédo especifica do 6leo antes e apos tratamento com
terras ativadas a cada binébmio tempo/temperatura.

A mistura de Gleo bruto apresenta inicialmente Kzz2 igual a 6,98+0,15 e Kz7o igual a 2,22+0,11,
revelando baixa qualidade em termos da presenca de hidroperdxidos e também de produtos de

degradacdo em aldeidos, cetonas e outras moléculas de cadeia curta (Jadhav et al., 1996).
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Figura 11 — Avaliacdo do impacto da adsorcdo nos niveis de oxidacdo do OBA através dos
coeficientes de extingdo especifica na regido ultravioleta.

indices associados ao valor de cada critério iguais indicam que néo ha diferenca estatistica significativa, a=0,05
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Os coeficientes de extingdo especifica do 6leo descorado ndo sdo estatisticamente diferentes
((p=0,988) dos niveis de oxidacao iniciais: 0 6leo bruto apresenta K232=6,98+0,15 e K270:2,22+0,11; 0

6leo descorado caracteriza-se por Kz32=6,97+1,03 e K270=2,69+0,36 (Anexo VI).

Os valores de K232 e K270 ndo variaram significativamente ao longo dos tratamentos. com terras
ativadas.

Apbs o primeiro tratamento ha uma ligeira diminuicdo do nivel de oxidacao primaria em relacéo
ao valor inicial (K232=6,2310,31) pela remoc¢&o de produtos de oxidagdo priméria por acédo das terras
ativadas (Eskin & Shahidi, 2015). Contudo, este valor ndo é significativamente diferente do coeficiente

de extingéo do 6leo apos 2°T e 6leo D.

O coeficiente K270 do 6leo apds o segundo tratamento ndo apresenta igualdade estatistica ao
do oleo bruto (p-value=0,035), no entanto ndo revela diferenga estatistica em relagcdo as restantes
amostras. O valor obtido apés o segundo tratamento pode resultar do efeito térmico e acdo das terras
ativadas que promoveu a continuacdo do processo oxidativo dos perdxidos e hidroperéxidos ja
presentes, aumentando os produtos secundarios (Mounts, 1981; citado por Eskin & Shahidi, 2015).

A cor, caracteristicas cromaticas e valores de absorvancia no visivel das amostras obtidas ao

longo dos tratamentos encontram-se nos quadros 9 e 10.

Designagéo do . i . i
i ) Oleo apoés Oleo apos )
Oleo Oleo bruto Oleo D
R 1°T 2°T
Parametros

Coordenadas crométicas (X; Y) 0,45; 0,48 0,46;0,49 0,35;0,38 0,34;0,36

Pureza (0%) 81,77 84,65 28,80 19,33
Tangente de a 1,185 1,160 1,658 1,566
Comprimento de onda dominante

575 574 571 572
(nm)

O dleo bruto e o 6leo obtido apés o primeiro tratamento apresentam caracteristicas
semelhantes e encontram-se na zona amarela do diagrama de cromaticidade. Isto revela que a
adsorcdo a 65 °C nao foi eficiente em termos de alteragdo de cor. No entanto, ha um aumento de

pureza, ou seja, hd uma maior transferéncia da radiagdo dominante e maior monocromaticidade.

Os tratamentos onde foi utilizada temperatura mais elevada num periodo mais curto (3°
tratamento: 110 °C/30 min) tiveram maior efeito na remogdo de cor: as coordenadas cromaticas
resultam num ponto na zona branca do diagrama. A cor que nos € indicada através do diagrama
distancia-se da cor observada pelo individuo: o Oleo aparenta ter uma cor mais proxima de verde

guando em bruto e amarelo quando descorado (Fig. 12). Apos o 2° e 3° tratamento ha uma diminui¢ao
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consideravel da pureza, de 65% e 76%, respetivamente. Tal significa que ha& uma maior

heterogeneidade de compostos e da radiacédo que é emitida.

Figura 12-Oleo de bagaco de azeitona antes (6leo B) e ap0s os trés tratamentos adsorcéo (6leo D).

Devido a dificuldade de caracterizacéo colorimétrica do 6leo, optou-se por estudar a diminui¢ao
da absorvancia nos comprimentos de onda estabelecidos pela norma NP-937 (1987).

O quadro 10 sumariza a diminuicdo em percentagem da absorvancia em cada comprimento

de onda.

Quadro 10-Variacéo percentual de absorvancia dos 6leos bruto e apés tratamentos de adsor¢éo

445 nm 495 nm 560 nm 595 nm 625 nm

Valores de absorvancia nos respetivos comprimentos de

onda (solucéo de 6leo a 1%)

Oleo bruto 1,851 0,948 0,318 0,322 0,332
Variacéo percentual de absorvéancia (1% sol)
Oleo ap6s 1° T Sem efeitos de remocgéo
Oleo ap6s 2° T 73,7 78,0 59,7 58,5 65,3
Oleo D 82,8 84,5 71,4 73,8 77,8

A quantidade de compostos que absorvem radiacdo na gama de 445 nm-495 nm € bastante

superior ao verificado para os restantes c.d.o. analisados.

Efetivamente, o0 OBA, que apresenta 0 mesmo tipo de pigmentos que o0 azeite, tem um espetro
de absorvancia UV/Vis com picos maximos entre 350 nm e 500 nm e também no intervalo 650 nm-700

nm, ndo contemplado nesta andlise (Lapcikova et al., 2018) .

Como verificado pelas caracteristicas cromaticas, o primeiro tratamento ndo apresentou
beneficios na remocédo dos pigmentos. O tratamento a 90 °C/45 min garantiu uma diminui¢cdo de pelo
menos ~59% para todos os comprimentos de onda avaliados, sendo a diminuigdo mais evidente a 495
nm (78,0%). A absorcdo de radiacao eletromagnética na regido espectral 300-550 nm € caracteristica
dos carotenoides, sendo que a radiacdo de 445 nm é absorvida por corpos de cor amarela e 495 nm
pode ser um pico de absor¢do maxima para corpos laranja-vermelho (Koplik, 2013; Popova, 2017). O

Oleo descorado apresenta menos 84,5% de absorvancia a 495 nm, e ocorreu menor remocao de
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pigmentos a 560 nm (71,4%). A gama de 500-560 nm é absorvida por corpos de cor verde enquanto
os c.d.o. de 595 nm e 625 nm ocupam a zona do espetro visivel que é absorvida por corpos azuis-
verdes (Koplik, 2013).

A posicao de absorcado maxima e coeficientes de absorcdo especifica dos compostos depende
do tipo de solvente. Na determinag&o colorimétrica utilizou-se tetracloreto de carbono, semelhante a
cloroférmio (Popova, 2017). De acordo com Popova (2017), o B-caroteno apresenta um espetro de
absorvancia com picos maximos préximos de 450 nm e 500 nm. No nosso caso, utilizando o cloroférmio
como solvente, a absorvancia méaxima foi préxima de 460 nm. Segundo Patterson (1992) , o B-caroteno
absorve na faixa dos 420-475 nm, onde se encaixa o c.d.o. de 445 nm. Assim, assumiu-se que 0s
comprimentos de onda 445 nm e 495 nm correspondem a pontos de espetro de absorcdo dos
carotenoides e informam que houve remocéo destes compostos ou oxidacdo dos mesmos. Além disso,
445 nm podera corresponder ao pico de absor¢éo de 8 -caroteno, do qual houve umareducéo de 73,7%
e 82,8%, no segundo e terceiro tratamento, respetivamente. J4 de acordo com Moyano et al., (2010)
0s carotenoides maioritarios tém como locais de absor¢cdo maxima 424, 448 e 476 nm para o caso da
luteina e 454 nm e 480 nm para o caso do caroteno. Assim, 445 nm pode corresponder também ao

pigmento luteina de cor amarela.

Os comprimentos de onda de 560 nm, 595 nm e 625 nm sdo menos interessantes para a
andlise de remocao de pigmentos do OBA bruto pois ndo correspondem a pigmentos maioritarios do

mesmo. A sua remocao foi menos eficiente, mas a sua presenca inicialmente era também menor.

A remocao das clorofilas ndo se encontra contemplada porque estas localizam-se tipicamente
na regido dos 670 nm. A clorofila a apresenta um pico na regido dos 430 nm e um segundo pico entre
660 e 685 nm enquanto a clorofila b tem um maximo entre 640 e 650 nm (Britton, 1983). Ja a feofitina
a tem um primeiro pico a 407 nm e um de menor intensidade a 666 nm (Moyano et al., 2010).
Visualmente, o 6leo final apresenta tons amarelos e acastanhados que poderdo resultar ainda da
presenca de carotenos ou da isomerizacdo e degradacgao destes por processos oxidativos, aumentando
a presenca de xantofilas (Rodriguez-Amaya, 1999), e também da transformacdo dos compostos
clorofilinos em seus derivados como a feofitina a que traduz-se macroscopicamente na alteracdo dos

tons verdes para tons castanhos (Moyano et al., 2010).

A remocao das clorofilas € muito importante dado que envolvem aspetos relacionados com as
propriedades finais do 6leo e o seu papel oxidativo, enquanto a remoc¢do dos carotenos tem como

objetivo um aspeto mais apelativo do produto comercial (Patricio et al., 2014).

O Oleo descorado (apés todos os tratamentos) revelou ter 0,93+0,03 mg/kg de feofitina a.

Relativamente ao 6leo bruto ocorreu uma remoc¢éo de 98,8% no teor de clorofila total.

Verificou-se que o conjunto de tratamentos foi eficiente na remocao de pigmentos, mantendo
o nivel de qualidade do 6leo semelhante ao inicial. Com intuito de melhoria, os tratamentos térmicos
realizados deveriam ter sido realizados de forma independente, permitindo obter um efeito néo-
cumulativo. Além disso, poderia ter sido aplicada para a avaliagdo da cor do 6leo 0 método proposto

por Escolar et al. (1997) , que consiste na avaliacdo da absorvancia de amostras de 6leo puro nos
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comprimentos de onda 480 nm e 670 nm. Estes correspondem aos valores maximos de absorvancia

dos componentes maioritarios do espetro visivel, uma combinacéo de clorofilas e carotenoides.
4.3. Avaliacéo do rendimento da imobilizagdo enzimética
4.3.1. Determinacdo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica tem sido relacionada com a atividade de sintese das lipases e a sua
medicdo é uma ferramenta que pode servir para avaliar a sua aplicagdo em processos de bioconverséo
em produtos de valor acrescentado, por reagGes de aciddlise, alcoodlise ou interesterificagcdo (Yamane,
1987). Contudo, a atividade hidrolitica € frequentemente independente da atividade de
interesterificacdo das lipases (Yahya et al., 1998).

Inicialmente, foram analisadas tanto as lipases comerciais ha forma imobilizada, Lipozyme RM
IM e Novozym 435, como as lipases comerciais de formulagéo liquida que se pretendiam imobilizar.
Para as lipases imobilizadas os valores de atividade hidrolitica apresentam-se em relacdo a uma
guantidade massica (U/g) e para as formulag@es liquidas os valores determinados séo apresentados
em termos volumicos (U/ml).

O quadro 11 apresenta a média da atividade hidrolitica das preparacdes comerciais
mencionadas. Os ensaios decorreram em duplicado e como tal apresentam-se os coeficientes de
variagcao associados & média dos valores encontrados.

Lipase imobilizadas Atividade hidrolitica (U/g)  coeficiente de variacéo (%)
Lipozyme RM IM 39 0
Novozym 435 =0 0
Lipases liguidas (U/ml)
Lipozyme CALBL 90 50
Novozym 388 1020 13,9
Novozym 735 560 10,1

Nas condic¢des selecionadas, as lipases imobilizadas demonstraram baixa atividade hidrolitica.
Os fatores temperatura, substrato utilizado e o pH influenciam a atividade determinada (Bassan et al.,
2016). Bassan et al., (2016) demonstraram o efeito do substrato na atividade hidrolitica, verificando
variagcdo do pH e temperatura 6timos consoante o substrato (6leo de grainha de uva ou azeite virgem

extra).

As lipases liquidas apresentaram atividade hidrolitica superior, sendo a mais elevada a de
Novozym 388 que corresponde a lipase de Rhizomucor miehei (Asano et al., 2015), tal como a presente

na Lipozyme RM IM. A menor atividade hidrolitica das formulacdes liquidas corresponde a enzima
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Lipozyme CALBL, a mesma enzima que se encontra imobilizada em Novozym 435 (lipase de Candida
antarctica.

Os coeficientes de variacdo associados as médias encontradas revelam a existéncia de
variabilidade associada aos varios passos da determinacdo. A goma arabica, utilizada para manter a
estabilidade da interface agua-6leo necessaria para a atividade hidrolitica, pode ser adsorvida a
superficie das goticulas de azeite em emulséo, dificultando a acdo das lipases; a temperatura pode
sofrer variagdo entre reatores em ao longo do processo; também a velocidade de agitagdo por
magnetes podera representar fonte de variabilidade, sendo que velocidades superiores permitem que
haja maior area interfacial (Yamane, 1987). Para minimizacao de erros, utilizou-se o mesmo azeite nas
varias determinacdes. A titulacdo com base forte, apesar de um método simples, é fonte de erros de
aleatdrios dado que facilmente pode haver uma incorreta interpretacao de alteracdo de cor (Kardash &
Tur'yan, 2005). Além disso, verifica-se que no método utilizado, pequenas variacdes de volume
originam grande varia¢do do valor final. Assim, uma opc¢do mais cautelosa teria sido a utilizacdo de
uma solucao de hidréxido de s6dio menos concentrada, de modo a facilitar a interpretagcéo do ponto de

viragem.

O quadro 12 sumariza a atividade hidrolitica do imobilizado final e a comparagcdo com a solu¢do
de lipase inicial, através do rendimento de imobilizagdo em termos de atividade hidrolitica. Para
relacionar a atividade hidrolitica final e da lipase liquida inicial foi tido em conta o volume de solucéo
enzimatica por grama de suporte, utilizado durante a imobilizacao.

Lewatit VP OC 1600 Accurel MP 1000
L. CALBL N. 388 N. 735 L.CALBL N. 388 N. 735
A.H. do imobilizado (CV %) 16,4 13,3 6,7 17,2 43,7 6,9
(U/g) (83,2) (72,4) 0) (85,1) (11,9) (4,9)
Rendimento de 16,1 13,0 6,6 16,9 42,8 6,9

imobilizacdo (%)

Verificou-se menor rendimento de imobilizacéo, determinado através da atividade hidrolitica,
para a lipase de Novozym 338 imobilizada no suporte de Lewatit VP OC 1600 (13%) comparado com
o rendimento obtido quando esta lipase foi imobilizada em Accurel MP 1000 (42,8%). O rendimento
mais baixo esta associado a lipase Novozym 735 (lipase A de Candida antarctica) que € semelhante
para ambos os suportes (6,6% e 6,9%). Lipozyme CALB L apresentou também um rendimento
semelhante para os suportes de Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000. A lipase de Rhizomucor
miehei apresentou melhor eficiéncia de imobilizacdo em Accurel MP 1000, sendo este o melhor
resultado (42,8%). As perdas de atividade hidrolitica das lipases ap6s imobilizagdo sdo provocadas por
efeitos de transferéncia de massa e também pelo procedimento de imobilizacéo, que altera de forma
inevitavel o ambiente molecular natural das lipases (Secundo, 2013). A imobilizacdo pode desencadear

mecanismos que afetam a sua eficiéncia catalitica ou resultam na sua inativacdo: como o dificil acesso
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do substrato ao centro ativo da enzima (orientacao desfavoravel da enzima ou limitacdo de difuséo do
substrato), perda de propriedades da enzima e alteracdo da sua integridade conformacional, por alta
afinidade para o suporte (Mateo et al., 2007; Secundo, 2013).

Outro aspeto é a estabilidade durante o armazenamento das lipases, ou seja, a manutencao
da sua atividade catalitica entre 0 momento de producéo e a sua utilizagdo (Bule, 2014). A avaliagao
de atividade catalitica final ndo foi realizada logo ap6s a produgédo dos imobilizados, o que pode explicar
uma maior perda de atividade catalitica. No entanto, permite obter uma atividade mais préxima da real
na altura da realizacdo dos ensaios de aciddlise.

Os valores de atividade hidrolitica dos biocatalisadores Lewatit VP OC 1600-Lipozyme CALB
L e Accurel MP 1000- Lipozyme CALB L apresentam um coeficiente de variacdo de 83% e 85%,
respetivamente. Se considerarmos apenas os valores mais baixos de atividade hidrolitica pode-se dizer
que o rendimento foi de apenas 6,64% e 6,73%, respetivamente, semelhantes aos verificados para a
Novozym 735. J4 o biocatalisador Lewatit VP OC 1600-Novozym 388 apresenta coeficiente de variacao
de 72%, também bastante elevado, com valor minimo de retencao de atividade hidrolitica de 6,34%.

No caso do suporte Accurel MP 1000 a média esté associada a um coeficiente de variagédo de 12%.

A elevada variabilidade nos resultados pode ter resultado de um processo de adsor¢do nao-
homogéneo, resultando em diferentes atividades hidroliticas durante os ensaios. Para confirmar os
resultados obtidos podia ter sido avaliada a atividade hidrolitica do filtrado, e, por subtragcéo descoberta

a atividade hidrolitica remanescente.
4.3.2. Determinacdo da proteina imobilizada pelo método de Bradford

O quadro 13 revela a proteina, em mg, presente nas solu¢bes enzimaticas iniciais e o
rendimento de imobilizag&o para o suporte de Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000, respetivamente,

resultando este da diferenca entre a proteina inicial e no filtrado.

Massa de Massade Rendimento de
Solugdo proteine-l (-m-g) proteina imobilizagdo
solugdo inicial* (mg) (%)
imobilizada
Lipozyme CALBL em Lewatit VP OC 1600 7,52+0,21 6,22 £ 0,06 82,7
Novozym 388 em Lewatit VP OC 1600 0,92 £ 0,05 0,30+ 0,04 32,9
Novozym 735 em Lewatit VP OC 1600 2,30+0,01 2,02+0,04 87,7
Lipozyme CALBL em Accurel MP 1000 7,22 +0,48 6,61 £ 0,53 91,2
Novozym 388 em Accurel MP 1000 1,08 £ 0,01 0,30 + 0,05 28,0
Novozym 735 em Accurel MP 1000 1,77 £ 0,01 1,54 £ 0,04 86,6
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Os resultados obtidos demonstram que o rendimento de imobilizacdo em proteina foi elevado
para as lipases A e B de Candida antarctica, em ambos os suportes. Para o suporte de Lewatit VP OC
1600, a imobilizacdo mais eficiente foi a de Novozym 735 (87,7%) e para o caso de Accurel MP 1000,
foi a de Lipozyme CALBL (91,2%). A lipase de Rhizomucor miehei (Novozym 388), apresentou
rendimentos de imobilizacdo em proteina semelhantes para os dois suportes de imobilizacdo e

inferiores a 35%.

Verificou-se que a proteina presente na solugdo enzimatica inicial era inferior nos casos das
lipases Novozym 735 e Novozym 388 a verificada para Lipozyme CALB L. A baixa concentragdo de
proteina revelou-se problematica durante a leitura espetrofotométrica para as solugdes iniciais e,
principalmente, para o filtrado. Este filtrado é obtido antes da adicdo de glutaraldeido. Assim, apds esta
etapa, pode ter ocorrido dessorcao do soluto, apds o contacto com glutaraldeido e através da lavagem

com solucao-tampao, lixiviando alguma proteina (Costa et al., 2013).

Para garantir uma concentragdo da solugédo inicial superior, optou-se por dissolver as lipases
liguidas num volume de solugdo tampao inferior ao indicado pelo método inicial. O volume de enzima
liguida para imobilizag&o foi estabelecido apenas através da avaliagdo da atividade hidrolitica das
lipases comerciais disponiveis. N&o foi realizada a determinagéo da proteina pelo método de Bradford
anteriormente ao processo de imobilizacdo, o que pode ter resultado na selecdo de um volume
enzimatico inferior ao necessario para uma imobilizagdo enzimatica mais eficiente. O menor volume de
lipase foi o de lipase de Rhizomucor miehei que revelou ter o menor rendimento de imobilizagéo
proteica. Contudo, Novozym 735 apresenta também uma quantidade de proteina baixa, mas um
rendimento de imobilizagc&o elevado. Esta diferenga pode resultar de uma maior afinidade desta lipase

para os suportes (Yamane, 1987).
4.4. Preparacdo de biocatalisadores imobilizados com diferentes atividades de adgua

A atividade da 4gua descreve o grau de ligacdo da agua a um dado sistema (Tiefenbacher,
2019) e tem um papel determinante na manutencdo estrutural enzimatica e no seu funcionamento,

afetando a catalise enzimatica (Rezaei et al., 2007).

O protocolo de imobilizacdo das lipases nos suportes sintéticos incluiu operacdes que
promovem a remocado de dgua da solucdo tampéo utilizada durante a imobilizagdo. Além disso, apés a

imobilizag&o, os imobilizados permaneceram 24 h no exsicador de modo a diminuir a atividade da agua.

O quadro 14 seguinte revela os valores médios de aw inicial dos biocatalisadores e apds 24 h

e 28 h no exsicador, no caso dos biocatalisadores em Accurel MP 1000.
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Biocatalisador aw (0 h) aw (24 h) aw (28 h)
N735 em Accurel MP
0,98 + 0,02 0,91 +£ 0,00 0,37 £ 0,04
1000
N388 em Accurel MP
0,93 £ 0,03 0,87 £ 0,04 0,35+0,01
1000
LCALBL em Accurel
0,93 £ 0,04 0,90 +0,03 0,34 £ 0,03
MP 1000
N735 em Lewatit VP
0,94 £ 0,02 0,23 £ 0,00 -
OC 1600
N388 em Lewatit VP
0,91 +£0,01 0,24 + 0,07 -
OC 1600
LCALBL em Lewatit
0,91 +0,01 0,2+ 0,00 -
VP OC 1600
Novozym 435 0,68 + 0,03 - -

O resultado da variacdo de aw quando no exsicador revela comportamentos diferentes entre
suportes e lipase. As lipases imobilizadas em Accurel MP 1000 apresentam uma aw de cerca de 0,4,
ao fim de 28 h no exsicador. E possivel obter uma aw de cerca de 0,2 ao fim de 24 h quando imobilizadas
em Lewatit VP OC 1600.

A aw é um fator determinante ja que é essencial a presenca de 4gua pelo menos vestigial,
adsorvida a superficie da lipase (Macrae, 1983), para que a enzima seja ativa e apresente uma cinética
de ativacao interfacial na interface lipido-agua (Miled et al., 2001). Ha possibilidade de alteragdo de
conformacé@o da enzima e sua inativagdo na auséncia de agua e por outro lado, a diminuicao do
rendimento da reacdo dado que a presenca de dgua promove a reacao de hidrdlise, prejudicando o
balanco entre as etapas de hidrélise e esterificacdo (Ujang & Vaidya, 1998). Além disso, algumas
enzimas comportam-se melhor em reacdes de sintese quando a atividade da agua € proxima de 1
(Petersson et al.,, 2007), e outras como é o caso das lipases de Rhizomucor miehei e Candida

antarctica, tém atividade de interesterificacdo 6tima abaixo de 0,5 (Ferreira-Dias & Fonseca, 1995).

Por inexisténcia do suporte de Lipozyme RM IM em laboratério, avaliou-se apenas Novozym
435, que apresentou um valor de aw de 0,68 + 0,03. Este valor é elevado relativamente ao valor
apresentado por Nunes et al. (2011) de 0,33 e 0,28 para as lipases utilizadas, Lipozyme RM IM e
Novozym 435, respetivamente, a 30 °C. A exposi¢do e equilibrio com um ambiente com elevada
humidade relativa durante o seu armazenamento podera ter resultado no aumento indevido da atividade
da agua. Muitas vezes a atividade da agua € designada humidade relativa de equilibrio (Mathlouthi,
2001).

Em face da disperséo dos valores de aw obtidos para os diferentes biocatalisadores optdmos
por utiliza-los com valores de aw semelhantes de cerca de 0,8-0,9. Optou-se por colocar 0s

biocatalisadores em Accurel MP 1000 durante 24 h no exsicador previamente ao seu uso e utiliza-las
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diretamente, no caso de Lewatit VP OC 1600. Longe das condi¢des 6timas para a atividade das lipases,

este valor de aw permitiu testar a atuacao das lipases em condi¢des teoricamente adversas.

Os biocatalisadores imobilizados em Lewatit VP OC 1600 foram posteriormente avaliados a

aw=0,75, proxima da encontrada para a Novozym 435.

4.5. Identificagcdo do perfil de triacilgliceréis de 6leo de bagaco de azeitona por

cromatografia gasosa

O método de cromatografia utilizado permite a obtencdo de um cromatograma em que é
possivel distinguir pelo seu tempo de retengdo, acidos gordos livres, monoacilgliceréis, diacilglicerois e
triacilgliceréis (NP EN 14105:2011). Para identificacdo de picos do 6leo de bagaco de azeitona, foi

apenas possivel utilizar dois padrdes, nomeadamente, a trioleina e o acido oleico.

De modo a identificar a composicdo em TAG do Oleo, procedeu-se a uma andlise
cromatografica de um padrdo de azeite virgem extra, disponibilizada pelo Laboratério de Estudos
Técnicos do Instituto Superior de Agronomia (LET-ISA). A percentagem de area dos picos
correspondentes a TAG foi comparada com os resultados obtidos pelo laboratério anteriormente
mencionado, por HPLC. Foi possivel estabelecer uma relagao entre os resultados através do nimero
de carbonos presentes nas moléculas de TAG. O quadro 15 revela os TAG pertencentes as categorias:
n° de carbonos-50,-52,-54 e a percentagem de cada em relacdo aos TAG totais do azeite virgem extra

obtidos por HPLC pelo LET-ISA e por cromatografia gasosa capilar.

Percentagem Tempo
Percentagem em TAG (%) de
N° de
TAG em TAG (%) por retencao
Carbonos . .
por HPLC cromatografia (min)
gasosa
50 PLP; POP. 4,30 2,50 24,5-25,6
PLL;
PLL+PoPoO;POL,+PP.P,+PP,L;
52 P.,OO; 27,8 28,8 30,0-30,9
PoOP+SP,L+SOL+SP.Po;

POO;POS+SLS.
LLL; OLLn; OLL; OOLs+P0OOL;
54 OOL+LPP; SLL+PLO; 67,7 68,8 31,4-33,0
O00+P,PP; SOL; SOO.

O total de percentagem de area corresponde a 99,8%, dado que alguns picos minoritarios nao

sdo identificados. As percentagens obtidas para cada intervalo de tempo sdo semelhantes,
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principalmente para os tempos de retencdo superiores correspondentes a moléculas com namero de
carbono igual a 52 e 54. Ainda de acordo com o LET-ISA (2017), os componentes maioritarios do azeite
virgem extra foram OOO com 41,1% (54C), SOL+POO (52C) com 22,3% e OOL com 10,5%. O &cido
oleico livre e trioleina foram identificados pelo padrdo disponivel em laboratério. Por analise

cromatografica do 6leo de bagaco de azeitona obteve-se a seguinte composi¢ao (Quadro 16):

Componente do 6leo de bagaco de o ) .
Teor médio + desvio padrao (%, m/m)

azeitona

AGL 18,4+0,1

C18:1 livre 10,9+0,0

TAG 705+1,1

000 29,4+0,3

Fracdo em TAG de C50 239+0,4
Fracdo em TAG de C52 31,0+0,2
Fracdo em TAG de C54 45,1+ 0,2
Fracdo de OO0 em TAG 41,7+0,2

O valor de acidos gordos livres é préximo do valor de acidez descoberto por titulagdo (20%). O
acido oleico demonstra ser o acido gordo livre com maior expressao, correspondendo a mais de 50%
dos AGL (59,7%) e a trioleina é o TAG mais abundante. Tal como no azeite virgem extra, predominam
0s TAG com maior numero de carbonos. O pico que é identificado como trioleina por compara¢éo com
0 padrdo é responsavel quase na totalidade pela presenca de moléculas de 54 carbonos,
correspondendo a 41,7% dos TAG totais.

Os TAG do azeite virgem extra e OBA estao representados nos cromatogramas seguintes (Fig.
13aehb).
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Figura 13-Picos referentes aos TAG das amostras de azeite virgem extra (a) e OBA (b)

4.6. Aciddlise e interesterificagcdo enzimatica catalisada por lipases imobilizadas
comerciais

A figura 14 apresenta a conversédo de acidos gordos livres de cadeia média C8:0 e C10:0 por

acidélise com 6leo de bagaco de azeitona bruto (B) e apés adsor¢éo (D), catalisada pela Lipozyme RM
IM (50 °C).
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Figura 14-Converséo de acido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) durante a aciddlise com OBA bruto
(B) ou apés descoloracao (D), catalisada pela lipase Lipozyme RM IM, a 50 °C

O consumo de M foi superior quando se utilizou o OBA bruto, para ambos os &cidos gordos
livres. Verificou-se uma preferéncia por parte da lipase para o acido caprilico, correspondendo o melhor
resultado a um consumo de 57,9% (m/m) quando se utilizou C8:0 e OBA bruto. A conversdo mais baixa
foi obtida pela acidélise de C10:0 com 6leo descorado (41,7% (m/m)). Diversos estudos desenvolvidos

com utilizacao de Lipozyme RM IM, revelam a capacidade de incorporacdo de 44 mol-% de C8:0, em
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Oleo de colza (Wang et al., 2012), 65 mol-% (Xu et al., 1998) e 42,2 mol-% de C10:0 (Jennings & Akoh,
2000) em Gleo de colza e 6leo de farelo de arroz, respetivamente. Estes resultados foram obtidos entre
os 50 °C e 60 °C de temperatura, com diferentes cargas enzimaticas e raz8es molares. No entanto,
nado é possivel comparar diretamente os valores referenciados com os obtidos no presente trabalho

dado que o consumo do C8:0 ou C10:0 nédo equivale a incorporagao dos acidos gordos (mol-%) nos
MLM desejados (Quezada & Hernandez, 2011).

A figura 15 apresenta o consumo de M por aciddlise de C8:0 e C10:0, e também por
interesterificacdo com os ésteres etilicos e metilicos dos acidos gordos mencionados, utilizando a
enzima Novozym 435.

100 -
80 -
60 -
40 1 m24h
20 A

0 -

m48h

Conversdo de M (%)

B D B D B D B D B D B D

N435-C8:0 N435-C10:0 N435- FAMEC8:0 N435-FAMEC10:0 N435-FAEEC8:0 NA435-FAEEC10:0

Figura 15-Converséo de acido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) e seus ésteres metilicos e etilicos,
durante reagdo com OBA bruto (B) ou ap6s descoloragéo (D) catalisada pela lipase Novozym 435, a
50 °C

O consumo de C8:0 em oleo bruto foi ligeiramente inferior ao verificado com a lipase de
Rhizomucor miehei, 51,9% (m/m), e ligeiramente superior quando se utilizou OBA D. Ambas as lipases
utilizaram preferencialmente o C8:0 e demonstraram menor atividade em 6éleo descorado (47,6% (m/m)
de C8:0 e 47,5% (m/m) de C10:0, com a Novozym 435). Esta tendéncia foi observada também durante
a interesterificagdo com ésteres etilicos e metilicos. Os maiores valores foram obtidos pela
interesterificacdo com FAME-C8:0 (74,2% (m/m)) e com FAEE-C8:0 (68,2% (m/m)). Em ambos os
casos, 0 consumo mostrou-se superior as 24 h de ensaio, demonstrando que apds este momento deve
ter ocorrido a hidrolise de acilgliceréis formados (76,1% (m/m) (FAME-C8:0) e 72,7% (m/m) (FAEE-
C8:0)).

E importante ter em conta que a reacgéo de acidélise, como outras promovidas por lipases, é
responséavel pela formacgéo de acilglicerdis parciais, ou seja, moléculas de glicerol esterificadas com
acidos gordos, em que néo ocorreu a esterificacdo com todos os grupos hidroxilo. Ou seja, 0 consumo

de M pode resultar na incorporacéo destes em monoacilglicerdis e diacilglicerois (Cheong et al., 2012).

O rendimento em novos TAG (%, m/m) obtido por acidolise catalisada pela lipase Lipozyme
RM IM (Fig. 16) e Novozym 435 (Fig. 17) corresponde a razdo entre o produto formado e o total do

reagente fornecido no ponto inicial da reac¢éo (Davis & Davis,2003).
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Figura 16-Rendimento em novos TAG (%, m/m) obtidos por aciddlise com acido caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0) durante a aciddlise com OBA bruto (B) ou apés descoloracao (D), catalisada pela
lipase Lipozyme RM IM, a 50 °C
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Figura 17- Rendimento em novos TAG (%, m/m) obtidos por acidélise com acido caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0) ou interesterificacdo com seus ésteres metilicos e etilicos catalisada pela lipase
Novozym 435, a 50°C

Contrariamente ao verificado pelo consumo de M (%), embora haja maior converséo de C8:0
em acilglicerdis, a formagéo de novos TAG foi superior quando se utilizou C10:0 e seus ésteres. Nunes
et al. (2011) verificaram que, utilizando as lipases Lipozyme RM IM e Novozym 435 em reac¢bes de
aciddlise de &cido caprilico ou caprico com azeite virgem, houve sempre maior incorporacéo do acido
caprico. A preferéncia por acidos gordos de cadeia mais longa € uma caracteristica das lipases em
contraste com as esterases (Sharma et al., 2001).

No caso de Lipozyme RM IM pode-se dizer que o equilibrio da reacdo ocorreu apés 24 h, em
que se obteve maior rendimento em TAG a partir de OBA B e C10:0 (56,6 % (m/m)). O pior rendimento
em TAG obteve-se a partir de C8:0 e 6leo bruto (33,0% (m/m), as 48 h). A maior atividade hidrolitica
de Lipozyme RM IM pode desencadear a hidrélise dos TAG mais rapidamente, atingindo-se um maximo
mais cedo, mas promover a degradacéo dos produtos formados apds as 24 h.

Quanto a Novozym 435, as reacdes foram no geral mais lentas, obtendo maior rendimento ao
final de 48 h. Verificou-se que os rendimentos obtidos sdo semelhantes entre 0o OBA B e OBA D e
também semelhantes aos obtidos com Lipozyme RM IM. Apés 48 h, observou-se um rendimento em
novos TAG (%, m/m) de 52,5% (m/m) e 53,6% (m/m), para os sistemas com C10:0 e OBA B e OBA D,
respetivamente. Isto demonstra que a concentracao de pigmentos no 6leo ndo afetou a atividade das
lipases utilizadas.
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Os sistemas onde houve maior consumo, neste caso, de ésteres, correspondem a um menor
rendimento em TAG. Os ésteres resultam da condensacao do grupo carboxilo do acido com o grupo
hidroxilo do alcool, etanol no caso dos ésteres etilicos e metanol nos ésteres metilicos (Jackson, 2014).
Assim, nestas reacdes ocorre a libertagdo dos acidos gordos e s6 depois estes podem reagir com os
esqueletos de glicerol, 0 que pode ter tornado a reacdo mais lenta e originado rendimentos menores
durante o tempo de reacg&o analisado. E importante dizer que nestes casos analisou-se o consumo dos
ésteres, que sédo inicialmente hidrolisados, e ndo o consumo dos acidos gordos livres que deles
resultam. Possivelmente, se tivéssemos em conta o consumo de acidos gordos livres poderiamos ter
encontrado um menor consumo ao verificado para os ésteres, 0 que explicaria a menor producao de
TAG.

Comparando a utilizacdo do acido caprico e 0 seu respetivo éster etilico, obtiveram-se
rendimentos inferiores com FAEE-C10 no 6éleo bruto (40,8% (m/m)) e no éleo descorado (42,2% (m/m)).
A utilizacdo dos ésteres etilicos e metilicos na producéo de lipidos estruturados origina um produto
secundério que teria de ser eliminado posteriormente, o etanol ou o metanol (Jackson, 2014). A
utilizac@o de ésteres metilicos ndo é interessante no caso de lipidos estruturados destinados ao
consumo humano dado que o0 metanol apesar de estar presente em pequenas quantidades em algumas
bebidas alcodlicas, é considerado téxico para os humanos (McMartin et al., 1980; Paine & Davan,
2001). Ja o etanol é considerado seguro e mais interessante para a industria alimentar (Dawidowicz &

Olszowy, 2013).

A auséncia de padrdes TAG mistos no laboratério ndo permite a identificacdo dos TAG
formados através do tr associado. Além disso, néo foi possivel estudar a distribuicdo regioespecifica
dos éacidos gordos nos lipidos estruturados. Assim, 0S novos picos que representam novos TAG
formados ao fim de um tempo t de acidélise podem resultar da esterificagdo de outros &cidos gordos
presentes na composicdo do 6leo de bagaco de azeitona e ndo dos acidos gordos de cadeia média
fornecidos. Ndo podemos afirmar que o rendimento obtido corresponda a triacilglicerdis dietéticos MLM,
dado néo termos conhecimento da distribuicdo dos &cidos gordos no esqueleto de glicerol e se houve
a capacidade de manter o acido gordo de cadeia longa na posi¢édo sn-2 da molécula de TAG. Para
obter esta informacao seria necessario proceder a uma separacao da fragdo dos TAG por cromatografia
em camada fina (TLC); recuperar a fragdo mencionada da placa de TLC; hidrolisar os TAG por acéo
catalitica da lipase pancreédtica; separar a fragcdo de sn-2 MAG por TLC e proceder a sua metilagao e

guantificacdo na forma de FAME (Ferreira-Dias et al., 2018).

Sabe-se que a lipase de Rhizomucor miehei apresenta seletividade para as ligagbes sn-1 e sn-
3 (Ortiz et al., 2019), ou seja, hidrolisa e origina a substituicdo dos acidos gordos que ocupam estas
posicdes, mantendo a composicdo da posicao interna de TAG. Ainda assim, ha a possibilidade de
fendmenos de migracdo de grupos acilo no processo de producao de lipidos estruturados e formacao
de TAG indesejaveis (Kim & Akoh, 2005). A Novozym 435 é apresentada como uma lipase nao
especifica ou de regioseletividade variavel (sn-1,3 preferencial) que pode em algumas condi¢des
originar uma modificacao aleatdria da posi¢do dos acidos gordos nas moléculas de TAG (Akoh, 2005;

Ortiz et al., 2019). Contudo, para um sistema azeite virgem + C8:0/ C10:0; razdo molar: 1:2, temperatura
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a 45 °C e 5% de carga de enzima, a Novozym 435 comportou-se como uma lipase sn-1,3 regioselectiva
(Nunes et al., 2011). Este sistema é similar ao utilizado por Nunes et al. (2011) e por isso Novozym 435

podera comportar-se de igual forma.

Se verificarmos a percentagem de novos TAG face ao total dos TAG do produto final com
Lipozyme RM IM (Fig. 18), a diferenga entre os resultados obtidos nos sistemas com C8:0 e C10:0 é
muito menor do que o observado no rendimento de formacao de novos TAG. O produto final com menor
percentagem de novos TAG em relagdo ao total de TAG presentes resulta do sistema com C8:0 e 6leo
descorado, 64,6%, e a maior percentagem corresponde ao sistema de C10:0 e 6leo bruto, com 72,8%
de novos TAG na sua composicao total de TAG. O elevado valor de percentagem de novos TAG em
relagdo aos TAG totais associado a C8:0 comparativamente aos rendimentos em novos TAG,
demonstra que grande parte da sua composicdo em TAG corresponde a novos TAG, contudo pode
também revelar que o total de TAG da amostra corresponde a uma quantidade baixa, o que faz com
que os novos TAG representem uma grande fracdo destes. Assim, apesar do elevado consumo de

C8:0 e de trioleina, estes sdo incorporados em acilgliceréis parciais.
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Figura 18- Novos TAG/TAG totais (%) obtidos por acidélise com acido caprilico (C8:0) e caprico
(C10:0) com OBA bruto (B) ou apos descoloracédo (D), catalisada pela lipase Lipozyme RM IM, a 50°C
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Figura 19- Novos TAG/TAG totais (%) obtidos por acidélise com &cido caprilico (C8:0) e caprico
(C10:0) ou interesterificacdo com seus ésteres metilicos e etilicos catalisada pela lipase Novozym
435, a50°C

A percentagem de novos TAG em relagéo aos TAG totais associada aos ensaios com Novozym

435 (Fig. 19) revela uma diferenga percentual entre os sistemas com acido caprico e caprilico superior
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ao que acontece com Lipozyme RM IM. Ainda assim, 0 mesmo raciocinio podera ser aplicado a esta
enzima. A menor percentagem de novos TAG corresponde ao ensaio com 6leo bruto e éster etilico de
C8:0, mostrando que para o periodo de 48 h é vantajoso utilizar o acido gordo livre. A maior fragdo de
novos TAG foi conseguida pela utilizagdo de FAME-C10:0 com 6leo descorado (74,7%), as 48 h de
ensaio. Este valor nao justifica a sua utilizacdo, dado que utilizando C10:0 com 6leo bruto obtém-se
71,9% de novos TAG/TAG totais, com menor custo e dificuldades no processo relativas a descoloracéo
do OBA e remocao do metanol resultante da hidrélise do éster metilico, um alcool ndo adequado para
a producéo alimentar (McMartin et al., 1980; Paine & Davan, 2001; Antonopoulos et al., 2006).

A temperatura € um dos varios fatores que condicionam a especificidade das lipases para o
substrato e a sua atividade catalitica (Singh et al., 2019). A Novozym 435 tem uma temperatura 6tima
entre 30 °C e 60 °C (Novozymes Biopharma DK A/S, 2014). Estudou-se qual o impacto do aumento de
10 °C de temperatura nas reacfes de aciddlise enzimatica com a lipase de Candida antarctica,
mantendo as restantes condi¢des da reacdo, nomeadamente, a razdo molar e carga enzimatica. Optou-

se por realizar a acidolise de OBA bruto ou descorado com C8:0 ou C10:0, em duplicado (Fig.20).
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Figura 20- Converséao de 4cido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) durante a acidélise de OBA bruto
(B) ou apos descoloracéo (D), catalisada pela Novozym 435, a 60 °C

Como aconteceu durante os ensaios de aciddlise decorridos a 50°C, na figura 20 observa-se
que ocorre maior conversao de C8:0 e quando é utilizado OBA B. O consumo de M foi superior no
sistema C8:0- 6leo B, ao fim de 48 h (53,9% (m/m)) enquanto a conversao de acido caprico foi de 50,6%
(m/m). Comparativamente aos resultados a 50 °C, a maior variacéo verifica-se para o maior resultado
e corresponde a um aumento de apenas 2%. Relativamente ao rendimento em TAG (% (m/m)) (Fig.
21), o rendimento de formagédo de novos TAG foi menor para o ensaio onde houve maior consumo do
M que se pretendeu incorporar (C8:0-B), 27,9% (m/m), resultado inferior ao obtido a 50 °C. O aumento
de temperatura provocou diferencas superiores ao nivel do rendimento de novos TAG obtido com os
dois diferentes éleos. Continuou-se a observar maior formacédo de novos TAG com o C10:0 como
MCFA. Com o 6leo D, obteve-se um rendimento de 53,5% (m/m), semelhante ao que aconteceu a uma
temperatura inferior (53,6% (m/m)). J& com o 6leo bruto, o rendimento foi de 42,9% (m/m), cerca de
menos 10% do que foi conseguido a 50 °C. Ou seja, 0 aumento da temperatura da reacéo de aciddlise
catalisada por Novozym 435, foi desvantajoso quanto a rendimento em novos TAG quando se utilizou
o OBA B.
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Figura 21- Rendimento em novos TAG (%, m/m) obtidos por aciddlise de acido caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0) com OBA bruto (B) ou ap6s descoloragéo (D), catalisada por Novozym 435, a 60 °C
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Figura 22- Novos TAG/TAG totais (%) obtidos por acidélise de acido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0)
com OBA bruto (B) ou apés descoloracao (D), catalisada por Novozym 435, a 60 °C

Analisando a composicdo em TAG das amostras finais, verifica-se que de igual forma houve
uma maior fracéo de novos TAG nos ensaios com C10:0, mas as diferencas entre 6leo B e D s&o
reduzidas. Além disso, hd uma maior aproximagao entre os ensaios com os dois AGL (Fig. 22). Conclui-
se que a utilizacao de Novozym 435 para producéo de MLM a partir de OBA e acidos gordos de cadeia

média nao foi beneficiada pelo aumento de temperatura.

4.7. Avaliagdo dos ensaios de acidolise enzimética catalisados por biocatalisadores
imobilizados em laboratério

4.7.1. Avaliagdo de reacdes de acidélise enzimética por lipases imobilizadas em
suportes hidrofébicos a aw 0,9

As seguintes figuras mostram a converséo de &cido caprilico ou céprico obtida por acidélise
com OBA bruto ou OBA descorado (Fig. 23 a e b), a 50 °C, com os biocatalisadores imobilizados em
Lewatit VP OC 1600 e Accurel MP 1000.
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Figura 23-Converséo de acido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) durante acidolise com OBA bruto (A)
ou descorado (B), catalisada pelas lipases imobilizadas em Lewatit VP OC 1600

Analisando a conversdo de M, nos sistemas com suporte Lewatit VP OC 1600, compreende-

se que o grau de conversao foi menor do que o atingido com as prepara¢des comerciais. O melhor

resultado é conseguido pela aciddlise de C8:0 e OBA B, catalisada pela lipase B de Candida antarctica

(25,7%). Comparativamente & sua homdloga Novozym 435, existe uma diferenga de 26,2%, o que

significa que ocorreu cerca de metade da conversao de acido caprilico. Utilizando a mesma lipase e

C10:0, as 48 h ocorreu uma converséo de 18,7%. A lipase A, origindria da mesma espécie, permitiu
converter 19,2% de C10:0.

Houve uma conversao superior guando se utilizou o éleo bruto, a excegao do sistema Novozym
388-C8:0 as 48 h, em que ambos os resultados ndo atingem os 10%. Para as reacdes catalisadas por
esta lipase em OBA B, houve uma diminuicdo de converséo entre as 24 h e 48 h, indicando que os
produtos formados podem ter sofrido hidrélise. Para OBA D, tal ndo se verificou. Para o 6leo descorado,
o resultado mais elevado corresponde a reacgdo catalisada por Lipozyme CALB L, em presenca de
C10:0, obtendo as 24 h pouco mais de 15% de converséo. Lipozyme CALB L apresentou-se como a
formulagdo com maior carga de proteina imobilizada e também maior atividade hidrolitica e, reine no

geral as conversdes mais altas. Ja a preparacdo Novozym 388 tem a menor carga proteica, 0 que
explica as baixas conversdes de C8:0 ou C10:0.
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Figura 24-Converséao de acido caprilico (C8:0) e caprico (C10:0) durante acidolise com OBA bruto (A)
ou descorado (B), catalisada pelas lipases imobilizadas em Accurel MP 1000

Quando em o6leo bruto, os mesmos biocatalisadores imobilizados em Accurel MP 1000,
apresentam de novo maior conversdo na reacgdo catalisada por Lipozyme CALB L no sistema C8:0-

OBA B, com 24,2% ao fim de 48 h (Fig. 24a). Comparativamente a Novozym 435, ha uma diferenca de
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converséo relativa menor do que 50% (46,6%). Com este suporte, voltou-se a verificar uma maior
conversdo quando o acido caprico foi utilizado, tal como acontecia com as lipases comerciais

imobilizadas.

Comparando o grau de converséo atingido com os 6éleos B e D (Figura 24b), ha no geral uma
preferéncia pelo 6leo bruto. O melhor resultado com o 6leo D ocorreu na acidélise com C10:0, por agéo
de Novozym 735 (20,0%).

A converséo foi principalmente limitada para Novozym 388, quando se utilizou este éleo. Se
guando em 6leo bruto a enzima tinha a capacidade de converter apenas no maximo 1/3 do obtido por
Lipozyme RM IM, a aciddlise com 6éleo D sofreu uma diminuigdo de 87% e 82%, para C8:0 e C10:0

respetivamente. N&do é possivel distinguir uma tendéncia para um dos AGL utilizados.

Como verificado através da avaliagdo da atividade hidrolitica, diferentes amostras de um
mesmo biocatalisador demonstraram grau de atividade distintos, possivelmente por diferentes
condicdes de atividade da enzima no suporte. Podemos discutir que a concentracao de substrato para
0s imobilizados pode ter criado um microambiente desfavoravel para a atuagdo da enzima (Correia &
Ferreira-Dias, 1998), que a atividade hidrolitica da enzima ndo é exata e ainda que revela que a

atividade hidrolitica ndo é necessariamente semelhante a de interesterificagdo.

A utilizacé@o dos biocatalisadores liquidos imobilizados nos suportes hidrofébicos resultou em
rendimento em novos TAG baixos. Quando se utilizou 6leo bruto, os biocatalisadores em Lewatit VP

OC 1600 nao permitiram obter rendimentos acima dos 10% (Fig. 25a).

A lipase Novozym 735 gerou um rendimento de 7,5% quando catalisou a aciddlise com C10:0,
sendo este o melhor resultado. A Novozym 388 continuou a revelar uma capacidade quase inexistente
na catalise da acidolise, provavelmente devido a baixa carga proteica presente no biocatalisador.
Quando em 6éleo descorado, apenas a lipase Novozym 735 apresentou alguma atividade quando
catalisou a substituicdo por C8:0, com rendimento de 10,3% as 48 h (Fig. 25b). As restantes lipases

geraram rendimentos em novos TAG abaixo de 1%.
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Figura 25- Rendimento em novos TAG (%, m/m), por acidolise de acido caprilico (C8:0) ou céprico
(C10:0) com OBA bruto (A) ou descorado (B) catalisada pelas lipases imobilizadas em Lewatit VP OC
1600
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Figura 26-Rendimento em novos TAG (%, m/m), por acidélise de acido caprilico (C8:0) ou caprico
(C10:0) com OBA bruto (A) ou descorado (B) catalisada pelas lipases imobilizadas em Accurel MP
1000

Nos ensaios associados com lipases imobilizadas em Accurel MP 1000, continuou a haver
melhor performance por parte de Novozym 735 (Fig. 26a). Com 6éleo bruto, foi possivel obter 11,3%
(m/m) e 12,6%(m/m) de novos TAG, com C8:0 e C10:0, respetivamente. Com o 6leo descorado os
rendimentos foram de 8,8% (m/m) e 11,6% (m/m) para os dois AGL discriminados anteriormente

(Fig.26b).

Dado que as lipases utilizadas para a imobilizagdo em laboratério sao similares as lipases
comerciais utilizadas nos primeiros ensaios, 0 insucesso no processo das aciddlises nao resulta da sua
atividade natural (Al-Zuhair, 2007). Ou seja, a atividade das lipases foi influenciada pelo processo de
imobilizacdo desenvolvido, pelas baixas cargas de proteina imobilizada e, principalmente, aw elevada.
A melhor performance gerada pela Novozym 735 pode resultar da sua atividade como aciltransferase,
num meio com elevada atividade de agua ( Patkar et al., 1993; Hdegh et al., 1995; Pfeffer, 2006).

Os resultados de percentagem de novos TAG na composi¢cdo em TAG das amostras finais sdo

semelhantes aos rendimentos em novos TAG obtidos.

De facto, o método de imobilizacdo utilizado referido por Bule (2014), foi utilizado para a
imobilizagdo lipase/aciltransferase de Candida parapsilosis, que segundo Osério et al.(2009) quando a
awde 0,97, tem uma atividade de interestificacdo semelhante a das lipases comerciais a aw de 0,5. Para

o presente trabalho é aconselhavel utilizar lipases com aw entre 0,2 e 0,5 (Osoério et al., 2009).

4.7.2. Avaliagdo de reagdes de aciddlise enzimética catalisadas por lipases imobilizadas

em suportes hidrofébicos a aw 0,75

Tendo em conta a atividade da agua de Novozym 435, procedeu-se a diminuigdo de aw para
0,75, submetendo os biocatalisadores no suporte Lewatit VP OC 1600 a uma atmosfera de NaCl
saturada. Os ensaios decorreram apenas com Oleo bruto, dado ndo terem sido demonstradas
beneficios na utilizagdo do 6leo D. Utilizou-se a Lipozyme CALB L imobilizada em Lewatit VP OC 1600
como catalisador de aciddlise com C10:0. No caso de Novozym 388, optou-se pelo &cido caprilico e

Novozym 735 catalisou a acidélise com ambos os &cidos gordos. A escolha dos M utilizados deveu-se
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aos rendimentos verificados a aw = 0,9, em que os melhores resultados corresponderam aos de
Novozym 735 e, para as outras lipases, um maior rendimento para os M selecionados.
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Figura 27-Converséao de acido caprilico (C8:0) ou caprico (C10:0) durante aciddlise com OBA B nos
sistemas selecionados em Lewatit VP OC 1600

A diminui¢do de aw ndo resultou no aumento da converséo de &cido caprilico ou caprico (Fig.
27). O sistema Lipozyme CALB L-C10:0 revelou um aumento de apenas 1,2 % face ao mesmo sistema
com aw semelhante a 1, as 48 h. Com a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada os resultados foram
semelhantes aos obtidos quando se utilizou o biocatalisador em Lewatit VP OC 1600, a aw de 0,9.

A pobre conversdo dos compostos que se pretendeu que integrassem os lipidos estruturados
MLM originou rendimentos em novos TAG limitados (Fig. 28). O rendimento mais elevado resultou de
novo de uma reagdo com C10:0, catalisada por Novozym 735 (7,5% (m/m)), um valor médio igual ao
obtido a aw=0,9, com esta lipase imobilizada em Lewatit VP OC 1600.
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Figura 28-Rendimento em novos TAG (%, m/m), por acidolise de &cido caprilico (C8:0) ou caprico
(C10:0) com OBA B nos sistemas selecionados em Lewatit VP OC 1600

A diminuicdo de aw de 0,9 para 0,75 ndo evidenciou beneficios em termos da aciddlise para
producdo de MLM. O facto das restantes lipases serem beneficiadas por uma reduzida atividade de
agua faz com que fosse interessante utilizar em vez da solucdo saturada de NaCl, solugbes que
permitissem uma humidade relativa entre 0,2 e 0,5 como sé@o os casos de CH3COOK (aw=0,23),
MgCl2.6H20 (aw=0,33), K2CO3 (aw=0,44) ou Mg(NOz)2.6H20 (aw=0,52) (Mathlouthi, 2001).
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5. CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No trabalho desenvolvido no &mbito da presente dissertacdo, estudou-se a possibilidade da
utilizacdo do 6leo de bagaco de azeitona bruto na producéo de lipidos dietéticos MLM. Este resulta de
um subproduto da fileira do azeite de baixo custo, permitindo valorizar um 6leo que sé € apto para

consumo humano apd@s refinacéo.

A producao dos lipidos dietéticos foi realizada por acidélise de 6leo de bagaco de azeitona
bruto com os acidos gordos de cadeia média caprilico e caprico, catalisadas por uma lipase sn-1,3-
seletiva de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) e de seletividade variavel de Candida antarctica B
(Novozym 435). Os ensaios ocorreram em descontinuo, em meio livre de solvente, durante o periodo
de 48 h, numa razéo molar TAG:M de 1:2 e a 50 °C. De modo a avaliar a influéncia do teor de pigmentos
na atividade catalitica das lipases comparou-se o rendimento em novos TAG obtido a partir de 6leo

bruto e ap6s remocgéo de 99% dos pigmentos clorofilinos com terras ativadas.

Ambas as lipases revelaram uma preferéncia por C10:0: a reagédo catalisada por Novozym 435,
apos 48 h, atingiu um rendimento em novos TAG (%, m/m) de 52,5% (m/m) e 53,6% (m/m) para os
sistemas com C10:0 e OBA B e OBA D, respetivamente. No caso de Lipozyme RM IM o equilibrio da
reacdo ocorreu até as 24 h, em que se obteve maior rendimento em TAG na aciddlise de C10:0 de
56,6% (m/m)) e 48,7% (m/m), com o 6leo B e D, respetivamente. Como tal, a concentracdo de

pigmentos clorofilinos ndo afetou o comportamento enzimético e ndo é necesséria a sua extragao.

Avaliou-se o efeito do aumento de temperatura (50 °C vs. 60 °C) das reacdes catalisada por
Novozym 435 e a possibilidade de utilizag@o dos ésteres metilicos e etilicos de C8:0 e C10:0 como
dadores de grupo acilo. O aumento de temperatura e a substituicdo da fonte de acidos gordos livres
nao apresentou vantagens dado que ndo houve aumento do rendimento em novos TAG e os resultados
obtidos com os ésteres metilicos ndo séo interessantes na indUstria alimentar, devido a libertacdo de

metanol.

Imobilizaram-se em suportes hidrofébicos enzimas comerciais liquidas como a lipase de
Rhizomucor miehei (Novozym 388) e as lipases B e A de Candida antarctica (Lipozyme CALB L e

Novozym 735), analogas as enzimas comerciais utilizadas.

O rendimento em imobilizagdo da proteina foi elevado para as lipases de Candida antarctica:
82,7% para Lewatit VP OC 1600-Lipozyme CALB L, 87,7% para Lewatit VP OC 1600-Novozym 735,
91,2% para Accurel MP 1000-Lipozyme CALB L e 86,6%, no caso de Accurel MP 1000-Novozym 735.
Contudo, o rendimento em atividade hidrolitica rondou os 16% para Lipozyme CALB L, em ambos os
suportes e 0s 7% para Novozym 735, em ambos os suportes. A imobilizagdo de Novozym 388 garantiu
um rendimento em proteina de 32,9% e 28,0%, quando imobilizada em Lewatit VP OC 1600 e Accurel
MP 1000, respetivamente, mas caracterizou-se como tendo maior atividade hidrolitica no caso de
Accurel MP 1000 (42,8%). A fraca imobilizacdo da proteina de Novozym 388 e a eventual alteracdo
conformacional das lipases refletiu-se nos ensaios de aciddlise. Além disso, a atividade da agua

elevada teve um papel inibitdrio na atividade enzimatica, obtendo-se um rendimento maximo em novos
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TAG de 12,6%. A Novozym 735 destacou-se relativamente as restantes enzimas visto que a lipase A

de Candida antarctica tem maior atividade de aciltransferase que as restantes lipases.

A uma aw de 0,75, a atividade das lipases néo foi beneficiada indicando que a aw deve ser
otimizada ou que a baixa catélise resulta duma imobilizacdo inadequada ou que houve perda de

atividade durante o armazenamento.

Concluiu-se que é possivel o aproveitamento de éleo de bagaco de azeitona, sem necessidade

de refinacdo, para a producéo de lipidos dietéticos ricos em acidos gordos monoinsaturados.

A presente dissertacdo cria a possibilidade de desenvolvimento de trabalhos futuros, para os

quais sdo apontadas as seguintes sugestdes:

e A continuacéo do estudo do aproveitamento de subprodutos para producao de lipidos
de elevado valor acrescentado;

e Estudo da influéncia da acidez e presen¢ca de produtos de oxidacdo, utilizando
amostras com concentracdes crescentes de AGL e produtos de degradacédo no OBA,;

e Avaliacdo da atividade de Novozym 735 como aciltransferase, ao longo da escala de
aw;

e Desenvolvimento de um método que permita a identificacdo dos TAG produzidos e
posi¢cdes dos acidos gordos no esqueleto de glicerol, como seja a utilizacdo de um

espetrémetro de massa acoplado ao cromatografo gasoso;

Avaliar a digestibilidade in vitro dos MLM produzidos.
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Anexo |- Composicédo das categorias de azeite e 6leo de bagaco de azeitona

Total dos
Total dos IsomeToE
Composigio de acidos gordos (a) isomeros frans-
i toi limcleicos +
Categoria ansoleicos rore
linolénicos
Bliristico Linolénico Araguidico Eicosendico Befnico Lignocerico (2%} {36
Lic (3] (&} (26} (26} (96
1. Azeite - - - - - -
wirgem esxtra = 0.03 = 1.00 = D60 = 040 =020 =0D.20 = 0,05 = D0.05
2-A=eite = 0,03 = 1,00 = 080 = 040 = 0,20 = 0,20 = 005 = 0.05
wirgemm
3-Azeite =D0.03 = 1,00 = D.60 = D0.40 = D.20 =0.20 = 0,10 =0.10
lampanmte
4. Azsite = 0,03 = 1,00 = 0,60 = D40 = 0,20 = 0.20 = 0,20 =0.30
refimado
H_Azeite (b) = 0,02 = 1,00 = 0,60 = 040 = 0,20 = 0,20 = 0,20 =0.30
8. Oleo de
bagaco de = 0.03 = 1.00 = D60 = 040 = 0,30 =0D.20 = 0.20 =0.10
azeitona bruto
7. Oleo de
Bagaso d= = 0.03 = 1.00 = D.60 = 04D = 0.30 = 0.20 = 040 =0.35
azeitona
refimado
2. Oleo de
bagago de = 0.03 = 1.00 = 0,60 = D40 = 0,30 =0.20 = 040 =D0.35
azeitona

(a) Teores de oubmos acidos gordos (%) palmitico: 7.50-20.00; palmitoleico: 0,30-3.50;
heptadecandico: = 0,30; heptadecendico: = 0,30 estearico: 0.50-5,00; oleico: 55,00-
83.00: linoleico: 2.50-21.00.

(B) Constituido por azeites refinados e arsites wirgens.

Figura I-Composicéo de acidos gordos de categorias de azeite e 6leo de bagaco de azeitona (Fonte:
(Regulamento Delegado (UE) 2015/1830)
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Anexo |- Caracteristicas categorias de 6leos provenientes da azeitona

Quadro I-Caracteristicas dos 6leos de bagaco de azeitona

(Regulamento Delegado (UE) 2015/1830)

indice de
. Acidez peroxidos Ceras
Categoria Kozo Ko7o
(%) meq mg/kg
Oa2/kg
Oleo de C40 +
b
agaco C42 +
de - - - -
. C44 +
azeitona
bruto C46 >
350 @
Oleo de C40 +
bagaco C42 +
de <0,3 <5 C44 + - <2,00
azeitona C46 >
refinado 350
) C40 +
Oleo de Ca2 +
bagaco
d <1,0 <15 C44 + - <1,70
e
. C46 >
azeitona
350

(1)  Os dleos cujo teor de ceras esteja compreendido entre 300 mg/kg e 350 mg/kg sdo considerados 6leo de bagaco de azeitona
bruto se o teor de alcoois alifaticos totais for superior a 350 mg/kg e a percentagem de eritrodiol e uvaol for superior a 3,5

%
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Anexo llI- Avaliacdo estatistica de igualdade de médias de acidez de amostras de OBA

B e mistura

Realizou-se um teste t de Student de amostras emparelhadas dado que estas ndo s&o
independentes porque resultam do mesmo lote. O teste tem como hipétese nula a igualdade de médias
e alternativa que as médias sao distintas. Caso o valor zero esteja dentro do intervalo de confianca e o

valor de p seja superior a 0,05, ndo se rejeita a hipétese nula.

Intervalo de
confianca da
diferenca, 95%

Média da Desvio ) ] p-value
Par ) Inferior Superior t )
diferenca  padréo (bicaudal)
OBA1 -
0,234 0,699 -1,500 1,969 0,581 0,620
OBA2
OBA1 -
0,046 0,024 -0,013 0,105 3,368 0,078
OBA3
OBALl -
-0,412 0,590 -1,878 1,055 -1,208 0,350
OBA4
OBALl -
) -0,189 0,496 -1,421 1,044 -0,659 0,578
Mistura
OBA2 -
-0,188 0,706 -1,942 1,566 -0,462 0,690
OBA3
OBAZ2 -
-0,646 0,823 -2,691 1,399 -1,359 0,307
OBA4
OBAZ2 -
) -0,423 0,457 -1,555 0,709 -1,607 0,249
Mistura
OBA3 -
-0,458 0,614 -1,983 1,067 -1,292 0,326
OBA4
OBAS -
) -0,235 0,516 -1,518 1,048 -0,787 0,514
Mistura
OBA4 -
0,22316 0,368 -0,690 1,137 1,051 0,403

Mistura
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Anexo IV-Comparagao estatistica de igualdade de médias de Kz, e Ka70 do OBA bruto

Realizou-se um teste t de Student de amostras emparelhadas dado que estas ndo s&o

independentes porque resultam do mesmo lote. O teste tem como hip6tese nula a igualdade de médias

e alternativa que as médias sao distintas. Caso o valor zero esteja dentro do intervalo de confianca e o

valor de p seja superior a 0,05, ndo se rejeita a hipétese nula.

Par

OBA1 -
OBA2
OBA1 -
OBA3
OBA1 -
OBA4
OBA1 -
Mistura
OBAZ2 -
OBA3
OBAZ2 -
OBA4
OBAZ2 -
Mistura
OBA3 -
OBA4
OBA3 -
Mistura
OBA4 -

Mistura

Intervalo de
confianga da
diferenca, 95%

Média da Desvio

diferenca  padréo Inferior Superior
-0,089 0,200 -0,587 0,409
-0,377 1,106 -3,125 2,372
0,275 0,164 -0,133 0,683
-0,802 0,034 -0,886 -0,719
-0,288 1,120 -3,070 2,495
0,364 0,318 -0,425 1,152
-0,713 0,202 -1,214 -0,213
0,651 1,252 -2,458 3,761
-0,426 1,073 -3,091 2,239
-1,077 0,195 -1,560 -0,594

-0,770

-0,590

2,898

-41,33

-0,445

1,984

-6,128

0,901

-0,687

-9,594

p-value
(bicaudal)

0,522

0,615

0,101

0,001

0,700

0,186

0,026

0,463

0,563

0,011
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Intervalo de
confianga da
diferenca, 95%

Médiada  Desvio ) ) p-value
Par ] . Inferior Superior t ]
diferenca  padréo (bicaudal)
OBALl -
-0,404 0,211 -0,928 0,121 -3,313 0,080
OBA2
OBAL -
-0,299 0,056 -0,437 -0,161 -9,320 0,011
OBA3
OBAL -
-0,082 0,096 -0,322 0,157 -1,480 0,277
OBA4
OBALl -
. -0,373 0,062 -0,527 -0,218 -10,400 0,009
Mistura
OBAZ2 -
0,105 0,218 -0,438 0,647 0,831 0,494
OBA3
OBAZ2 -
0,321 0,208 -0,196 0,839 2,673 0,116
OBA4
OBAZ2 -
) 0,031 0,216 -0,506 0,568 0,248 0,827
Mistura
OBAS -
0,217 0,151 -0,158 0,591 2,489 0,131
OBA4
OBAS -
) -0,074 0,118 -0,366 0,218 -1,085 0,391
Mistura
OBA4 -
-0,290 0,038 -0,383 -0,197 -13,41 0,006

Mistura
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Anexo V-Estatisticas de grupo e teste-t para comparacéo de médias de acidez livre do

Oleo bruto e éleos apds adsorpcao

Amostras n Média (%) Desvio padrao
Oleo bruto 3 20,3 0,21
Oleo ap6s 1.°T 3 20,3 0,28
Oleo ap6s 2.°T 3 20,7 0,04
Oleo D 3 20,9 0,44

Realizou-se um teste t de Student de amostras emparelhadas dado que as amostras
correspondem ao mesmo 6leo, antes e apdés um dado tratamento. O teste tem como hipétese nula a
igualdade de médias e alternativa que as médias sdo distintas. Caso o valor zero esteja dentro do

intervalo de confianga e o valor de p seja superior a 0,05, ndo se rejeita a hipdtese nula.

Intervalo de confianca da

diferenca, 95%

Par de Média da Desvio ] ] p-value
. Inferior Superior )
amostras diferenca padréo (bicaudal)
Oleo bruto-Oleo
-0,077 0,351 -0,948 0,795 -0,377 0,742
apés 1°T
Oleo bruto-Oleo
-0,463 0,197 -0,953 0,026 -4,077 0,055
apoés 2°T
Oleo bruto-Oleo
b -0,646 0,441 -1,742 0,450 -2,536 0,127
Oleo apos 1°T-
3 -0,387 0,249 -1,006 0,232 -2,688 0,115
Oleo ap6s 2°T
Oleo apos 1°T-
i -0,569 0,720 -2,357 1,219 -1,370 0,304
Oleo D
Oleo ap6s 2°T-
-0,182 0,472 -1,355 0,990 -0,669 0,572

Oleo D

Vi
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Anexo VI-Estatistica de grupo e teste-t de comparacdo de médias de amostras

emparelhadas dos parametros coeficientes de extingdo Kzs2 € K270 das amostras de 6leo

Realizou-se um teste t de Student de amostras emparelhadas dado que as amostras
correspondem ao mesmo 6leo, antes e apdés um dado tratamento. O teste tem como hip6tese nula a
igualdade de médias e alternativa que as médias sdo distintas. Caso o valor zero esteja dentro do

intervalo de confianca e o valor de p seja superior a 0,05, ndo se rejeita a hipotese nula.

Amostras n Média (K232) Desvio padréao
Oleo bruto 3 6,98 0,15
Oleo ap6s 1.°T 3 6,23 0,31
Oleo ap6s 2.°T 3 6,66 0,20
Oleo D 3 6,97 1,03
Intervalo de confianca da
diferenca, 95%
Par de Média da Desvio ) ) p-value
_ Inferior Superior t )
amostras diferenca padréo (bicaudal)
Oleo bruto-Oleo
0,749 0,165 0,339 1,159 7,856 0,016
apoés 1°T
Oleo bruto-Oleo
0,321 0,342 -0,529 1,171 1,624 0,246
apés 2°T
Oleo bruto-Oleo
5 0,011 1,144 -2,830 2,853 0,017 0,988
Oleo ap6s 1°T-
i -0,428 0,496 -1,661 0,805 -1,494 0,274
Oleo ap0s 2°T
Oleo apos 1°T-
i -0,738 1,242 -3,824 2,349 -1,028 0,412
Oleo D
Oleo apos 2°T-
-0,309 0,870 -2,471 1,852 -0,616 0,601

Oleo D

Vii
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Quadro IX-Estatistica de grupo de coeficiente de extincdo a 270 nm, das amostras de 6leo

Amostras

Oleo bruto

Oleo apds 1.°T
Oleo apds 2.°T

Oleo D

n

Média (K270) Desvio padréo

2,22
2,38
2,89
2,69

0,11
0,14
0,13
0,36

Quadro X- Teste t de amostras emparelhadas do parametro coeficiente de extincdo a 270 nm, n=3, 2

graus de liberdade e nivel de significancia de 0,05

Par de Média da
amostras diferenca
Oleo bruto-Oleo
-0,155
apoés 1°T
Oleo bruto-Oleo
) -0,665
apos 2°T
Oleo bruto-Oleo
-0,471
D
Oleo apos 1°T-
3 -0,510
Oleo ap6s 2°T
Oleo ap6s 1°T-
p -0,316
Oleo D
Oleo ap6s 2°T-
0,194

Oleo D

Desvio

padréo

0,123

0,225

0,344

0,265

0,461

0,310

Intervalo de confianca da

diferenca, 95%

Inferior

-0,460

-1,213

-1,325

-1,169

-1,460

-0,575

Superior

0,149

-0,118

0,383

0,149

0,829

0,963

-2,197

-5,226

-2,372

-3,329

-1,187

1,087

p-value
(bicaudal)

0,159

0,035

0,141

0,08

0,357

0,391
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