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RESUMO

O objetivo deste estudo centrou-se na sintese de lipidos estruturados
sucedéaneos da gordura de leite humano (Human Milk Fat Substitutes - HMFS) por
reacdo de acidolise entre tripalmitina e acidos gordos livres (Free Fatty Acids - FFA)
provenientes do 6leo de grainha de uva, em meio sem solvente, catalisada por lipases

sn-1,3 selectivas.

Utilizaram-se a lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei, Lipozyme
RMIM e a lipase recombinante de Rhyzopus oryzae (Recombinate Rhyzopus oryzae
Lipase - rROL) imobilizada em dois suportes distintos (Lewatit® VPOC 1600 e
Sepabeads). ApGs 24h de reacdo a 60°C e com uma razdao molar (Molar Ratio - MR)
FFA/tripalmitina de 2:1, conseguiram-se incorporacdes molares de acidos de 20,5%,
19,8% e 14,4%, na tripalmitina, com a rROL imobilizada em Lewatit, Sepabeads e
Lipozyme RMIM, respetivamente. Selecionou-se a rROL em Lewatit para estudos

posteriores, por apresentar maior resisténcia mecanica sob agitacdo magnética.

A atividade da rROL imobilizada em Lewatit aumentou com a sua atividade da

agua (ay) inicial, obtendo-se 20,5% de incorporagdo molar de FFA a uma a,, de 0,95.

Modelou-se a reagdo de aciddlise e otimizaram-se as condi¢cdes operacionais
(raz&o molar (Molar Ratio - MR) e temperatura) pela Metodologia das Superficies de
Resposta (Response Surface Methodology - RSM). A incorporagdo molar aumentou
na gama mais baixa de temperatura e MR (T=58°C e MR=2:1). A rROL tem potencial

como biocatalisador na sintese de HMFS.

Palavras-chave: Formulas infantis, lipase heter6loga de Rhyzopus oryzae, lipidos

estruturados, 6leo de grainha de uva, acidolise, sucedaneos de gordura de leite humano.



ABSTRACT

The aim of this study was the production of human milk fat substitutes (HMFS)
by acidolysis of tripalmitin with free fatty acids (FFA) from grapeseed oil, in solvent-free

media, catalyzed by sn-1,3 selective lipases.

The commercial immobilized lipase from Rhizomucour miehei, Lipozyme RM IM
and the recombinante Ryzopus oryzae lipase (rROL) immobilized on two different
supports (Lewatit® VPOC 1600 and Sepabeads) were tested as biocatalysts. After 24h
acidolysis at 60°C and using a molar ratio (MR) tripalmitin/FFA of 2:1, molar
incorporations of 20.5%, 19.8% and 14.4% of FFA in tripalmitin were achieved with
immobilized rROL in Lewatit, in Sepabeads or with Lipozyme RMIM, respectively. rROL
in Lewatit was selected for subsequent studies, due to its higher mechanical resistance

to magnetic stirring.

The activity of rROL immobilized on Lewatit increased with its initial water

activity (aw). The highest molar incorporation of 20.5%, was observed at an a,, of 0.95.

Modeling and optimization of reaction conditions (temperature and MR) of
acidolysis were performed by response surface methodology (RSM). The highest molar
incorporation were obtained at lower temperatures and molar ratios (T=58°C; MR=2:1).

The rROL showed to be a feasible biocatalyst to produce HMFS

Key words: Infant formulas, heterologous Rhyzopus oryzae lipase, structured lipids, grapeseed
oil, acidolysis, human milk fat substitutes.



EXTENDED ABSTRACT

In infant formulas, the fat is a very important component from the nutritional

point of view due to its role in digestion and absorption by the new-born.

The production of structured lipids (SL) to be used as human milk fat substitutes
(HMFS), by lipase-catalyzed acidolysis, has been greatly investigated. There are

already in the market infant formulas containing LE.

The aim of this study was the production of HMFS by acidolysis of tripalmitin
with free fatty acids (FFA) from grapeseed oil, in solvent-free media, catalyzed by sn-

1,3 selective lipases.

The commercial immobilized lipase from Rhizomucour miehei, Lipozyme RMIM and the
recombinante Ryzopus oryzae lipase (rROL) immobilized on two different supports

(Lewatit® VP OC 1600 and Sepabeads) were tested as biocatalysts.

After 24 h acidolysis at 60 °C and using a molar ratio (MR) tripalmitin/FFA of
2:1, molar incorporations of 20.5%, 19.8% and 14.4% of FFA in tripalmitin were
achieved with immobilized rROL in Lewatit, in Sepabeads or with Lipozyme RMIM,
respectively. rROL in Lewatit was selected for subsequent studies, due to its higher

mechanical resistance to magnetic stirring

The effect of the initial water activity (a,) of rROL immobilized in Lewatit® VP
OC 1600 (0.56, 0.75, 0.81 and 0.92) on the acidolysis activity was evaluated. To attain
these a, values, the immobilized preparations were pre-equilibrated with the vapour
phase of saturated salt solutions of known water activity, at 35 °C (Sodium bromide, a,,
= 0.56; sodium chloride, a,,= 0.75; ammonium sulfate, a,,= 0.81 and potassium nitrate,
ay = 0.92). The obtained values were compared with those obtained with the enzyme

used immediately after immobilization at a,, value of 0.95.

Using the biocatalyst at different a,, values, the following molar incorporation of
FFA were obtained: 6.8 % with the rROL at a,, of 0.56, 8.6 % at a,, of 0.75; 9.4 % at a,,
of 0.81 and 14.6 % at a,, of 0.92.

A time-course experiment was carried out along 24h using the rROL
immobilized in Lewatit at an initial a,, of 0.95. After 8 h reaction, a quasi-equilibrium was

atatined.

Modeling and optimization of reaction conditions (temperature between 58 °C
and 72 °C and MR FFA/tripalmitin between 1.2:1 and 6.8:1) of acidolysis were



performed by response surface methodology (RSM) using rROL immobilized in Lewatit
at the original water activity of 0.95. Reactions were carried out for 8 h following a
central composite rotatable design.The analysis of the obtained results showed that the
highest incorporations of free fatty acids from grapeseed oil in tripalmitin were obtained
at the lowest temperature (58 °C) and MR tested (2:1) The high values of both
determination coefficient (R* = 0.867) and adjusted R* (R%;,s: = 0,760) indicate a good
fit of the model to the experimental values. When this model was validated using the
predicted best reaction conditions, 22.7 % of molar incorporation of FFA was obtained,

which is very close to the value predicted by the model (23%).

Finally, under the optimized conditions, the effect of biocatalyst load (5, 8 and
10 %) on the acidolysis reaction was investigated. Molar ncorporations of 22.7 %, 30.2
% and 31.9 % were obtained with 5 %, 8 % and 10 % of biocatalyst, respectively.
These results show an increase in FA incorporation with the biocatalyst load. However,
for loads higher than 8 %, the incorportaion values became approximately constant
indicating a kinetic control of the process.

The fatty acid composition of human milk fat was not very different from that of
the obtained HMFS, concerning the composition of major fatty acids. However, the
amounts of palmitic acid (total and at pos-2) and linoleic acid are higher in this HMFS
while the amount of oleic acid is lower than the contents in HMF. Even though, the final

composition of the produced SL is adequate to be used in infant milk formulas.

Grapeseed oil is an interesting oil to be used for HMFS production due to its

high content of linoleic acid, which is an important FA in HMF.

This study shows that rROL is a biocatalyst with a great potential to be used for

the production of human milk fat substitutes.
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ENQUADRAMENTO DO TEMA E OBJETIVOS

O desenvolvimento tecnoldgico na inddstria alimentar tem evoluido nas ultimas
décadas em diversos ramos, nomeadamente na producdo de férmulas infantis para

lactentes, tendo especial cuidado em varios componentes adicionados.

A gordura do leite humano (Human Milk Fat - HMF) é um componente
importante e fundamental no crescimento dos bebés, pois fornece cerca de 50 % das
necessidades energéticas. No que se refere a sua configuracdo das posi¢cdes sn no
esqueleto do triacilglicerol (TAG) é igualmente importante que esta seja idéntica a da
gordura do leite humano. Esta gordura caracteriza-se por ser constituida por TAG em
que o acido gordo saturado predominante (acido palmitico) se encontra principalmente
na posicdo 2, enquanto o0s &cidos gordos insaturados se encontram
predominantemente nas posi¢cdes 1 e 3 do TAG. Varios estudos j4 descreveram a
razao pela qual esta estrutura é importante, principalmente durante o processo de
digestéo da gordura por parte dos recém-nascidos, pois vai ter influéncia na absorgéo

de célcio, mineral este essencial ao desenvolvimento 6sseo dos bebés.

O presente trabalho visou a sintese de sucedaneos de gordura de leite humano
por reacdo de aciddlise entre a tripalmitina e os acidos gordos livres (Free Fatty Acids -
FFA) provenientes do 6leo de grainha de uva, catalisada pela (i) lipase recombinante
de Rhizopus oryzae (Rhizopus oryzae recombinante Lipase - rROL) imobilizada em
Lewatit® VP OC 1600 ou em Sepabeads Relizyme OD 403/M e pela (ii) lipase
imobilizada comercial de Rhizomucour miehei (Lipozyme RM IM). Ambas as lipases
apresentam seletividade 1,3 o que permite preservar o &cido palmitico
maioritariamente na posicdo sn-2 da tripalmitina e incorporar &cidos gordos

insaturados do 6leo de grainha de uva nas posi¢des externas do TAG.

O Oleo de grainha de uva é uma fonte rica em &cidos gordos essenciais,
vitamina E, polifendis e flavonoides. Possui na sua composi¢cao cerca de 65 % de

acido linoleico, um &cido gordo insaturado abundante na HMF.

Estudou-se o efeito da atividade termodinamica da agua (a,) do biocatalisador
na incorporagdo molar de &acidos gordos (Fatty Acids - FA) na tripalmitina.
Foi igualmente objetivo deste estudo a modelacdo da reagdo enzimética, avaliando-se
o efeito da razdo molar (Molar Ratio - MR) dos substratos e da temperatura (T) da
reacdo pela Metodologia das Superficies de Resposta (Response Surface
Methodology - RSM).

Xi
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1.1. O leite humano — composicgéo e importancia

O leite humano € considerado o alimento ideal para o recém-nascido até aos 6
meses de vida (Goedhart and Bindels, 1994). A sua composi¢cdo € Unica, contendo
todos 0s nutrientes essenciais como proteinas, gorduras, glicidos, minerais, vitaminas

e substancias fisiologicamente ativas (Zou et al., 2012).

A composicao do leite humano é influenciada pela etnia e habitos alimentares
por vezes condicionados pela religido (Goedhart and Bindels, 1994), e ainda por
algumas caracteristicas maternas, nomeadamente, a idade, o nimero de partos, o

estado de saude e a alimentacao diaria (toma de suplementos) (Yu-dong et al., 2011).

As caracteristicas do leite humano séo ainda variaveis ao longo do periodo de
amamentacdo, compreendendo 3 estagios: o colostro, o leite de transi¢éo e, por fim, o

leite maduro (Ballard and Morrow, 2013).

O colostro é o primeiro fluido produzido em pequenas quantidades logo apés o
parto (dura de 4 a 7 dias). Este fornece ao recém-nascido componentes imunol6gicos
como a imunoglobulina A (Ig A), lactoferrina, leucocitos e fatores de crescimento
(Ballard and Morrow, 2013). O leite de transi¢do surge entre o 5° e 0 15° dia apés o
nascimento, acompanhando as necessidades nutricionais do bebé. O leite humano
maduro, o 3° estagio de lactacdo, contém entre 3 % a 5 % de gordura, 0,8 % a 0,9 %
de proteina, 6,9 % a 7,2 % de glucidos, incluindo a lactose, e 0,2 % de constituintes

minerais, expressos em cinzas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/392766, 2013).

Um estudo recente evidencia a composi¢cao nutricional do leite de mulheres

chinesas nas diferentes fases de lactagdo (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do quimica do leite de mulheres chinesas, nas diferentes fases de lactagdo, expresso em g de componente
por 100 mL de leite.

Lipidos Lactose Proteina Solidos Cinza
totais
Colostro 3,45 6,79 1,33 11,58 0,17
Leite de transic&o 3,29 6,65 1,28 11,37 0,20
Leite maduro 3,04 6,97 1,20 11,49 0,21

Adaptado de Yu-dong et al., (2011).



A HMF é considerada o melhor alimento funcional para o recém-nascido pois
fornece cerca de 50 % das necessidades em energia, sendo o veiculo de vitaminas
lipossoluveis e de acidos gordos essenciais (Wang et al., 2010). Da percentagem de
gordura existente, 98 % sdao triacilglicerdis (TAG) (llyasoglu, 2013). Um TAG consiste

numa molécula de glicerol esterificada a trés acidos gordos.

A composi¢cdo em FA da HMF varia ao longo dos trés estagios de lactacao.
Estas diferencas podem ser observadas na tabela 2, que faz referéncia a composigcao
em FA do leite de maes dinamarquesas e espanholas. Apesar da variabilidade,
verifica-se que o acido oleico (C18:1), o acido palmitico (C16:0) e o &cido linoleico
(C18:2) sdo os FA maioritarios em qualquer dos estagios de lactacao (Lopez-Lopez et
al., 2002; Wang et al., 2010).



Tabela 2. Composicdo em acidos gordos do colostro, leite de transicdo e do leite maduro, expresso em % (m/m).

Acidos gordos Colostro Leite de transicéo Leite maduro
C10:0 0,24%* 0,66 1,667 0,91%* 1,632
C12:0 1,59 3,492 6,977 3,61%* 6,28"2
C14:0 3,46%" 4,75 6,947 3,50** 6,002
C15:0 0,11** 0,232 0,252 0,08** 0,232
C15:1 0,06** 0,032 0,042 0,00** 0,042
C16:0 24,17 21,177 19,35"2 20,22%* 19,482

C16:1n-7 1,98 1,362 1,522 2,44 1,782
C17:0 0,21** 0,352 0,312 0,19** 0,302
ci7:1 0,13** 0,192 0,182 0,11%* 0,192
C18:0 5,89%* 6,297 6,207 5,29%* 6,257

C18:1n-9 38,10** 38,83"7 35,487 36,96 36,35"7

C18:2n-6 15,93** 16,107 15,742 20,85** 16,597

C18:3n-3 0,51** 0,412 0,582 0,83%* 0,75
C20:0 0,21** 0,192 0,192 0,21%* 0,202

C20:1n-9 0,99%* 0,942 0,682 0,53** 0,602
C21:0 0,00** NIP? NP2 NIt NIP?
C22:0 0,00** 0,082 0,042 0,00** 0,052
C24:0 0,00** 0,09°? 0,052 0,00** 0,032

2 |eite de mées dinamarquesas, P leite de mées espanholas; NI — ndo identificado

Adaptado de  Wang et al., (2010); 2 Lopez-Lopez et al., (2002).

No que concerne a regiodistribuicdo dos principais FA nos TAG da HMF,
verifica-se que o acido gordo saturado C16:0 encontra-se, maioritariamente, na
posicdo sn-2, enquanto os acidos gordos insaturados, C18:1, C18:2 e C18:3 ocupam,

preferencialmente, as posigdes sn-1 e sn-3 (Tabela 3) (llyasoglu, 2013; Innis, 2011).



Tabela 3. Regiodistribuicdo dos principais FA na gordura de leite humano, expressa em g de FA por 100 g de leite.

Principais FA no leite humano

Posicbes no TAG ~ C16:0 (25%)  C18:1(30%)  C18:2 (13%) C18:3 (1%)

sn-1 12% 46% 15% 0,9%
sn-2 51% 12% 8,4% 0,8%
sn-3 12% 36% 17% 1,4%

Adaptado de Innis, (2011).

1.2. O processo de digestdo da gordura de leite humano

O processo de digestdo resulta da acdo concertada das enzimas lingual,
gastrica, intestinal, biliar e pancreatica. Esta ultima, também denominada colipase-
dependente, existe em quantidade muito reduzida no recém-nascido, tal como os sais
biliares (Consultation, 2010).

A lipase pancreatica possui seletividade sn 1,3 pelo que hidrolisa,
preferencialmente, as posi¢cdes sn-1 e sn-3 do TAG, originando &cidos gordos livres
FFA e monoacilgliceréis (MAG).

Os produtos da digestdo da gordura sdo solubilizados por sais biliares e
lecitina, formando-se micelas, os quais sdo absorvidos através da parede do intestino
(Bernback et al., 1990). O acido palmitico (C16:0), que se encontra
predominantemente na posi¢do sn-2 do TAG, é eficientemente absorvido como
monoacilpalmitato no intestino.

A hidrélise dos TAG pela lipase pancreatica depende do comprimento da
cadeia carbonada do FA e do seu grau de insaturacdo. Estd demonstrado que os FA
de cadeia média sdo hidrolisados mais rapidamente do que os de cadeia longa

(Cabrita, 2011).

1.3. Férmulas infantis

As férmulas infantis para lactentes surgem como uma alternativa ao leite
materno, visando suprir as necessidades nutricionais do recém-nascido nos primeiros

meses de vida.

De acordo com o Decreto-lei n.° 217/2008, publicado em diario da Republica a

[

11 de Novembro de 2008, as férmulas infantis sdo consideradas os “Unicos géneros
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alimenticios transformados que satisfazem integralmente as necessidades nutritivas
dos lactentes durante os primeiros meses de vida, até a introducdo de uma
alimentacdo complementar adequada e, por forma a proteger a salde dos lactentes,
importa assegurar que apenas sejam comercializados como produtos adequados para

a referida utilizacéo”.

O cébdigo da Organizacao Mundial de Saude (OMS) recomenda medidas para
proteger e promover o aleitamento materno e assegurar a utilizacdo adequada das
férmulas infantis (http://www.anid.pt/formulas-para-lactentes-e-formulas-de-
transicao.html, 2013). Existem varios fabricantes responsaveis pelo fabrico destas
férmulas, os quais respeitam e colocam em pratica os principios e objetivos da OMS,

entre 0s quais, a Milupa, NAN, Alfaré e Aptamil.

A seguranca nutricional e a conformidade de férmulas infantis deve ser
cientificamente demonstrada por forma a assegurar o crescimento e desenvolvimento
normal da crianca. A Sociedade Europeia de Gasteroenterologia, Hepatologia e
Nutricdo Pediatrica (European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition) recomenda a composicdo padrdo para as formulas infantis, indicada na
tabela 4, onde se encontram estabelecidas quantidades minimas e maximas para
cada componente. Estes valores encontram-se em concordancia com o descrito no
Decreto-lei n.° 217/2008.

A gordura total recomendada (4,4 a 6,0 g/100 kcal) € equivalente a cerca de
40 a 54 % do teor de energia, sendo este valor semelhante aos encontrados

normalmente no leite humano (Koletzko et al., 2005).



Tabela 4. Composicdo nutricional padréo das formulas infantis.

Componente Unidade Minimo  Maximo
Energia: kcal/100 mL 60 70
Proteinas:
Proteina do leite de vaca 0/100 kcal 1,8 3
Isolado proteico de soja 0/100 kcal 2,25 3
Proteina do leite de vaca hidrolisada g/100 kcal 1,8 3
Lipidos:
Gordura total 0/100 kcal 4,4 6
Acido linoleico 9/100 kcal 0,3 1,2
a-Acido linoleico mg/100 kcal 50 NS
Raz&o acido linoleico/ a-acido linoleico
Acidos laurico e miristico % de gordura NE 20
Acidos gordos -trans % de gordura NE 3
Acido erucico % de gordura NE 1
Glucidos:
Total de Glucidos 0/100 kcal 9 14
Vitaminas:
Vitamina A Mg RE/100 kcal 60 180
Vitamina D3 1g/100 kcal 1 25
Vitamina E mg a-TE/100 kcal 0,5 5
Vitamina K pg/100 kcal 4 2,5
Tiamina pg/100 kcal 60 300
Riboflavina pg/100 kcal 80 400
Niacina 1g/100 kcal 300 1500
Vitamina B6 Hg/100 kcal 35 175
Vitamina B12 Hg/100 kcal 0,1 0,5
Acido Pantoténico 1g/100 kcal 400 2000
Acido Folico 1g/100 kcal 10 50
Vitamina C mg/100 kcal 8 30
Biotina Hg/100 kcal 15 7,5
Minerais e Elementos vestigiais:
Ferro (férmula baseada na proteina e no hidrolisado mg/100 kcal 0,3 1,3
do leite de vaca)
Ferro (formula baseada na solado proteico de soja) mg/100 kcal 0,45 2
Célcio mg/100 kcal 50 140
Fésforo (férmula baseada na proteina e no hidrolisado mg/100 kcal 25 90
do leite de vaca)
Fésforo (férmula baseada na solado proteico de soja)  mg/100 kcal 30 100
Razéo Calcio/ Fésforo mg/mg 1:1 2:1
Magnésio mg/100 kcal 5 15
Sadio mg/100 kcal 20 60
Cloro mg/100 kcal 50 160
Potassio mg/100 kcal 60 160
Magnésio pg/100 kcal 1 50
Flaor pg/100 kcal NE 60
lodo pg/100 kcal 10 50
Selénio Hg/100 kcal 1 9
Cobre Hg/100 kcal 35 80
Zinco mg/100 kcal 0,5 15
Outras substancias:
Colina mg/100 kcal 7 50
Mio-inositol mg/100 kcal 4 40
L-carnitina mg/100 kcal 1,2 NE

NE — Néo especificado; adaptado de Koletzko et al., (2005).




Tradicionalmente, as férmulas infantis possuem na sua composicao 6leos de
origem vegetal e leite de mamiferos, sendo os mais frequentes os leites de vaca,
ovelha, cabra e bufala, que diferem na composicdo em FA (Tabela 5) bem como na
regiodistribuicdo dos FA nos TAG, que se caracteriza pela prevaléncia de FA
saturados nas posi¢cées externas e pelo predominio de FA insaturados na posicdo

central do TAG, ao contrario do que se verifica na HMF (Tabela 6).

Este padrdo de regiodistribuicdo dos FA no esqueleto de glicerol afeta,
drasticamente, a digestibilidade do leite de férmula pelo recém-nascido. Com efeito, o
acido palmitico, que ocupa preferencialmente as posi¢cdes periféricas do TAG, é
libertado na forma de FFA por agéo da lipase pancreética. O acido palmitico complexa
com o calcio existente no meio, formando sabdes de calcio insolUveis, resultando

numa deficiente absorcdo de célcio e de &cido palmitico pelo recém-nascido.

Tabela 5. Composicao em FA da gordura de diferentes leites, expressa em % molar.

Acidos Leite Leite de Leite de Leite de Leite de
gordos materno vaca bufala burra ovelha
C12:0 6,74 3,90 2,74 2,89 4,10
C14:0 8,54 11,76 10,84 7,52 9,37
C16:0 23,83 30,43 34,64 31,24 25,35

C16:1 n-7 2,00 1,88 3,59 1,95 1,09

C18:0 6,09 7,5 8,10 8,31 9,64
C18:1 n-9 33,43 17,94 18,00 31,77 21,54
C18:2 n-6 10,57 1,12 1,56 5,53 2,62
C18:3n-3 0,05 0,13 0,42 0,51 1,11
C20:0 0,25 0,36 0,25 0,16 0,20
C20:1 n-9 0,24 NI 0,34 0,42 0,14
C22:0 0,13 0,07 0,12 NI NI
C24:0 0,09 0,05 0,04 0,17 0,17

Adaptado de Zou et al., (2013).



Tabela 6. Regiodistribuicdo dos FA na posi¢do sn-2 na gordura de diferentes leites, expressa em % molar.

Acidos Leite Leite de Leite de Leite de Leite de
gordos materno vaca bifala burra ovelha
C16:0 52,66 32,03 39,23 27,12 27,60
C18:1n-9 9,99 13,21 15,70 30,71 19,85
C18:2 n-6 6,85 2,07 1,98 7,57 4,96

Adaptado de Zou et al., (2013)

Recentemente, a sintese de lipidos estruturados sucedaneos da gordura de
leite humano, incorporados em férmulas infantis, permitiu ultrapassar as limitacdes

associadas ao consumo de formulas infantis tradicionais.

1.4.  Lipidos estruturados

Os lipidos estruturados (Structured Lipid - SL) sdo TAG que sofreram
modificac&o por incorporagéo de novos FA ou por reestruturacéo das posicoes dos FA

no esqueleto de glicerol (Sahin et al., 2005).

Os SL podem ser produzidos por via quimica ou por enzimatica, a partir de
reacOes de interesterificacdo, esterificacdo, alcodlise e aciddlise. Na via quimica
utilizam-se metais alcalinos como catalisadores nao seletivos, isto é, hidrolisam de
forma indiscriminada as ligacdes éster no TAG. O processo requer temperaturas
reacionais elevadas, entre 70 °C e 150 °C (Xu, 2000). A via enzimética oferece
multiplas vantagens face a sintese quimica, nomeadamente, pela seletividade do
biocatalisador e pelas condi¢cdes operacionais moderadas de pressdo e temperatura,

com consequentes beneficios a nivel econdmico (Cabrita 2011; Xu, 2000).

A figura 1 compara a interesterificacao por via quimica, que conduz a formacao
de novos TAG com distribuicdo aleatéria dos acidos gordos no esqueleto de glicerol
com a interesterificacdo enzimatica utilizando lipases com selectividade sn-1,3
(Xu, 2000).



—X —X -y X
| Metal alcalino _ , ‘
ll_x " Y » X + —_X 4+ -Y

Y X by Y + X
) — —x —y
X X —Y X Y
Lipase especifica
X ¥ Y X + X X | S— 4 x
sn-1,3
X X X Y Y

Figura 1. Acidélise por via quimica e por via enzimética.

Os SL tém encontrado ampla aplicacdo na industria alimentar, nomeadamente,
em formulacdes para margarinas (Soares et al., 2013), na produ¢édo de gorduras de
baixo valor calérico (Osborn and Akoh, 2002), de sucedaneos da manteiga de cacau
(Liu et al., 2007), de triacilglicerdis ricos em acidos gordos de cadeia média (Pérignon
et al., 2014) e de sucedaneos de gordura de leite humano (Tabela 7). As propriedades
funcionais dos SL tém justificado a sua utilizacdo na sintese de sucedaneos da
gordura do leite humano (Human Milk Fat Substitutes - HMFS) para incorporacdo em
férmulas infantis pois mimetizam a fracéo lipidica do leite materno, no que respeita a
composicao e regiodistribuicdo dos FA nos TAG, melhorando a qualidade do produto

alimentar fornecido ao recém-nascido (Sahin et al., 2005).

Diversos estudos referenciam a utilizagdo de diferentes matérias-primas na
producao de HMFS como, por exemplo, a banha de porco e o 6leo de soja (Nielsen et
al., 2006; Yang et al.,, 2003), o Oleo de avela (Sahin et al.,, 2006), a manteiga
(Sorensen et al., 2010), tripalmitina e acido oleico (Teceldao et al., 2012b), banha e
acido palmitico (Simdes et al., 2013), entre outros.
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Tabela 7. Casos de estudo na producéo de HMFS em meios isentos de solvente.

Condicbes da

Lipase Substratos reacAo Referéncia
Aci ico : T=60°C
Lipozyme RM IM AC'.dO OI?'.CO ' Teceléo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
Aci ico : T=60°C
Lipozyme TL IM AC'.dO OI?'.CO : Teceléo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
Aci ico : T=60°C
Novozym 435 AC'.dO OI?'.CO : Teceléo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
Lipase Acido oleico : T=60°C «
aciltransferase Tripalmitina MR = 2:1 Teceldo etal., 2010
s - : T=60°C
Lipozyme RM IM Omega 3 '.D.UFA : Teceldo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
o - : T=60°C
Lipozyme TL IM Omega 3 '.D.UFA : Teceldo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
: - : T=60°C
Novozym 435 Omega 3 I.D.UFA : Teceldo et al., 2010
Tripalmitina MR = 2:1
Lipase Omega-3 PUFA: T=60"C Teceldo et al., 2010
aciltransferase Tripalmitina MR = 2:1 v
Liozvme TL IM Oleo de soja : T=65°C Teichert and Akoh,
pozy Tripalmitina MR = 2:1 2011
Novozvm 435 Oleo de soja : T=65°C Teichert and Akoh,
y Tripalmitina MR = 2:1 2011
Oleo de avela : (4cido T =60 °C
Novozym 435 docosahexanéico : L _ Turan et al., 2012
acido araquiddnico) MR =1:0,1(3:2)
. g o T = 60 OC
rROL Tnpalmltln_a € acido Teceldo et al., 2012a
oleico MR = 2:1
Carica papaya Tripalmitina : acido T=60°C Tecelio et al. 2012b
latex oleico MR = 2:1 v
Tripalmitina : azeite T=567°C
Lipozyme TL IM virgem extra : 6leo de B ’ _ llyasoglu, 2013
linhaca MR =2,67:1
Oleina de palma : DHA T=60°C Nagachinta and Akoh,
Novozym 435 e GLA MR = 0.5:1 2013
Tripalmitina : FFA de
azeite virgem extra : T=65°C
Lipozyme TL IM acido de MR = 1:3:2 Pande et al., 2013
docosahexaendico
s - : T=40°C
rROL Omega-3 PUFA : Simdes et al., 2013
Banha de porco MR = 3:1
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1.5.  Sintese de lipidos estruturados sucedaneos da gordura de leite humano

A industria, com o objetivo de inovar e melhorar os produtos alimentares
disponiveis no mercado, assegurando a qualidade dos mesmos, disponibiliza
atualmente formulas infantis para lactentes nas quais o tipo de gordura adicionada se
assemelha a HMF. A finalidade é fornecer a criangca uma férmula infantil em que a

gordura adicionada seja um sucedaneo, ou seja, um sucedaneo de gordura de leite.

Os HMFS podem ser sintetizados por via enziméatica, recorrendo a utilizacdo de
lipases com seletividade sn-1,3. As lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de
acilglicer6is na interface 6leo/agua no entanto, em meio organico ou com baixa
atividade da &gua, sdo eficientes catalisadores em reacdes de esterificagdo e
interesterificacdo (Teceldo et al., 2012b). As lipases podem ser de origem microbiana,
vegetal ou animal, e sdo conhecidas pela sua funcédo fisiolégica na digestdo e
absor¢cdo de lipidos. A utilizagdo de lipases tem ganho expressdo face aos
catalisadores quimicos, devido, nomeadamente, a sua seletividade e condigBes
operacionais moderadas (Pérignon et al., 2014).

A comercializagdo do primeiro HMFS, obtido por catélise enzimética, remonta a
1995 e adotou a designacéo de “Betapol” que consiste, essencialmente, em TAG do
tipo OPO, isto é, com &cido oleico nas posi¢des sn-1 e sn-3 e acido palmitico na
posicdo central do TAG. O Betapol resulta da interesterificacdo de Oleos vegetais
catalisada por uma lipase seletiva 1,3 (http://www.betapol.com/en/betapol-your-natural-
partner, 2013) e possui uma regiodistribuicdo de FA no TAG semelhante & da HMF,

contrastando com as formulas infantis tradicionais (Figura 2).

Férmula padrao Infantil Férmula Betapol

H Acido Palmitico C16:0 H Acido Oleico C18:1

{ Acido Oleico C18:1 { Acido Palmitico C16:0

rOXImoOo—r o

rOXImoO—r Qo

ﬂ Acido Palmitico C16:0 ﬂ Acido Oleico C18:1

\ \

Figura 2. Comparagéo da estrutura do triacilglicerol em férmulas infantis tradicionais e num sucedaneo de gordura de leite
humano, o Betapol. Adaptado de http://www.betapol.com/en/what-science-shows.
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Um exemplo mais recente de HMFS é o “Infat” produzido pela AAK em
Karlshamn, na Suécia (http://advancedlipids.com/en-US/Content.aspx?did=131&miid=
45&sel=0, 2013). Na sintese de lipidos estruturados e de HMFS, em particular,
utilizam-se, preferencialmente, lipases imobilizadas em detrimento da sua forma livre,
pois o processo de imobilizacdo evita a solubilizacdo da lipase e posterior
contaminacdo do produto (com mais relevancia no setor alimentar), confere maior
estabilidade operacional ao biocatalisador, possibilitando a sua reutilizacdo e

minimizando 0s custos associados ao processo (Guillén et al., 2011).

Alguns exemplos de lipases 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”. E ainda de referir que no que respeita a
atividade das lipases imobilizadas, esta depende de varios fatores como a propria
lipase, o tipo de suporte e o procedimento de imobilizacdo. Quanto & imobilizacdo de
enzimas existem varios métodos, tais como: separacdo por membranas;
microencapsulacao; entrelagamento em polimeros; por ligacdo covalente; imobiliza¢éo

por adsorcao (Madalozzo, 2011).

No método de separacdo por membranas a enzima encontra-se separada do
meio reacional por uma membrana semipermeavel, contrariamente ao método de
microencapsulacdo em que a enzima se encontra confinada no interior de micelas
formando um sistema emulsionado. O entrelacamento em polimeros consiste em
aprisionar as enzimas entre malhas de um polimero (Madalozzo, 2011). O método de
imobilizacdo por ligagdo covalente consiste em ’ligar” a enzima ao suporte inerte
através de ligacBes quimicas covalentes, enquanto a imobilizacdo por adsorcdo
consiste na adsorcdo da enzima a um suporte inerte, por meio de ligacbes
eletrostéticas e hidrofébicas. Este tipo de imobilizacdo origina uma pequena
modificacdo na estrutura nativa da enzima, contudo ndo provoca perda da atividade
catalitica (Madalozzo, 2011). Existem varios suportes disponiveis salientando-se
polimeros sintéticos como: “Accurel® MP 1000”, “ Eupergit® C”, a “Lewatit® VP OC
1600” e “Sepabeads” (Teceldo et al., 2012a).

A atividade das lipases € influenciada por varios fatores como a temperatura,
forca idnica, pH, razdo molar, tempo de reagéo, substratos do meio reacional e pela
atividade termodinédmica da agua (a,) (Guillén et al., 2011; Pérignon et al., 2013; Sahin
et al., 2005).

No que diz respeito ao valor 6timo de pH, este varia consoante a origem da

lipase. No caso de origem fungica o pH 6timo encontra-se perto da neutralidade ou
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ligeiramente acido, contrariamente as lipases de origem bacteriana que tém um pH

otimo perto da neutralidade ou ligeiramente alcalino (Soumanou et al., 2013).

A temperatura é outro fator muito importante, frequentemente estudado. 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. Estas sédo
termicamente mais estaveis comparativamente com lipases de origem vegetal ou
animal. E ainda de referir que a imobilizagdo das enzimas pode permitir uma

estabilizacéo térmica entre 60 a 70 °C (Soumanou et al., 2013).

Por sua vez, a atividade termodindmica da agua d& indicacdo sobre a
quantidade de agua nao ligada ou livre disponivel como reagente. Assim sendo, em
reagcOes anidras é fundamental controlar a a, do catalisador, pois vai determinar o
desempenho deste. Na maioria das preparacgdes lipasicas a a,, 6tima para reacoes de
interesterificacdo encontra-se geralmente entre 0,25 e 0,45. A reacdo enzimética para
a sintese de HMFS compreende, frequentemente, como substratos uma fonte de TAG
ricos em &cido palmitico na posi¢do sn-2 (por exemplo, tripalmitina ou banha), uma
fonte de FFA rica em &cidos gordos mono e polinsaturados (por exemplo, 6leo de soja
e Oleo de aveld) e lipases com seletividade 1,3 (Sahin et al., 2005; Simdes et al., 2013;
Soumanou et al., 2013).
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2.  TRABALHO EXPERIMENTAL



2.1. Materiais

2.1.1. Substratos

Leite Materno - O leite materno foi disponibilizado por uma méae portuguesa de

28 anos, com 7 meses de lactagéo.

Oleo de grainha de uva - O 6leo de grainha de uva (Huilerie Emile Noél, Pont-
Saint-Esprit, Franca), utilizado como fonte de FFA na reacéo de acidélise, foi adquirido

numa loja de produtos naturais.

Tripalmitina - A tripalmitina (MM = 807,35 gmol™), com grau de pureza
superior a 85 %, utilizada como fonte de &acido palmitico na reacdo de acidolise, foi

adquirida & Tokyo Chemical Industry Co.Ltd (TCI), Europa, Bélgica.

2.1.2. Lipases

Lipase heter6loga de Rhizopus oryzae (rROL) - A rROL é uma lipase
produzida pelo fungo Rhizopus oryzae e expressa numa estirpe recombinante de
Pichia pastoris, pelo grupo do Prof. Francisco Valero, da Universidade auténoma de
Barcelona. Esta lipase apresenta seletividade sn-1,3. Foram utilizados 2 lotes

diferentes, com diferentes atividades hidroliticas:

Lote FB19/11/10 JMB: 178,8 UA/mg de po (utilizado nos ensaios de seleccao

do suporte);
Lote PIC130710 CAJ-B: 78 UA/mg de po6 (utilizado nos restantes ensaios).

Lipozyme RM IM - A Lipozyme RM IM é uma preparacdo comercial da lipase
de Rhizomucor miehei, imobilizada numa resina sintética e produzida pela Novozymes
A/S, Bagsvaerd, Dinamarca. Trata-se de uma lipase termoestavel e com selectividade
sn-1,3.

2.1.3.  Suportes de imobilizacédo

Lewatit® VP OC 1600 - A Lewatit® VP OC 1600 é um suporte macroporoso, de
forma esférica e com uma aparéncia branca opaca. E um polimero de ésteres
metacrilicos, com uma dimensdo de poro de 15 nm. Foi oferecido por Lenntech,

Lanxess Energizing Chemistry, Holanda.

16



Sepabeads Relyzime OD 403/M - A Sepabeads Relizyme OD 403/M é um
polimero constituido por ésteres metacrilicos, com uma aparéncia branca opaca e tem

uma dimensdo minima de poro de 10 nm. Foi fornecido pela Resindion, Italia.

2.2. Métodos

2.2.1. Caracterizagdo quimica do leite humano

A caracterizagdo quimica do leite humano incidiu na quantificagdo do teor de

gordura, de proteina bruta e de residuo seco.

Preparou-se a amostra de leite de acordo com a norma portuguesa (NP) 403.
Para o efeito, colocou-se a amostra, previamente acondicionada em saco esterilizado

(Medela), em banho-maria, a 38 °C e homogeneizou-se.

A determinacdo da gordura foi realizada de acordo com a NP 469, em
duplicado. Colocou-se a amostra em butirbmetros, munidos de rolha apropriada, e
adicionou-se, aproximadamente, 10 mL de acido sulfurico para promover a digestdo
da matéria soélida. Apds agitacdo, adicionou-se aproximadamente 1 mL de &lcool
amilico e centrifugou-se cerca de 10 min a 1000 rpm. O &lcool amilico facilitou a
separacdo de fases. Por fim, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, retirou-se a
gordura para um tubo de ensaio que foi devidamente fechado para analise dos FA por

cromatografia gasosa.

A determinacéo do residuo seco regeu-se pela NP 475. Para o efeito, colocou-
se numa capsula de ago inoxidavel 25 g de areia e manteve-se numa estufa a
101 + 1°C durante 2 horas. Deixou-se arrefecer a cpsula e adicionou-se, com
precisdo, 5 g de leite. Colocou-se, novamente, na estufa durante 3 horas. Deixou-se
arrefecer em exsicador e pesou-se. Efetuaram-se ciclos de secagem de 30 minutos
até que a diferenca de massa entre duas pesagens consecutivas fosse igual ou inferior

a 0,5 mg.

No que respeita a proteina bruta, esta foi determinada de acordo com a NP
1986, pelo método de Kjeldahl, que compreendeu trés fases: a mineralizacao do azoto
pelo &cido sulfarico concentrado, alcalinizacdo dos produtos da reacdo, destilacdo e

titulagcdo do amoniaco libertado, para obtencéo do teor de azoto.

A determinacdo da composicdo em 4cidos gordos foi feita na forma de éster
metilico do acido gordo (Fatty Acid Methyl Ester - FAME) por cromatografia gasosa

(Gas Chromatography - GC) (seccao 2.2.7.3.) ap0s metilacdo da gordura de acordo
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com o método rapido descrito no Jornal Oficial das Comunidades Europeias, N° L
248/47, 1991.

A composicdo em acidos gordos em posicao-2, nomeadamente a percentagem
de monopalmitato de 2-glicerilo, foi determinada no Laboratorio de Estudos Técnicos
do ISA, segundo o Regulamento (CEE) n° 2568/91, de 9 de Agosto de 2012. Esta
técnica baseia-se no seguinte: a amostra de gordura é sujeita & acdo hidrolitica da
lipase pancreéatica com selectividade sn-1,3, com formacdo de 2-monoacilgliceréis
(2-MAG). A percentagem de monopalmitato de 2-glicerilo na fracdo dos 2-MAG foi

determinada, apds metilagéo, por cromatografia gasosa capilar.

2.2.2. Preparacdo dos acidos gordos livres por saponificacdo

A saponificacdo consiste na hidrélise de ésteres de glicerol por acdo de bases
alcalinas fortes (como o hidréoxido de potassio, KOH) originando sais de &cidos

carboxilicos (vulgarmente designados sabdes) e glicerol.

A saponificagdo do Oleo de grainha de uva processou-se de acordo com 0

método descrito por Sahin et al., (2005).

Pesaram-se, aproximadamente, 25 g de 6leo de grainha de uva, 5,75 g de
hidroxido de potéssio (Laborspirit) e mediu-se 11 mL de &gua destilada e 66 mL de
solugdo aquosa de etanol 96% (Fisher Scientific). Misturaram-se todos os reagentes
num baldo de fundo redondo de 250 mL, agitando até a dissolu¢cao do hidroxido de

potassio.

Posteriormente, colocou-se o baldo de fundo redondo em banho-maria
(a 100 °C), numa placa de aquecimento (Velp Scientifica), com um condensador
adaptado de forma a manter a solu¢do em refluxo durante 1 hora. Terminado o tempo,
deixou-se arrefecer a mistura e adicionaram-se 50 mL de agua destilada, transferindo-

se a solucdo para uma ampola de decantacéo.

A fase insaponificavel foi extraida com 2 x 100 mL de n-hexano (Fisher
Scientific). Desprezou-se 0 n-hexano e adicionou-se uma solucdo aquosa de HCI| 3M

até obteng&o de um valor de pH de 1,0.

Posteriormente, adicionou-se 50 mL de hexano, para extrair os FFA, e colocou-

se sulfato de sodio anidro (Panreac Quimica Sau) para secar a fase organica.

A solugéo foi transferida para um bal@o de vidro cénico com auxilio de um funil

e papel de filtro (Whatman), para remover o sulfato de sodio anidro, e procedeu-se a
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evaporacgao do n-hexano num evaporador rotativo (Buchi), com banho de agua a 40 °C

e pressao inicial de 400 mbar, diminuindo progressivamente até 200 mbar.

Confirmou-se a presenca exclusiva de FFA por cromatografia em camada fina
(Thin Layer Chromathography - TLC), como descrito no ponto 3.2.7.1. (Figura 3).

Os FFA obtidos foram conservados em frasco de vidro escuro, onde se fez

borbulhar azoto para minimizar a oxidagao, a -18 °C até utilizac&o.

Preparacdo da solucdo de HCI 3 M: Mediram-se 65 mL de &cido cloridrico 38% que se

transferiram para um baldo volumétrico de 250 mL. Perfez-se o volume com agua

destilada.

s |

Figura 3. Cromatografia em Camada Fina. Evidéncia dos FFA obtidos por saponificacdo do 6leo de grainha de uva.

2.2.3. Imobilizagcdo da rROL em Lewatit® VP OC 1600

A imobilizac&o da rROL em Lewatit® VP OC 1600 processou-se de acordo com
a metodologia descrita por Teceldo et al. (2012b). Dissolveu-se 1g da lipase em 200
mL de solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, adicionaram-se 4 g do suporte e

deixou-se em agitacdo magnética suave durante 18 h.

Posteriormente, filtrou-se a solucdo a vacuo, utilizando um baldo e um funil de

Buckner, no qual se colocou um papel de filtro, adaptados a uma bomba de vacuo
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(KNF Neuberger Laboport). Juntou-se 100 mL de solucéo de glutaraldeido 2,5 % (v/v)

ao filtrado e colocou-se a solu¢do, novamente, em agitacdo magnética durante 2 h.

Por ultimo, filtrou-se a solucdo a vacuo e lavou-se a enzima imobilizada com 50
mL de solugéo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0. Deixou-se secar, mantendo a bomba de

vacuo ligada cerca de 10 min.

Preparacdo da solugdo tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,0: Pesaram-se 6,5 g de
di-hidrogenofosfato de sédio (NaH,PO,) (Panreac Quimica Sau) e 7,11 g de
hidrogenofosfato dissddico (Na,PO,) (Chem-Lab). Dissolveram-se com agua destilada
e transferiram-se as solucGes para bal6es volumétricos de 500 mL, perfazendo o
volume com &agua destilada. Para a obten¢do da solucdo final mediu-se 305 mL da
solucdo de Na,PO,4, num baldo volumétrico de 500 mL e perfez-se com a solugéo de
NaH,PO,.

Preparagdo da solucdo de glutaraldeido 2,5 % (v/v): Mediu-se 108 mL de solucéo tamp&o
fosfato 0,1 M e 12 mL de glutaraldeido (Merck), para um baldo Erlemneyer de 250 mL.

2.2.4. Imobilizacdo da rROL em Sepabeads Relizyme OD 403/M

A imobilizagdo da rROL em Sepabeads Relizyme OD 403/M foi realizada de
acordo com o seguinte protocolo fornecido por Albert Canet, da Universidade

Auténoma de Barcelona.

Pesou-se 1 g da enzima e dissolveu-se em 30 mL de solucdo tampéo fosfato 5
mM. Deixou-se em agitacdo magnética num reator de parede dupla, com banho de
refrigeracéo a 4 °C (Neslab RTE-200), durante 25 min.

Pesou 4,5 g de suporte e adicionaram-se a 700 mL de solu¢cdo agua-acetona
(Fisher Scientific) (50/50 v/v). Deixou-se em agitacdo durante 25 min. Posteriormente,
filtrou-se a vacuo e lavou-se o suporte com cerca de 200 mL de 4gua destilada para

remover a acetona.

Adicionou-se o suporte a solucdo da enzima e deixou-se em agitacao
magnética, a 4 °C, durante 7 h. Filtrou-se a solugéo a vacuo e lavou-se o filtrado com
250 mL de solugdo tampédo fosfato 5 mM. Manteve-se a bomba de vacuo ligada

durante 1 h para secar o filtrado e deixou-se 24 h num exsicador com silica gel.
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Preparagédo da solugéo tampéo fosfato 5 mM: Pesou-se 0,7098 g de hidrogenofosfato
dissodico anidro, dissolveu-se em agua destilada e transferiu-se a solugdo para um
baldo volumétrico de 1000 mL. Acertou-se o pH a 7,0 com hidroxido de sédio
(Fisher Scientific).

2.2.5. Preparacdo da rROL a diferentes valores de atividade da agua

Pré-equilibrou-se a rROL, ja imobilizada em Lewatit® VP OC 1600, a diferentes
valores de atividade da agua (aw): 0,56, 0,75, 0,81 e 0,92, de acordo com Greenspan,
(2977).

Para o efeito, colocou-se uma determinada quantidade de enzima num copo
gue foi, por sua vez, inserido num frasco com uma solucdo salina sobressaturada:
brometo de sddio (a, = 0,56), cloreto de sédio (a,, = 0,75), sulfato de amoénio (a,, =0,81)
e nitrato de potassio (ay = 0,92). Colocou-se o frasco numa estufa (Binder) a 35 °C
permitindo assim a evaporagdo de agua até se dar o equilibrio entre a humidade da
enzima e a da solucéo salina. A figura 4 indica as diversas soluc¢des salinas utilizadas

para obtencao dos diferentes valores de ay,.

Efetuaram-se pesagens diérias, numa balanga analitica (Shimdzu AW 220),
para avaliar a massa de agua perdida relativamente ao dia anterior. Quando as
massas registadas em dias consecutivos diferissem em menos de 5% considerava-se

atingido a humidade relativa de equilibrio entre a enzima e a solucao salina.

=
\

| Brometo de : N Cloreto de ¥ Sulfato de ; Nitrato de ’

o ' < q Amonio ! E Potdassio
Sodio NaBr ¥ Sodio Nacl i r .
(NH4)2504 J== KNO3

Figura 4. Representacdo das diversas soluces salinas utilizadas para obten¢&o dos diferentes valores de aw.
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2.2.6. Reacdo de aciddlise

A reacao de aciddlise entre a tripalmitina e os FFA do 6leo de grainha de uva
realizou-se em descontinuo, a pressao atmosférica, em reator cilindrico de vidro de
parede dupla (25 cm?®), sob agitacdo magnética, tapado com uma rolha envolvida em
aluminio, de forma a minimizar oxidacfes (Figura 5). A temperatura foi assegurada por
um banho termostatizado em circuito fechado, fazendo passar agua a temperatura

desejada pela camisa do reator.

A tripalmitina e os FFA do éleo de grainha de uva, utilizados a diferentes
razdes molares (FFA do 6leo de grainha de uval/tripalmitina) ao longo do trabalho

laboratorial, foram termostatizados a 60 °C antes da adi¢cado do biocatalisador.

Utilizaram-se como biocatalisadores (i) rROL imobilizada em Lewatit® VP OC
1600, (i) rROL imobilizada em Sepabeads Relizyme OD 403/M e (iii) a lipase
comercial imobilizada de Rhizomucour miehei, Lipozyme RM IM, & concentracdo de
5% (m/m) relativamente a massa de tripalmitina. As quantidades pesadas foram,
aproximadamente, 3,5 g de tripalmitina, 2,75 g de FFA do 6leo de grainha de uva e
0,175 g do biocatalisador, salvo indicagdo em contrario. Estas massas de tripalmitina e
FFA correspondem a uma razdo molar FFA/tripalmitina de 2:1, expressa em acido

linoleico livre.

Periodicamente, retiraram-se amostras do meio reacional que eram filtradas
para tubos de plastico, com o auxilio de um funil e papel de filtro (Whatman), vedadas

com parafilme e conservadas a -18 °C até posterior andlise.

Figura 5. Reator cilindrico de vidro de parede dupla (25 cm?) sob agitagdo magnética.
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2.2.7. Andlise dos produtos de reacédo

2.2.7.1. Separacdo dos acilglicerois e acidos gordos livres por cromatografia em camada
fina

A TLC compreende uma fase estacionaria, composta por uma fina camada de
adsorvente (por exemplo, silica gel) colocada sobre um material rigido e inerte, como
uma placa de vidro. A outra fase é uma fase movel que vai ascender na fase
estacionaria por capilaridade e favorecer a separacdo dos compostos desejados
(Mendham et al., 2008).

As amostras do meio reacional, que se encontravam congeladas, foram
colocadas em estufa (W.C. Heraeus GMBH, Hanau), a 70 °C, para fundirem.
Pesou-se, aproximadamente, 0,06 g de amostra para um baldo volumétrico de 10 mL

e perfez-se o volume com cloroférmio (Fisher Scientific).

Com uma micro-seringa de 100 pL, depositaram-se 200 pL da solucdo em
banda continua na placa de silica gel 20x20 cm (Merck), a 1,5 cm da base da placa e

a cerca de 3 cm das laterais.

A placa foi colocada na tina cromatogréafica e a eluicdo da fase mével ocorreu
até 1,5 cm do topo da placa. Posteriormente, removeu-se a placa da tina, deixou-se
evaporar o eluente e pulverizou-se com uma solugao etandlica de diclorofluoresceina,
para conseguir visualizar as bandas dos MAG, DAG, FFA e TAG sob luz UV
(Figura 6).

Preparacdo do eluente: Misturaram-se 70 mL de n-hexano (Fisher Scientific), 30 mL de

éter etilico (Chem-Lab) e 1,5 mL de acido acético (Fisher Scientific).

Preparacdo da solucdo de diclorofluoresceina: Pesou-se 0,1 g de diclorofluoresceina

(Fluka) e dissolveu-se em 50 mL de etanol a 96 % (Fisher Scientific).
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Figura 6. Cromatografia em Camada Fina. Em evidéncia s&o apresentadas as bandas correspondentes aos MAG, DAG, FFA e
TAG.

2.2.7.2. Preparacéo dos ésteres metilicos de acidos gordos

A banda dos TAG, adquirida na TLC, foi delimitada e raspada para um baldo
de Erlenmeyer esmerilado de 100 mL, ao qual se adicionaram 5 mL de reagente de
metilagdo. Em seguida, colocou-se o bal&o de Erlenmeyer em banho de agua a cerca
de 80 °C e adaptou-se um condensador por forma a assegurar o refluxo da solucdo
durante 1h.

Posteriormente, retirou-se o baldo do banho e deixou-se arrefecer a amostra.
Adicionaram-se 10 mL de éter de petréleo (Fisher Scientific) e transferiu-se a solugéo
para uma ampola de decantacdo. Agitou-se a ampola para homogeneizacdo e
deixou-se repousar até se verificar a separacao das fases etérea e aquosa. A fase
aquosa foi desprezada e lavou-se a fase etérea com 2 x 10 mL de agua destilada.
Por fim, secou-se a fase etérea com sulfato de sodio anidro (Panreac Quimica Sau)

para remover eventuais vestigios de agua.

Posteriormente, filtrou-se a solugéo diretamente para um baldo de vidro cénico
de 10 mL que foi colocado num evaporador rotativo (Buchi), para evaporacao do éter

de petréleo até a secura.

Os bal6es de vidro conicos foram fechados e vedados com parafilme e

conservados a -18 °C, para posterior andlise por cromatografia gasosa.
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Preparacdo do reagente de metilacdo: Mediram-se 75 mL de metanol anidro
(Fisher Scientific) e 25 mL de hexano (Fisher Scientific) e transferiu-se para um frasco.

Posteriormente, adicionou-se 1 mL de &cido sulfarico (Fisher Scientific).

2.2.7.3. Andlise dos ésteres metilicos de acidos gordos por cromatografia gasosa

Dissolveram-se os FAME em 100 pL de n-hexano. Analisou-se 1 pL desta
solugdo no cromatoégrafo gasoso Finnigan TRACE GC Ultra (Thermo Electron
Corporation) equipado com uma coluna capilar TR-FAME Thermo (30 m x 0,25 mm ID
x 0,25 um filme), um injetor automético (AS 3000 da Thermo Electron Corporation,

Itdlia) e um detetor de ionizacdo de chama.

As temperaturas do injetor (a operar em modo splitless) e do detetor foram
fixadas em 250 °C e 260 °C, respetivamente. O gas de arraste utilizado foi o hélio, a
um caudal de 1,5 mL/min. O ar e o hidrogénio foram fornecidos ao detetor ao caudal

de 350 mL/min e 35 mL/min, respetivamente.

O programa de temperaturas do forno foi o seguinte: 60 °C durante 1 min,
seguido de aumento de 15 °C/min até 150 °C, fixando-se durante 1 min a 150 °C,
seguido de um aumento de 5 °C/min até 180 °C, fixando-se durante 3 min a 180 °C, e

por fim um aumento de 10 °C/min até 220 °C, fixando-se durante 1 min a 220 °C.

A percentagem molar dos FFA foi calculada com base na area do pico
cromatogréfico correspondente a cada FAME e na respetiva massa molar, de acordo
com as equacdes 1, 2 e 3. Utilizaram-se padroes comerciais de FAME com o intuito de

identificar os compostos através dos tempos de reten¢do no cromatograma.

area do pico cromat 6grafo do éster metilico

% masica = (eq. 1)

area total dos picos cromatogr aficos

Numero de moles = % massica * massa molar do éster metilico (eq. 2)

n°de moles *100

0, _—
molar = eqg. 3
% n° total moles ( q )
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2.2.8. Ensaios de modelacdo e otimizacdo da reacdo de aciddlise

Na modelacédo e otimizacdo da reacdo de acidolise variou-se a razdo molar dos

substratos e a temperatura reacional de acordo com a RSM.

Esta metodologia compreende um conjunto de técnicas estatisticas e
matematicas Uteis para o desenvolvimento, melhoria e otimizacdo de processos
(Myers et al., 2011). Desenvolvida nos anos 50, foi aplicada em varios campos como a

agricultura, a industria e a investigacéo cientifica (Alvarez et al., 2009).

A matriz central compdsita rotativa (Central Composite Rotatable Design -
CCRD) é constituida por pontos fatoriais (F), pontos estrela (2k) e pontos centrais.
Quando o valor de k é k=2, vao existir 4 pontos fatoriais e 4 pontos estrela a uma
distancia a do ponto central igual a a = V2. A figura 8 ilustra a matriz fatorial com as
respetivas coordenadas, o ponto central e os pontos estrela, e os 8 pontos que se
encontram equidistantes, representando um circulo perfeito, de modo a obter-se a
CCRD (Myers et al., 2011).

a) b)
(vZ. 0) s
LD =t (1,1) 7
; q T
R e e Nl R L s
i Factorial design l Axial points
E with center point
: e
(-1,-1) : (1,-1) \
(-V2, 0)

N

CCRD

Figura 7. Matriz Central Composita Rotativa. (a) Matriz fatorial; (b) Unido dos pontos fatoriais e dos pontos estrela, adaptado de
http:/iwww.qualityinvention.com/QllibraryPicture.php?picturename=Central%20composite%20design.
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Todos estes pontos tém o seu interesse na explicagdo do modelo utilizado:

¢ Os pontos fatoriais representam uma variancia ideal para o modelo de

primeira ordem ou interacéo entre os modelos de primeira e segunda ordem;

e Os pontos centrais garantem a informacdo sobre a existéncia de

curvaturas no caso em estudo;

e Os pontos estrelas, para o0 caso de existirem curvaturas, sdo uma

maneira eficiente de determinar os coeficientes de um polinémio de segundo grau

para as variaveis.

A tabela 8 representa a CCRD utilizada no presente trabalho, evidenciando as
11 reag0es realizadas, com as variaveis utilizadas e o valor de cada uma considerado

em cada ensaio, e também o0s pontos a que se refere cada um destes ensaios.

Cada ensaio decorreu durante 8 h e a carga do biocatalisador foi sempre de

5 % (m/m) relativa a quantidade de tripalmitina usada.
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Tabela 8. Representag&o dos diferentes pontos da matriz CCRD.

Reacao Temperatura (°C) Razédo Molar
1 60 2
2 60 6
Pontos Fatoriais
3 70 2
4 70 6
5 58 4
6 72 4
Pontos Estrela
7 65 1,2
8 65 6,8
9 65 4
10 65 4 Pontos Centrais
11 65 4

Foram calculados os efeitos linear e quadratico de cada elemento em estudo
(temperatura e razdo molar), assim como a sua interacdo linear. Para o efeito,

utilizou-se o programa StatisticaTM software, versao 7, da Statsoft, Tulsa, EUA.

Por analise de variancia (ANOVA), avaliou-se a importancia destes efeitos e
do ajuste de uma equacéo polinomial de segundo grau aos resultados experimentais
obtidos.

Os coeficientes de primeira e segunda ordem foram estimados a partir dos

dados experimentais, recorrendo ao principio de estatistica dos minimos quadrados.

Para a percecdo da qualidade de ajuste do modelo utilizam-se dois valores:
o coeficiente de determinagéo (R% e o R? ajustado (R” .4). Uma maior aproximag&o
dos valores indica um melhor ajuste do modelo, sendo valores acima de

0,75 considerados como bons, e acima de 0,9 muito bons.
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2.2.9. Ensaios de validagdo do modelo

A validagdo do modelo que tem por objetivo averiguar se existe um bom ajuste
do modelo aos resultados experimentais. Para tal verifica-se se o0 valor de
incorporagdo molar de todos os FFA, utilizando as condigdes Otimas de temperatura e

razéo molar, ao fim das 8 h, se assemelha ao valor predito pelo modelo (cf eq. 4).

2.2.10. Efeito da carga do biocatalisador

Foi também alvo de estudo o efeito da carga do biocatalisador. Efetuaram-se
reacdes de acidolise, em duplicado, nas condi¢cdes Otimas preditas pelo modelo
constituidas pelas quantidades de, aproximadamente, 2,5 g tripalmitina e 1,75 g de
FFA de 6leo de grainha de uva, fazendo variar a quantidade do biocatalisador: 5 %,

8 % e 10 % (m/m) da quantidade da tripalmitina.
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3.  RESULTADOS E DISCUSSAQO



3.1.  Caracterizagdo de uma amostra de leite humano

3.1.1. Avaliacdo da composicao quimica

A composi¢cdo quimica de uma amostra de leite, doado por uma mae
portuguesa no 7° més de lactacao, foi avaliada no que respeita ao teor de proteina,
gordura e residuo seco, isto €, o residuo isento de agua. Os resultados obtidos

constam da tabela 9.

Num estudo desenvolvido por Yu-Dong et al.,, (2011) em leite de maes
chinesas, o teor de proteina bruta foi de 1,27 g/100 mL, o valor de gordura fixou-se em
3,04 g/100 mL e o residuo seco em 11,49 g/100 mL. Estabelecendo uma comparacao
com os resultados obtidos no presente trabalho, constata-se que a maior discrepancia
reside no teor de gordura, o que podera justificar-se pela influéncia de diversos
fatores, nomeadamente, a idade da méae, a sua dieta alimentar e 0 momento de
recolha da amostra de leite para andlise (antes ou apés alimentacdo do lactente).
Com efeito, o leite fornecido no inicio da mamada apresenta um baixo contetdo em
gordura e elevados teores em lactose, agUcar, proteinas, vitaminas, minerais e agua

comparativamente ao leite fornecido no final

(http://iwww.medela.com/IW/en/breastfeeding/good-to-know/breastmilk-composition.html).

Tabela 9. Composicdo quimica de uma amostra de leite humano*, expressa em g de componente por 100 mL de leite.

Componentes Proteina bruta Gordura Residuo seco

Leite maduro 0,98 54 12,9

*Leite doado por uma portuguesa, de 28 anos, no 7° més de lactagao.
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3.1.2. Caracterizacdo da componente lipidica no que respeita ao teor em acidos gordos

A composi¢do em &cidos gordos da amostra de leite humano, foi determinada

por cromatografia gasosa, apds metilacdo, obtendo-se o cromatograma apresentado

na Figura 9.
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Figura 8. Cromatograma obtido da anélise dos ésteres metilicos de &cidos gordos da gordura de leite humano por cromatografia
gasosa. A) C12:0, B) C14:0, C) C15:0, D) C16:0, E) C16:1, F) C17:0, G) C17:1, H) C18:0, I) C18:1, J) C18:2, K) C20:0, L) C18:3,
M) C20:1, N) C21:0, O) C22:0 e P) C24:0.
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A composicdo em acidos gordos da amostra de leite humano, avaliada neste
estudo, e de outros diferentes tipos de leite humano, expressa em % molar, consta da
tabela 10.

Tabela 10. Composicdo em FA de diferentes leites humanos: mée portuguesa (a), mées dinamarquesas (b), mées espanholas
(c); NI - ndo identificado.

) % molar
Acido gordo
a, 1 b, 2 c,3

C12:0 6,71 3,61 6,28
C14:.0 8,82 3,50 6,00
C15:0 0,23 0,08 0,23
C16:0 21,52 20,22 19,48
Cle:1 2,34 2,44 1,78
C17:0 0,21 0,19 0,30
Ci7:1 0,11 0,11 0,19
C18:0 4,88 5,29 6,25
ci18:1 40,11 36,96 36,35
C18:2 15,36 20,85 16,59
c18:3 0,09 0,83 0,75
C20:0 0,98 0,21 0,20
C20:1 0,35 0,53 0,60
C21:0 3,27 NI NI
C22:0 1,70 0,00 0,05
C24.0 0,04 0,00 0,03

11 eite doado por portuguesa de 28 anos, no 7° més de lactagao; adaptado de 2 Wang et al., (2010); adaptado de 3 Lopez-Lopez
etal., (2002).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram o0s reportados em
trabalhos anteriormente publicados sobre a composicdo em &cidos gordos do leite de
mées dinamarquesas (Wang et al., 2010) e de mées espanholas (Lopez-Lopez et al.,
2002). Constata-se que os acidos gordos maioritarios no leite humano sdo o oleico
(C18:1), o palmitico (C16:0) e o linoleico (C18:2).
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3.2.  Composicdo em acidos gordos do 6leo de grainha de uva

Determinou-se a composi¢do em acidos gordos do 6leo de grainha de uva por

cromatografia gasosa cujo cromatograma se encontra na figura 10.
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Figura 9. Cromatograma obtido da andlise dos ésteres metilicos de acidos gordos do 6leo de grainha de uva por cromatografia
gasosa. A) C14:0, B) C15:0, C) C16:0, D) C16:1, E) C17.0, F) C17:1, G) C18:0, H) C18:1, I) C18:2, J) C20:0, K) C18:3, L) C20:1,

M) C21:0, N) C20:2, 0) C22:0 e P) C24:0.
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A composicdo em &cidos gordos do dleo de grainha de uva, expressa em

percentagem massica e percentagem molar consta na tabela 12.

Tabela 11. Representagdo dos calculos efetuados, para obter a composicdo em FA expressa em % massica e % molar do 6leo
de grainha de uva.

Area Peso molecular éster metilico %maéssica N°moles %molar
C14:0 5359,69 2424 0,000 0,110016  0,00038
C15:0 1375,84 256,4 0,012 2,987235  0,01020
C16:0 988000 270,5 8,366 2263,121  7,72943
Cl6:1  16068,60 268,5 0,136 36,53472  0,12478
C17:0 8163,68 2845 0,069 19,66762  0,06717
Cl7:1 3222,65 282,5 0,027 7,709302  0,02633
C18:0 543000,00 298,5 4,598 1372,548  4,68779
C18:1 142164,68 296,5 1,204 356,9438  1,21910
C18:2 9975300 2945 84,471 24876,81  84,96397
C20:0 24286,11 326,6 0,206 67,16726  0,22940
C18:3  46269,97 292,5 0,392 114,6063  0,39143
C20:1  25494,38 324,6 0,216 70,07716  0,23934
C21:0  10465,49 340,6 0,089 30,18476  0,10309
C20:2 4328,94 326,6 0,037 11,9724 0,04089
C22:0 7236,1 354,6 0,061 21,72835  0,07421
C24:0 8356,27 382,7 0,071 27,08036  0,09249
Soma 11809092 100,0 29279,25 100

O &cido linoleico (C18:2) é o acido gordo maioritario com 84,96 %, seguido do
acido palmitico (C16:0) com 7,73 %, do &cido estearico (C18:0) presente em 4,69 % e
do acido oleico (C18:1) com 1,22%. Os restantes &cidos, miristico (C14:0),
pentadecandico  (C15:0), palmitoleico (C16:1), heptadecandico (C17:0),
heptadecendico (C17:1), estearico (C18:0), araquidico (C20:0), gadoleico (C20:1),
eicosadiendico (C20:2), heneicosandico (C21:0), beénico (C22:0) e lignocérico

(C24.0), estdo presentes em quantidades vestigiais. Segundo Kikalishvili et al., (2012),
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0 Oleo de grainha de uva é constituido por 65 % de &cido linoleico, 17 % de acido
oleico, 8 % de acido palmitico, 4,4 % de acido esteérico, 1,5 % de acido linolénico e
0,6 % de &cido araquiddnico. Esta composicdo difere do 6leo analisado no presente
estudo, embora a identificagdo dos acidos gordos maioritarios seja coincidente.
A diferenca pode residir no facto de as uvas pertencerem a castas distintas, o que

poderd influenciar a composicdo em FA do 6leo.

3.3.  Selecéo do biocatalisador

A incorporacdo molar (expressa em %mol) dos FFA do éleo de grainha de uva

na tripalmitina, para os diferentes biocatalisadores estudados, consta da figura 11.
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Figura 70. Principais FFA incorporados em meio reacional com diferentes lipases. As barras representam o desvio padrdo.

E de referir que o é&cido palmitco é um acido gordo resultante,
maioritariamente, da tripalmitina, razdo pela qual ndo foi considerado no gréafico acima
para nao interferir na interpretacdo dos restantes FFA. Os maiores valores de
incorporagdo molar na tripalmitina, quer para a totalidade dos FFA como para o acido
linoleico (0 FA maioritario no 6leo de grainha de uva), foram alcancados quando se
utilizou a rROL imobilizada em Lewatit® VP OC 1600 seguido da rROL em Sepabeads

Relizyme OD 403/M como biocatalisadores da reagéo de aciddlise (Tabela 12).
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Tabela 12. Incorporagéo do acido linoleico (C18:2) e de todos os FFA, expressa em % molar nas reagdes de aciddlise catalisada
pela rROL imobilizada em Lewatit ou Sepabeads e pela lipase comercial Lipozyme RM IM.

rROL em Lewatit rROL em Sepabeads Lipozyme RM IM

FFA C18:2 10,8 £ 0,021* 9,7 + 0,003* 7,7 +0,025*

Todos os FFA 20,5+ 0,001* 19,8 £ 0,018* 14,4 + 0,034*

*SD — Desvio padrdo

As caracteristicas do suporte de imobilizacdo nomeadamente, a composi¢ao
quimica da matriz, a sua area especifica, o didmetro médio do poro e 0 seu custo,
condicionam a sua selecéo. Teceléo et al, (2012) descreveram o estudo da reacéo de
aciddlise entre a tripalmitina e o &cido oleico catalisada pela rROL imobilizada em
diferentes suportes: Accurel® MP 1000, Eupergit® C e Lewatit® VP OC 1600.
Os valores mais expressivos de incorporagdo molar de &cido oleico foram alcangados
com rROL imobilizada em Lewatit® VP OC 1600, tal como observado no presente
estudo. Face aos resultados obtidos, 0os ensaios reaccionais subsequentesforam
realizados utilizando tripalmitina, os FFA do 6leo de grainha de uva e a rROL

imobilizada em Lewatit® VP OC 1600 como biocatalisador.

3.4.  Efeito da atividade da agua na reacéo de acidolise

A atividade enzimatica é influenciada por varios fatores, entre os quais a
temperatura, o pH e a atividade termodindmica da agua (a,) (Pérignon et al., 2013; Xu,
2000). O efeito da a, na atividade da rROL foi alvo de estudo neste trabalho. Para o
efeito, pré equilibrou-se a lipase em diferentes solu¢des salinas sobressaturadas,
como descrito em 3.2.3.1. Na tabela 13 encontram-se o0s valores de percentagem
massica de agua perdida ao longo do tempo até obtencao do valor de a, desejado.
Observou-se que ao fim de 2 dias de contacto com a solu¢do salina, a rROL
imobilizada em Lewatit® VP OC 1600 alcancou a a, de 0,56 e de 0,76,
correspondendo a uma perda de cerca de 45 % da massa inicial. Os valores de a,, de
0,81 e 0,92foram alcancados ao final de 4 e 3 diascorrespondendo a uma perda de

43 % e 32 % da massa inicial, respetivamente.
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Tabela 13. Massa perdida (%) da rROL imobilizada em Lewatit® VP OC 1600.

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 %total
aw %massa %massa %massa %massa massa perdida
perdida perdida perdida perdida
0,56 44,77 0,48 - - 45
0,75 42,90 4,56 45
0,81 20,81 17,96 11,46 0,85 43
0,92 11,13 7,89 8,44 32

Utilizou-se a rROL a diferentes valores de a,, como biocatalisador na reacao de

acidolise entre a tripalmitina e os FFA do 6leo de grainha de uva.

A figura 12 mostra a tendéncia de incorporacdo molar, quer de todos os FFA

como do &cido linoleico, em func¢éo dos diferentes valores da a,, do biocatalisador.

Incorporagdo molar (% molar)

o~

0,5

®AGLC18:2 M Todos AGL

Figura 81. Tendéncia de incorporacéo de todos os FFA e do &cido linoleico (C18:2), utilizando a rROL imobilizada em Lewatit® VP
OC 1600 com diferentes aw's. As barras representam o desvio padréo.

Constata-se que a percentagem de incorporacdo molar dos FFA é mais

elevada quando no meio reacional se utiliza rROL a uma a,, de 0,95, contrariamente

ao que se verifica nas reacfes de interesterificacdo em que o 6timo se encontra entre

0,25 e 0,45. Pérignon et al. (2013) estudaram a influencia da atividade termodinamica
da &gua (valores de a, de 0,75, 0,55, 0,44, 0,33, 0,22 e 0,11) na reacdo de
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interesterificacdo entre a tricaprilina e a trimiristina, a 60°C, catalisada pela lipase de
Thermomyces lanuginosa ou pela lipase B de Candida antarctica. Verificou-se que a

uma a,, mais elevada, de 0,95, a formagéo de novos TAG foi mais expressiva.

3.5.  Estudo da cinética da reacdo de acidolise

Estudou-se a incorporacédo molar de FFA na tripalmitina ao longo do tempo de
reacdo. Pretendeu avaliar-se o0 tempo necessario para atingir-se um estado de
quasi-equilibrium, isto é, de estabilizacdo da incorporacédo de FFA, aspeto fundamental
para otimizar e economizar custos do processo. A figura 13 permite visualizar o

comportamento de incorporacdo molar dos FFA ao longo do tempo.
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Figura 92. Incorporagéo molar (% mol) de todos os FFA e do acido linoleico (C18:2) ao longo das 24 h de reacdo.

Verifica-se que ao final de 8 h atingiu-se um estado de equilibrio com 8,6 % de
incorporacdo molar de todos os FFA e de 5,3 % de incorporacédo do acido maioritario
C18:2. Estes valores de incorporacdo sao muito inferiores aos alcan¢gados nos ensaios
anteriores (Tabela 12), porque se utilizou uma rROL de atividade hidrolitica 2,3 vezes
inferior (seccdo 2.1.2.). Apesar de ndo haver uma correspondéncia direta entre a
atividade hidrolitica e a de acidolise da rROL, valores mais baixos de atividade
hidrolitica, traduzem-se sempre em menores atividades de aciddlise
(Nunes et al., 2012).

Num estudo desenvolvido por Teceldo et al, (2012) sobre a reacdo de acidolise

entre a tripalmitina e o &cido oleico, catalisada pela rROL imobilizada em Lewatit® VP
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OC 1600, verificou-se um equilibrio de incorporagdo do &cido oleico apds 6 h de
reagdo, em condi¢des operacionais similares a do presente estudo, isto €, com razao
molar 2:1 (acido oleico/tripalmitina) e a 60 °C. No estudo de Pérignon et al, (2013) com
0 biocatalisador lipase de Thermomyces lanuginosus que se encontrava a a,, de 0,75,
observaram-se maiores quantidades de novos TAG formados e a estabilizacdo de
formacédo de novos TAG ocorreu as 10h de reacdo. No entanto, entre as 7 h e as 10 h,

0s valores também foram muito proximos.

3.6.  Modelacéo da reacdo de acidolise e otimizagdo das condi¢des operacionais

Com o intuito de modelar a reacdo de aciddlise e otimizar as condicdes
operacionais, estudou-se o efeito das variaveis temperatura e razdo molar na
incorporacdo de FFA do 6leo de grainha de uva na tripalmitina, de acordo com um
conjunto de 11 reagBes descritas na matriz central compdsita rotativa apresentada

anteriormente na tabela 8. Os resultados obtidos constam da tabela 14.

Tabela 14. Experiéncias da Matriz Central Compdsita Rotativa em fungdo das varidveis Temperatura (T) e MR de FFA de 4leo de
grainha de uvaltripalmitina e as incorporagdes (%molar) de todos os FFA e apenas do FFA C18:2, catalisada pela rROL
imobilizada em Lewatit® VP OC 1600.

Experiéncia T MR Inc. de todos os Inc. do FFA
(°C) (FEA/tripalmitina) FFA (%molar) C18:2 (%molar)
1 60 2:1 22,8 14,5
2 60 6:1 6,3 24
3 70 2:1 3,0 0,5
4 70 6:1 8,6 5,6
5 58 4:1 6,0 2,0
6 72 4:1 2,8 0,0
7 65 1,21 14,1 8,3
8 65 6,8:1 4,2 19
9 65 4:1 5,49 0,94
10 65 4:1 7,50 1,18

O resultado obtido na reagéo 11 foi desprezado por ndo ser concordante com

as reacdes 9 e 10 efetuadas nas mesmas condi¢des (repeticdo do ponto central).
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Calcularam-se os efeitos linear e quadratico de cada fator, bem como a sua interacéo,

na incorporacao de FFA do dleo de grainha de uva na tripalmitina (Tabela 15).

Tabela 15. Efeitos linear (L) e quadratico (Q) das variaveis Temperatura (T) e MR, com R2=0,8592 e RZ4us=0,6831, para a
incorporagdo de todos 0s FFA.

Variaveis Efeito Valor de p
Temperatura (L) -5,50637 0,08643
Temperatura (Q) -0,39834 0,90750
Raz&o Molar (L) -6,22518 0,06277
Razéo Molar (Q) 4,35166 0,24786

Temperatura x Razdo Molar 11,05 0,03257

Considera-se que uma variavel tem um efeito significativo na resposta quando
o0 valor de p < 0,05. Da andlise da tabela 15, verifica-se que os termos linear e
quadratico para ambas as variaveis nao apresentam um efeito significativo na
resposta, ao contrario da sua interacdo, Temperatura x Razdo Molar (p = 0,03257).
Numa primeira analise, optou-se por rejeitar apenas o termo quadratico de T por
apresentar o maior valor de p (p = 0,90750), tendo-se obtido os resultados constantes

na tabela 16.

Tabela 16. Efeitos linear (L) e quadratico (Q) das variaveis Temperatura (T) e MR, com R2=0,8586 e RZjust=0,7455, para a
incorporagao de todos os FFA.

Variaveis Efeito Valor de p
Temperatura (L) -5,50637 0,052862
Razé&o Molar (L) -6,22518 0,035638
Razéo Molar (Q) 4,35166 0,143277

Temperatura x Razdo Molar 11,05 0,015829

De acordo com a tabela 16, o efeito linear da MR € agora significativo, mas o
efeito quadratico ndo pois p > 0,05 (p = 0,143277). O efeito da interacdo das variaveis,
T x MR, manteve-se significativo (p = 0,015829) e o efeito linear de T foi considerado,
igualmente, significativo pois o valor de p é proximo de 0,05. O sinal positivo ou
negativo no termo quadratico de uma variavel fornece informacéo sobre a curvatura da

superficie de resposta, que serd cbncava ou convexa, respetivamente. A incorporacdo
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de FFA do 6leo de grainha de uva na tripalmitina, catalisada pela rROL imobilizada em
Lewatit® VP OC 1600, em funcdo da temperatura reacional e da razdo molar dos
substratos, pode ser representada por uma superficie concava descrita por uma

equacdao polinomial do 2° grau:

Inc (% molar) ,p405 05 4L = 200,98 — 2, 76T — 41,99RM + 0,57RM? + 0, 55TxRM (eq. 4)

Os valores obtidos para R? e R’y foram de 0,8586 e de 0,7455,
respetivamente. Quanto maior for a aproximac¢do dos dois valores, maior serd a
semelhanca entre os valores preditos pelo modelo e os dados obtidos
experimentalmente. Na figura 14 estdo representadas a superficie de resposta, relativa
a incorporacd@o molar de todos FFA na tripalmitina, em funcdo de T e da MR , e a sua
respetiva projecéo.
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Figura 103. Superficie de resposta relativa & incorporagdo molar de todos os FFA na reacdo de aciddlise em fungdo da
Temperatura (T = °C) e da Raz8o Molar (MR = FFA 6leo de grainha de uva:tripalmitina) (a), e a respetiva projecéo (b).

Observa-se que os valores mais elevados de incorporacdo molar foram
alcancados na gama de T e de MR mais baixa. A temperatura dos ensaios reacionais
desenvolvidos no presente estudo esteve fortemente condicionada pela temperatura
de fusado da tripalmitina, cerca de 58 °C, que constituiu a temperatura minima testada.
Temperaturas mais elevadas podem favorecer a atividade enzimética por diminuicdo

da viscosidade do meio e, consequentemente, favorecer a transferéncia de massa no
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meio reacional (Xu et al., 2000). Por outro lado, temperaturas elevadas podem

conduzir a desnaturacéo enzimatica.

Guillén et al, (2011) estudaram alguns parametros que afetam a atividade
enzimatica da rROL e da lipase nativa de Rhizopus oryzae (nROL): o efeito idnico, a
temperatura e o pH. Concluiram que a temperatura 6tima para a rROL variou de 30 °C,
quando utilizada uma concentracdo de tampdo de 400 mM de Tris—HCI, para 40 °C,
quando utilizada uma concentracdo de 200 mM do mesmo tampédo. Teceldo et al.
(2010b) revelaram que maiores incorporacdes de acido oleico numa reacdo de
acidolise entre tripalmitina e acido oleico, catalisada pela lipase de Carica papaya
autoimobilizada no seu latex, ocorreram a T de 60 °C e a uma MR de 6:1

(acido oleicof/tripalmitina).

Assim sendo, os 58 °C sugeridos pelo modelo estdo de acordo com os

resultados obtidos por Teceléo et al., (2012b).

No que respeita a razdo molar, Yang et al., (2003) confirmaram que elevadas
raz6es molares deslocam o equilibrio reacional no sentido da formacao de produtos, o
que se traduz num aumento da incorporacdo de grupos acilo nos TAG. No entanto,
Zou et al., (2011) verificaram que & medida que decorria um aumento da razao molar
do substrato diminuia o conteddo em &cido palmitico, numa reagdo isenta de
solventes, a 60 °C e na qual os substratos eram a estearina de palma e uma mistura

de acidos gordos.

E ainda de referir que a presenca de elevados teores de FFA no meio reacional
pode provocar um efeito inibitério na atividade da enzima e conduzir a que a reacgao

demore mais tempo a atingir equilibrio (Xu et al., 2000).

De acordo com a equacao 4, a percentagem molar de incorporacdo sugerida
pelo modelo, em que T igual a 58 °C e a MR igual a 2:1 (FFA de 6leo de grainha de
uva/tripalmitina) é de 23 %. Este valor é muito semelhante ao que se obteve
experimentalmente na reacdo da experiéncia 1 (22,8 %), apresentado anteriormente
na tabela 14, para a incorporacdo de todos os FFA, em que as condi¢bes das
variaveis sdo as mais semelhantes, ou seja, T = 60 °C e MR = 2:1 (FFA de 6leo de
grainha de uvaltripalmitina). Considerou-se um bom modelo tendo em conta a
semelhanca de valores. Como o &cido linoleico (C18:2) é o &cido maioritario no 6leo
de grainha de uva e com maiores quantidades de incorporacao, procedeu-se, também,
ao estudo da sua incorporacao, através do programa StatisticaTM, para perceber qual

o nivel de importancia da razdo molar e da temperatura.
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Seguem-se as tabelas 17 e 18 que apresentam os valores dos efeitos linear (L)
e quadratico (Q) com respetivos valores de p de cada variavel em estudo,

fundamentais para fazer uma anélise dos dados deste modelo.

Tabela 17. Efeitos linear (L) e quadratico (Q) das variaveis Temperatura (T) € MR, com R2=0,8766 e RZyusi=0,7225, para a
incorporagao do acido linoleico (C18:2).

Variaveis Efeito Valor de p
Temperatura (L) -3,40711 0,115314
Temperatura (Q) 1,28865 0,596972
Razao Molar (L) -4,01274 0,077437
Razéo Molar (Q) 5,38865 0,074485

Temperatura x Razdo Molar 8,6 0,023157

Tabela 18. Efeitos linear (L) e quadratico (Q) das variaveis Temperatura (T) € MR, com R2=0,8665 e RZusi=0,7597, para a
incorporagao do acido linoleico (C18:2).

Variaveis Efeito Valor de p
Temperatura (L) -3,40711 0,083613
Razao Molar (L) -4,01274 0,051945
Razéo Molar (Q) 5,38865 0,050616

Temperatura x Razdo Molar 8,6 0,012025

Todos os resultados obtidos para a incorporacdo de todos os FFA sé&o
idénticos aos resultados obtidos para a incorporacao do &cido linoleico. Observando a
tabela 18 os efeitos lineares e quadraticos das duas varidveis ndo sao significativos
(p > 0,05), mas a sua interagao (T x MR) sim (p < 0,05), e como tal apenas se rejeitou
o efeito quadratico da MR que tinha um p = 0,596972 e procedeu-se a uma nova
andlise estatitica. Na tabela 19 ja se verificaram melhores resultados, o efeito linear e
quadratico da MR foram considerados significativos (p < 0,05) dado a sua proximidade

do valor, com p = 0,051945 e p = 0,50616, respetivamente.

Quanto ao efeito linear da T continuou a ndo ser significativo (p > 0,05),

apresentando um valor de p = 0,083613, contudo ndo se rejeitou esta variavel pois,
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como ja foi referido, a sua interagdo tem um efeito significativo (p < 0,05), ndo fazendo

sentido a rejeigéo.

Relativamente aos valores de R? (0,8665) e Rzajust (0,7597) tiveram também
uma boa aproximagdo o que revelou uma boa relacdo linear entre valores preditos
pelo modelo e os valores observados experimentalmente. A partir do modelo
estatistico obteve-se uma superficie de resposta para a percentagem molar de

incorporacéo do FFA C18:2, descrita por uma equacao polinomial de 2° grau seguinte:

Inc (%) agL c1s.2 = 149,43 — 2,06T — 33, 79RM + 0,60RM? + 0,43 (TxRM) (eq. 5)

De acordo com a equacéo 5, a percentagem molar de incorporacdo sugerida
pelo modelo, em que T é igual 58 °C e a MR igual a 2:1 (FFA de 6leo de grainha de
uva/tripalmitina), é de 14,65 %. Este valor é muito semelhante ao que se obteve
experimentalmente na reacdo da experiéncia 1 da tabela 14 (14,5 %) para a
incorporagdo do FFA C18:2, em que as condicbes das variaveis sdo as mais
semelhantes, ou seja, T igual a 60 °C e MR de 2:1. E portanto, como seria de esperar,
um bom modelo tendo em conta a semelhanca de valores e o resultado obtido para a

percentagem de incorporacédo de todos os FFA.

Na figura 15 que se segue, estdo representadas a superficie de resposta
relativa & incorporacdo molar do FFA C18:2 na reacdo de aciddlise em funcédo da
Temperatura e da Razdo Molar (FFA 6leo de grainha de uvaltripalmitina), e a sua
respetiva projecdo. Como seria de esperar, tendo por base a analise feita para a
percentagem de incorporacdo de todos os FFA, obteve-se maior incorporacéo do FFA

C18:2 para valores mais baixos, quer da T, assim como da MR testados.
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Figura 114. Superficie de resposta relativa & incorporagdo molar do FFA C18:2 na reacdo de aciddlise em funcdo da
Temperatura (T = °C) e da Razdo Molar (MR = FFA 6leo de grainha de uva:tripalmitina) (a), e a respetiva projecéo (b).

3.7.  Validacdo do modelo

A fim de validar o modelo, as reacdes de aciddlise foram efetuadas nas
condi¢cdes Otimas obtidas pela matriz RSM, ou seja, utilizacdo de 5% da rROL,
relativamenta a quantidade da massa de tripalmitina, T de 58 °C, MR de 2:1 (FFA do
Oleo de grainha de uva/tripalmitina) e durante 8 h.

O valor de incorporacdo molar de todos os FFA foi de 22,7 %, mostrou-se
muito proximo do valor predito pelo modelo, de 23 % (obtido a partir da eq. 5), o que
valida o modelo. Foram ainda realizadas outras reacfes, nas condi¢cdes 6timas de
temperatura e razdo molar e durante 8h, mas com quantidades de enzimas diferentes,
8 % e 10 %.

A figura 16 ilustra os resultados, depois de efetuados os célculos, das
incorporacdes dos FFA obtidos quando se fez variar a quantidade de enzima de 5 %, 8
% e de 10 %.
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Figura 125. Incorporacéo molar (%) de FFA em tripalmitina utilizando diferentes quantidades de rROL imobilizada em Lewatit® VP
OC 1600.

Analisando a figura 16 verificou-se uma tendéncia crescente de incorporacao
de todos os FFA, quando se fez variar a quantidade de enzima utilizada em cada
reacdo, ou seja, ao aumentar a quantidade de enzima, a incorporacdo de todos os
FFA também aumentou. No entanto, o aumento da carga de 8 % para 10 % traduziu-
se apenas num pequeno acréscimo na percentagem de incorporacdo, o que indica

gque estamos numa situacao de equilibrio cinético da reacéo.

Em trabalhos similares foram registados resultados semelhantes, como em
Nunes et al.,, (2011) que estudou a variacdo da carga de rROL imobilizada em
Eupergit® em reacées de acidélise entre Acido caprico e azeite virgem, a uma T de 40
°C e durante 48 h. Verificou-se que, um aumento da carga do biocatalisador de 5 %
para 10 % causou maiores incorporacdes de acido caprico até as 24 h de reacdo. No
entanto, a partir das 24 h de reagéo, ocorreu uma estabilizacdo de incorporagcdo em
ambas as situacdes, isto €, quer para 0 meio reacional que tinha apenas 5 % da rROL
assim como para o que tinha 10 %. Este resultado sugere que o tempo de reacgéo é
importante tendo sido necessario para o caso experimental aumentar o tempo de
reacdo para a verificacdo de que a variacdo da carga do biocatalisador apenas vai
influenciar na velocidade da reacdo, sendo que para reacdes com maiores cargas de
enzima, a velocidade da reacdo enzimatica vai ser maior.
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3.8.  Comparagdo do leite humano com o lipido estruturado produzido

A tabela 19 apresenta os FA em posicao 2 da gordura do leite humano doado
pela portuguesa de 28 anos, com 7 meses de lactagdo e faz uma comparagdo dos

seus principais FA com os principais FA do SL produzido neste trabalho experimental.

Tabela 19. Comparag&o dos FA do leite humano* e do lipido estruturado, em % molar.

FA posicéo 2 leite

Acidos gordos FA Leite humano* FA Lipido estruturado

humano
C14:0 NI 8,82 1,12
C16:0 63,76 21,52 38,08
C17:0 NI 0,21 0,50
Ci7:1 NI 0,11 0,32
C18:0 NI 4,88 2,54
cis8:1 28,25 40,11 4,65
c18:2 1,90 15,36 10,84
C22:0 NI 1,70 0,25
C24:0 NI 0,04 0,26

*Leite doado por uma portuguesa, de 28 anos, no 7° més de lactagdo; NI — ndo identificado.

Verificou-se que os FA que existem em maiores quantidades destacam-se em
ambas as gorduras, com algumas diferencas, com a particularidade de que o &cido
C18:1 € o que tem um valor de percentagem molar cerca de 10 vezes superior no leite
humano, comparativamente ao LE. O SL foi obtido atraves de tripalmitina com 6leo de
grainha de uva e relembrando a composi¢do do 6leo de grainha de uva, o acido C18:2
€ 0 que existe em maiores quantidades (65 %) enquanto o acido C18:1 representa
apenas 17 %. Tal explica porgue na composi¢cdo do SL a composi¢do em acido C18:1

ser um valor tdo baixo.

Relativamente a composicéo dos FA em posicao 2, no leite humano, verifica-se
que o acido palmitico representa cerca de 64 % do total de FA esterificado nessa

posicdo, enquanto o acido oleico representa apenas 28 %.
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4. CONSIDERACOES FINAIS



4.1. Conclusoes

Com este estudo foi possivel verificar que a rROL é um biocatalisador com
grande potencial na producédo de lipidos estruturados. Para ambas as preparacdes de
rROL testadas verificaram-se incorporacdes maiores de FFA comparativamente a
lipases comerciais. Foi igualmente importante o estudo de alguns dos fatores que

influenciam a atividade do biocatalisador.

Constatou-se que a condicdo 6tima da atividade da agua para a rROL foi a
uma a,, de 0,95, nas reacbes de aciddlise efetuadas com os substratos tripalmitina e
Oleo de grainha de uva na auséncia de solvente e a 60 °C. Verificou-se ainda que as 8

h de reacédo, a incorporacdo molar dos FFA estabilizou.

Quanto a modelacdo e otimizacdo da aciddlise, através da matriz RSM, as
condicbes 6timas de temperatura e razdo molar sugeridas pelo modelo sdo T igual a
58 °C e MR de 2:1 (FFA de 6leo de grainha de uva/ tripalmitina).

No que diz respeito a utilizagdo do 6leo de grainha de uva foi importante, pois é
um oOleo bastante rico em &cido linoleico (C18:2), sendo este um dos acidos gordos

polinsaturados maioritarios na gordura do leite humano.

Por fim, a comparacdo da composi¢cao em acidos gordos da gordura do leite
humano, doado pela mée portuguesa, com os acidos gordos do lipido estruturado
produzido revelou-se ndo muito diferente, na medida em que os acidos maioritarios

foram os mesmos.

Conclui-se assim que este SL pode ser uma mais-valia na sua utilizagdo como
HMFS, com a possibilidade de integracdo nas formulas infantis. No que respeita aos
baixos teores de acido oleico neste LE, pode-se compensar pela mistura deste SL com
SL obtidos a partir da aciddlise de tripalmitina com o acido oleico, catalisada pela rROL
em Lewatit® VP OC 1600 (Teceldo et al., 2012a).
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4.2.  Linhas futuras de investigacao

Como propostas futuras de investigacdo propfe-se a continuagdo do estudo
producdo de lipidos estruturados para substituicdo da gordura do leite humano, em

varios aspetos:

- Otimizagcdo das condigbes da rROL, verificando sempre a sua atividade

hidrolitica e tentando encontrar relacdo com a sua atividade de acidélise;

- Realizacdo de ensaios cinéticos para verificacdo do efeito da carga do

biocatalisador, ao longo da reacgéo;

- Determinacgéo dos acidos gordos na posi¢do sn-2 dos produtos obtidos, para

confirmacao da seletividade da rROL.

- Estudo de possiveis custos associados a realizacao deste projeto de forma a
coloca-lo em pratica, seguindo a ordem de acontecimentos, ou seja, realizacdo do

projeto em laboratério, depois a escala piloto e no fim & escala industrial.
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