INSTITUTO
SUPERIOR B
AGRONOMIA

Universidade de Lisboa

SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE
LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS
POLINSATURADOS OMEGA-3 DO OLEO DE CAMELINA,

CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS
ORYZAE

Ana Rita Varanda Faustino

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em

Engenharia Alimentar

Orientador: Doutora Maria Suzana Leitdo Ferreira Dias Vicente

Co-Orientador: Doutora Carla Sofia Ramos Teceldo

Jari:

PRESIDENTE - Doutora Margarida Gomes Molddo Martins, Professora Auxiliar com
agregacéao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa.

VOGAIS - Doutora Maria Suzana Leitdo Ferreira Dias Vicente, Professora Auxiliar com
agregacéao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa, orientadora,;

- Doutora Natalia Maria Ferreira Rebelo de Melo Osério.

o | LISBOA | s






SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho s6 foi possivel com o apoio técnico, cientifico e a amizade de

algumas pessoas as quais dirijo um profundo agradecimento:

Um especial e sincero agradecimento a Professora Suzana Ferreira Dias por ter aceite o cargo
de minha orientadora de mestrado, pela orientacao cientifica, pelos conhecimentos transmitidos,
pela revisdo meticulosa desta dissertagcdo e pelo seu apoio, otimismo e constante
disponibilidade.

A Professora Carla Teceldo, pela co-orientacéo desta tese, pelos conhecimentos transmitidos no
ambito da presente tese e pela realizagdo das analises dos ésteres metilicos por cromatografia

gasosa.

Ao grupo do Professor Francisco Valero da Universidade Auténoma de Barcelona, pelo
fornecimento da lipase heter6loga de Rizopus oryzae e da metodologia para a imobilizagdo
desta lipase em Relizyme™ OD403/S, sem os quais n&o teria sido possivel a realizacdo deste
trabalho. Agradeco igualmente a Lanxess (Alemanha), pelo fornecimento do suporte Lewatit VP
OC 1600.

A Acenini Balieiro e a Joana Rodrigues, pela preciosa ajuda prestada no laboratério e pelo

esclarecimento de inimeras duvidas ao longo da presente tese.

Um agradecimento muito especial a toda minha familia, em particular a minha mée, que sempre
acreditou nas minhas capacidades, investiu na minha formacdo académica e me ajudou e

apoiou incondicionalmente em todos os momentos da minha vida.

Ao André, pela preciosa ajuda ao longo de todo o trabalho pratico e por ter estado sempre e
incondicionalmente do meu lado, assim como pela compreenséo, paciéncia, apoio e conforto nas

fases mais dificeis. Muito obrigada por tudo.

E por dltimo, mas ndo menos importante, um sincero agradecimento a todos os meus amigos,
que sempre me felicitaram nos bons momentos e me apoiaram nas piores alturas mas,
principalmente, pela companhia que me fizeram e pelos momentos que me proporcionaram

dentro e fora da faculdade, durante o decorrer do presente trabalho. Muito obrigada a todos.



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

RESUMO

Na gordura do leite materno (HMF), o &cido palmitico encontra-se principalmente na
posicdo interna dos triacilglicerdis, enquanto os &cidos gordos (AG) insaturados ocupam as
posicdes externas, formando uma estrutura Unica na Natureza.

Neste estudo, pretendeu-se produzir substitutos de HMF ricos em AG polinsaturados
6mega-3, por aciddlise enzimatica da tripalmitina com AG provenientes do 6leo de camelina, em
reator descontinuo e meio livre de solvente.

Testou-se a lipase comercial “Lipozyme RMIM” e a lipase recombinante ndo comercial de
Rhizopus oryzae (rROL), ambas imobilizadas, termoestaveis e 1,3-seletivas. Obteve-se maior
incorporacao molar para “Lipozyme RMIM” (50,3%), seguida da rROL em Lewatit VPOC1600
(43,3%) e da rROL em Relizyme OD403/S (19,5%), apos 24h a 60°C. Selecionou-se a rROL em
Lewatit, como alternativa as lipases comerciais.

Com este biocatalisador (5% m/m), a incorporacdo molar aumentou com a atividade da
agua e atingiu-se uma situacao de quasi-equilibro apés 24h de reacéo.

Modelou-se a aciddlise catalisada pela rROL em fun¢éo da temperatura (58°C-72°C) e da
razdo molar tripalmitina:AGL (1:1,2-1:6,8) pela metodologia das superficies de resposta. O
consumo de tripalmitina diminuiu com o aumento de ambos os fatores.

O consumo de tripalmitina aumentou de 62% (5% de rROL) para 88% com 8 €10% de

rROL, assim como a formag&o de novos triacilglicerdis.

Palavras-chave: aciddlise, acidos gordos polinsaturados émega-3, lipases, lipidos estruturados,

metodologia das superficies de resposta, substitutos da gordura do leite materno.
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ABSTRACT

In human milk fat (HMF), palmitic acid is mostly esterified at the internal position of
triacylglycerols, while unsaturated fatty acids (FA) are at the external positions, creating a single
structure in Nature.

This study aims at the production of HMF substitutes rich in omega-3 polyunsaturated FA,
by enzyme-catalyzed acidolysis of tripalmitin with FA of camelina oil, in batch reactor and solvent-
free media.

An immobilized commercial lipase (‘Lipozyme RM IM™") and a non-commercial
heterologous Rhizopus oryzae lipase (rROL) were tested, as thermostable and sn-1,3 selective
lipases. After 24h reaction at 60°C, molar incorporations of 50.3% for "Lipozyme RM IM™"
43.3% for rROL in Lewatit VPOC1600 and 19.5% for rROL in ReliZyme OD403/S were obtained.
rROL immobilized in Lewatit was selected as an alternative to commercial lipases. With this
biocatalyst (5% m/m), the molar incorporation increased with the water activity and quasi-
equilibrium was attained after 24 hours reaction.

Response Surface Methodology was used to model the acidolysis reaction catalysed by
rROL, as a function of temperature (58°C-72°C) and molar ratio tripalmitin:FFA (1:1.2-1:6.8).
Tripalmitin consumption decreased with the increase of both factors.

Tripalmitin consumption increased from 62% (5% biocatalyst load) to 88% with 8 or 10%

loads, as well as the formation of new triacylglycerols.

Keywords: acidolysis, human milk fat substitutes, lipases, omega-3 polyunsaturated fatty

acids, response surface methodology, structured lipids.
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LONG ABSTRACT

Functional foods are foods that, consumed in the daily diet, can bring additional benefits
to health and human welfare, besides the basic nutritional effects.

The human milk is an example of natural and functional food. It is considered as the gold
standard of infant nutrition. It provides, not only the energy and nutrients essential for proper
growth and development of the infants, but also has many other building functions. Thus,
breastfeeding in the first months of life, is fundamental in the immune, neurological, cognitive,
psychomotor and emotional development of the newborn, while it strengthens the mother-child
bond.

However, some children cannot be breastfed for many reasons which are inherent to the
mother’s inability. In these situations, it is necessary to prepare milk formulations capable to
provide the nutritional components to healthy infant’s growth. Thus, it is important that these milk
formulations have the same lipidic composition as that found naturally in human milk fat (HMF).

The total lipid content of human breast milk varies (3-5 %), which 98 % are
triacylglycerols (TAG), 1.3 % are phospholipids and 0.4 % is cholesterol.

In TAG molecules, the long chain fatty acids are predominant, such as oleic (30-45 %),
palmitic (15-25 %), linoleic (10-25 %) and stearic (4-8 %) acids. Also, small amounts of omega-3
polyunsaturated fatty acids (omega-3 PUFA), such as EPA (eicosapentaenoic acid (C20:5); 0.07-
0.18 %), DHA (docosahexenoic acid (C22:6); 0.15-0.60 %) and alfa-linolenic (C18:3; 0.5-1.7 %)
are found. Both percentages of saturated and unsaturated fat acids are around 50%, depending
of many factors such as the diet of the mother.

In HMF, palmitic acid, the major saturated fatty acid, is mostly esterified at the internal
position of TAGs (sn-2), while unsaturated fatty acids are at the external positions (sn-1 e sn-3),
creating a single structure in nature. In vegetable oils and in ruminant milk fat, the positions of
fatty acids in TAGs are generally the opposite.

During digestion of human milk, by the action of the sn-1,3 selective pancreatic lipase, the
unsaturated fatty acids are easily absorbed in infant's intestine as free fatty acids (FFA). During
digestion of vegetable oils or ruminant's milk fat, saturated fatty acids are released by the
pancreatic lipase. In reaction with calcium and other divalent cations, saturated fatty acids form
insoluble soaps (e.g. calcium palmitate), which are excreted as hard stool, resulting in
constipation problems and unavailability of both palmitic acid and minerals to the infants. Thus,
the use of vegetable oils and ruminant milk fat as human milk fat substitutes (HMFS) in infant
formulas should be avoided.

Therefore, the production of HMFS that reproduces, as closely as possible, the structure
and composition of human milk, is a challenge for food industry. In this context, the use of
enzyme-catalysis offers many advantages over the conventional methods using inorganic

catalysts, due to the stereo and regio-selectivity and specificity of lipases. Furthermore, lipase-
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catalyzed reactions are carried out under mild conditions of pressure and temperature, which
results in reduction of pollution effects and costs associated with the process.

The production of modified TAG in their fatty acid composition is currently performed by
the reaction between an ester and a FFA. The HMFS produced by enzymatic route are among
the most important structured lipids for the Food Industry. The use of 1,3 selective lipases for the
production of HMFS will maintain the palmitic acid in the internal position of acilglycerols which is
nutritionally desirable and it is not possible by the chemical route.

For these reasons, the search for lipases capable to catalyze reactions for the production
of structured lipids with specific functional properties significantly increased during the last
decades, having been progressively replacing the commonly used inorganic catalysts.

Nowadays, the commercial product named “Betapol” is used as HMFS in infant formulas.
It is formed by TAGs mainly OPO (oleic acid in external positions and the palmitic acid in internal
position of TAG), obtained by interesterification of natural vegetable oils, catalyzed by a sn-1,3
specific lipase. This product is produced by “Lipid Nutrition” (Netherlands). More recently, a
similar product, named InFat, is produced by Advanced Lipids (Sweden).

The omega-3 PUFA enrichment in infant milk formulations, mainly in DHA and EPA, has

known benefits in structural, functional, neurological and cognitive development of children.

This study aims at the production of HMFS rich in omega-3 polyunsaturated fatty acids,
by enzyme-catalyzed acidolysis of tripalmitin with FFA of camelina oil, in stirred-reactor batch,
solvent-free media and at atmospheric pressure.

The commercial lipase from Rhizomucor miehei “Lipozyme RM IM™ and a non-
commercial heterologous lipase from Rhizopus oryzae (rROL) were tested. Both lipases are
thermostable, sn-1,3 selective and were used immobilised. After 24 hours reaction at 60°C, the
highest molar incorporations were observed with "Lipozyme RM IMTM" (50.3%) and rROL in
Lewatit VP OC 1600 (43.3%), in contrast with rROL in ReliZzyme OD403/S (19.5%). rROL
immobilized in Lewatit was selected as biocatalyst, which is a low cost non-commercial
biocatalyst that has not been extensively studied.

The effect of the initial water activity (a,) of rROL immobilized in Lewatit VP OC 1600 in
its catalytic activity was investigated. Four different values of a,, - 0.56, 0.75, 0.81, 0.92 — were
tested. The molar incorporation increased with the increase of water activity.

Time-course reaction was performed with rROL and a situation of quasi-equilibrium was
attained after 24 hours reaction.

Modeling of acidolysis reaction catalysed by rROL, as a function of temperature (58°C-
72°C) and molar ratio tripalmitin:FFA (1:1,2-1:6,8) was performed using Response Surface
Methodology. The highest tripalmitin consumption was achieved at 60°C with a molar ratio

tripalmitin:FFA of 1:2. The tripalmitin consumption decreased with the increase of both factors.
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All previous assays were made using a load of lipase of 5%. Using larger loads of
biocatalyst (8% and 10%), tripalmitin consumption increased, as well as the formation of new
triacylglycerols. However, due to the current price of lipases, it should be chosen a load of lipase
of 8%, because the increase of new TAG reached by changing the load of lipase from 8% to 10%
cannot compensate the increase in costs related to the lipase and the respective support.

In both cases, the costs for the purification of new TAG will always be high, because
many secondary reaction products are formed during acidolysis reaction catalysed by rROL
immobilized in Lewatit VP OC 1600.

Vi
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Enquadramento do tema

Ao longo dos anos, o setor alimentar tem-se deparado com consumidores cada vez mais
conscientes, interessados e informados em relagcdo ao que consomem, optando por habitos mais
saudaveis. Assim, as industrias tém procurado evoluir no fabrico de produtos de qualidade,
naturais e saudaveis, o que conduziu ao desenvolvimento dos alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concecdo de alimentos, langada no
Japao na década de 80, através de um programa do governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos com uma fun¢éo adicional a de nutrir, para uma populacao considerada
como a mais velha do mundo.

Entende-se por alimentos funcionais todos os que, consumidos na alimentacdo
quotidiana, podem trazer beneficios adicionais para a salude e bem-estar humano, para além dos
efeitos nutricionais basicos. Gragas a presenca de determinados componentes, estes alimentos
demonstram a capacidade de regular fungfes corporais, de forma a auxiliar na protecdo contra
doengas como hipertensédo, diabetes, cancro e osteoporose (Souza et al., 2003). S&o alimentos
aos quais se adicionaram ou removeram componentes, por métodos tecnoldgicos ou
biotecnoldgicos, de modo a proporcionar efeitos metabdlicos e/ou fisiolégicos benéficos a salde.
Podem ainda ser alimentos em que a natureza e/ou a biodisponibilidade de um ou mais

constituintes foram modificadas. (Howlett, 2008).

O leite materno é um exemplo de alimento funcional e natural. E considerado o alimento
por exceléncia da nutricdo infantil universal (Megraud et al., 1990), pois nédo s6 fornece a energia
e nutrientes essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento correto infantil, como também
desempenha funcdes de protecdo e imunidade. Desta forma, o aleitamento materno, nos
primeiros meses de vida, é preponderante no desenvolvimento imunolégico, neuroldgico,
cognitivo, psicomotor e emocional do recém-nascido, favorecendo simultaneamente o vinculo
entre mae e filho (da Silva et al., 2007).

No entanto, algumas criangas ndo sdo amamentadas, por opcéo ou impossibilidade por
parte da mde. Assim, existiu a necessidade de encontrar uma alternativa para a alimentacéo
destas criancas. Surgem as formulacdes de leite para lactentes, com o intuito de suprir as
necessidades nutricionais humanas dos primeiros meses de vida (Forsyth, 1998), tendo estas
gue apresentar a mesma composicao lipidica que a encontrada naturalmente na gordura do leite
materno.

O leite humano contém entre 3 a 5 % de gordura, sendo esta responsavel por cerca de
50 % do seu valor calérico total, tendo como principal funcdo fornecer ao recém-nascido a

energia que necessita, bem como alguns nutrientes e componentes necessarios: é fonte de
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colesterol, &cidos gordos (AG) essenciais e vitaminas lipossoliveis. (Xu, 2000; O"Shea et al.,
2005; da Silva et al., 2007).

A gordura do leite materno (HFM, “human milk fat”) compreende, na sua composicao, 98
% de triacilglicerois (TAG), 1,3 % de fosfolipidos e 0,4 % de colesterol (Jensen, 1989). Os acidos
gordos de cadeia longa prevalecem nas moléculas dos TAG, nomeadamente os &cidos oleico
(30-45 %), palmitico (15-25 %), linoleico (10-25 %) e estearico (4-8 %) (Pande et al., 2013).
Tanto a percentagem de saturados como a de insaturados ronda os 50 %, dependendo de varios
fatores, como por exemplo da dieta alimentar da mée. O leite materno tem também na sua
constituicdo pequenas quantidades de acidos gordos polinsaturados 6mega-3 (omega-3 PUFA,
“‘omega-3 polyunsaturated fatty acids”), geralmente numa percentagem inferior a 3 % do total de
AG. Sao exemplos os acidos eicosa-pentendico (EPA, “Eicosapentaenoic Acid” (C20:5), 0,07-
0,18 %), docosa-hexendico (DHA, “Docosahexaenoic Acid” (C22:6), 0,15-0,60 %) e alfa-
linolénico (ALA, “Alpha-Linolenic Acid” (C18:3), 0,5-1,7 %). (Akoh, 2002; Akoh e Xu, 2002).

No que diz respeito a disposicao dos AG nos TAG, esta caracteriza-se por uma especial
predominancia dos &cidos gordos saturados, essencialmente acido palmitico, na posi¢cdo sn-2
enquanto os acidos gordos insaturados se encontram preferencialmente nas posi¢cdes externas
dos TAG. Esta estrutura, Unica na natureza, é essencial para o processo digestivo do recém-
nascido e para uma boa absorcdo dos componentes do leite. Isto porque, apds a ingestdo do
leite, a lipase pancreatica sn-1,3 seletiva atua, quebrando as ligacbes e libertando os AG
presentes nas posicdes sn-1 e sn-3 dos TAG, 0s quais sdo, posteriormente, absorvidos a nivel
do intestino grosso como acidos gordos livres (AGL), penetrando faciimente na corrente
sanguinea.

No fabrico de férmulas comerciais para lactentes, recorre-se frequentemente a utilizacao
de Oleos vegetais ou de leite de ruminantes como substitutos da gordura de leite materno
(HMFS, “Human Milk Fat Substitutes”). Em ambos, contrariamente ao observado no leite
materno, o acido palmitico e os restantes &cidos gordos saturados encontram-se
predominantemente esterificados nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 das moléculas dos TAG, sendo
libertados como AGL aquando a acéo da lipase pancreatica. O &cido palmitico na forma néo
esterificada apresenta ponto de fusdo bastante superior a temperatura do corpo humano e, ao
pH do intestino, facilmente origina sabdes insollveis ao reagir com o calcio ou outros catides
bivalentes. Estes compostos sdo excretados sob a forma de fezes duras (Pande et al., 2013).
Esta pequena modificacdo em relacdo a estrutura dos TAG existentes na HFM traduz-se em
problemas de obstipacdo no recém-nascido e numa deficiente absorcdo de acido palmitico,
calcio e outros minerais.

Por esta razdo, a composi¢do e distribuicdo dos AG nos TAG das formulacdes para
lactentes tém sido alvo de muita atencdo recentemente, cabendo a industria alimentar a
producdo de férmulas de leite infantil que reproduzam, tanto quanto possivel, a estrutura e

composicao do leite humano.
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Neste contexto, 0 recurso a catalise enzimatica oferece mdltiplas vantagens face ao
método convencional, devido as conhecidas caracteristicas de regio e estereo-seletividade e
especificidade das lipases. Além disso, as reacbes catalisadas por lipases realizam-se sob
condicbes mais suaves de pressdo e temperatura, o que se traduz na reducdo de efeitos
poluentes e de custos associados ao processo. Por estas razdes, a pesquisa de lipases capazes
de catalisar reacdes destinadas a producéo de lipidos estruturados com propriedades funcionais
especificas aumentou significativamente, tendo vindo a substituir progressivamente o0s
catalisadores inorganicos usados comummente (Xu, 2000).

Os HMFS obtidos por via enzimatica sdo, para a Industria Alimentar, um dos exemplos
mais importantes de TAG modificados na sua composi¢cdo em AG. Na sua producgdao, recorre-se
ao uso de lipases sn-1,3 seletivas com o objetivo de manter o 4cido palmitico na posi¢éo interna
dos acilglicerdis, o que é nutricionalmente desejavel e ndo é possivel por via quimica.

Atualmente, sdo usados como HMFS em leites para bebés, produtos comerciais como o
“Betapol™” e, mais recentemente, o “InFat™. O primeiro é produzido pela Lipid Nutrition, na
Holanda, enquanto o segundo ¢é fabricado pela Advanced Lipids, empresa que resultou da fusao
entre a Enzymotec (Israel) e a AAK (Suécia). Ambos os produtos consistem em TAG
fundamentalmente do tipo OPO (acido oleico nas posicbes externas e o &cido palmitico na
posicdo interna do TAG) obtidos por interesterificacdo de gorduras vegetais ricas em acido
palmitico na posicao sn-2, catalisada por uma lipase sn-1,3 especifica.

Tém sido efetuados muitos estudos com lipases imobilizadas como catalisadores, no
sentido de produzir sucedaneos nutricionalmente mais completos e mais analogos a HMF que os
sucedaneos ja existentes. Os trabalhos de investiga¢do publicados sobre este tema descrevem
a utilizacdo de sistemas reacionais, em presenca ou auséncia de solvente orgéanico, cuja
composi¢cdo obedece, na sua maioria, a um padrdo caracteristico com trés elementos
fundamentais: (i) uma fonte de acido palmitico, (ii) lipases imobilizadas com seletividade sn-1,3
como biocatalisador e (iii) &cidos gordos livres (em reacfes de acidolise) ou esterificados ao
esqueleto de glicerol (em reacdes de interesterificacao).

Jé& foram obtidos HMFS contendo os &cidos palmitico, oleico, estearico e linoleico (Sahin
et al., 2005a), PUFA de cadeia longa e acidos gordos essenciais (Mukherjee e Kiewitt, 1998;
Nielsen et al., 2006), acido gama-linolénico (Sahin et al., 2005b) e acidos gordos polinsaturados
6mega-3 (Sahin et al., 2006).

A incorporagdo de 6mega-3 PUFA nas formula¢des para lactentes, em particular de DHA
e EPA, tem beneficios conhecidos no desenvolvimento estrutural, funcional, neurolégico e
cognitivo das criancas (Nagachinta et al., 2013; Pande et al., 2013).

Pretende-se que o0s estudos desenvolvidos no ambito da presente tese sejam um
contributo importante para 0 avanco na investigacdo sobre a sintese enzimatica de lipidos

estruturados, com vista a uma possivel produgéo a escala industrial.
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1.2. Objetivos e plano geral da dissertacéo

O objetivo principal da presente tese consistiu na producdo de lipidos estruturados
semelhantes a HMF, enriquecidos em &cidos gordos polinsaturados 6émega-3, através de
reacdes de aciddlise enzimatica utilizando a tripalmitina (PPP) como fonte de acido palmitico e
um concentrado de acidos gordos 6mega-3 PUFA, obtido por saponificacéo do 6leo de camelina.

As reacbes foram todas realizadas em reator descontinuo, num meio livre de solvente e a
pressado atmosférica. A temperatura, a razao molar entre 0s substratos, a carga de enzima e a
duracdo dos ensaios ndo se mantiveram sempre constantes, sofrendo alteracdes em alguns
ensaios. No entanto, de um modo geral, 0os ensaios decorreram a 60°C, durante 24 horas,
utilizando uma razdo molar PPP:AGL de 1:2 e uma carga de lipase de 5 % em relacdo a massa

de tripalmitina. Na maioria dos casos foram realizados ensaios em duplicado.

Numa primeira fase do trabalho, as reac¢Bes supracitadas foram catalisadas por
diferentes preparacdes de lipases termoestaveis imobilizadas, com seletividade sn-1,3, com vista
a selecionar o biocatalisador com melhor atividade de acidolise, medida em termos da
incorporacao molar de acidos gordos nos triacilglicerais.

A maioria dos estudos de producdo de lipidos estruturados séo efetuados recorrendo a
lipases comerciais imobilizadas. No entanto, o pre¢co elevado das preparacbes comerciais de
lipases imobilizadas dificulta o seu uso a escala industrial. Assim, com vista a explorar
biocatalisadores com propriedades capazes de competir com 0s biocatalisadores comerciais,
testou-se, para além da lipase comercial imobilizada de Rhizomucor miehei (“Lipozyme RM IM”),
uma lipase ndo comercial, a lipase heter6loga de Rhizopus oryzae, expressa numa estirpe
mutante de Pichia pastoris e posteriormente imobilizada em dois suportes distintos: Lewatit VP
OC 1600 e Relizyme ODA403/S. Selecionou-se, de entre as trés preparacdes enzimaticas
referidas, a que demonstrou melhores resultados em termos de incorporagdo molar. Os
resultados obtidos encontram-se no capitulo 4.1. e todos os ensaios subsequentes foram

realizados usando a enzima escolhida como biocatalisador.

Investigou-se o efeito da atividade da agua (a,) do biocatalisador escolhido na sua
atividade de aciddlise. Para tal, realizou-se o pré-equilibrio da lipase imobilizada a quatro valores
distintos de a, (0,56, 0,75, 0,81 e 0,92) e repetiram-se as reacdes de aciddlise entre a
tripalmitina e os AGL, mantendo-se as condigfes usadas na primeira fase deste estudo.
Selecionou-se o valor de a, para o qual se obteve os melhores resultados em termos de
incorporacdo molar, mantendo-o constante nos ensaios seguintes. Os resultados obtidos

encontram-se inseridos no capitulo 4.2.

Foi igualmente objetivo deste estudo investigar ao fim de quanto tempo se atingia uma

situacdo de quasi-equilibrio no sistema considerado. Assim, foi realizado um ensaio “time

4
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course”, com a duracdo de 48 horas, mantendo as mesmas condi¢cdes dos ensaios anteriores.
Para cada hora, calculou-se a incorporacdo molar obtida e as quantidades de tripalmitina

consumida e residual. Os resultados obtidos encontram-se presentes no capitulo 4.3.

Modelou-se a reagdo de aciddlise e otimizaram-se as condi¢des operacionais pelo
Método das Superficies de Resposta (RSM - “Response Surface Methodology”) para o
biocatalisador selecionado, em funcdo dos parametros reacionais temperatura e razao molar
PPP:AGL, com vista a avaliar se estes parametros tinham efeitos significativos no consumo de

PPP. Os resultados podem ser observados no capitulo 4.4.

Por fim, investigou-se o efeito da carga de enzima na cinética da reacéo de acidolise em
causa, nas condicdes anteriormente otimizadas. Para tal, testaram-se cargas de lipase
correspondentes a 8 % e 10 % em relacdo a massa de tripalmitina e, para cada caso, foi
guantificado o consumo de tripalmitina, a formacéo de MAG, DAG e TAG e a variacdo de acido
palmitico livre e dos restantes AGL no decorrer da reacdo. Os resultados foram comparados com
0s obtidos para a carga de 5 % utilizada nos ensaios anteriores e encontram-se presentes no

capitulo 4.5.

A finalizar esta dissertacdo, encontra-se um capitulo de conclusdes gerais e perspetivas

para trabalhos futuros (capitulo 5).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Propriedades fisico-quimicas e funcionais dos lipidos

A designacéo lipidos abrange uma familia muito extensa e variada de macromoléculas,
razdo pela qual ndo é possivel defini-los exatamente. De uma forma geral, podem definir-se
como macromoléculas heterogéneas caracterizadas por terem fraca solubilidade em agua mas
elevada solubilidade em determinados solventes organicos como éter etilico, alcool, hexano,
cloroférmio e acetona. Todos os lipidios contém nas suas moléculas carbono, hidrogénio e
oxigénio e, em alguns casos, encontra-se também fdsforo, azoto e enxofre. Os lipidos formam,
juntamente com os glucidos e as proteinas, o grupo de compostos mais frequente em alimentos,
tanto vegetais como animais.

Os alimentos ricos em lipidos sdo muitas vezes rotulados de produtos com efeitos
nefastos para a saulde, pois uma elevada ingestdo de gordura na dieta total encontra-se
associada ao aumento do risco de doengas cardiovasculares, obesidade e alguns tipos de
cancro. Contudo, os lipidos tém um papel vital nos produtos alimentares, por razées sensoriais,
nutricionais e funcionais (Chu et al., 2002).

A nivel sensorial, os consumidores sao atraidos pelo flavour, textura e aroma dos
alimentos ricos em gordura. As gorduras interagem com outros componentes no
desenvolvimento e na producdo da textura e das sensacgfes na boca, que advém da lubrificacdo
dos alimentos. Assim, os lipidos tém um papel importante na qualidade dos alimentos, que nao
deve ser desvalorizado (Chu et al., 2002).

Em termos nutricionais e funcionais, os lipidos sdo constituintes essenciais da dieta
alimentar porque, para além do seu elevado valor energético (cerca de 9 kcal/g, ou seja, mais
elevado que o dos glucidos e das proteinas), sdo veiculos de vitaminas lipossolaveis (A, D, E e
K) e de acidos gordos essenciais (acido linoleico e linolénico) (Willis e Marangoni, 1999). Muitos
estudos revelam as funcionalidades desta classe de nutrientes, que podem ser usados como
alimentos funcionais ou componentes de alimentos funcionais (Campos, 1998). Estdo ja
comprovados os efeitos benéficos que o consumo de determinados 6leos e gorduras tém no
crescimento, manutencdo da salude e prevencdo de doencas em criancas e adultos (Willis e
Marangoni, 1999).

No que respeita a composicdo, os 6leos ou gorduras, de origem vegetal ou animal, sdo
constituidos por TAG em cerca de 97 %. Os TAG sao formados a partir de reacdes de
esterificacdo entre uma molécula de glicerol e trés moléculas de AG, com o estabelecimento de
trés ligacbes do tipo éster.

Cada molécula de AG é constituida por uma cadeia hidrocarbonada com comprimento

variavel, saturada ou insaturada, ligada a um grupo carboxilo (-COOH).
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Sao as caracteristicas dos AG presentes na molécula de glicerol que definem as
propriedades fisicas e quimicas das gorduras, o destino metabdlico e os seus beneficios para a
saude (Osborn e Akoh, 2002).

Quanto ao numero de ligacbes duplas ou insaturagdes, os diferentes AG dos TAG podem
apresentar entre zero a seis sendo, segundo este critério, classificados em (i) acidos gordos
saturados (SFA, “Saturated fatty acids”), se ndo possuem ligacbes duplas, (i) monoinsaturados
(MUFA, “Monounsaturated fatty acids”), se possuem apenas uma ligacdo dupla e (iii)
polinsaturados (PUFA, “Polyunsaturated fatty acids”), se apresentam duas ou mais ligages
duplas.

Os SFA apresentam ligacdes simples entre os varios atomos de carbono, o que confere
a molécula uma estrutura linear mais estavel e menos suscetivel ao processo de oxidacao
lipidica. As gorduras ricas nestes AG apresentam um ponto de fusédo elevado, encontrando-se
no estado sélido a temperatura de 20° C. S&o associadas ao aumento do nivel de producao de
lipoproteina de baixa densidade (LDL, “Low Density Lipoprotein” — usualmente apelidado de
“colesterol mau”). Pelo contrario, as gorduras mais ricas em MUFA e PUFA s&o normalmente
encontradas no estado liquido a temperatura de 20° C e créem-se mais "saudaveis" pois elevam
o nivel de lipoproteina de alta densidade no sangue (HDL, “High Density Lipoprotein” —
usualmente denominado “colesterol bom”).

Relativamente ao comprimento da cadeia, os varios AG podem apresentar entre quatro a
vinte e quatro atomos de carbono podendo, por este motivo, ser classificados em (i) acidos
gordos de cadeia curta (SCFA, “Short chain fatty acid”), se contém entre dois a seis atomos de
carbono, (ii) acidos gordos de cadeia média (MCFA, “Medium chain fatty acid”), se apresentam
seis a doze atomos de carbono e, (iii) acidos gordos de cadeia longa (LCFA, “Long chain fatty
acid”), se sao constituidos por mais de 14 carbonos nas suas moléculas, quer sejam acidos
saturados ou insaturados (Osborn e Akoh, 2002).

Devido ao baixo tamanho molecular e curto comprimento da cadeia carbonada, os SCFA
sdo volateis e sollveis em agua. Consequentemente, sdo mais rapidamente absorvidos no
estbmago e no intestino delgado do que outros acidos gordos. Os SCFA estao presentes
principalmente na gordura do leite de vaca e tém um conteldo calérico baixo, o que é benéfico
no sentido de reduzir a obesidade (Campos, 1998).

Os MCFA sao os principais constituintes dos 6leos de palmiste e de coco. Estes acidos
gordos séo transportados preferencialmente pela veia porta para o figado, onde séo rapidamente
metabolizados como glucose, devido & sua solubilidade ser superior a dos LCFA. Uma vez que
os MCFA nao sao facilmente re-esterificados num novo TAG, nao tém tendéncia a acumular-se
no corpo sob a forma de gordura, sendo Gteis no controlo da obesidade. No entanto, o seu
consumo pode potenciar o aumento dos niveis de colesterol no sangue.

Por fim, os LCFA encontram-se maioritariamente nos O6leos vegetais e de animais

marinhos. Dado o comprimento da sua cadeia carbonada, os LCFA sao absorvidos e
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metabolizados mais lentamente que os SCFA e MCFA (Sellapan e Akoh, 2001; Osborn e Akoh,
2002). Nao podem ser absorvidos ou transportados no sangue, devido a sua hidrofobicidade.
Por essa razdo, agrupam-se em micelas, capazes de entrar nas células intestinais, onde séo
formados os quiolomicra, que sdo segregados no sistema linfatico e entram por fim no sistema
circulatério.

Existem diversos tipos de LCFA e alguns tém um papel bastante relevante para o
organismo humano. Sdo exemplos os acidos gordos polinsaturados 6mega-3 e 6mega-6, devido
as suas propriedades nutricionais, fisiolégicas e fisicas (c.f. 2.2.3.). Por essa razdo, sdo usados
na producdo de lipidos estruturados, como os sucedaneos de gordura de leite materno.

Concluindo, as moléculas dos diversos AG diferem pela sua composicdo quimica,
nomeadamente ao nivel do nimero de carbonos e do grau de insaturacdo das suas ligacoes.

Contudo, estes dois fatores ndo sdo os Unicos que diferenciam os AG: duas gorduras
que contém qualitativamente e quantitativamente os mesmos AG, irdo manifestar diferentes
propriedades fisicas, quimicas e fisiolégicas se os seus acidos se encontrarem distribuidos de
forma diferente nos TAG (Ucciani e Debal, 1996). A distribuicdo posicional dos AG, entre as
posi¢cdes sn-1, sn-2 ou sn-3 na estrutura principal dos acilglicerdis, componentes maioritarios dos
lipidos, determina a qualidade nutricional e a facilidade de degradacéo e de absorcéo do dleo ou
gordura pelo ser humano.

Por todas as razbes citadas, a designacao lipidos diz respeito a uma complexa mistura
de compostos com grandes diferencas ao nivel de reatividade quimica, comportamento

fisiolégico, metabolismo, estrutura e propriedades fisicas.

2.2. Fracgao lipidica do leite materno
2.2.1. Composicéo

O leite humano é uma emulsdo 6leo/agua, constituida aproximadamente por 87 % de
agua e por uma fracdo rica em gordura, minerais, vitaminas, enzimas e imunoglobulinas, sendo
gue a fracao lipidica corresponde entre 3 a 5 % de toda a emulsdo (Jensen et al., 1992; da Silva
et al., 2007).

Os lipidos apresentam-se no leite na forma de glébulos com aproximadamente 4 ym de
diametro, sendo a emulsdo oleo/agua estabilizada por uma membrana (da Silva et al., 2007),
essencialmente composta por TAG (mas também por MAG e DAG). Apresenta igualmente na
sua constituicdo proteinas (glicoproteinas), lipidos complexos (fosfolipidos) e substancias
associadas (colesterol, vitamina A, etc.), enzimas (fosfatase alcalina, oxidase xantina, lipase,
etc.) e elementos minerais (cobre, etc.) (Chambon, 1996).

Da fracgao lipidica do leite materno, cerca de 98 % sdo TAG, 1,3 % sao fosfolipidos e 0,4

% encontram-se na forma de colesterol (Jensen, 1989).
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Os TAG, componentes maioritarios da HMF, sdo compostos por AG sintetizados pela
glandula mamaria e refletem a qualidade da gordura ingerida (exdgena) e sintetizada
(end6gena), assim como a genética do individuo quanto a capacidade para sintetizar, armazenar
e utilizar os AG. Deste modo, cada bebé amamentado disfruta de uma ingestdo de gordura
Unica, tanto a nivel quantitativo como qualitativo, que difere com o tempo de lactacdo, a genética
da mée e a sua alimentagdo que, por sua vez, é bastante dependente da sua cultura e pais
(Agostini, 2003).

Quanto a natureza dos AG presentes nos TAG, os de cadeia longa prevalecem,
nomeadamente o acido oleico, seguido pelos &cidos palmitico, linoleico, miristico e estearico
(quadro 1). Estes cinco AG séo responsaveis por mais de 80 % do total de AG presentes no leite
materno, com o0s acidos oleico e palmitico a contribuirem com quase 70 % do total. Em
percentagens bastante menores, encontram-se acidos gordos de cadeia curta, como os acidos
butirico e caprdico, e de cadeia média como os acidos caprilico, caprico e laurico (Maduko et al.,
2007).

Quadro 1 — Composicdo em acidos gordos (%) do leite materno. Fonte: Pande et al, 2013.

Acido gordo Total sn-2
C8:0 0,11 - 0,36 n.d.
C10:0 0,85 — 3,08 0,36 £ 0,10
C12:0 4,05-9,35 4,81 +0,81
C14.0 3,60 —-9,13 9,66 +1,61
C16:0 15,43 — 24,46 52,30 £ 4,44
C18:0 4,60 - 8,13 1,71 +0,29
C18:1 n-9 28,30 — 43,83 13,97 + 2,74
C18:2 n-6 10,61 — 25,30 10,95 £ 2,75
C18:3 n-6 0,00 - 0,27 -
C18:3 n-3 0,41-1,68 0,59 +0,10
C20:4 n-6 0,23 -0,75 0,67 +0,15
C20:5 n-3 0,07 -0,18 -
C22:6 n-3 0,15 - 0,56 0,64 £ 0,10
SFA 34,18 — 47,48
MUFA 32,08 - 47,34
PUFA 13,26 — 29,15
n-3 PUFA 0,81 - 3,06
n-6 PUFA 12,10 - 27,77

n.d. - ndo detetado; SFA - acidos gordos saturados; MUFA - acidos gordos monoinsaturados; PUFA - &cidos
gordos polinsaturados.

Tal como mostra o quadro 1, € possivel encontrar no leite materno pequenas
percentagens de &cidos gordos polinsaturados 6mega-3 e 6mega-6. Estes AG, provenientes do
tecido adiposo materno e da gordura dietética ingerida, apresentam-se ligados aos fosfolipidos,

formando a camada superficial das membranas da gordura do leite (Jensen, 1989).
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Dentro dos &cidos gordos polinsaturados 6émega-3, sdo exemplos os &cidos eicosa-
pentendico (EPA, “Eicosapentaenoic Acid” - C20:5), docosa-hexendico (DHA, “Docosahexaenoic
Acid” - C22:6) e alfa-linolénico (ALA, “Alpha-Linolenic Acid” — C18:3). Nos acidos gordos
polinsaturados dmega-6, € de destacar o acido araquidénico (ARA, “Arachidonic acid” — C20:4).

Quanto ao grau de insaturagdo, pode-se concluir que os TAG do leite materno séo
constituidos por quantidades semelhantes de acidos gordos saturados (sendo predominante o
acido palmitico) e de acidos gordos monoinsaturados (principalmente pelo oleico) (da Silva et al.,
2007).

2.2.2. Estrutura dos triacilglicerdis

A estrutura principal dos TAG do leite materno € muito particular: os &cidos gordos
saturados ocupam preferencialmente a posi¢do sn-2, como é o exemplo do acido palmitico em
gue cerca de 53% se localiza na posic¢ao interna dos TAG (quadro 1). Pelo contrério, os acidos
gordos insaturados, como o acido oleico, encontram-se maioritariamente nas posi¢cdes externas
dos TAG (sn-1 e sn-3) (Jensen, 1989; Innis et al., 1995; Xu, 2000; Pande et al., 2013).

Nas gorduras vegetais e na gordura do leite de ruminantes, deteta-se precisamente o
contrario: o acido palmitico ocupa em grande parte as posi¢cdes sn-1 e sn-3 dos TAG, enquanto
os acidos gordos insaturados se encontram predominantemente esterificados na posi¢ao sn-2.

Durante a digestao, a lipase pancreatica (que é regio-seletiva) corta nas posi¢des sn-1 e
sn-3 dos TAG. No caso dos 0leos vegetais e do leite de ruminantes, o acido palmitico € libertado
como AGL. Assim, no intestino, o acido palmitico encontra-se livre para reagir com minerais,
como o célcio ou outros catides bivalentes, que foram ingeridos na alimentacdo e estdo
presentes no lumen do intestino. Quando se encontra na forma ndo esterificada, o acido
palmitico apresenta ponto de fusdo de cerca de 63° C, o que é bastante superior a temperatura
do corpo humano. Ao pH do intestino, o acido palmitico facilmente origina sabdes insollveis (por
exemplo, palmitato de calcio) ao reagir com os compostos acima referidos, que sao excretados
sob a forma de fezes duras (Pande et al., 2013). Tal traduz-se em problemas de obstipacéo e
numa deficiente absor¢céo de acido palmitico, calcio e outros minerais nos primeiros anos de vida
do Homem.

Na digestdo do leite humano, os AG que se libertam sdo maioritariamente insaturados,
como o acido oleico, ocorrendo preservacdo do acido palmitico na posicdo sn-2 durante a
digestdo (Jensen, 1989; Innis et al., 1995; Xu, 2000). O monoacilglicerol 2-monopalmitina é
rapidamente absorvido (Nielsen et al., 2006; www.lipidnutrition.com, ref:510-1-200610) pela
parede do intestino e entra no sistema circulatério (Luna et al., 2007), para posterior biossintese
de TAG (Jensen, 1989; Innis et al., 1995; Xu, 2000). Tal resulta num aumento de absor¢éo dos
AG no intestino dos lactentes e diminui a perda de célcio nas suas fezes (Quinlan et al., 1995;
Kennedy et al., 1999). Assim, quanto mais acido palmitico existir na posicao beta (sn-2) dos TAG

do leite materno, maiores sao os beneficios para os lactentes.
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2.2.3. Importancia nutricional

O leite materno é um alimento de elevada riqueza nutricional, sendo considerado o
alimento por exceléncia da nutricdo infantil universal (Megraud et al., 1990). N&o s6 fornece a
energia e nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento correto infantil, como
também desempenha funcdes de protecdo e imunidade. Desta forma, o aleitamento materno,
nos primeiros meses de vida, é preponderante no desenvolvimento imunol6gico, neuroldgico,
cognitivo, psicomotor e emocional do recém-nascido (Megraud et al., 1990; Pande et al., 2013),
favorecendo simultaneamente o vinculo entre mée e filho (da Silva et al., 2007).

A fracéo lipidica do leite materno é responsavel por cerca de 50 % do seu valor calérico
total, tendo como principal funcdo fornecer ao recém-nascido a energia que necessita, bem
como alguns nutrientes e componentes necessarios: é fonte de colesterol, acidos gordos
essenciais e vitaminas lipossoliveis. (Xu, 2000; O"Shea et al., 2005; da Silva et al., 2007).

Assim, é de grande importancia a qualidade dietética dos lipidos do leite para o
crescimento e desenvolvimento dos recém-nascidos (Luna et al., 2007), sendo a gordura do leite
materno essencial para os componentes estruturais das membranas celulares dos recém-
nascidos (Christie, 1995).

Como foi visto anteriormente (c.f. 2.2.2.), os AG que constituem a frag&o lipidica do leite
sd0 muito ricos em calcio e energia que sdo essenciais, ndo s6 para o0 crescimento da criancga,
mas também para bom funcionamento do processo digestivo no sistema gastrointestinal,
reduzindo a ocorréncia de codlicas e de obstipacdo. Além disso, ttm um papel importante na
absorcéo das diversas vitaminas e minerais.

Para uma boa saude futura, os bebés necessitam de ingerir uma mistura de acidos
gordos saturados e insaturados na sua alimentacdo e o leite materno contém uma perfeita
combinacdo de ambos. Também é importante a ingestdo de AG com diversidade ao nivel do
tamanho da cadeia carbonada, requisito novamente satisfeito pelo leite materno.

Os SFA sao maioritariamente responsaveis pela producao de energia. Um exemplo é o
acido palmitico, um dos acidos gordos saturados que se encontra em maior quantidade no leite
materno e que é responsavel por cerca de 10 % da energia fornecida ao bebé
(www.lipidnutrition.com, ref:540-2-200809). Os SCFA e os MCFA proporcionam uma fonte de
energia de absorc¢édo rapida (Nagachinta et al., 2013).

Quanto aos LCFA, é de destacar os acidos gordos polinsaturados 6mega-3 e 6mega-6
que, apesar de estarem presentes em quantidades pequenas e variaveis na fracdo lipidica do
leite materno, apresentam beneficios conhecidos e sdo essenciais ao recém-nascido.
Constituem classes especiais de &acidos gordos particularmente importantes devido as suas

propriedades nutricionais, fisiol6gicas e fisicas (Nestel, 2000; Roche e Gibney, 2000).

Os acidos gordos 6mega-3 sdo um conjunto de PUFA gque quimicamente se caracterizam

por possuirem uma dupla ligacdo no terceiro &tomo de carbono, contando a partir do ultimo
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radical metilo, ou seja, do fim da molécula. Sdo exemplos os &cidos gordos EPA e DHA, que se
encontram presentes no leite materno (quadro 1).

Estes &cidos gordos apresentam um elevado potencial devido aos seus conhecidos
beneficios na saude humana (Nestel, 2000; Roche e Gibney, 2000). Desempenham um
importante papel para o correto funcionamento do sistema cardiovascular, para o controlo da
presséo arterial e na prevencéo de inflamacgdes (Kremer et al., 1990; Simopoulos, 1998; Basu et
al., 2006; Howlett, 2008).

Também apresentam beneficios na prevencéo de alguns tipos de cancro e no tratamento
de doencas autoimunes (ex. artrite reumatoide) (Kremer et al., 1990; Weber e Leaf, 1991;
Zeijdner et al., 1997; Simopoulos, 1998; Helland et al., 2003). Recentemente descobriu-se que
podem reduzir, moderadamente, os niveis de colesterol e, significativamente, os niveis de TAG
no organismo (Nestel, 2000; Roche e Gibney, 2000).

Muitos estudos referem que o EPA, e especialmente o DHA, tém revelado ser
fisiologicamente essenciais, sendo fundamentais para o desenvolvimento estrutural e funcional
das criangas. Tém um papel de relevo na massa e mineralizacdo 6sseas (Innis, 2008), assim
como na salde cardiovascular (Connor et al., 1992; Carlson et al., 1996; Makrides et al., 1996;
Valenzuela B., 2009). S&o0 essenciais para as membranas estruturais, conferindo-lhes
flexibilidade, fluidez e permeabilidade seletiva (Wagner e Graham, 2004).

A presencga destes AG influencia positivamente o crescimento e desenvolvimento do
sistema nervoso central, encontrando-se presentes em niveis elevados no cortex pré-frontal do
cérebro, especialmente o DHA, que corresponde a aproximadamente 3 % da massa cerebral.
Sao portanto fundamentais para o desenvolvimento e protecdo das funcdes neurolégicas e
cognitivas neonatais (Nagachinta et al., 2013). O DHA encontra-se também em elevada
percentagem nas células fotorrecetoras da retina. Estudos sobre a suplementacdo de DHA e
neurodesenvolvimento das criangas relataram uma relacdo significativa entre o consumo de DHA
e melhorias na acuidade visual, na memoaria a curto prazo e na aprendizagem, nomeadamente
na compreenséo de vocabulario (Nagachinta et al., 2013).

Como é claro, o lactente é dependente de muitos nutrientes para alcancar um
crescimento e desenvolvimento 6timos mas, nos ultimos anos, tem sido dada especial atencao
aos acidos gordos émega-3 (Bryhn, 2006).

Os acidos gordos 6mega-3 devem fazer parte da alimentacdo humana de forma
continuada mas a sua ingestdo é particularmente importante por parte da mae durante os
periodos de gravidez e de lactacdo, sendo considerados parte fundamental de uma dieta
saudavel (Ruxton et al., 2007). Isto porque a capacidade individual do novo ser para produzir
DHA e EPA, para o seu proprio desenvolvimento, € limitada. Assim, o feto e o lactente
dependem fortemente da quantidade destes acidos ingerida pela mae durante a gravidez e

durante a amamentacao, respetivamente.
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O DHA e o EPA ingeridos pela mée sdo ativamente transportados através da placenta
para o feto e vao, também, entrar na constituicdo do leite materno. Devem ser transmitidos em
guantidades suficientes para compensar o rapido crescimento e desenvolvimento dos 6rgdos e
tecidos do feto e do recém-nascido.

Alguns estudos demonstraram que criangas com 4 e 5 anos, cujas méaes ingeriram
0mega-3 PUFA durante a gravidez e no decorrer da amamentacdo, revelaram ter maior
concentracdo, comportamento e capacidade de aprendizagem do que as criangas cujas maes
ndo ingeriram tais nutrientes (Willis et al., 1998). De igual modo, criangas amamentadas
revelaram quocientes de inteligéncia mais elevados que as alimentadas com formulacfes de
leite pobres em DHA.

O reconhecimento da importancia dos 6mega-3 PUFA na saude humana levou a que
algumas organiza¢cfes governamentais e de salde tomassem medidas para o estabelecimento
de quantidades adequadas de ingestao destes acidos gordos. Desde 1975 que a Food and
Agriculture Organisation (FAO) e a World Health Organisation (WHO) defendem a importancia
das formulagdes infantis se assemelharem, tanto quanto possivel, ao leite materno (Wagner e
Graham, 2004) e, desde 1990, varias organiza¢cdes de saude e nutricdo recomendam a inclusao
de &cidos gordos 6mega-3 e 6mega-6 nas formulagfes para lactentes, especialmente de &cido
araquidénico e DHA (Ward e Singh, 2005). A European Food Safety Authority (EFSA)
recomenda uma ingestao adicional de 100 a 200 mg de DHA por dia para mulheres gravidas e
lactantes, para além da ingestdo recomendada para adultos (250 mg de acidos gordos 6mega-3
por dia) (http://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/doc/1461.pdf).

Apesar das vantagens referidas, o consumo desmesurado de acidos gordos 6mega-3
pode acarretar efeitos indesejaveis, como alteracfes da coagulacdo sanguinea com tendéncia
para a hemorragia e a dificuldade de resposta do organismo em caso de infe¢cdo. No entanto, o
consumo excessivo destes acidos é raro, uma vez que eles surgem normalmente em

percentagens baixas nos alimentos.

2.3. Producdo de lipidos estruturados
2.3.1. Lipidos estruturados: definigdo

A compreensao das propriedades nutricionais e funcionais dos lipidos tem conduzido ao
desenvolvimento de novas tecnologias de modificacdo de 6leos e gorduras, com vista a
aumentar os beneficios resultantes da ingestdo destes compostos (Willis et al., 1998). E neste
contexto que surge o interesse pela produgéo de lipidos estruturados (SL, “Structured lipids”),
com a capacidade de combinar as caracteristicas benéficas de diferentes acidos gordos numa
Unica molécula de TAG.

Os SL podem ser definidos como misturas de TAG (i) sintetizados, (ii) reestruturados na

sua composi¢do original, pela substituicdo e incorporacdo de novos AG, de modo a obter
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produtos de elevado valor, a partir de matérias-primas de baixo custo ou (iii) modificados na
distribuic@o posicional dos AG nas suas moléculas de glicerol, modificando-se as caracteristicas
reolégicas das matérias gordas sem alterar a sua composicdo em AG, ndo promovendo 0
aparecimento de isOmeros trans inevitaveis em reacdes de hidrogenacdo (Akoh, 1998).
Atualmente existem também fosfolipidos estruturados.

Os SL podem ser sintetizados com o proposito de modificar as caracteristicas fisicas
(ponto de fusédo, contetdo de gordura sodlida, consisténcia, etc.), quimicas (como a estabilidade
oxidativa) e/ou organoléticas dos 6leos e gorduras onde se encontram.

Também podem ser produzidos com o fim de apresentarem uma composi¢do particular
em acidos gordos, de modo a alcancar alguma propriedade nutricional ou funcional desejavel
(como valor caldrico reduzido). Por esta razéo, para além de serem usados na area alimentar, os
SL sdo bastante empregues para fins medicinais e nutracéuticos, em formulagbes para o
tratamento de determinadas doencas ou simplesmente para a manuten¢éo da salude (Haumann,
1994). Um exemplo é o desenvolvimento de SL ricos em &cidos gordos polinsaturados na
posi¢do sn-2 com MCFA na posi¢do sn-1 e sn-3, para o tratamento de problemas digestivos.
Estes SL, do tipo MLM, apresentam também um menor valor calérico em relacdo aos TAG
naturais (aproximadamente 4 Kcal/g, ao invés das habituais 9 Kcal/g).

Dada a reconhecida importancia dos 6mega-3 PUFA, como DHA e EPA (c.f. 2.2.3.), ha
um interesse crescente na producao de SL contendo estes acidos para posterior incorporacao
em diversos alimentos funcionais e suplementos alimentares.

Os substitutos da gordura de leite materno e os sucedaneos da manteiga de cacau sao

exemplos de lipidos estruturados, modificados na sua composicao em acidos gordos.

2.3.2. Métodos de producéo

As propriedades fisicas (e.g. ponto de fusado e teor de gordura cristalizada), reolégicas e
organoléticas das gorduras dependem, ndo s6 da composicdo em acidos gordos, mas também
da distribuicdo dos &cidos gordos nos TAG.

Inicialmente, a modificacdo destas caracteristicas era conseguida por hidrogenacéo dos
acidos gordos insaturados das gorduras. No entanto, as preocupacdes acerca dos efeitos
nefastos para a salde dos acidos gordos trans, produzidos por hidrogenacéo, fizeram despertar
0 interesse em formas alternativas de modificacdo de gorduras. Surgiu assim o processo de
interesterificacdo de gorduras.

Ao contrario da hidrogenacao, a interesterificacdo altera as propriedades das gorduras
somente devido a um rearranjo molecular, alterando-se as posi¢cdes dos AG nas moléculas de
TAG, através da troca de grupos acilo entre TAGs. Ndo ocorrem modificacdes ao nivel da

natureza dos acidos gordos da gordura e, por consequéncia, ndo ha formacgédo de acidos gordos
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trans. Deste modo, o valor nutricional das gorduras interesterificadas mantém-se inalterado
relativamente as gorduras originais (Haumann, 1994).

Os SL podem ser produzidos a partir de TAG de cadeia curta, média ou longa, presentes
em gorduras vegetais ou animais. Dependendo do tipo de substrato disponivel, podem ser
usados diferentes métodos de producdo — alcodlise, aciddlise e transesterificacdo (Lee e Akoh,
1998) — que consistem em reacBes de interesterificacdo dos ésteres com um &alcool, com um

acido ou entre ésteres, respetivamente. O processo pode dar-se por via quimica ou enzimatica.

2.3.2.1. Interesterificacdo quimica

A interesterificagdo quimica, conhecida desde 1844, ¢ o método de interesterificacdo
mais antigo e simultaneamente mais usado na indlstria atualmente (Marangoni e Rousseau,
1995). E levada a cabo sob a influéncia de um catalisador quimico (e.g. metoxido de sddio) que
promove a libertacdo dos acidos gordos das moléculas dos diferentes TAG e vai ligar-se aos
radicais livres que outros acidos gordos deixaram, no mesmo ou noutro TAG constituinte dessa
gordura.

Este tipo de interesterificacdo modifica aleatoriamente a posicdo dos acidos gordos
dentro da molécula de TAG, uma vez que os catalisadores inorganicos atuam ao acaso sobre
qualquer posicao dos acilglicerais.

Esta técnica € muito importante no fabrico de margarinas e cremes para barrar, na
modificacdo do ponto de fusdo e no melhoramento da textura e estabilidade (Ghazali et al.,
1995; Nawar, 1996). A nivel nutricional, a principal vantagem € a produ¢éo de margarinas livres
de acidos gordos trans (Willis et al., 1998).

Outra aplicacdo da interesterificacdo quimica consiste no melhoramento das
propriedades fisicas da banha, que tende a formar cristais grosseiros, dificeis de controlar
durante o armazenamento. Isto acontece porque 64 % do &cido palmitico esta ligado na posicao
sn-2 da molécula de glicerol. Ao tornar aleatéria a distribuicdo posicional dos acidos gordos da
banha por interesterificacdo quimica, as propriedades fisicas sdo melhoradas, e a banha
“reorganizada” torna-se suave, com maior plasticidade (DeMan, 1999).

Os processos de interesterificacdo quimica, a nivel industrial, decorrem a temperaturas
da ordem dos 200° C, mas a utilizacédo de catalisadores quimicos permite que esta seja reduzida
para 50-100° C (Hustedt, 1976; Soontag, 1979; Rozenaal, 1992). A reacdo demora entre 30
minutos a 2 horas e a concentracdo de catalisador (geralmente metéxido de sddio) varia entre
0,1 a 0,6 % (m/m). Concentracbes mais elevadas de catalisador provocam uma maior perda de
lipidos neutros, devido a formagédo de sabdes de sddio e ésteres metilicos (Rozenaal, 1992;
Nawar, 1996).
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As matérias-primas utilizadas devem conter teores de agua inferiores a 0,01 %, teores de
AGL inferiores a 0,05 % e indice de peroxidos inferior a 1,0 de modo a néo inativar o catalisador
quimico utilizado (Kellens, 2000).

Os catalisadores quimicos apresentam atividade elevada e o método de producéo é
simples, rapido e ndo exige equipamento muito dispendioso, apesar de requerer um nimero
relativamente elevado de operacgdes unitarias para recuperar e purificar o produto final.

No entanto, a interesterificacdo quimica apresenta varias desvantagens: a aleatoriedade
das trocas acilo, o consumo energético elevado (devido as temperaturas de reacao elevadas e a
baixa pressao), a degradacédo dos PUFA, a dificuldade de remocéo do catalisador apds a reacao
e a consequente possibilidade de contaminac¢ao quimica dos produtos finais (Erickson,1995).

Devido a sua falta de especificidade, podem ocorrer reacbes secundarias indesejadas,
originando-se produtos secundarios, como sab8es, monoacilglicerdis e diacilgliceréis que
necessitam de ser removidos, diminuindo assim o rendimento da reagdo e aumentando o0s
custos de purificagdo da gordura interesterificada (Erickson, 1995).

Os catalisadores quimicos tém ainda a desvantagem de ser bastante reativos com a
agua, havendo o risco de ocorréncia de explosdes, mesmo em quantidades vestigiais de agua.

Desta forma, o 6leo deve encontrar-se totalmente seco.

2.3.2.2. Interesterificacdo enzimética
2.3.2.2.1. A biocatélise como opc¢do ao método convencional quimico

A modificacdo e sintese lipidica promovida por lipases tem-se desenvolvido bastante nas
Gltimas duas décadas (Xu, 2003) e apresenta-se muito promissora e viavel, devido as
potencialidades das lipases e a sua versatilidade como catalisadores de reacdes.

As enzimas sdo catalisadores biolégicos de natureza proteica que se encontram
presentes em todas as células vivas, participando e acelerando as reacfes que compdem as
vias catabdlicas e anabdlicas do metabolismo celular e apresentando funcdes vitais de controlo
dos processos de transformacéo dos nutrientes em energia e material celular (Carvalho, 2011).
Tal como as restantes proteinas, as enzimas sdo constituidas por longas cadeias de
aminoacidos, unidos por ligacdes peptidicas, segundo um arranjo tridimensional.

As plantas, 0os animais e 0s microrganismos s@o responsaveis pela producdo de
enzimas. Segundo Neidleman (1991), as enzimas séo utilizadas ha milhares de anos pelo
Homem de forma direta, pelo emprego de extratos enzimaticos brutos de origem animal ou
vegetal, e de forma indireta pelo aproveitamento da acdo de enzimas decorrentes do
crescimento microbiano em determinados substratos.

Estima-se que, dos milhares de enzimas encontrados na natureza, aproximadamente

2.800 ja estdo classificados e, destes, 400 sdo comercializados (Faber, 2004). Das enzimas

16



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

comercializadas, cerca de 70 sdo lipases, quer na forma liofilizada, quer imobilizadas em
suportes (Ferreira-Dias, 2004).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3.) pertencem a classe das hidrolases,
familia de enzimas que compreende as lipases, esterases, proteases e amilases (Kidd et al.,
2001). Preferencialmente, atuam sobre ésteres insollveis em agua (como triacilglicerdis) nas
interfaces 6leo-agua, catalisando a sua hidrélise. No entanto, quando em meio orgénico com
baixa atividade de agua, as lipases sao igualmente capazes de catalisar reacdes inversas as de
hidrélise — esterificacdo — e também reacdes de interesterificacdo dos ésteres com um alcool
(alcodlise), com um acido (acidolise) ou entre ésteres (transesterificacdo) (Cambou e Klibanov,
1984; Zaks e Klibanov, 1985).

As lipases, tal como as restantes enzimas, podem ter multiplas origens. S&o encontradas
em tecidos de varios animais e plantas e podem também ser produzidas por fermentacao
usando varias espécies de microrganismos, como os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus
penicillium, Geotrichum sp, leveduras de Tulopis sp e Candida sp e bactérias como
Pseudomonas sp, Achromobacter sp, Bacillus sp e Staphylococcus sp (Campos, 2010).

As lipases de microrganismos séo as mais utilizadas a nivel industrial, devido a facilidade
de obtencéo (o que contrasta com a dificuldade de extracao das lipases de animais), ao nimero
ilimitado de microrganismos possiveis capazes de produzi-las, a grande variedade de atividade
catalitica, a facilidade de manipulacdo genética, ao rapido crescimento dos microrganismos em
meios relativamente baratos e ao facto de representarem uma fonte regular sem flutuacées
sazonais (Hasan et al., 2006). Além disso, as lipases microbianas costumam ser as mais
termoestaveis. Tudo isto proporciona uma facil producdo em escala com elevados rendimentos,
compativel com as necessidades industriais.

Estas propriedades, no entanto, podem variar significativamente, dependendo da origem,
ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo microrganismo. Também podem variar em
funcdo do método e do substrato utilizados, assim como das condi¢gbes do meio em que ocorre 0
crescimento dos microrganismos. Assim, é essencial que o crescimento dos microrganismos
produtores de lipases seja bastante controlado, pois a cultura pode ser afetada por fatores como
a concentracdo da fonte de carbono, da fonte de azoto e do oxigénio dissolvido, pH,
temperatura, atividade da agua, entre outros (Sharma et al., 2001).

Gracas a avancos na tecnologia de DNA, as lipases microbianas, antes ndo acessiveis
comercialmente por apresentarem um baixo rendimento no processo fermentativo, apresentam
agora maior atividade enzimatica a um custo mais acessivel, sendo atualmente produzidas por
diversas industrias como a Gist Brocades, Novozymes e Amano (Campos, 2010).

As reacdes catalisadas por enzimas realizam-se sob condicdes moderadas de
temperatura e pressao (temperatura inferior a 80° C e pressdo atmosférica), ao contrario dos
catalisadores inorganicos que exigem temperaturas elevadas e condigbes de presséo extremas.

N

Assim, o recurso a catalise enzimatica contribui para a reducdo dos efeitos poluentes do
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processo, assim como para a reducéo dos custos associados ao consumo energético (Ferreira-
Dias, 2004).

As lipases ndo necessitam de cofatores e os produtos resultantes do seu uso sdo vistos
como “naturais” pelos consumidores.

Em condi¢Bes otimizadas, atuam tanto em meios microaguosos Como em meios com
elevada atividade da agua (Xu, 2000). Podem ser usadas tanto na presenca de solvente
organico como na sua auséncia (meio fundido).

Contrariamente aos catalisadores inorganicos, as lipases apresentam, tanto em meio
agquoso como em meio organico, uma elevada seletividade, no que respeita (i) a classe dos
lipidos: tri-, di- e monoacilglicerdis, ésteres do colesterol, ésteres do retinol, ésteres metilicos dos
acidos gordos; (i) a posicdo dos AG nos acilglicerdis; (iii) as caracteristicas dos AG
(nomeadamente tamanho da cadeia carbonada e grau de saturacdo/insaturacdo); (iv) a um
isdbmero Otico ou, ainda, (v) a alguma combinacdo destas situacfes (Jensen et al., 1990). A
seletividade prépria das lipases vai permitir eliminar reacdes secundarias indesejaveis, obtendo-
se maior rendimento em produto, bem como um produto final com maior grau de pureza,
facilitando as operacdes subsequentes de purificagdo do produto final ou de remocdo dos
subprodutos. As lipases seletivas representam um alvo aliciante para o desenvolvimento
comercial e industrial das suas aplicacdes, uma vez que nenhum método quimico tem igual
capacidade, nem ha previsdes para que a venha a ter (Xu, 2000).

As lipases podem ser de dois tipos, consoante a especificidade da enzima para a posicao
do éster primario. Podem (i) ndo apresentar especificidade em relagdo a posicdo dos acidos
gordos, atuando ao nivel das trés posi¢des da molécula de acilglicerol (i) ter seletividade sn-1,3
e hidrolisar, preferencialmente, as ligacdes éster nas posi¢cdes externas dos TAG, deixando
inalterada a posicéo interna sn-2.

Se for utilizada uma lipase néo especifica para catalisar a interesterificacdo, o0s
triacilglicerdis produzidos serdo semelhantes aos obtidos por interesterificagdo quimica, uma vez
que a trocas acilo ocorrerdo aleatoriamente. No entanto, se for usada uma lipase sn-1,3
especifica como catalisador da reacéo, a migragdo de grupos acilo esta confinada as posi¢des
sn-1 e sn-3, e assim é produzida uma mistura de TAG que seria impossivel obter através da
interesterificagdo quimica (Macrae, 1983). Este grupo de lipases, de que sdo exemplo a lipase
comercial imobilizada de Rhizomucor miehei (“Lipozyme RM IM”) e a lipase ndo comercial de
Rhizopus oryzae, ganhou notoriedade nas ultimas duas décadas, devido a grande variedade de
produtos comercializaveis com aplicagfes nutricionais, medicinais e alimentares, passiveis de
ser obtidos através de reacdes de catalise promovidas por estas enzimas (Torres et al., 2002).
Os sucedaneos de gordura de leite materno sdo um exemplo.

Por todas as razfes supracitadas, a modificacdo enzimatica de 6leos e gorduras para a
producéo de SL com propriedades funcionais especificas, tem sido alvo de muitos estudos nos

Ultimos anos. Pesquisas demonstraram que existe uma vasta variedade de lipases especificas

18



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

passiveis de serem utilizadas na producdo de SL, devido a sua quimio, regio, e estéreo-
seletividade.

Contudo, o uso de lipases ndo apresenta exclusivamente aspetos positivos pois, se
assim fosse, ja se encontrariam largamente usadas a nivel industrial.

A principal limitagdo do uso de lipases prende-se com 0s custos operacionais elevados,
mas a aplicacdo de lipases tem sido dissuadida devido a outras razdes, como taxa de reagéo
lenta, instabilidade, rapida perda da atividade catalitica, impossibilidade de regeneracéo,
variacdo na qualidade dos produtos, dificuldade de remocgdo da enzima (quando livre) dos
produtos e consequente contaminacao dos produtos com residuos de proteina.

A semelhanca de qualquer processo enzimatico, a utilizagéo de lipases estéa restringida a
uma estreita gama de temperaturas e de valores de pH (quando em meio aquoso). Além disso, a
reacdo pode ser inibida por elevadas concentragfes de substratos e/ou produtos e a enzima
pode sofrer inativagdo por acdo de metais pesados e de certos compostos como sejam produtos
de oxidacao dos lipidos, acidos gordos livres, solventes, etc. (c.f. 2.3.2.2.4.).

Apesar destas limitacdes, devido aos avancos que se tém observado ao nivel da catalise
enzimatica a escala laboratorial e aos processos ja implementados a escala industrial, somos
levados a acreditar que, num futuro proximo, os processos por catdlise inorganica sejam
substituidos pela via enzimatica, com claros beneficios do ponto de vista nutricional e ambiental
(Ferreira-Dias, 2004).

2.3.2.2.2. Mecanismo de interesterificagcdo enzimatica

Quando se utliza uma lipase sn-1,3 seletiva como catalisador, 0 mecanismo de
interesterificacdo enzimatica inicia-se com a reacdo entre um TAG e uma molécula de enzima,
originando uma molécula de acilo-enzima e uma de sn-1,2(2,3)-diacilglicerol (Semériva et al.,
1976). Este DAG é o intermediario chave no esquema da reacao.

A formacédo de um TAG modificado ocorre quando um complexo acilo-enzima sofre um
ataque nucledfilo por uma molécula de DAG. De forma a obter o produto desejado, o DAG deve
reagir com um complexo acilo-enzima que contenha o grupo acilo a incorporar no TAG (Chapus
etal., 1976).

O mecanismo de interesterificacdo (seja acidolise, alcodlise ou transesterificacao),
guando catalisado por lipases, envolve a combinacéo da hidrélise de ésteres no TAG seguida de
re-esterificacdo (Xu, 2000). Assim, a otimizacdo das reacdes de interesterificacdo resulta do
balanco entre as taxas das reacdes de hidrélise e de esterificacao.

O teor de agua no sistema reacional € um fator crucial que determina a extensdo da
reacdo. Um teor de 4gua elevado desloca o equilibrio quimico no sentido da hidrélise; um baixo
teor em agua desloca a reacao no sentido da interesterificacdo. A concentracdo de agua no meio
reacional deve ser mantida no minimo, no sentido de desencorajar a ocorréncia da hidrélise

parcial dos produtos e a formacao de acilgliceréis, como os mono e diacilglicerois. No entanto, o
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teor de 4gua no meio reacional deve ser suficientemente elevado para impedir a desativacéo da
enzima (c.f. 2.3.2.2.4. Atividade da agua).

Mesmo recorrendo a lipases sn-1,3 especificas, pode dar-se a migracao de grupos acilo
no processo global de producdo de SL, com consequente formacdo de TAG indesejaveis, o que
exerce um papel importante na deterioracdo da qualidade dos SL (Kim e Akoh, 2005). Em geral,
a migracdo de grupos acilo ocorre em menor extensdo em sistemas continuos e livres de
solvente (Moreno et al., 2004; Kim e Akon, 2006; Lopez-Hernandez et al., 2007). O tempo de
reacdo deve ser 0 mais curto possivel, uma vez que as migra¢des dos grupos acilo durante o

processo reacional sdo proporcionais ao tempo de reacao (Xu, 2003).

A producdo de TAG modificados na sua composicdo em &cidos gordos tem sido
habitualmente efetuada por aciddlise, catalisada por lipases sn-1,3 especificas, tal como se
realizou no presente trabalho.

A aciddlise é uma reacdo em que os acidos gordos livres sdo trocados pelos acidos que

se encontram no éster (figura 1).

Lipase

®
®
\

—0

S04
[dd

=
\
©
Lipase @

Figura 1 — Representacdo esquematica da reacéo de acidolise enzimatica entre um TAG (TTT) e moléculas de
um determinado &cido gordo livre (A) (adaptado de Da Silva et al., 2009).

A aciddlise enzimatica € uma reacdo reversivel e que compreende uma etapa de
hidrélise, seguida de esterificagdo. Os novos acidos gordos sao incorporados nos triacilglicerois
do sistema, até que seja atingido o equilibrio. A taxa de equilibrio é funcao de varios parametros,
como a temperatura de reacdo, a carga da enzima, teor de agua e o sistema reacional. Na
presenca de inibidores da reacdo, o tempo para alcancar o equilibrio podera ser mais longo, o
que é desfavoravel pois favorece a migracéo de grupos acilo (Xu, 2003).

Ao contrario da acidolise quimica, que tem tido poucas aplicacdes devido a nao
especificidade posicional, a via enzimatica tem mostrado particular importancia para produgéo de

varios produtos de valor acrescentado, dos quais sdo exemplo os sucedaneos de leite materno.
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Também é especialmente importante quando se pretende incorporar um determinado &cido
gordo ou um grupo de acidos gordos especifico, como é o caso do enriquecimento de 6leos
vegetais e Oleos de peixe com quantidades elevadas de EPA e DHA, com o intuito de aumentar
as suas propriedades funcionais (Huang e Akoh, 1994). Adachi et al., (1993) usaram a lipase sh-
1,3 especifica de Pseudomonas sp. para enriquecer o 6leo de sardinha em concentracdes totais
de EPA e DHA, de 29 para 44,5 % (m/m). Outro exemplo importante da utlizacdo da
interesterificacdo enzimatica € a producado de SL do tipo MLM, de baixo valor cal6rico (Nunes et
al., 2012).

2.3.2.2.3. Imobilizacéo de lipases

As reacbes que envolvem catalisadores numa fase sélida sdo bastante importantes no
bioprocessamento. Algumas bactérias e fungos produzem naturalmente flocos, aglomerados ou
pellets macroscoépicos, enquanto outros microrganismos crescem como biofilmes nas paredes
dos reatores ou formam lamas, como acontece nos processos de tratamento de residuos. Muitas
fermentacbes que ocorrem em alimentos tradicionais envolvem microrganismos ligados a
particulas sélidas. Se as enzimas ndao formam aglomerados nem se ligam a superficie sélidas
espontaneamente, podem ser induzidas a fazé-lo, utilizando técnicas de imobilizacdo (Doran,
1995).

A imobilizac&o de lipases apresenta muitas vantagens em bioprocessos de larga escala,
revelando-se uma solucdo viavel para ultrapassar a maioria das desvantagens das lipases
enumeradas em 2.3.2.2.1.

Em poucas palavras, a imobilizagdo consiste na fixagdo de enzimas a um suporte. Assim
sendo, a manipulacdo é facilitada, bem como a separacéo da enzima dos produtos, permitindo
uma recuperacdo mais simples (através de filtragdo) e eficaz comparativamente & da enzima
livre, diminuindo a possibilidade de contaminagdo dos produtos com enzima residual. A
imobilizacdo permite ainda a reutilizagdo das lipases em ensaios sucessivos e a sua utilizagdo
em reatores continuos, o que contribui para a reducdo dos custos do biocatalisador e do
tratamento de efluentes, aumentando a viabilidade econdmica dos processos enzimaticos
(Knezevic¢ et al., 2004). Isto é bastante vantajoso, visto que o pre¢o de mercado das lipases é
ainda muito elevado, quando comparado com o dos catalisadores inorganicos.

A imobilizagdo diminui a interferéncia de inibidores e aumenta frequentemente o tempo
de meia vida e a estabilidade operacional das enzimas em faixas amplas de temperatura e pH, o
que facilita a intensificagao do processo (Knezevi¢ et al., 2004).

Além disso, os bioprocessos podem ser mais facilmente controlados, nomeadamente no
gque toca ao tempo da reacdo e ao microambiente. Uma escolha criteriosa do suporte de
imobilizacdo vai permitir criar no microambiente as condi¢cdes adequadas a reagdo e a enzima,

nomeadamente (i) concentragdes de substratos elevadas, mas nao inibitérias, (ii) concentragédo
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de produto baixa, (iii) atividade de agua reduzida, de modo a favorecer reagbes de sintese e (iv)
protecdo contra os efeitos de toxicidade do solvente orgéanico. (Ferreira-Dias, 2004).

No entanto, alcancar um sistema de lipase imobilizada eficiente ndo é uma tarefa facil,
pois ndo existe um método geral de imobilizacdo nem um suporte universal. Os critérios de
selecdo do suporte e da técnica de imobilizacdo séo, em grande parte dependentes do tipo de
lipase e das suas caracteristicas, do tipo de sistema de reacao (meio aquoso, solvente organico
ou sistema de duas fases), das condi¢cdes do processo (como pH, temperatura e pressao), do
objetivo de imobilizacdo e do tipo de bioreator a usar (reator descontinuo de mistura completa,
reator continuo do tipo tanque agitado, reator com membrana, coluna, reator tubular, etc.)
(Knezevic et al., 2004).

Existem inimeros suportes, bastante diferentes no que diz respeito a caracteristicas
como area superficial, porosidade, tamanho das particulas, compressibilidade, resisténcia ao
atrito e custo. Alguns exemplos sdo: carvao ativado, polietiieno ativado, alginato de calcio,
celulose, silica, resinas sintéticas, entre muitos outros. Obviamente todos os suportes tém que
ser inertes e adequados para uso alimentar.

Quantos as técnicas de imobilizacdo, estas encontram-se englobadas em duas
categorias: imobilizagdo por ligacdo a suportes sélidos (por adsorcdo, ligacdo covalente ou
ligacdo id6nica) ou imobilizacdo por inclusdo (ou confinamento) em matrizes, cépsulas ou
microcapsulas. A possibilidade de combinacdo de duas ou mais técnicas € também possivel
(Knezevi¢ et al., 2004). Os materiais e metodologias utilizados na imobilizacdo devem ser
adequados para a producdo de enzimas imobilizadas com qualidade alimentar. Além disso, o
processo de imobilizacdo escolhido deve ser reprodutivel, economicamente vidvel e ndo deve
necessitar de muitos recursos para a sua execuc¢ao (Christensen et al., 2003).

Apesar da imobilizacdo puder aumentar a estabilidade operacional da enzima, a
atividade residual da enzima imobilizada é, em regra, mais fraca que a da respetiva enzima
nativa, devido a perdas de atividade causadas durante o procedimento de imobilizacdo e ainda
por efeitos de transferéncia de massa. Por outras palavras, de toda a enzima que é posta em
contacto com o suporte, nem toda fica imobilizada e, da enzima que se liga ao suporte, parte
pode sofrer mudancas na sua conformacédo, o que podera alterar a sua eficiéncia catalitica.
Devido a aleatoriedade da interac@o enzima-substrato, a regido do centro ativo pode apresentar-
se numa posicao menos acessivel ao substrato, apds imobilizacdo (impedimento estérico). Uma
vez que em termos de economia de processo, tanto a estabilidade operacional como a atividade
dos biocatalisadores s@o importantes, 0 aumento da primeira devido a imobilizacdo da enzima
pode compensar a referida perda de atividade, resultando num beneficio global.

Como as lipases atuam ao nivel das interfases, a imobilizacdo em suportes sélidos pode
ser vantajosa, ha medida em que aumenta a area interfacial de contacto enzima-substrato.

No entanto, durante a imobilizacdo pode existir a possibilidade de inativagédo da lipase e

o0 risco de se atingirem concentracdes inibitérias de substratos e/ou produtos no microambiente.
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Tem-se testado a imobilizacdo de diferentes lipases com resultados animadores em
termos de estabilidade operacional e de retencdo de atividade. Sdo exemplos as lipases de
Candida rugosa, Candida antarctica, Pseudomonas cepacia, Rhizopus oryzae, Rhizopus

delemar, Rhizomucor miehei e Thermomyces lanuginosus.

2.3.2.2.4. Parametros que influenciam a atividade e a estabilidade enzimaticas

Como foi referido em 2.3.2.2.1., os biocatalisadores apresentam bastantes vantagens
comparativamente aos catalisadores quimicos convencionais. No entanto, o elevado custo das
lipases comerciais, sejam imobilizadas ou n&o imobilizadas, juntamente com a sua baixa
estabilidade operacional, apresentam-se como as maiores limitacdes para 0 seu uso na industria
alimentar, devendo ser ultrapassadas para que a catdlise enzimatica se torne mais competitiva.

Entende-se por estabilidade enzimatica a capacidade das enzimas de manter a sua
capacidade ou atividade catalitica, sob diferentes condi¢bes da reacdo ao longo do tempo. Por
sua vez, a atividade enzimatica é dada pela medicao da velocidade inicial da reacdo sob uma
faixa de condicdes determinadas (Campos, 1998).

A perda de atividade é um processo gradual e natural que afeta todas as enzimas e,
portanto, as lipases ndo sdo excecdo. A velocidade de perda de atividade de uma enzima é
determinada pelo tempo de meia vida (t1»), que € definido como o tempo necessario para que a
atividade da enzima seja reduzida a metade do seu valor original (Rosevear et al., 1987).

Para desempenhar a sua fungéo bioldgica, as enzimas (tal como a generalidade das
proteinas) devem estar nos seus estados nativos, com as suas estruturas primaria, secundaria,
terciaria ou, se for o caso, quaternéria, integras. Na presenca de alguns fatores, pode haver
destruicao dessa integridade, provocando o fenémeno conhecido como desnaturacéo proteica, o
que ocasiona por sua vez a perda de atividade, de forma reversivel ou irreversivel.

Existem varios fatores que influenciam a atividade e a estabilidade das enzimas, e neste
caso em particular das lipases, como: a temperatura, o pH (quando em meio aquoso), a
atividade da agua, a agitacdo, a pressao, a composicdo do meio reacional (concentracdo do
substrato, razdo molar entre substratos, etc.) e a concentracdo de enzima, assim como a
presenca de solventes organicos, de cofatores, de agentes oxidantes e de compostos inibidores
da atividade enzimatica (como produtos de oxidacao lipidica, acidos gordos livres, pigmentos e
ides metdlicos) (Wisdom et al., 1987; Linfield, 1988; Posorske et al., 1988; Wang e Gordon,
1991, Correia e Ferreira-Dias, 1998).

Segue-se uma breve explicagao relativa a influéncia de alguns dos principais fatores que
influenciam a atividade e estabilidade operacional das lipases: temperatura, atividade da agua,

produtos de oxidacéo dos lipidos e acidos gordos livres.
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Temperatura

A temperatura é considerada o fator com maior importancia na atividade catalitica das
enzimas. E um parametro que se deve ter em consideracéo sempre que se pretende aumentar a
velocidade de uma reacdo enzimatica pois, na grande maioria dos casos, existe uma relagéo de
proporcionalidade direta entre a velocidade das reacdes e a temperatura a que estas decorrem,
até certo valor de temperatura.

Ao longo do acréscimo de temperatura, observa-se um efeito conjugado do aumento da
velocidade da reacao e da aceleracdo da taxa de desnaturacdo da enzima (ou do decréscimo da
estabilidade proteica) (Malcata et al., 1990). A atividade da enzima para uma vasta gama de
temperaturas €, entdo, determinada pela conjugacdo destes dois efeitos simultineos mas
contraditérios.

Quando a temperatura atinge a temperatura 6tima da enzima, a velocidade da reacéo é
maxima. A temperatura 6tima é uma caracteristica propria de cada enzima e situa-se geralmente
préximo da temperatura normal das células do organismo onde a enzima atua. Por exemplo, no
Homem, as enzimas tém, em geral, uma temperatura de atuacéo entre os 35° C e 0s 40° C.

Para valores de temperatura superiores a 6Otima, a velocidade da reacdo decresce
(Campos, 1998). Um aumento de temperatura para valores extremos pode levar a perda de
atividade por inativac@o reversivel ou mesmo irreversivel, devido a ocorréncia de desnaturacdo
completa e irreversivel das lipases, isto é, a perda da conformacdo original cataliticamente
competente (Martinek et al., 1981; Ahern e Klibanov, 1985).

O mecanismo fisico que explica a inativacdo enzimatica pelo aumento da temperatura
baseia-se num aumento da energia dos atomos, o que faz com que estes tenham maior
tendéncia para se moverem. Se a energia for suficiente para quebrar as fracas ligacées que
mantém a estrutura proteica, da-se a desnaturacao da enzima (Bailley e Ollis, 1986). Por outro
lado, as enzimas, quando sujeitas a baixas temperaturas, ficam também inativas, devido a falta
de energia de ativacéo para provocar o choque entre as moléculas da enzima e as do substrato.

N&o é facil determinar a temperatura a qual uma dada enzima vai sofrer desnaturacao
mas, para a maioria das enzimas, a termodesnaturacao inicia-se a 40-50° C, acentuando-se a
55° C (Bailley e Ollis, 1986). No entanto, existem enzimas termorresistentes que apresentam
elevada estabilidade térmica e sé desnaturam a temperaturas mais elevadas, como as
preparacBes comerciais das lipases imobilizadas de Rhizomucor miehei (“Lipozyme RM IM”) e
de Candida Antarctica (“Novozym 435”), o que as torna adequadas para a modificacdo de
gorduras na auséncia de solventes orgéanicos (Osério et al., 2001; Simdes et al,. 2013).

Turner et al. (1995) demonstrou que a temperatura a qual uma proteina desnatura é
influenciada pela atividade da &gua (a,): a temperatura de desnaturacdo é mais elevada para
menores valores de a,. Assim, enzimas que requerem baixa a,, para a sua atividade catalitica,
permanecem ativas a temperaturas elevadas, sendo mais dificil de ocorrer o fendmeno de

desnaturagéo.
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A inativacdo térmica é um aspeto importante a ter em conta na utilizacéo a longo prazo
de lipases num bioreator, jA& que a viabilidade econdmica do processo industrial de
interesterificacdo enzimatica depende do periodo de vida 0til do biocatalisador utilizado, que por
sua vez esta diretamente relacionado com a temperatura da reacdo e a termo-resisténcia da
enzima (Bailley e Ollis, 1986). Desta forma, sugere-se que a temperatura de funcionamento de
um reator continuo onde decorra a reacao de interesterificacdo seja aumentada a uma taxa que
compense a diminuicdo da atividade enzimética, permitindo que o sistema mantenha uma

atividade catalitica aproximadamente constante (Malcata et al., 1990).

Atividade da agua

A atividade da agua (a,) € uma medida da agua disponivel num sistema para atuar como
solvente, permitindo reagdes quimicas, enziméticas e microbioldgicas. Corresponde a relacdo
entre a pressdo de vapor de agua desse sistema e a pressdo de vapor de agua pura no ar
saturado a mesma temperatura (Parker e Birch, 1983).

As lipases sdo enzimas que apresentam uma cinética de ativacao interfacial na interface
lipido-agua. Este fenédmeno ocorre devido as caracteristicas estruturais Unicas desta classe de
enzimas. O centro ativo das lipases é coberto e protegido por uma cadeia oligopeptidica
helicoidal (“lid”) de natureza hidrofébica. Quando esta encontra uma interface lipido-agua, sofre
uma alteracdo na conformacédo, abrindo-se e expondo 0 centro ativo, permitindo a catalise
(Winkler et al., 1990). O centro ativo fica acessivel ao substrato e, ao mesmo tempo, a lipase
expbe uma larga superficie hidrofébica que facilita a ligacéo a interface (Jarger e Reetz, 1998).

A agua participa, direta ou indiretamente, no estabelecimento de forgas intermoleculares
(pontes de hidrogénio e forcas de Van der Waals) cruciais para a manutencéo da conformacéo
nativa e cataliticamente ativa do biocatalisador, indispensavel a sua atividade (Klibanov, 1986).
Desta forma, a agua € uma variavel muito importante pois é capaz de determinar a velocidade da
reacdo, o rendimento do produto final, a especificidade do biocatalisador, a estabilidade térmica
e, possivelmente, a estabilidade operacional do biocatalisador (Yamane, 1988).

Assim, a remocdo total da agua de uma preparacao enzimatica desnatura drasticamente
a conformacdo da enzima, desativando-a. Para manter a atividade dos biocatalisadores, é
essencial a presenca de d4gua, mesmo que em quantidades vestigiais, até porque desempenha
um papel fundamental no mecanismo de catélise (Zaks e Klibanov,1985).

O valor de a,, de um sistema determina a hidratacdo da lipase e, consequentemente, a
sua atividade catalitica e a posicdo do equilibrio nas reagbes catalisadas por enzimas
hidroliticas, como é o caso das lipases, ja que a reacdo de hidrélise compete com as reac6es de
interesterificacéo e de esterificacdo. Se a 4gua se encontrar em quantidades vestigiais adsorvida
as particulas do biocatalisador (0 que corresponde a um meio organico quase anidro, com a,
muito baixa), sdo favorecidas as reacdes de interesterificacdo e de esterificacdo; se a agua

estiver presente em maior quantidade, constituindo uma fase separada da fase organica (valores
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de a,, elevados) é favorecida a reacdo de hidrélise (Yamane, 1988). Isto porque as lipases sao
enzimas capazes de catalisar tanto reacfes de sintese como de hidrdlise.

A a,, influencia também o rendimento das reagdes de interesterificacdo em meio organico
(Bloomer et al., 1991; Valivety et al., 1992), pois enquanto um valor elevado de a,, proporciona a
obtencdo de uma quantidade consideravel de DAG, MAG e de AGL, mas um balanco final de
TAG baixo (taxa de interesterificagdo baixa), um valor de a,, baixo proporciona um rendimento
final de TAG elevado.

Tendo em conta que 0 mecanismo da interesterificacdo catalisada por lipases envolve o
processo de hidrolise dos grupos éster nos TAG, seguido de re-esterificacdo (Soumanou et al.,
1997; Torres et al., 2003), € necessario que a agua esteja presente pelo menos em quantidades
vestigiais, adsorvida as particulas da lipase (sistema microaquoso) (Macrae, 1983). A otimizacéo
da reacéo resulta do balanco entre as reacdes de esterificacdo e a hidrolitica.

Quando se utiliza uma determinada lipase para catalisar uma reacdo de
interesterificacdo, € necessario conhecer o valor de a, necessario para se obter a atividade
méxima, pois diferentes enzimas apresentam exigéncias diferentes em relacdo a a, que
necessitam para manter um nivel apreciavel de atividade catalitica. Nesse sentido, ja foram
realizados varios estudos onde se investigou a influéncia deste parametro na reagdo de
interesterificacdo. Em geral, as lipases apresentam maior atividade na esterificacdo e na
interesterificacdo dos lipidos em meios de a,, entre 0,2 e 0,5 ou mesmo em meios quase isentos
de agua (a, de 0,064 a 0,11), dependendo do biocatalisador utilizado e das condi¢des da reacao
(Bloomer et al., 1992; Parvaresh et al., 1992; Svensson et al., 1992; Ferreira-Dias e da Fonseca,
1995; Osodrio et al., 2001; Adlercreutz et al., 2002; Nascimento et al., 2004; Petersson et al.,
2007). Contudo, algumas lipases apresentaram o seu maximo de atividade na esterificacdo ou
interesterificagdo a valores de a,, superiores a 0,5 e, em alguns casos, a valores de a,, proximos
de 1, onde seria de esperar que ocorresse apenas a reacao de hidrélise (Ferreira-Dias et al.,
2003; Petersson et al., 2007; Pires-Cabral et al., 2007).

A estabilidade enzimatica aumenta notoriamente em meios com baixa a,, €, por sua vez,
decréscimos de a, fazem aumentar a temperatura de desnaturacdo. Assim, é possivel a
ocorréncia de biotransformacdes a temperaturas mais elevadas que as usadas nas solucdes
aquosas convencionais (Adlercreutz et al., 2002). Estas descobertas fizeram com que o leque de
aplicacBes potenciais das lipases se expandisse, tornando-as muito promissoras. No entanto,
ainda existe uma grande lacuna relativamente ao conhecimento do comportamento enzimético

em meio ndo aquoso.

Produtos de oxidacédo dos lipidos

Os lipidos, durante o seu acondicionamento e manuseamento a temperatura ambiente,

estdo sujeitos a reacdes de oxidacdo, induzidas pela presenca de oxigénio. No entanto, algumas
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gorduras sdo mais suscetiveis a oxidacdo que outras, consoante (i) o grau de insaturacao
(quanto mais insaturada for, maior a sua suscetibilidade a oxidacdo), (i) a presenca de
antioxidantes, (iii) a presenca de pro-oxidantes, como os metais (ferro e cobre, por exemplo) e
(iv) outros fatores, como a exposicao a luz, que favorece a fotoxidacao.

A auto-oxidacdo trata-se de um processo esponténeo e inevitavel. O oxigénio reage
maioritariamente com os acidos gordos insaturados, ao nivel das suas duplas ligacdes, que
funcionam como o centro ativo pelo qual se inicia a reacdo de oxidacdo. Como resultado, ha
formacdo de hidroperoxidos (produtos de oxidacdo primaria) que, do ponto de vista da
deterioracdo do cheiro e sabor do alimento, ndo s&o importantes.

Com o decurso da reacéo, os hidroperéxidos podem dar origem a produtos de oxidagéo
secundaria, produtos oriundos da sua decomposicdo, como aldeidos, cetonas (a-dicetonas ou
cetonas a insaturadas), alcoois, hidrocarbonetos e acidos gordos de cadeia curta. Estes
compostos ja sdo responsaveis pelo desenvolvimento de “off-flavours”, designadamente o cheiro
a rango, o que tem uma implicacdo direta no valor comercial do produto, por ser uma importante
causa de depreciagéo ou rejeicdo para o consumidor ou para o transformador industrial (Frankel,
1995).

Alem disso, a atividade e a estabilidade das lipases diminuem na presenca de produtos
de oxidagcdo, nomeadamente dos hidroperoxidos, que provocam a polimerizacdo das lipases
(Correia e Ferreira-Dias, 1998).

Assim, a utilizacdo de gorduras polinsaturadas, em que as longas cadeias de acidos
gordos polinsaturados sdo muito suscetiveis a oxidacdo, pode levar a uma diminuicdo da
atividade e da estabilidade operacional das lipases quando utilizadas em reatores continuos
(Osorio et al., 2006). O principal desafio na incorporacdo de TAG enriquecidos em acidos gordos
polinsaturados em produtos alimentares é manter a sua estabilidade oxidativa, de modo que as
caracteristicas sensoriais sejam aceitaveis, sem desenvolvimento de off-flavour durante a
producdo ou armazenamento (Ferreira-Dias, 2009).

Para evitar ou retardar a oxidacdo dos lipidos, recorre-se usualmente a remocdo do
oxigénio, a utilizacdo de um gas inerte no espaco de cabeca dos depdsitos, a adicdo de
antioxidantes ou ao uso combinado de alguns destes métodos. Também se devem controlar as
temperaturas de processamento e de armazenamento, pois temperaturas elevadas favorecem
todo o conjunto de reacbes referido, o que faz como que a termoxidacdo, ou oxidacdo a

temperatura elevada, se processe mais rapidamente que a auto-oxidagao.

Acidos gordos livres

Tal como os produtos de oxidacgdo lipidica, também os acidos gordos livres funcionam
como inibidores da atividade enzimética.
Como foi referido anteriormente, os AGL podem ser formados durante a oxidacdo dos

7

lipidos como compostos secundarios. No entanto, a sua principal proveniéncia é a hidrolise
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(enziméatica ou quimica) de 6leos e gorduras, que conduz ao aparecimento ndo s6 de AGL como
também de glicerol e de glicéridos parciais (MAGs e DAGSs), em quantidades varidveis consoante
a hidrélise seja parcial ou completa.

A formacéo de AGL leva imediatamente a uma alteracdo das carateristicas organoléticas
do produto. Uma vez libertado um acido gordo, a reacédo de hidrélise prossegue, se subsistir
agua no meio, até que se libertem os trés acidos gordos do glicerol, o que vai originar uma
diminuicdo do pH do meio.

Cada enzima possui um valor de pH 6timo ou uma faixa de pH 6timo de atividade, onde a
sua atividade € maxima; para a maioria das enzimas localiza-se entre 4,5 e 8,0. Mudancas
extremas de pH podem alterar o estado de ionizagcdo dos residuos de aminoacidos da enzima
que sdo essenciais a catdalise, alterando-se a estrutura da enzima devido a uma repulsdo de
cargas, o que se traduz geralmente na perda completa da atividade para a maioria das enzimas
(Campos, 1998).

O efeito inibitério resultante do uso de elevadas concentracdes de acidos gordos livres
como substrato nas reagfes de acidolise € uma das razées que tem limitado a aplicacdo pratica
das lipases nalguns sistemas (Dunhaupt et al., 1992). No entanto, o pH apenas tem significado
na fase aquosa de sistemas bifasicos aguoso-organico ou na fase aquosa que banha a lipase
imobilizada (microambiente), alterando a atividade e a estabilidade enzimaticas. Fora estas
situacdes, existem estudos que demonstram que os teores de acidos gordos livres existentes
nos meios reacionais sujeitos a interesterificacdo parecem néo ter qualquer efeito negativo na

estabilidade da enzima (Holm e Cowan, 2008).

2.3.2.2.5. A biocatédlise aplicada a sintese de sucedaneos de gordura de leite materno

Conhecendo as propriedades nutricionais e anti-infeciosas da gordura do leite materno,
percebe-se facilmente que este é o alimento ideal para os primeiros meses de vida de uma
crianga. Por este motivo, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a UNICEF recomendam o
aleitamento materno em exclusivo nos primeiros seis meses de vida e tém promovido
campanhas no sentido de sensibilizar a opinido publica para a importancia da amamentacao.
Todavia, algumas crian¢cas ndo sdo amamentadas, seja por op¢do ou por impossibilidade por
parte da mée, por fatores de indole cultural, socioeconémica e/ou de salude, como baixa
producdo de leite, estado nutricional ou condicdo de salde desfavoravel e morte durante ou
apos o parto.

Assim, a necessidade de encontrar uma alternativa para a alimentacao destas criancas
deu origem as formulacbes de leite para lactentes, com o intuito de suprir as necessidades
nutricionais humanas dos primeiros meses de vida (Forsyth, 1998). A fracdo lipidica presente
nestas formulagbes deve-se assemelhar o mais possivel, em composicdo e em estrutura, a
gordura existente no leite materno (c.f. 2.2.1.), de modo a evitar deficiéncias a nivel nutricional,

funcional, imunolégico, neurolégico, cognitivo e psicomotor no recém-nascido ndo amamentado.
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A maioria das férmulas infantis disponiveis no mercado € obtida a partir de éleos vegetais
ou de leite de ruminantes, cuja estrutura dos TAG difere da estrutura dos TAG presentes na HMF
(c.f. 2.2.2.). Por essa razdo, apesar destes suplementos apresentarem teores em acido palmitico
muito similares aos encontrados no leite materno, a sua distribuicdo estereoespecifica na
posicdo sn-2 dos TAG é consideravelmente baixa. Esta tem sido reportada como a principal
razao para a ineficiente absorgéo da gordura do leite.

Assim, é necessario criar formulas de leite infantil passiveis de serem comercializadas e
que possibilitem ultrapassar os condicionalismos expostos.

Como as gorduras disponiveis na natureza ndo possuem estrutura semelhante a
desejada, a alternativa passa pela utilizagcao de gorduras modificadas ou lipidos estruturados. De
facto, a HMF pode ser sintetizada artificialmente para a produgdo de férmulas infantis com
manutencao de suas propriedades fisicas, quimicas e nutritivas (Da Silva et al., 2009).

Atualmente, j4 existem no mercado HMFS produzidos por catalise enzimatica. Estas
gorduras produzidas em laboratério sdo exemplos de lipidos estruturados. Um exemplo é o
Betapol®, produzido pela Lipid Nutrition, Wormerveer, na Holanda, uma filial da IOl Corporation
Berhad, na Malasia (http://www.lipidnutrition.com).

O Betapol® é composto por triacilgliceréis fundamentalmente do tipo OPO (1,3-dioleoil 2-
palmitoilglicerol) com o acido dleico nas posi¢cdes externas (sn-1 e sn-3) e o acido palmitico na
posicéo interna do TAG. E obtido por acidélise da tripalmitina ou de gorduras vegetais ricas em
acido palmitico na posicdo sn-2 com misturas de AG ricas em acido oleico, como os 6leos de
girassol e de soja (Quinlan, 1993), catalisada por uma lipase sn-1,3 especifica, geralmente a
lipase de Rhizomucor miehei. Depois de decorrida a reacdo, os AGL que se encontram em
excesso sdo removidos por destilacdo e a tripalmitina residual é separada por cristalizacao
(http://www lipidnutrition.com).

Mais recentemente, surgiu o InFat®, produzido de forma muito semelhante ao Betapol®
mas fabricado pela Advanced Lipids, empresa que resultou da fuséo entre a Enzymotec (Israel)
e a AAK (Suécia). Tanto o Betapol® como o InFat® sdo produtos comerciais usados como
HMFS em leites para bebés.

Mesmo tratando-se de uma gordura exclusivamente vegetal, o Betapol® possui 52 % de
AG saturados, sendo rica nos &cidos laurico, palmitico, oleico e linoleico, enquanto a HMF
apresenta elevados teores dos acidos oleico, palmitico, linoleico, miristico e estearico e ainda
vestigios de DHA e de outros acidos gordos 6mega-3 (c.f. 2.2.1.).

Tém sido efetuados varios estudos recorrendo a lipases imobilizadas como catalisadores,
no sentido de produzir HMFS mais completos nutricionalmente e mais analogos a HMF do que o
Betapol®.

Os HMFS podem ser obtidos pela reacdo de aciddlise entre a tripalmitina ou banha (rica
em &cido palmitico) e AGL de diferentes origens. J& foram obtidos HMFS contendo os acidos

palmitico, oleico, estearico e linoleico (Sahin et al., 2005a), PUFA de cadeia longa e acidos
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gordos essenciais (Mukherjee e Kiewitt, 1998; Nielsen et al., 2006), como o &cido gama-
linolénico (Sahin et al., 2005b) e 4cidos gordos polinsaturados 6mega-3 (Sahin et al., 2006).

Christensen e Holmer (1993) conduziram a producédo de lipidios estruturados a partir da
gordura do leite de bovino, utilizando a enzima sn-1,3 especifica de Rhizomucor miehei.
Obtiveram uma gordura um pouco diferente da gordura do leite humano em termos da sua
composi¢cdo em acidos gordos, mas com semelhante distribuicdo estereoespecifica na cadeia
dos TAG, contendo a maior parte do acido palmitico esterificado na posi¢édo sn-2.

Mukherjee e Kiewitt (1998) relataram a interesterificacdo enzimatica entre a tripalmitina e
0 Oleo de canola, catalisada pela lipase comercial “Lipozyme RM IM” e a lipase extraida da
Carica papaya. Em ambas as situagcbes obtiveram-se TAG com o &cido palmitico
predominantemente esterificado na posicdo sn-2, enquanto o0s Aacidos polinsaturados
provenientes do 6leo de canola foram esterificados nas posi¢cdes sn-1 e sn-3, tal como se
encontra na HMF.

No Japao, Akimoto et al. (1999) patentearam um método enzimatico para producdo de
um HMFS rico em acidos gordos polinsaturados.

Shimada et al. (2000) conduziram a acidélise da tripalmitina com ARA usando a lipase
sn-1,3 especifica de Rhizopus delemar. O produto obtido, 1,3-araquidonoil-2-palmitoil-glicerol,
apresentava cerca de 60 % do ARA esterificado nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 e cerca de 30 % do
acido palmitico esterificado na posicdo sn-2. Demonstrou ter caracteristicas favoraveis na
utilizacdo como HMFS, dada a riqueza em ARA.

Estes sdo apenas alguns exemplos de estudos no ambito da producédo de HMFS. Apesar
das inumeras pesquisas envolvendo diversos processos e substratos, o objetivo de desenvolver
lipidos estruturados semelhantes a gordura do leite humano ainda esta distante de ser
totalmente alcancado. Por exemplo, as formulagcdes atuais ndo apresentam as quantidades
necessarias de DHA e EPA, principais acidos gordos polinsaturados 6mega-3 (Gamboa e
Gioielli, 2006) que ndo podem ser sintetizados in vivo. Assim, o desafio atual consiste em
incorporar EPA e DHA, provenientes de 6leos marinhos por exemplo, nas posi¢ées sn-1 e sn-3
dos triacilglicerois por aciddlise. Estes acidos sdo muito importantes para o desenvolvimento do
sistema nervoso e estimulagédo do sistema imunolégico. Além disso, devem ser conduzidas mais

pesquisas para avaliar o desempenho dos SL produzidos nos recém-nascidos.

Os trabalhos de investigacdo publicados sobre a sintese de HMFS descrevem a
utiizacdo de sistemas reacionais, em presen¢ga ou auséncia de solvente orgéanico, cuja
composicao obedece, na sua maioria, a um padréo caracteristico: todos referem (i) uma fonte de
acido palmitico, (ii) lipases imobilizadas com seletividade sn-1,3 como biocatalisador e (iii) uma

fonte de AG, estejam livres ou esterificados ao esqueleto de glicerol.
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Fontes de acido palmitico

A selecdo da fonte de &cido palmitico deve ser criteriosa, de forma a assegurar a
localizagdo maioritaria deste acido na posi¢édo interna do TAG. Na producdo de HMFS, podem
utilizar-se gorduras naturais ricas em acido palmitico na posicdo sn-2 (como a banha, a estearina
de palma e a gordura de leite) ou a tripalmitina (Tecelédo, 2011).

A banha é uma gordura de baixo valor comercial e, apesar da possivel variabilidade em
termos de composicdo em AG, possui uma estrutura em TAG muito semelhante a do leite
humano. Todavia, apresenta um menor teor em AG polinsaturados de cadeia longa (como os
acidos linoleico e linolénico) e questdes de ordem ética, religiosa e cultural podem constituir um
entrave a sua utilizacdo na producdo de HMFS. A gordura de leite de bovino assemelha-se a
HMF no que respeita a composi¢cdo em AG mas difere quando a sua localizagdo nos TAG (c.f.
2.2.2.). Além disso, os HMFS obtidos a partir da gordura de leite de bovino parecem néao
apresentar ARA e DHA na sua composi¢cdo (Mu, 2010). A estearina de palma, obtida por
fracionamento do 6leo de palma, possui um conteldo em acido palmitico superior ao do leite
humano e tem sido utilizada como substrato na sintese de HMFS.

Nos estudos laboratoriais, tal como neste, utiliza-se frequentemente tripalmitina que tem

o inconveniente do seu elevado custo.

Fontes de acidos gordos

Muitas sdo as fontes possiveis de ser utilizadas como fontes de acidos gordos para a
sintese de HMFS. Em reages de acidolise, é necessario fazer reagir AGL com a fonte de 4cido
palmitico. Como fonte de AGL, pode-se recorrer a concentrados de acidos gordos comerciais ou
usar os acidos gordos obtidos atraveés da saponificacdo de 6leos vegetais (como os Oleos de
soja, girassol, canola, grainha de uva, camelina, aveld). Em reacfes de troca de ésteres, o0 que
reage com a fonte de acido palmitico sdo AG esterificados ao esqueleto de glicerol, provenientes

de varias gorduras naturais.

Biocatalisadores

As enzimas frequentemente utilizadas como biocatalisadores em reacdes de sintese de
HMFS sédo lipases que provém, essencialmente, de fontes microbianas e possuem
regioselectividade sn-1,3. Estas demonstram ser bastante interessantes no desenvolvimento de
HMFS pois permitem manter os acidos gordos insaturados na posicao interna dos TAG dos
Oleos vegetais, situacdo desejavel do ponto de vista nutricional.

A maioria dos estudos publicados recorre a utilizacdo das lipases imobilizadas de
Rhizomucor miehei (“Lipozyme RM IM”), de Thermomyces lanuginosa (“Lipozyme TL IM”) e de
Candida antarctica (“Novozym 435”), comercializadas pela Novozymes, Dinamarca, a pregos

elevados.
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Uma vez que o elevado custo das lipases se apresenta como o principal entrave a
sintese de HMFS por biocatdlise, muitos estudos tém sido feitos recorrendo a lipases néo
comerciais, como a lipase heteréloga do fungo de Rhizopus oryzae (Nunes et al., 2012; Tecelao
et al.,, 2012a; Simdes et al., 2013) ou a lipase de Carica papaya auto-imobilizada no latex,
extraida de residuos agricolas das plantacdes de papaia (Mukherjee e Kiewitt, 1998; Tecelado et
al., 2012b), de modo a averiguar as suas potencialidades como biocatalisadores para a sintese
de HMFS.

A utilizacdo de solvente organico ndo é recomendada porque (i) se trata da obtencéo de
um produto para alimentacédo infantil, (ii) encarece o processo e (iii) dificulta a recuperagédo do

produto, para além de (iv) constituir uma fonte de poluicdo ambiental.

Em resumo, os sucedaneos de leite materno podem ser obtidos por (i) aciddlise entre
TAG ricos em &cido palmitico na posi¢do sn-2 e AGL ou (ii) por interesterificacdo entre TAG,
geralmente, de gorduras naturais.

No presente trabalho, fez-se reagir a tripalmitina com AG polinsaturados 6mega-3 de
cadeia longa (obtidos por saponificacdo do 6leo de camelina), através de uma reacdo de
aciddlise enzimética, para a producédo de sucedaneos de gordura de leite materno enriquecidos
em 6mega-3 PUFA, como mostra a figura 2. Como biocatalisador testou-se a lipase heterdloga
de Rhizopus oryzae imobilizada em dois suportes diferentes, com o objetivo de compara-la com

uma lipase comercial.

w-3 LC-PUFA P w-3 LC-PUFA P

— P ! l —— w-3 LC-PUFA ! l —— -3 LC-PUFA
P via diacilglicerol — P via diacilglicerol — P

—p ‘7T L b ) VA | w-3LC-PUFA
w-3LC-PUFA P w-3 LC-PUFA P

Figura 2 — Representacédo esquematica da reacéo de acidolise enzimatica entre os AG polinsaturados 6mega-3
de cadeia longa obtidos do 6leo de camelina (w-3 LC-PUFA) e a tripalmitina (PPP; P — &cido palmitico),
utilizando uma lipase sn-1,3 especifica (adaptado de Xu et al., 2000).

Durante o tempo de permanéncia no reator, a reacdo referida vai prosseguindo da
seguinte forma (figura 2):

Numa primeira fase, os acidos gordos 6mega-3 sdo incorporados na posicdo sn-1 do
TAG tripalmitina, substituindo o acido palmitico que ai se encontrava. Desta substituicdo resulta
um TAG mono-incorporado, pela via diacilglicerol. Pela mesma via, outros acidos gordos 6mega-

3 vao substituir o 4cido palmitico da posi¢do sn-3 do TAG tripalmitina. O resultado € um TAG di-

32



SINTESE DE SUCEDANEQS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

incorporado, com os acidos gordos provenientes do 6leo de camelina a ocuparem as posicdes
sn-1,3, mantendo-se o acido palmitico inalterado na posi¢ao sn-2 do TAG, situacao favoravel do

ponto de vista nutricional (c.f. 2.2.2.). A reacdo pode ocorrer no sentido inverso, pela mesma via

diacilglicerol.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAIS

3.1.1. Biocatalisadores

Utilizou-se como biocatalisador a preparacdo comercial da lipase sn-1,3 seletiva de
Rhizomucor miehei (“Lipozyme™ RM IM”), uma lipase termoestavel, imobilizada em resina de
troca idnica, sintética e macroporosa. Esta lipase foi gentiimente cedida por Novozymes™, A/S,
Bagsvaerd, Dinamarca.

Recorreu-se também a uma lipase ndo comercial, a lipase heteréloga de Rhizopus
oryzae, produzida por sobre-expressao do gene correspondente numa estirpe mutante de Pichia
pastoris, pelo grupo do Professor Francisco Valero da Universidade Auténoma de Barcelona,
Espanha, conforme o procedimento descrito por Arnau et al. (2010). Esta enzima (rROL) foi
posteriormente imobilizada em dois suportes hidrofébicos distintos: Lewatit® VP OC 1600
(proveniente de Lanxess, Leverkusen, Germany) e Relizyme™ OD403/S (proveniente de
Resindion S.r.l., Binasco, Italy). Os procedimentos de ambas as imobiliza¢cdes serdo descritos

nos tépicos 3.2.2. e 3.2.3.
3.1.2. Suportes

3.1.2.1. Lewatit® VP OC 1600

O suporte Lewatit® VP OC 1600 é um polimero reticulado, macroporoso e hidrofébico,
formado por ésteres metacrilicos, que se apresenta na forma de pequenos granulos esféricos de
cor branca e opaca. O quadro 2 apresenta as principais propriedades fisicas e quimicas deste

suporte.

Quadro 2 — Principais propriedades fisicas e quimicas de Lewatit VP OC 1600
Fonte: Lanxess, informacédo do fabricante.

Grupo funcional nenhum
Densidade 1,06 g/ml
Retencédo de agua (+/- 5%) 55-65 % wi.
Dimenséo dos granulos (> 80%) 0,315-1mm
Area superficial 130 m%/g
Volume dos poros 0,5 cm’/g
Diametro médio dos poros 15 nm
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Lewatit VP OC 1600 permanece estavel a pH compreendido entre 5 e 9 e nhuma gama de
temperaturas entre -20° C e 100° C. Este polimero pode permanecer armazenado durante um
periodo maximo de 2 anos, a temperaturas que podem variar entre -20° C e 40°C. E um produto
seguro mas, em contacto com agentes oxidantes fortes (como o &cido nitrico), pode originar
reacdes violentas.

Relativamente ao seu campo de aplicagbes, destaca-se 0 uso como suporte para a

imobilizacdo de enzimas, especialmente de lipases.

3.1.2.2. Relizyme™ 0OD403/S

s

Tal como o suporte anterior, também Relizyme é composto por uma matriz rigida
polimérica de natureza metacrilica e hidrofébica, apresentando-se igualmente na forma de
perfeitos granulos esféricos de cor branca e opaca As principais propriedades fisicas e quimicas

deste suporte encontram-se no quadro 3.

Quadro 3 — Principais propriedades fisicas e quimicas de Relizyme OD403/S
Fonte: Resindion S.r.I, informacao do fabricante.

Grupo funcional Octadecilo
Densidade >1,1g/ml
Retencao de agua (+/- 5%) 65 —-75%
Dimenséao dos granulos 0,1 -0,3mm
Area superficial n.d.
Volume dos poros n.d.
Diametro médio dos poros 40-60 nm

n.d. — ndo disponivel

Este suporte tem uma elevada estabilidade fisica e quimica e baixa tendéncia para
fendmenos de expansdo quando imerso em solucbes de elevada molaridade e nos solventes
comuns. Apresenta ainda excelente resisténcia mecano-osmotica devido a reticulagéo intensa e
excelentes caracteristicas de filtracdo gracas a forma esférica e ao tamanho reduzido. Relizyme
0OD403/S permanece estavel em toda a gama de pH e a temperaturas entre 2 e 60° C. Este
polimero pode permanecer armazenado durante um periodo maximo de 6 meses, a temperatura

compreendida entre 4 e 6° C.
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3.1.3. Substratos

Como substratos para o presente trabalho foram utilizados: tripalmitina, da TCI Europe
N.V., Bélgica, e 6leo de camelina, produzido pela Olmiihle Fandler GmbH, Styria, Austria.

A tripalmitina, Cs;HggOg¢, apresenta-se no estado solido, sob a forma de um pé branco,
cujo ponto de fusédo a pressédo atmosférica ronda os 66° C. A sua massa molar é de 807,35 g
mol™. A tripalmitina usada apresentava um grau de pureza em acido palmitico superior a 85 %.

Quanto ao 6leo de camelina, este é extraido das sementes oleaginosas da Camelina
sativa L. Crantz, uma planta da familia Brassicaceae, nativa do norte da Europa e da Asia
Central. Atualmente pode ser encontrada, selvagem ou cultivada como planta oleaginosa,
principalmente na Europa, Asia e América do Norte.

A composicdo em acidos gordos do éleo de camelina usado neste trabalho foi avaliada
por cromatografia gasosa capilar, segundo a metodologia descrita em 3.2.5. (analise dos ésteres

metilicos por cromatografia gasosa capilar), e encontra-se no quadro 4.

Quadro 4 — Composicédo em acidos gordos (%) do 6leo de camelina utilizado.

Acido gordo Percgntagem pres_ente no
6leo de camelina

C14:0 0,07
C15:0 0,02
C16:0 6,3
C17:0 0,5

Saturados 9,85
C18:0 2,5
C20:0 0,03
C22:0 0,3
C24:0 0,13
Cil6:1 0,14
Cil7:1 0,03

Monoinsaturados 33,57
C18:1 18,1
C20:1 15,3
C18:2 19,4

Polinsaturados C18:3 35,5 56,5
C20:2 1,6

36



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

Para além de ser maioritariamente constituido por &cidos gordos insaturados
(aproximadamente 90 %), o 6leo de camelina apresenta também uma quantidade importante de
vitamina E, com um teor de cerca de 110 mg/100 g, tendo simultaneamente baixos valores de
acido erucico (1-3 %). Assim, é um 6leo apropriado para consumo humano, podendo ser usado
como 6leo de cozinha para diversos fins.

Para além dos seus aparentes efeitos benéficos na salde humana, é um 6éleo estavel e
resistente a oxidagéo, dada a elevada quantidade de antioxidantes que possui.

Pode ser igualmente usado para outros fins, nomeadamente para a alimentagdo animal e

para a producéo de biodiesel, bio lubrificante, combustivel de avides, etc.

3.1.4. Reagentes e outros materiais

Os principais reagentes e materiais de laboratério usados para a execucdo do presente
trabalho prético foram os seguintes:
2’,7’- diclorofluoresceina, da Fluka;
Acetona p.a., da Fisher Scientific;

Acido acético p.a., da Fisher Scientific;

NSEENEE NN

Acido cloridrico 36-38 % (m/m), massa molar: 36,46 g mol™ e densidade: 1,19
kg/dm3, da Fisher Scientific;

Acido sulfarico concentrado, da Riedel-de-Haén;

Cloroférmio p.a., da Fisher Scientific;

Etanol 96 % (v/v), da Panreac Quimica S.L.U.;

Eter de petrdleo p.a., da Fisher Scientific;

Eter etilico p.a., da Fisher Scientific;

Hidroxido de potassio em “pellets” (97%), da Chem-Lab NV;

Metanol Anidro p.a., da J.T. Baker;

n-Hexano 95 % (v/v), da Fisher Scientific;

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

Glutaraldeido 25 % p/p, da Merck.

Miristato de metilo (> 99 %), da Fluka;

Di-hidrogenofosfato de sédio p.a., da Panreac Quimica S.L.U.;
Hidrogenofosfato dissédico 12aq p.a., da Chem-Lab NV;

Piridina p.a., da Panreac Quimica S.L.U.;

n-Heptano p.a., da Fisher Scientific;

Tetra-hidrofurano p.a., da Sigma-Aldrich;

Monononadecanoina (99 %), da Larodan AB,;
N-metil-N-trimetil-silil-trifluoracetamida - MSTFA (> 90 %), da TCI Europe N.V.;

NN N N N N N T N N e N N N N N N N

Papel de filtro para analises qualitativas, @125 mm, Cat No 1001 125, da
Whatman™:
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v

Placas de silica-gel 60 para a cromatografia de camada fina (TLC), de dimensdes
20x20 cm e 0,25 mm de espessura, da Merck;

Os restantes reagentes utilizados foram de grau de pureza pro analysis e provenientes

de diferentes fornecedores.

3.1.5. Equipamentos

Os principais equipamentos e utensilios usados para a execucdo do presente trabalho

pratico foram os seguintes:

v
v

SN N N N U N N N N NN

Balanca de precisao (maximo 183 g), modelo 870 da Kern;

Cromatégrafo Gasoso Capilar, Finnigan TRACE GC Ultra, equipado com injetor
automatico AS 3000 da Thermo Electron Corporation, munido de uma coluna Trace
TR-FAME com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 ym de
filme e de um detetor de ionizac&o de chama;

Cromatoégrafo Gasoso Capilar, Agilant Tecnologies 7820A, equipado com injetor on-
column da Agilant Tecnologies, munido de uma coluna DB5-HT com 15 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,10 um de filme e de um detetor de
ionizacdo de chama;

Estufa de secagem, RT 360, Tmax=220 °C, da Heraeus;

Excicador, da Duran.

Evaporador Rotativo de Vacuo, Rotavapor R-200, da Biichi;

Lampada visivel nos UV (254 nm), da CAMAG;

Placas de agitacdo magnética, das marcas Variomag Compact e Velp Scientifica;
Placa de agitagdo magnética com aquecimento, da Velp Scientifica;

Reatores de vidro de parede dupla, com cerca de 25 cm?® de volume;

Cabeca termostatica, da Julabo ED;

Banho termostatico com refrigeracdo, modelo RTE-200, da Neslab;

Bomba de vacuo para filtracdo, modelo MZ 2C, da Vacuubrand;

Tina cromatografica de vidro, 22x20x10 cm;
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3.2. METODOS

3.2.1. Preparacéao dos acidos gordos livres

Os é&cidos gordos livres, usados em todas as reagfes de interesterificacdo do presente
trabalho pratico, foram obtidos a partir do éleo de camelina, com base no método descrito por
Sahin et al. (2005a).

Saponificaram-se 25 g de 6leo de camelina juntamente com uma mistura de 5,75 g de
hidroxido de potassio, 11 mL de agua destilada e 66 mL de uma solucdo aquosa de etanol 96 %
(v/v), em refluxo, num banho de agua a 100° C, durante 60 minutos.

Recorreu-se a um sistema de refluxo para manter a mistura em reacao a temperatura de
ebulicdo, evitando simultaneamente que ocorressem perdas de reagente ou solvente por
evaporagao. Assim, utilizou-se um condensador de refluxo, adaptado por uma junta esmerilada
ao baldo ou erlenmeyer que continha a mistura. O vapor produzido pelo aguecimento da mistura
atingiu o tubo interno do condensador e foi ai condensado, pelo contacto com a agua fria que

circulava pela parte externa do tubo, retornando ao baldo onde se processava a reacao (Fig. 3).

p Entrada de ar

Saida de agua

Mivel de refluxo

Entrada de
agua fria

Mistura em
ebulicdo
Fonte de calor

Figura 3 — Montagem de um sistema de refluxo. Fonte: Departamento Académico de Quimica e Biologia,
Universidade Tecnol6gica Federal do Panama.

Embora, teoricamente, o uso deste sistema permita um aquecimento prolongado sem
perdas, pode na verdade haver fuga de vapores através da junta, se esta nado estiver

perfeitamente adaptada. Além disso, pode haver fuga de vapores através da extremidade
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superior do condensador, que se encontra aberta, devendo-se, por essa razdo, controlar o
aguecimento de maneira a que o vapor alcance somente um terco da altura do tubo interno.

De seguida, adicionaram-se 50 mL de agua destilada a mistura saponificada obtida e,
posteriormente, esta foi transferida para uma ampola de decantagéo, onde a fase insaponificavel
foi extraida com n-hexano (2 x 100 mL) para ser seguidamente desprezada. A fase aquosa
obtida (Figura 4 (A)), que contém a fracao saponificada, foi depois acidificada com uma solucao
de HCI 3M, até se atingir um valor de pH de 1,0.

(B)

Figura 4 — (A) Obtencao da fase aquosa; (B) Extragdo dos acidos gordos livres.

De seguida, procedeu-se a extracdo dos acidos gordos livres com a adicao de 50 mL de
n-hexano (Figura 4 (B)), secando-se depois a fase organica com sulfato de sédio anidro. O
sulfato de sddio anidro foi removido por filtragdo, com o auxilio de papel de filtro e a solucéo foi
transferida para um bal&o de vidro periforme de 10 mL. O n-hexano foi evaporado no evaporador
rotativo a 40° C e a pressao inferior a 200 mbar (Figura 5).

Por forma a comprovar a eficiéncia do processo, confirmou-se a presenca de acidos
gordos livres, através da técnica de cromatografia em camada fina (c.f. 3.2.5.).

Os acidos gordos obtidos foram guardados em frasco de vidro ambar, onde foi
adicionado azoto gasoso como gas inerte, e foram depois armazenados a -18° C até ao

momento da sua utilizacao.
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Figura 5 — Evaporacéo no n-hexano num evaporador rotativo de vacuo.

3.2.2. Imobilizagdo da rROL em Lewatit® VP OC 1600

A lipase ndo comercial heteréloga de Rhizopus oryzae (rROL) foi imobilizada em
Lewatit® VP OC 1600. Para tal, juntou-se a enzima e o suporte, numa propor¢éo de 0,25 g de
rROL por grama de suporte, com 200 mL de uma solucdo tampéo de fosfato (pH=7,0; 0,1M). O
processo de imobilizacdo decorreu a temperatura ambiente, durante 18 horas, sob agitacédo
magnética suave (Figura 6).

Para a elaboracdo da solucdo tampao de fosfato (pH=7,0; 0,1M), preparou-se uma
solucdo A (6,95 g de NaH,PO, em 500 mL de agua destilada) e uma solugdo B (7,11 g de
Na,HPO, em 500 mL de agua destilada). De seguida, transferiram-se 305 mL da solucdo B para
um baldo volumétrico de 500 mL, perfazendo o volume com solugéo A.

Posteriormente, a enzima imobilizada foi separada da restante solugdo por filtracdo a
vacuo e foi depois colocada em contacto com 100 mL de solu¢éo tampao de fosfato (pH=7.0;
0,1M) contendo 2,5 % (v/v) de glutaraldeido, durante duas horas, a temperatura ambiente e
agitacdo magnética suave. A adicdo de glutaraldeido tem o objetivo de promover uma ligacao
mais intensa entre a enzima e o substrato, evitando que ocorra a libertacdo da enzima livre para
0 meio reacional, aquando a sua utilizagao. Por outras palavras, o glutaraldeido vai impedir que
a imobilizacdo enzimatica seja um processo reversivel, formando-se uma rede ou malha reticular

como mostra a figura 7.
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Figura 7 — Demonstracédo esquematica do papel do glutaraldeido na imobilizacéo enzimatica.
Fonte: Resindion S.R.L. — informagao do fornecedor.

A enzima imobilizada foi novamente recolhida por filtragdo a vacuo e lavada com solucéo
tampéo de fosfato (pH=7,0; 0,1M) (2 x 50 mL), com o objetivo de remover a enzima livre
(Teceldo et al., 2010).

A rROL imobilizada foi seca a pressao reduzida durante aproximadamente 10 minutos e

guardada em recipientes plasticos a 4° C, até ao momento da sua utilizac&o.

3.2.3. Imobilizagdo da rROL em Relizyme OD403/S

A metodologia para a imobilizacdo da rROL em Relizyme™ 0OD403/S é da autoria de
Albert Canet, do departamento de Engenharia Quimica da Universidade Auténoma de
Barcelona, Espanha, e foi gentilimente fornecida pelo professor Francisco Valero, docente da
referida universidade.

Primeiramente, dissolveu-se a lipase liofilizada em 60 mL de solugdo tampéo de fosfato
(pH=7,0; 5 mM), com agitagdo magnética suave a 4° C, por um periodo de 20 a 30 minutos. O

tampao referido foi preparado com 0,7098 g de hidrogeno fosfato dissédico anidro e agua

42



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

destilada até perfazer um litro de solugéo, ajustando o pH com HCI ou NaOH até ao valor
pretendido.

Simultaneamente, realizou-se 0 pré-tratamento do suporte, que consistiu em juntar 700
mL de uma solugdo de agua e acetona (50/50 v/v) a 4,5 g de Relizyme OD403/S, sob agitacédo
magnética suave durante o0 mesmo periodo de tempo que a agitacdo da solugdo que continha a
enzima, mas desta vez a temperatura ambiente. Usou-se agitacdo magnética suave para evitar a
fratura do suporte. Posteriormente, separou-se 0 suporte da solucdo por filtracdo a vacuo e
lavou-se o suporte repetidas vezes com agua destilada, para remover vestigios de acetona.

De seguida, deu-se o processo de imobilizagdo, colocando-se o suporte pré-tratado em
contacto com a solugéo da enzima, sob agitacdo lenta a 4° C. Apés um periodo de 4 a 7 horas,
separou-se a lipase imobilizada da solucéo por filtragdo a vacuo. A lipase foi lavada com 300 mL
da solucdo tampéo de fosfato (a mesma solugcédo que havia sido usada para a solubilizacdo da
lipase) e seca a vacuo durante 30 a 60 minutos. Para completar a secagem, a enzima foi
colocada cerca de 18 horas num exsicador e armazenada a 4° C até ao momento da sua

utilizagéo.

3.2.4. Interesterificagdo enzimatica

Todos os ensaios no ambito do presente trabalho pratico foram realizados em sistema
descontinuo e em meio livre de solvente, a pressdo atmosférica e sob agitacdo magnética,
durante 24 horas, & temperatura de 60° C, excetuando os ensaios de modelagdo e otimizacdo da
reacao de interesterificacdo que decorreram a diversas temperaturas (c.f. 3.2.4.3.).

As reacBes ocorreram em reatores cilindricos de vidro de parede dupla, com uma

capacidade de 25 cm® (Figura 8).

Figura 8 — Reator cilindrico de vidro de parede dupla (25 cm3) sob agitagdo magnética.
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A manutencdo da temperatura durante a reacao foi conseguida através da existéncia de
um circuito fechado, com circulacdo de agua a 60° C no interior da parede dupla do reator. O
aqguecimento da agua foi feito através de um banho termoestatizado, como se apresenta na

figura 9:

Figura 9 — Reatores em série aquecidos por banho termoestatizado.

A maioria dos ensaios foram realizados em duplicado e o meio reacional foi constituido
por 3,90 g de tripalmitina e 2,75 g de concentrado de &cidos gordos livres do 6leo de camelina,
ou quantidades equivalentes, de forma a respeitar uma razdo molar tripalmitina:acidos gordos
livres de 1:2., a excec¢do dos ensaios de modelacéo e otimizacao da reacdo de interesterificacéo
(c.f.3.2.4.3)).

Depois das respetivas quantidades de tripalmitina e de AGL serem pesadas e
adicionadas ao reator, esperou-se que a mistura estivesse completamente fundida, para entédo
adicionar a enzima imobilizada, na propor¢éo de 5 % (m/m), em relacdo & massa de tripalmitina.
Os reatores foram vedados com rolhas de borracha revestidas a folha de aluminio, a fim de
minimizar reacdes de oxidag&o durante o processo.

Depois de decorrida a reacao, recolheu-se a totalidade do meio reacional e filtrou-se em
papel de filtro, para a remo¢do do biocatalisador. Uma vez que a tripalmitina solidifica a
temperatura ambiente, a filtracdo deu-se numa estufa, a 60° C.

O meio filtrado foi armazenado a -18° C, em frascos de plastico e devidamente
identificados, até ao momento da sua andlise.

Os ensaios de interesterificacdo por aciddlise enzimatica foram realizados com todas as
preparagdes enzimaticas a testar (“Lipozyme RM IM”, rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600

e rROL imobilizada em Relizyme OD403/S) nas condi¢des previamente descritas.
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3.2.4.1. Estudo da influéncia da atividade da agua do biocatalisador na reacéo de

acidolise

Dada a importancia que a atividade da agua (a.) apresenta no decorrer de uma reacao
enzimatica, realizaram-se ensaios a diferentes valores de atividade da 4gua usando a lipase nao
comercial sn-1,3 seletiva rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600.

Antes de dar inicio as reacfes de aciddlise, foi necessario realizar o equilibrio da lipase a
diferentes valores de a,,. Para tal, o biocatalisador foi colocado em copos de vidro que por sua
vez foram guardados em frascos de vidro hermeticamente fechados contendo diferentes
solucbes salinas saturadas e incubados numa estufa a 35° C, como pode ser observado na
figura 10. A saturacéo das solugBes é condicdo essencial para que as trocas de massa ocorram
na extensdo desejada. A temperatura da estufa foi escolhida de modo a evitar desnaturacéo
enzimatica durante o pré-equilibrio da ay,.

Figura 10 — Equilibrio das lipases a diferentes valores de au.

Foram usadas 4 solucdes salinas distintas e cada uma delas foi posta em contacto com
enzima imobilizada (cerca de 4x1,7 g, quantidade suficiente para realizar quatro ensaios em
duplicado). Os sais utilizados foram de brometo de sédio (a, = 0,56; T= 30° C), cloreto de sddio
(aw = 0,75; T= 30° C), sulfato de amonio (a,, = 0,81; T= 30° C) e nitrato de potassio (a,, = 0,92; T=
30° C) (Pérignon et al., 2013).

Este procedimento tem por base que, ao colocar uma enzima (neste caso com valor
inicial de a,, de 0,946, a 30° C, determinado por um sensor de humidade Rotronic Hygroskop DT)
em contacto com as referidas solu¢des salinas, ocorrerdo trocas de massa, homeadamente

perda de 4gua por parte da enzima, até que se atinja o equilibrio, altura em que a enzima
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apresenta o mesmo valor de a, que a solucdo circundante, cessando-se as trocas de massa.
Assim, a enzima de cada valor de a,, foi pesada no dia zero e nos dias subsequentes, de forma a
avaliar a perda de massa (%) ao longo do tempo, até se atingir uma massa constante.

Apds o equilibrio da enzima a diferentes valores de a,, 0s ensaios de interesterificacdo

por aciddlise enzimatica decorreram nas condi¢des previamente descritas (c.f. 3.2.4.).

3.2.4.2. Ensaio cinético de acidodlise

Como foi referido anteriormente, a atividade das enzimas utilizadas nas reagfes de
acidolise foi avaliada em termos da percentagem de incorporacdo molar de acidos gordos nos
triacilglicer6is da tripalmitina, ao fim de 24 horas de reacdo. No entanto, a realizagdo de um
ensaio ao longo do tempo pode mostrar-se igualmente vantajosa, pois fornece informacéo
adicional sobre as propriedades dos biocatalisadores e a cinética da reacao.

Para perceber como ocorre o mecanismo de incorporacéo dos acidos gordos nos TAG
da tripalmitina ao longo do tempo e investigar quando € atingida uma situacao de quasi-equilibrio
da reacéo, foi realizado um ensaio a 60° C durante 48 horas, mantendo as condi¢des reacionais
referidas em 3.2.4. e utilizando como biocatalisador a rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600
com a atividade da agua de 0,946.

Foram retiradas amostras aos seguintes tempos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 24 e 48 h, recolhendo-
se cerca de 2 mL de meio reacional em cada tempo. Para tal, utilizou-se o dobro da massa dos
substratos e de biocatalisador em relacdo ao referido em 3.2.4 (ou seja, 7,8 g de tripalmitina, 5,5
g de AGL e 0,66 g de enzima imobilizada).

3.2.4.3. Ensaios de modelagao e otimizac&o da reacdo de aciddlise
Fundamentos da metodologia das superficies de resposta

A Metodologia das superficies de resposta (“Response Surface Methodology”, RSM)
consiste numa combinacdo de métodos estatisticos e matematicos, Util para determinar a
influéncia de cada variavel numa determinada variavel resposta, dentro de um grupo mais ou
menos vasto de fatores testados em simultdneo, com o objetivo de modelar e otimizar os
processos em causa, encontrando uma ou mais combina¢des do conjunto experimental de
fatores que levardo a uma resposta 6tima (Myers e Montgomery, 2002; Lumor e Akoh, 2005).

O recurso a RSM é bastante frequente na area industrial. O seu uso no delineamento
experimental possibilita a obtencdo de resultados estatisticamente aceitaveis com um nimero
reduzido de experiéncias, 0 que proporciona economias de tempo e de custos (Montgomery;
1997; Myers e Montgomery, 2002), bem como melhorias no desempenho e/ou qualidade de

produtos e processos industriais.
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Assim, a RSM tem sido largamente utilizada na otimizag&o de reacdes de producdo de
SL por varios investigadores (Shieh et al., 1995; Xu et al., 2000; Osério et al., 2001; Kim e Akon,
2005; Sahin et al., 2005b; Osoério et al., 2009; Tecelédo et al., 2012a; Simdes et al., 2013). Tal
deve-se ao facto de ndo existirem ainda modelos tedricos capazes de prever, completamente,
para um sistema complexo, os efeitos das caracteristicas da enzima, transferéncias de massa e
calor, fatores de estabilidade, da termodinamica da agua, etc. Outra razéo prende-se com o facto
de estes fatores poderem ter uma interacdo simultanea, o que influencia a resposta desejada
(Xu, 2003).

Através da RSM obtém-se equacdes polinomiais em funcéo das variaveis definidas como
significativas para a variavel resposta, que graficamente correspondem a superficies intituladas
“superficies de resposta”.

Quando sdo utilizados modelos fatoriais, a modelacdo das condicfes reacionais é
efetuada por polinomios de primeira ordem e, portanto, descritos graficamente por uma
superficie plana (Osério et al., 2001). Quando a estas matrizes se adicionam pontos centrais
e/ou pontos estrela, é possivel avaliar a curvatura da superficie de resposta e ajustar modelos
nao lineares aos resultados experimentais, uma vez que cada fator é testado em cinco niveis
(valores) diferentes.

A matriz central compésita rotativa (“Central Composite Rotatable Design”, CCRD) é uma
das mais utilizadas na RSM (Montgomery, 1997). E constituida por uma matriz fatorial, por um
conjunto de pontos estrela e um conjunto de repetigcbes do ponto central.

A matriz fatorial 2, em que k representa o nimero de variaveis, corresponde aos pontos
extremos, pontos que irdo definir a zona de interesse. Graficamente, sdo os vértices de um
guadrado cujo centro é a origem (0, 0), e os extremos inferior e superior séo -1 e 1 (Montgomery,
1997), no caso de se considerarem apenas dois fatores.

Os pontos estrela sdo pontos exteriores a matriz fatorial, mas dentro do dominio
experimental, representados por (-a, o). Cada variavel tem dois pontos estrela, situados nos
eixos de referéncia, a uma distancia de 2. No caso de duas variaveis, a=V2. Estes pontos
permitem testar a aplicabilidade do modelo (Montgomery, 1997), diminuem a influéncia dos
pontos centrais no resultado final, assim como o erro que a regido de interesse possa trazer,
caso tenha sido mal definida.

O ponto central (0, 0) corresponde ao Unico ensaio a ser repetido, de modo a permitir
estimar a variancia do erro experimental, que se considera constante ao longo de todo o dominio

experimental. Deverao, pois, existir varias repeticbes deste ponto (Montgomery, 1997).
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Figura 11 - Matriz central compdsita rotativa (“Central Composite Rotatable Design”) para duas variaveis, X; e Xa.
Os circulos representam os pontos da matriz fatorial, as estrelas os pontos estrela e o triangulo as repeti¢cdes do
ponto central (adaptado de Montgomery; 1997).

Para a elaboracdo de um delineamento experimental eficaz, devem ser feitos estudos
preliminares que permitam identificar as variaveis que atuam no processo, a regido de interesse,
0 ponto central e 0s niveis em que irdo variar os fatores que influenciam o processo.

Com o recurso a este método, obtém-se equacdes polinomiais que traduzem a resposta
ou variavel dependente, Y, em fungcéo das variaveis de decis@o ou variaveis independentes, X;.
Assim, origina-se uma superficie de resposta com dimensao (k+1), sendo k o nimero de

variaveis X;. Quando em presenca de duas variaveis, X; e X,, teremos:

Y =bo + biXy +boX; + b11X12 + b22X22 +b12X1X5 (EQ.1)

em que: b; e b, sdo os coeficientes lineares, bi; e by, 0s coeficientes quadraticos e by, 0

coeficiente linear de interagcao X;X,.

O ponto 6timo da varidvel resposta Y descobre-se calculando os valores méaximos ou
minimos da funcéo polinomial, através da sua derivatizacdo parcial em ordem a X; e X, e
igualizacédo de cada uma destas equacgdes a zero.

O ajuste do modelo aos resultados experimentais pode ser avaliado pelo coeficiente de
determinacdo R?, sendo R o coeficiente de correlacdo entre as variaveis independentes. O valor
de R? multiplicado por 100, da a percentagem de informacé&o contida nos dados que é explicada
pelo modelo. A inclusdo de inUmeras variaveis X;, mesmo que estas tenham um reduzido poder

explicativo sobre a variavel resposta Y, faz aumentar o valor de R2, 0 que incentiva a inclusao
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indiscriminada de variaveis. Para combater esta tendéncia, deve-se recorrer ao Rzaju, coeficiente
de determinacao ajustado, quando se pretende estudar a aplicabilidade de um modelo. O valor
de Rzaju é calculado a partir do valor de R?, de acordo com a eq. 2 (Wiesberg, 1985). A inclusdo
de variaveis com pouco poder explicativo prejudica o valor do RZ%y, na medida em

que k aumenta, sem isso aumentar substancialmente o valor de R*:
R? 4u = 1 = [(n-1)/(n-k)] x (1- R®) (Eq.2)
em que: n € o numero de ensaios e k o nimero de variaveis X; no modelo.

Tanto o valor de R? como o de Rzaju variam entre 0 e 1 e, quanto maior a proximidade a

unidade, maior o ajuste do modelo & realidade. O R? aju € sempre inferior ao R?.

Procedimento experimental

Recorreu-se a Metodologia das Superficies de Resposta para modelar e otimizar as
condicdes da reacdo catalisada pela enzima que apresentou maior atividade de aciddlise nos
ensaios anteriores. De acordo com a CCRD utilizada, fizeram-se variar dois fatores: a
temperatura da reagdo (a variar entre 58° C e 72° C) e a formulacdo do meio reacional, dada

pela razdo molar tripalmitina:AGL (a variar entre 1:1,2 e 1:6,8).

Quadro 5 - CCRD usada nos ensaios de aciddlise entre a tripalmitina (PPP) e AGL do éleo de camelina.

Ensaio T (°C) RM PPP:AGL
1 60 1:2
2 60 1:6 Matriz Fatorial
3 70 12 2k = 22
4 70 1:6
5 57,93 1:4
Pontos Estrela
6 72,07 1:4
7 65 1:1,2 =2
8 65 1:6,8
9 65 1:4 Repeticbes do
10 65 1.4 ponto central
11 65 1:4
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Os ensaios foram conduzidos de forma aleatéria mas todos sob condi¢bes semelhantes,
de acordo com a metodologia descrita no tépico 3.2.4., para a compreensao das interaces entre
estas duas variaveis e 0s seus efeitos na reacao de aciddlise.

A massa de biocatalisador foi igualmente mantida constante nos ensaios, representando
5 % (w/w) da massa do substrato ndo variavel, a tripalmitina.

Realizou-se um total de 11 ensaios, cada um com duracdo de 24 horas, entre os quais 3

foram repeti¢cdes do ponto central, como é visivel no quadro 5. N&o se efetuaram duplicados.

3.2.5. Andlise dos produtos de reacéao

Técnica de cromatografia em camada fina

A cromatografia em camada fina (TLC) é uma técnica cromatografica de separacao de
misturas de compostos nédo-volateis. Devido a relativa rapidez e simplicidade de operacéo, é um
excelente método para a andlise qualitativa dos produtos de reacéo do presente trabalho.

Assim, para determinar a quantidade de acidos gordos incorporados nos triacilgliceréis
da tripalmitina, seguiu-se o seguinte procedimento para cada amostra recolhida, apds a reacao
de interesterificacéo:

Dissolveram-se 0,06 g de meio reacional em 10 mL de cloroférmio p.a., depositando-se
de seguida 200 L desta solugdo em banda continua numa placa de TLC de silica gel (fase

estacionaria), a cerca de 1,5 cm do bordo inferior desta, como mostra a figura 12.

1-15cm
Frente do solvente =P =====-vccccccccccnnccccncccccccreccccccaacaae-

Linhas orientadoras para
aplicacdo da amostra

----------------------------------------------- < Linha do solvente
1cm

1.5cm

Figura 12 — Representagdo esquematica da deposicdo de amostra numa placa de TLC.
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A placa foi colocada em posicao vertical, dentro de uma tina cromatografica de vidro
tapada (figura 13), contendo 100 mL de solugdo eluente (fase movel) constituida por n-hexano,

éter etilico e acido acético, numa proporcédo de 70:30:1,5 (v/v/v), respetivamente.

Figura 13 — Placas em tina cromatografica.

Ao longo de cerca de 45 minutos, o eluente ascendeu ao longo da placa por capilaridade,
sendo a separacdo conseguida porque os diferentes grupos de compostos percorrem a placa de
TLC a velocidades distintas, consoante a maior ou menor afinidade para com a fase
estacionaria. A placa foi removida da tina antes da frente de solvente atingir o topo da fase

estaciondria e deixou-se secar durante uns minutos, a temperatura ambiente.

Figura 14 - Exemplo de uma placa de TLC de silica gel, sendo visiveis os diferentes grupos de compostos que
constituem o meio reacional.
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De seguida, a placa foi pulverizada com aproximadamente 0,2 % (m/v) de uma solugéo
reveladora de 2':7’ — diclorofluoresceina em etanol a 95 % (v/v) e observada a luz ultravioleta a
254 nm. Foram identificados os varios grupos de compostos (triacilglicerois, acidos gordos livres,
diacilglicer6is e monoacilgliceréis), por comparagcdo com padrbes de referéncia, conforme

indicado na figura 14.

Método de metilacdo para obtencdo dos ésteres metilicos dos &cidos gordos

Para obtencdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME), seguiu-se o método de
metilagcdo descrito no Jornal Oficial das Comunidades Europeias de 1991, N°L248/47:

Raspou-se a banda de silica gel da placa de TLC referente aos TAG com o0 auxilio de
uma espatula e adicionaram-se aos TAG 5 mL de reagente de metilagdo. Este € composto por
metanol anidro, n-hexano e acido sulfirico concentrado numa proporcao de 75:25:1 (v/v/v)
respetivamente, sendo o acido sulfurico sempre adicionado em dultimo lugar, por induzir a
ocorréncia de uma reagao exotérmica.

A metilacdo deu-se num baldo de Erlenmeyer esmerilado ao qual foi adaptado um tubo
condensador de refluxo, tal como ocorreu durante a saponificacdo (Figura 3). A mistura esteve
em ebuligdo sob refluxo durante 60 minutos, num banho de agua a cerca de 80° C.

Decorrido este periodo de tempo, adicionaram-se 10 mL de agua destilada e 10 mL de
éter de petréleo e a mistura resultante foi transferida para uma ampola de decantagéo, a qual foi
agitada vigorosamente para permitir a separacdo das duas fases distintas na decantacdo - a
fase etéra ou organica (em cima) e a fase aquosa (em baixo) — deixando-se simultaneamente

sair algum ar para aliviar a presséo interna da ampola, como mostra a figura 15 (A).

(A)
\.\"s‘,‘:"g
[
‘;( S
N

P~

Figura 15 — (A) Representacéo esquematica da etapa de separacgdo das fases organica e aquosa (Fonte:
Departamento Académico de Quimica e Biologia, Universidade Tecnoldgica Federal do Panama); (B) Etapa de
separacdo das fases organica e aquosa.
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Removeu-se e desprezou-se a fase aquosa (Figura 15 (B)), recuperando-se somente a
camada superior (fase orgéanica), que foi lavada duas vezes com agua destilada (2 x 10 mL) e
seca com sulfato de sédio anidro.

O sulfato de sodio anidro foi removido por filtracdo em papel, obtendo-se assim o extrato
metilado que foi transferido para um baldo de vidro periforme de 10 mL para evaporacdo do
solvente no evaporador rotativo, a 30° C e pressao inferior a 200 mbar.

Por fim, congelou-se a amostra contida no baldo de vidro periforme, até ao momento da

analise dos FAME por cromatografia gasosa.

Andlise dos ésteres metilicos por cromatografia gasosa capilar

O residuo seco obtido no evaporador rotativo, apds evaporacdo do solvente, foi
dissolvido em 100 pL de uma solucdo de 0,1 % (m/v) de miristato de metilo (padréo interno) em
n-hexano, sendo posteriormente 1 pL desta solugdo analisada por cromatografia gasosa.

As andlises foram efetuadas num Cromatégrafo Gasoso do modelo Finnigan TRACE GC
Ultra gas chromatograph (Thermo Electron Corporation), munido de uma coluna capilar Thermo
TR-FAME (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym filme), um injetor automatico AS 3000 da Thermo Electron
Corporation (a operar em modo splitless) e um detetor de ionizacdo por chama.

As temperaturas do injetor e do detetor mantiveram-se a 250° C e 260° C,
respetivamente. Utilizou-se hélio como gas transportador, a um caudal de 1,5 mL/min. O are o
hidrogénio foram fornecidos ao detetor a caudais de 350 mL/min e 35 mL/min, respetivamente.

Para a andlise das amostras, o programa de temperaturas foi ajustado da seguinte
forma: 60° C durante 1 min; aumento para 150°C a uma taxa de 15° C/min; manutencédo da
temperatura a 150° C durante 1 min; aumento para 220°C a uma taxa de 5° C/min; patamar final
a 220° C durante 10 min.

3.2.6. Avaliacdo do grau de incorporacdo molar nos triacilgliceroéis

O grau de incorporagdo molar de acidos gordos nos triacilgliceréis da tripalmitina, como
resultado das reacbes de aciddlise entre esta e o0s acidos gordos provenientes do 6leo de
camelina, foi calculado para a maioria das amostras do presente estudo, como forma de avaliar a
atividade enzimatica em cada caso e, consequentemente, proceder a comparacdes entre as
diferentes amostras.

Da analise cromatografica das diferentes amostras, obtiveram-se 0s respetivos
cromatogramas e “peak lists”, com os tempos de retengdo (em minutos) dos compostos

presentes nas amostras e as areas dos picos dos mesmos (Figuras 16 e 17).
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RT:|8.01-2270

Counts

Figura 16 — Exemplo de um cromatograma obtido de uma amostra de ésteres metilicos resultante da
reacdo de aciddlise entre a palmitina e os AGL provenientes do 6leo de camelina e identificacdo dos picos mais
relevantes.

Primeiramente, fez-se corresponder a cada pico o respetivo acido gordo livre, de acordo
com o seu tempo de retengdo, por comparagdo com padrdes de referéncia.

Através das areas dos picos (%) apresentadas na “peak list”, calculou-se a percentagem
massica e a percentagem molar (expressa em mol-%) de incorporagéo nos triacilglicerdis, para
cada acido gordo.

A percentagem massica é calculada através da razdo entre a area do pico de um AGL e
0 somatério das areas dos picos de todos os AGL presentes nessa amostra.

Para calcular a percentagem molar, comecou-se por calcular o nimero de moles para
cada AGL, definido como a razéo entre a percentagem massica e a massa molar do respetivo
AGL. Depois, calculando a razédo entre o numero de moles desse AGL e o somatério do nimero
de moles de todos os AGL presentes na amostra, determinou-se a percentagem molar para cada
AGL.

Para determinar a incorporacéo molar total de AGL nos triacilglicer6is numa determinada
amostra, fez-se o somat6rio dos valores de percentagem molar obtidos para cada AGL, sendo
descontadas as percentagens molares do &cido palmitico e dos restantes é&cidos gordos
presentes na composicao da tripalmitina, que se consideraram ser todos 0s que apresentam um

numero de carbonos inferior a 16, assim como o acido C16:1.
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PEAK LIST
Time-course-t=8h_raw
RT: 0.00-31.99

Mumber of detected peaks: 26

Apex BT Stat RT End BT Area ShArea Height %Height
6,38 6,32 6,44 5455933 0,42 1304425 0,5
7,96 7,94 8,05 613206,8 0,47 2072919 0,79
9,75 9,68 9,85 7760667 0,59 2195904 0,83
10,78 10,73 10,84 1647256 0,13 5100148 0,19
11,36 11,26 11,42 8476506 0,65 1281225 0,49
12,01 11,79 12,15 1.05E+08 80,12 19883054 75,48
12,48 12,42 12,69 1006098 0,77 32557438 1,24

13,04 12,98 13,12 3989745 0,3 158517 0,44
13.37 13.32 13,48 2440204 019 467977 0,18
14,26 14,17 14,38 1884601 1,44 3967346 1,51
14,62 14,5 14,79 4649765 3,55 1015282 3,85
15,32 15,25 16,43 3411822 2,61 B87478.8 337
15,684 18,77 15,94 2674213 0,2 43786,19 017

16,21 16,11 16,34 6107393 4,67 1717824 6,52
16.65 16.59 16,75 2966876 0,23 5784692 0,22

17,01 16,91 17,15 2270528 1,73 4187761 1,59
17,72 17,65 17,75 201370,7 0,15 4955563 0,19
17.87 17.84 17,91 1620271 0,12 55691.91 0.21
18,23 18,2 18,28 740405 0,06 226844 0,09

18,58 18,52 18,63 1213012 0,09 3703547 0,14
19.34 19.25 1946 4102498 0,31 7000988 0.27

19,9 19,84 19,95 5776983 0,44 2101097 0.8
20,3 20,2 20,38 3119242 0,24 5187382 0,2
20,55 20459 20,61 ga058 0,07 2394314 0.09
21.41 21,34 21,5 5229718 0.4 155816 0,59
21,74 21,69 21,79 72844 91 0,06 20761,96 0,08

Figura 17 — Exemplo de “peak list” de uma amostra de ésteres metilicos resultante da reacéo de
acidolise entre a palmitina e os AGL provenientes do 6leo de camelina.

3.2.7. Estudo da cinética da reacédo

Procedimento experimental

As reagbes de interesterificacdo efetuadas com o objetivo de estudar a cinética da
reacdo foram realizadas nas condi¢8es referidas em 3.2.4., de modo semelhante ao das reacdes
usadas para avaliagédo do grau de incorporacao molar de AG nos TAG.

De forma a compreender a cinética da reacdo, procedeu-se de acordo com o seguinte
método (adaptado da norma europeia EN 14105, Abril de 2011), para as varias amostras, apos
reacdo de aciddlise:

Dissolveram-se 0,05 g de meio reacional a analisar em 10 mL de hexano. Desta mistura,
transferiram-se 0,5 mL para um baldo de vidro periforme de 10 mL para evaporacao do solvente

no evaporador rotativo, a 40° C e pressao de 78 mbar.
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Ao residuo seco obtido, adicionaram-se 400 uL da solugdo do padrdo interno para
monoacilglicerdis (Pl Mono C19), 200 uL de piridina e 200 uL de N-metil-N-trimetil-silil-
trifluoracetamida (MSTFA). Os reagentes devem ser adicionados segundo a ordem referida,
agitando-se vigorosamente as amostras e mantendo-as protegidas de humidade. Seguiu-se um
tempo de espera de 15 minutos, a temperatura ambiente.

A solucédo do Pl Mono C19 foi preparada diluindo 50 + 0,1 mg de monononadecanoina
em 20 mL de tetra-hidrofurano. Entre utilizacGes, esta solucdo deve ser armazenada a 4° C,
mantendo-se estavel durante 3 meses.

Apds os 15 minutos referidos, juntaram-se 4 mL de n-heptano a mistura, sendo
posteriormente 1 uL desta solugdo analisada por cromatografia gasosa.

Utilizou-se um cromatégrafo gasoso capilar, Agilant Tecnologies 7820A, equipado com
injetor on-column da Agilant Tecnologies, munido de uma coluna DB5-HT com 15 m de
comprimento, 0,32 mm de didametro interno e 0,10 um de filme e de um detetor de ionizacéo de
chama.

As temperaturas do injetor e do detetor mantiveram-se a 83° C e 380° C, respetivamente.
Utilizou-se hélio como gas transportador, a um caudal de 2,2 mL/min. O ar e o hidrogénio foram
fornecidos ao detetor a caudais de 300 mL/min e 30 mL/min, respetivamente.

Para a andlise das amostras, o programa de temperaturas foi ajustado da seguinte
forma: 50° C durante 4 min; aumento para 180° C a uma taxa de 15° C/min; manutencdo da
temperatura a 180° C durante 10 min; aumento para 230° C a uma taxa de 7° C/min;
manutencdo da temperatura a 230° C durante 17 min; aumento para 370° C a uma taxa de 10°

C/min; patamar final a 370° C durante 43 min.

Andlise dos resultados das amostras

Da analise cromatografica das amostras, obtiveram-se os respetivos cromatogramas e
“peak lists”, com os tempos de retengdo (em minutos) dos compostos presentes nas amostras e
as areas dos picos dos mesmos, tal como referido em 3.2.6.

Pelo estudo dos cromatogramas e das respetivas “peak lists”, &€ possivel retirar uma série
de informacdes importantes acerca da cinética da reacdo, como quantificar o consumo de
tripalmitina, a variacdo de outros compostos presentes na amostra (como o acido palmitico livre
e os restantes AGL) e a formacao de novas espécies (MAG, DAG e TAG).

Primeiramente, fez-se corresponder a cada pico de interesse o respetivo composto ou
espécie de compostos, de acordo com o seu tempo de retencdo, por comparacdo com padrdes

de referéncia.
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Figura 18 - Cromatogramas A e B relativos, respetivamente, aos tempos 0h e 24h de uma determinada reagéo
de interesterificagcdo realizada (C16:0 — acido palmitico; C18:1 — &cido oleico; Mono C16 — monopalmitina; PI-
mono — padrao interno de monoacilgliceréis; PPP — tripalmitina).

Pela norma europeia EN 14105, Abril de 2011, e por andlise dos resultados obtidos

através da técnica de cromatografia em camada fina, consideraram-se como sendo TAG todos

0s compostos com tempo de retencdo igual ou superior a 25 minutos. Dos Vvarios picos
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detetados, apenas foi possivel identificar com exatidéo o pico correspondente a tripalmitina, pois
apenas dispunhamos do padréo de referéncia para este composto.

Os conjuntos de picos referentes aos MAG e aos DAG foram reconhecidos tendo por
base o supracitado, tendo os primeiros um tempo de retencdo compreendido entre
aproximadamente 17,8 e 20 minutos e 0os segundos entre 20 e 25 minutos, aproximadamente.
Destes dois grupos de compostos, apenas foi possivel identificar com exatidéo o pico referente a
monopalmitina (Mono C16), pois apenas dispunhamos do padrédo de referéncia para este
composto. O seu tempo de retencéo é de aproximadamente 17,8 minutos.

Como dispunhamos de padrédo para os acidos gordos caprilico (C8:0), caprico (C10:0) e
oleico (C18:1), estes puderam ser facilimente identificados nos cromatogramas das varias
amostras. Consideraram-se igualmente como AGL todos o0s picos com tempo de retencdo
inferior ao tempo de retencdo da monopalmitina.

A figura 18 exibe os cromatogramas A e B relativos, respetivamente, as amostras inicial e
apos 24h de uma determinada reacao de acidédlise realizada no ambito do presente trabalho.
Nesta figura, encontram-se referidos os tempos de retencdo dos picos de maior importancia,
assim como a identificagdo do composto ou grupo de compostos em causa.

Com base na informagéo contida na figura 18, foi possivel estudar a variagdo de cada
grupo de compostos em causa ao longo da reagdo, assim como a composi¢cdo do meio reacional

ao fim do tempo t de aciddlise.

Para cada amostra, calculou-se a massa de tripalmitina (g) presente no tempo t, pela
equacao da curva de calibracdo respetiva (figura 19), usando para tal a razdo entre as areas dos
picos referentes a tripalmitina e ao padrdo interno, bem como a razdo entre as respetivas
massas. Procedeu-se do mesmo modo para a amostra do tempo zero. O consumo de
tripalmitina (g) corresponde, obviamente, a diferenca entre a massa presente no tempo zero € a
massa detetada no tempo t da reacdo. Dividindo este valor pela massa de tripalmitina no tempo
zero, encontrou-se a percentagem de consumo de tripalmitina (% m/m).

Para quantificar a tripalmitina residual (% m/m) no tempo t para uma determinada
amostra, ou seja, a tripalmitina que nédo foi consumida durante a reacao, calculou-se somente a

diferenca entre 100% e o valor do consumo de tripalmitina obtido para essa amostra (% m/m).
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Area Tripalmitina/Area Pl Mono = 0,528 (Massa tripalmitina/Massa Pl Mono C19)
R*=0,857

*

Area tripalmitina/ Area PI MonoC19

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12 14

Massa tripalmitina/ Massa PI Mono C19

Figura 19 — Curva de calibragdo para a tripalmitina.

Para quantificar a formacao de novos TAG, calculou-se o somatorio das areas dos picos
correspondentes aos TAG, & excec¢do da tripalmitina, para a amostra no tempo t. Por falta de
padrdes e de curvas de calibracao para os restantes TAG, recorreu-se novamente a equacao da
curva de calibracdo para a tripalmitina para calcular a massa referente aos TAG: com 0
somatorio das areas dos TAG (no lugar da area da tripalmitina), a area do padréo interno e a sua
massa, calculou-se a massa de TAG para a amostra no tempo t (g). Procedeu-se de igual modo
para a amostra do tempo zero. A diferenca entre as massas obtidas para o tempo t e para o
tempo zero corresponde a massa dos novos TAG formados durante a reacéo de acidolise.

Determinou-se também o grau de conversdo de tripalmitina em novos TAG. Este é
definido como a percentagem de reagente convertido em produto e é calculado pela razéo entre
a massa de novos TAG formados do decurso da reacdo e a massa de tripalmitina presente no

tempo zero da reagao.

N&o foi possivel a elaboragdo de curvas de calibracdo para DAG e MAG: no primeiro
caso, nao estava disponivel padrdo para DAG e, no segundo caso, a curva de calibracdo obtida
para a monopalmitina (Unico MAG para o qual dispinhamos de padrao) apresentou um valor de
R? de cerca de 0,55, pelo que se optou por ndo a utilizar para a quantificacdo das massas de
MAG.

Deste modo, recorreu-se novamente a curva de calibracdo da tripalmitina, para
quantificacdo das massas de MAG e DAG. Dada a pequena importancia que estes grupos de
compostos apresentam para o trabalho em causa, a quantificagéo das suas massas foi feita em
conjunto. Assim, com o somatorio das areas dos picos referentes a MAG e a DAG, a area do
padrdo interno e a sua massa, calculou-se a massa de MAG+DAG para a amostra no tempo t

(9). Procedeu-se de igual modo para a amostra do tempo zero. A diferenca entre as massas
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obtidas para o tempo t e para o tempo zero corresponde a massa dos novos MAG e DAG

formados no decurso da reacao de aciddlise.

Para quantificar a presenca de AGL (a excecdo do acido palmitico) presentes numa
determinada amostra, calculou-se o somatério das areas dos picos considerados como AGL (a
excecdo do acido palmitico), para a amostra no tempo t. Por falta padrdes e de curvas de
calibracdo para todos os AGL, recorreu-se a equacao da curva de calibracdo para o &cido
céaprico, representada na figura 20, para calcular a massa referente aos AGL (a exce¢édo do
palmitico). Esta € bastante semelhante a curva de calibracdo para o acido caprilico (apenas
existe uma ligeira variagdo ao nivel da segunda casa decimal do declive) e, portanto, presumiu-
se que as curvas de calibracdo para os restantes AGL seriam igualmente semelhantes. Inserindo
na referida equacdo o somatorio das areas dos AGL (a excecao do acido palmitico), a area do
padrdo interno e a sua massa, obteve-se a massa referente a totalidade dos AGL, a excecao do
acido palmitico (g). Procedeu-se do mesmo modo para a amostra do tempo zero, para
determinacdo dos AGL presentes no inicio da reacao.

Uma vez que a presenca de acido palmitico livre provem da hidrélise dos TAG de
tripalmitina, este foi quantificado isoladamente, pela importancia que apresenta no ambito do
presente trabalho. Para tal, procedeu-se de modo igual ao referido para a quantificagdo dos

restantes AGL.

AreaC10/Area Mono C 19 =0,8609 (massa C10/ massa Pl Mono C19)
R?=0,9965

0,8

Area C10/Area Pl Mono C19

0 0,2 04 0,6 0.8 1

Massa C10/Massa PI Mono C19

Figura 20 — Curva de calibragao para o acido caprico (C10:0).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividades cataliticas e sele¢cdo do biocatalisador

A atividade catalitica das trés preparagdes enzimaticas em estudo (“Lipozyme RM IM”,
rROL em Lewatit VP OC 1600 e rROL em Relizyme OD403/S) foi avaliada determinando-se 0s
graus de incorporacdo dos acidos gordos do 6leo de camelina nos TAG da tripalmitina. As
reacdes foram realizadas em duplicado e os graus de incorporacao massica (%) e molar (mol-%)

obtidos para cada preparacao enzimatica sao apresentados no quadro 6.

Quadro 6 — Valores de incorporagéo dos acidos gordos livres (AGL) do 6leo de camelina na tripalmitina (PPP)
para as diferentes lipases usadas, ap6s 24 h de reacéo, a 60°C e pressao atmosférica, em meio livre de
solvente, com razdo molar PPP: AGL de 1:2 e carga de enzima de 5% em relacdo a massa de PPP.

Incorporacao Incorporagdo molar (mol-%)
massica total
0, ola
(%) Total SFA MUFA PUFA
Lipozyme RMIM | 54,8+003 | 50,3+0,03 23’321“ %’%5 28’541’
rRol em Lewatit 17,8 + 14,0 + 11,5+
VP OC 1600 468x527 | 433431 | o0g 267 0,50
rRol em
RelizymeTM 21,2+0,02 | 19,5+0,29 i’%j 51’3;; 1%’2?51'
0D403/S ’ : :

Observando o Quadro 6, verifica-se que 0s maiores niveis de incorporacdo na
tripalmitina, apos 24 h de reacgédo, a 60° C e pressao atmosférica, em meio livre de solvente, com
razdo molar PPP: AGL de 1:2, ocorreram para a “Lipozyme™ RM IM” (Inc. Méassica: 54,8 %, Inc.
Molar: 50,3 mol-%). Foram obtidos valores bastante proximos para a rROL quando imobilizada
em Lewatit (Inc. Massica: 46,8 %, Inc. Molar: 43,3 mol-%). No entanto, quando se testou esta
enzima imobilizada em Relizyme, os valores de incorporacdo massica e molar foram reduzidos
para menos de metade (Inc. Massica: 21,2 %, Inc. Molar: 19,5 mol-%).

Contudo, analisando somente os graus de incorporagdo de PUFA, constata-se que a
rROL imobilizada em Relizyme parece ser o biocatalisador mais adequado a incorporagéo desta
classe de acidos gordos, uma vez que cerca de 51 % dos &cidos gordos incorporados por esta
enzima nos TAG da tripalmitina sdo polinsaturados. Esta percentagem é relativamente préxima
da obtida para a reagdo catalisada pela enzima comercial “Lipozyme™ RM IM”, cuja
incorporacdo de PUFA representa 40 % da incorporagcao molar total (ou seja, Inc. Molar PUFA:
20,2 mol-%). Silva (2009) obteve um valor bastante semelhante de incorporacdo molar (20,8
mol-%), na reacdo de acidolise de tripalmitina com um concentrado de TAG enriquecidos em

6mega-3 PUFA, catalisada pela “Lipozyme™ RM IM”. Mais baixo foi o valor obtido para a rROL
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imobilizada em Lewatit, que ronda os 27 % em relagdo a incorporagcao molar total (ou seja, Inc.
Molar PUFA: 11,5 mol-%).

Quanto aos émega-3 PUFA, detetou-se uma incorporacdo molar de EPA de 0,53 mol-%
no caso da rROL imobilizada em Relizyme e de 0,60 mol-% no caso da rROL imobilizada em
Lewatit. Para a enzima comercial, ndo foi detetada qualquer incorporagdo deste AG. O DHA,
outro omega-3 PUFA importante (c.f. 2.2.3.), ndo se mostrava presente em nenhum
cromatograma das amostras em causa. Tal pode ser justificado pelo facto do grau de
incorporacao ser influenciado por diferengas ao nivel do comprimento da cadeia e do nimero de
ligagbes duplas das moléculas. O EPA (C20:5) tem uma cadeia carbonada menor e menos
ligacBes duplas que o DHA (C22:6). Assim, a molécula de EPA tem uma forma molecular mais
simples, comparativamente com o DHA. Estas diferencas, juntamente com a especificidade das
enzimas para os diferentes acidos gordos, conduzem a diminuicdo da incorporacédo de DHA na
tripalmitina, comparativamente a de EPA (Hamam e Shahidi, 2008).

A “Lipozyme™ RM IM” parece ser o biocatalisador mais adequado a produgédo de HMFS
ricos em PUFA, por acidolise entre a tripalmitina e os AGL provenientes do 6leo de camelina,
num sistema reacional com as condi¢cdes descritas, uma vez que foi o biocatalisador que
apresentou os valores mais elevados das incorpora¢gfes molar e massica, juntamente com um
valor bastante elevado de incorporagdo de PUFA (apesar da auséncia de incorporacdo molar de
EPA e DHA). No entanto, esta € uma enzima comercial, vendida a preco elevado, o que dificulta
0 seu uso a nivel industrial como alternativa aos catalisadores inorganicos.

Por essa razao, e devido ao resultado promissor da incorporagédo molar total obtido com
a rROL imobilizada em Lewatit, optou-se por este biocatalisador ndo comercial para os ensaios
subsequentes da presente tese, apesar desta enzima mostrar a menor afinidade para a
incorporacdo de dmega-3 PUFA na tripalmitina, pelo menos nas condi¢bes realizadas neste
estudo. Assim, desenvolveram-se estudos adicionais com este biocatalisador mas em condi¢des
reacionais diferentes, com o intuito de aumentar o rendimento do processo e otimizar as
condicbes da reacéo.

Quanto a rROL imobilizada em Relizyme, apesar de mostrar bastante afinidade para com
0s 6mega-3 PUFA, parece ndo apresentar grande atividade catalitica, pelo menos nas condi¢des
realizadas neste estudo, dado o baixo valor de incorporacdo molar total.

Resta referir que a escolha do biocatalisador devia basear-se ndo s6 na sua atividade de
interesterificacdo (expressa pela percentagem de incorporacao de AG nos TAG) mas também na
sua estabilidade operacional, pois ambas as caracteristicas sdo importantes em termos de
economia de processo. No entanto, na presente tese, a escolha do biocatalisador foi feita
apenas com base na comparacao das atividades cataliticas das diferentes enzimas.

A avaliacdo da seletividade sn-1,3 e a determinacéo da composicédo em acidos gordos na
posicdo sn-2 dos TAG sao igualmente importantes para a selecdo do biocatalisador mais

adequado a producdo de HMFS. Trabalhos semelhantes sobre este tema, usando a rROL como
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biocatalisador, confirmam a sua seletividade sn-1,3. E o caso de Simdes et al. (2013), cujos TAG
obtidos pela reacéo de interesterificacdo entre a banha e um concentrado comercial de AGL rico
em 0mega-3 PUFA, catalisada pela rROL imobilizada em Accurel MP 1000, apresentaram cerca
de 80 % de &cido palmitico na posicdo sn-2 (em relacdo ao conteldo total de acido palmitico nos
TAG). Esta manutencao do acido palmitico na posicao interna dos TAG é desejavel do ponto de

vista nutricional (c.f. 2.2.2.) e confirma a seletividade sn-1,3 da rROL.

4.2. Influéncia da atividade da 4gua da rROL na reacédo de acidolise

Apesar da atividade de interesterificacdo ndo ser a mais elevada, optou-se por prosseguir
0 presente estudo com a enzima rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600, uma vez que se
trata de uma enzima ndo comercial e para a qual existem ainda poucos estudos em sistemas
semelhantes.

Avaliou-se a influéncia da atividade da agua inicial do biocatalisador na sua atividade
catalitica. Para tal, procedeu-se, numa primeira fase, ao pré-equilibrio da rROL (previamente
imobilizada em Lewatit) em 4 valores distintos de a,, a 35° C: 0,56, 0,75, 0,81 e 0,92. Ao colocar
a rROL (com valor inicial de a, de 0,946, a 30° C) em contacto com solu¢es salinas com 0s
referidos valores de a,,, ocorreram trocas de massa, nomeadamente perda de agua por parte da
enzima, até ao momento em que se atingiu uma situacdo de estabilidade, altura em que a
enzima apresentava aproximadamente o mesmo valor de a, que a solucdo circundante,
cessando-se as trocas de massa. Para averiguar ao fim de quanto tempo se atingiu tal situacéo,
foram efetuadas pesagens da enzima ao longo dos dias, calculando-se a perda de massa da
mesma em relacdo a massa pesada no dia anterior. Os resultados encontram-se apresentados
no quadro 7.

Tal como se pode observar no referido quadro, quanto mais baixo é a a, da solucdo
onde se encontra a rROL, mais rapido ocorre a perda de massa e portanto mais rapidamente se
conclui o pré-equilibrio. Isto porque, quanto maior a diferenca entre o valor de a, inicial da
enzima e o da solucdo, mais favorecidas sdo as trocas de massa entre a enzima e 0 meio
circundante.

Considerou-se finalizado o pré-equilibrio da lipase quando foi detetada uma percentagem
de perda de massa inferior a 5 %. No caso da lipase sujeita a a,, 0,92, optou-se por concluir o
pré-equilibrio antes de se atingir tal percentagem, pois havia a risco de inativagdo da lipase, por

esta estar sujeita durante varios dias a uma temperatura de 35° C.
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Quadro 7 — Dados relativos a pesagem das amostras referentes ao pré-equilibrio da rROL imobilizada em Lewatit a diferentes valores de ay.

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Massa de | Massa de | Perda de | Massa de | Perdade | Massade | Perdade | Massade | Perdade | Massade | Perda de
enzima enzima massa** | enzima massa ** enzima massa ** enzima massa ** enzima massa **
(9) (9) (%) (9) (%) (9) (%) 9) (%) (9) (%)
a, 0,56 0,7600 * 0,4376 42,42 0,4392 -0,37
ay 0,75 1,7597 1,0054 42 .87 0,9595 4,56
a, 0,81 1,6840 1,3336 20,81 1,0941 17,96 0,9687 11,46 0,9605 0,85
a, 0,92 1,6017 1,4217 11,24 1,3095 7,89 1,1990 8,44 1,0806 9,87 1,0130 6,26

* Devido a problemas ocorridos durante o pré-equilibrio da rROL a aw 0,56, houve necessidade de repeti-lo, pelo que se optou por usar uma menor

massa de enzima, ainda assim suficiente para realizar o ensaio em duplicado.

** As perdas de massa referidas para cada dia dizem respeito a diferenca entre a massa pesada nesse dia e a massa pesada no dia imediatamente

anterior. Assim, a percentagem de perda de massa no caso do dia x foi calculada da seguinte forma:

Perda de massa t, (%)= [(Massa enzima t.;) — massa enzima ty) / massa enzima t,.;] x 100 (Eq. 3)
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Ap0s concluido o pré-equilibrio da rROL nos 4 valores de a, estudados, a enzima foi
usada para catalisar a reacdao de aciddlise da tripalmitina com os AGL do 6leo de camelina,
mantendo as condicdes do ensaio anterior. As reacdes foram realizadas em duplicado. No
quadro 8 sao apresentados os graus de incorporacdo massica (%) e molar (mol-%) obtidos para

cada valor de a,, testado, ao fim de 24 horas de reacao.

Quadro 8 — Valores de incorporagéo dos acidos gordos livres (AGL) do 6éleo de camelina na tripalmitina (PPP)
para a rROL em Lewatit, a diferentes valores de atividade da agua, apds 24 h de reacéo, a 60°C e presséo
atmosférica, em meio livre de solvente, com razéo molar PPP: AGL de 1:2 e carga de enzima de 5% em relacao
a massa de PPP.

Ingorporagao Incorporagéo molar (mol-%)
massica total
(%) Total SFA MUFA PUFA
a, 0,56 19,1+ 2,00 17,5+1,80 0,6 + 0,39 4.4 +1,19 12,6 £ 0,22
a, 0,75 23,0+2,21 21,1+2,02 0,5+0,87 5,0+ 0,57 15,6 + 3,46
a, 0,81 41,8+ 1,42 35,5+1,28 21,8+ 0,29 2,7+0,05 |11,00+ 1,22
a, 0,92 53,8 + 7,08 51,4 +6,70 2,3+0,04 11,2 +1,97 37,9+47

Tal como se pode visualizar no quadro 8, o aumento gradual do valor de a, da rROL
favorece a reagdo de acidolise entre os AGL do 6leo de camelina e a tripalmitina nas condig6es
consideradas, o que se traduz em aumentos nos valores totais de incorporacdo massica e
incorporacdo molar. A mudanca do valor de a,, de 0,56 para 0,75 provoca um aumento pouco
acentuado na atividade enzimatica. No entanto, quando se aumenta a a,, até 0,81, a atividade
enzimatica aumenta bastante, atingindo-se quase o dobro dos valores de incorporacdo molar e
massica relativamente aos conseguidos para a a, de 0,75. A a, de 0,92, atinge-se o valor
maximo de atividade catalitica, que corresponde a 53,8 % de incorporacdo massica total e 51,4
mol-% de incorporagao molar total.

Quanto a incorporacdo molar de PUFA, pode concluir-se que esta acompanhou o
aumento da incorporacdo molar total provocado pelo aumento da ay, correspondendo a 72-74 %
do valor de incorporagcdo molar total obtido para cada a,. Para a a, de 0,92, registou-se uma
incorporacéo molar de PUFA de aproximadamente 38 mol-%.

Relativamente aos 6mega-3 PUFA, ndo se detetou novamente qualquer incorporacdo de
DHA para nenhum dos valores de a,, analisados, o que indica que a rROL néo apresenta grande
afinidade ou especificidade para com este AG. Tal pode apresentar-se como uma limitacdo ao
seu uso como biocatalisador para a producdo de HMFS, uma vez que a presenca de DHA é
bastante importante nas formulas para lactentes, por ser um AG fundamental para o crescimento

saudavel dos recém-nascidos. Quanto ao EPA, detetaram-se o0s seguintes valores de
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incorporacdo molar: 0,34 mol-%, 0,5 mol-%, 0,75 mol-% e 1,27 mol-%, respetivamente para 0s
valores de a,, de 0,56, 0,75, 0,81 e 0,92.

Os valores do quadro 8 apresentam-se bastante promissores. No entanto, parecem nao
estar de acordo com o resultado obtido no ensaio anterior, para o qual se observou uma
incorporacdo molar total de 43,3 mol-% para a rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600 (que
apresenta um valor de a,, de 0,946, medido a 30° C). Se realmente o acréscimo de a,, favorecer
a reacdo de aciddlise catalisada por esta enzima, entdo os valores de incorporacdo molar
obtidos no ensaio a a,, 0,92 deveriam ser inferiores aos obtidos com a enzima a a,, 0,946, o que
nao se verifica. Foram realizadas varias repeticdes para os varios a,, em causa e 0s resultados
mantiveram-se. Assim, estes resultados podem ser explicados pelo facto de se terem usado
lotes de rROL diferentes no ensaio as a, 0,92 e 0,946 ou, por qualquer razdo, a atividade
catalitica da enzima é favorecida com o acréscimo de a,, até 0,92, onde atinge um maximo e
depois decresce. Para tirar estas duvidas, poder-se-ia ter realizado um ensaio a a,, superior a
0,946.

Assim, assumiu-se que o aumento da a, favorecia a incorporagdo molar e,
consequentemente, a incorporacdo molar de PUFA, pelo que se usou, nos restantes ensaios da
presente tese, a enzima rROL imobilizada em Lewatit no seu valor de a,, natural.

Como foi visto em 2.3.2.2.4. (Atividade da agua), o grau de hidratacdo da lipase
condiciona fortemente a natureza da reacdo, 0 seu rendimento e posicdo de equilibrio: meios
organicos quase anidros favorecem reacdes de esterificacdo e de interesterificacdo (0 que se
pretende), enquanto valores de a,, elevados favorecem a reacao de hidrélise dos acilglicerois. De
facto, as lipases apresentam, em geral, maior atividade na esterificagdo e na interesterificagdo
dos lipidos em meios de a,, entre 0,2 e 0,5 ou mesmo em meios quase isentos de agua (a, de
0,064 a 0,11), dependendo do biocatalisador utilizado e das condi¢des da reacéo (Bloomer et al.,
1992; Parvaresh et al., 1992; Svensson et al., 1992; Ferreira-Dias e da Fonseca, 1995; Osorio et
al., 2001; Adlercreutz et al., 2002; Nascimento et al., 2004; Petersson et al., 2007).

Contudo, diferentes enzimas apresentam exigéncias diferentes em relacdo a a, que
necessitam para manter um nivel apreciavel de atividade catalitica e, por essa razdo, alguns
estudos provaram que existem lipases cuja atividade maxima de esterificacdo ou
interesterificacao se verifica para valores de a,, superiores a 0,5 e, em alguns casos, a valores de
a, proximos de 1, onde seria de esperar que ocorresse apenas a reacdo de hidrélise (Ferreira-
Dias et al., 2003; Petersson et al., 2007; Pires-Cabral et al., 2007). E o caso da lipase comercial
imobilizada de Thermomyces lanuginosa cuja atividade tende a aumentar com o aumento da
atividade da agua (Pérignon et al., 2013). Também a lipase/aciltransferase de Candida
parapsilosis exibiu, a a, 0,97 e em meio livre de solvente, uma atividade de interesterificagdo
similar a de lipases imobilizadas comerciais (Osorio et al., 2009).

Dados obtidos em trabalhos anteriores com a rROL, enzima em estudo, mostram que

esta enzima se comporta do mesmo modo que as anteriores, no que diz respeito a influéncia da
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atividade da agua na sua atividade catalitica. Em estudos de estabilidade operacional, a rROL
imobilizada em Lewatit VP OC 1600 mostrou uma maior atividade de interesterificagdo quando
re-hidratada entre ensaios consecutivos, tanto na producdo de TAG estruturados do tipo MLM
(Nunes et al., 2012) como na producao de sucedaneos de gordura do leite materno (Teceléo et

al., 2012a), o que mostra a sua preferéncia por meios com presenca de agua.

4.3. “Time-course” da reacdo de acidolise catalisada pela rROL

Tal como foi referido em 4.1., a atividade das enzimas utilizadas nas reacdes de acidolise
foi avaliada em termos da percentagem de incorporagdo molar de acidos gordos nos
triacilglicerdis da tripalmitina. No entanto, efetuar um ensaio ao longo do tempo pode mostrar-se
igualmente vantajoso, pois fornece informacdo adicional sobre as caracteristicas dos
biocatalisadores, nomeadamente sobre a velocidade inicial da reacdo e sobre quando se atinge
o equilibrio cinético.

Como é sabido pelo estudo da cinética enzimatica, a atividade de uma enzima nao é
constante ao longo do tempo, apresentando tendéncia para seguir uma curva (e ndo uma reta
afim) até se atingir um patamar ou uma situacdo de quasi-equilibrio, altura em que nao
compensa prolongar a reacao, pois nao havera maior extenséo da reacdo ou formacgéo adicional
de produto.

O tempo que decorre até se atingir este estado estacionario depende dos substratos
usados, das condi¢cdes do meio reacional e, claro, do biocatalisador em causa. Assim, para cada
reagdo, o conhecimento do tempo que decorre até se atingir a situacdo de quasi-equilibrio é
bastante importante, pois permite otimizar a duracdo da reacdo. No caso do presente trabalho,
visto que os ensaios anteriores foram sempre realizados com a duracdo de 24 horas, recorreu-se
ao acompanhamento da reacdo ao longo do tempo para perceber se deve manter-se esta
duracédo em ensaios futuros, se é vantajoso aumenta-la ou, se pelo contrario, deve optar-se por
uma diminuicdo do tempo de reacdo em ensaios futuros, o que facilitaria grandemente o trabalho
laboratorial e funcionaria simultaneamente como uma mais-valia para 0 uso da interesterificacdo
enzimatica a nivel industrial, em sistemas continuos.

Assim, realizou-se uma reacdo de aciddlise entre a tripalmitina e os AGL do 6leo de
camelina, catalisada pela rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600, mantendo as condi¢es
usadas anteriormente — temperatura de 60°C, pressdo atmosférica, meio livre de solvente, com
razdo molar PPP: AGL de 1:2 e carga de enzima de 5% em relacdo a massa de tripalmitina -
retirando-se amostras ao fim dos seguintes tempos: Oh, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 24h e 48h.

Com as amostras obtidas, calculou-se a incorporagdo molar dos AGL do dleo de
camelina nos triacilglicerois da tripalmitina (mol-%), tal como sucedeu nos ensaios anteriores.
Decidiu-se quantificar também o consumo tripalmitina (% m/m), de acordo com o referido em

3.2.7. Os resultados obtidos, para as diferentes horas, encontram-se apresentados na figura 21.
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Figura 21 — Incorporacé@o molar dos AGL do 6leo de camelina na tripalmitina (PPP) (A), consumo de PPP (0) e
PPP residual (o), ao longo de 48 horas de aciddlise catalisada pela rROL em Lewatit, a 60°C e pressao
atmosférica, em meio livre de solvente, com razdo molar PPP: AGL de 1:2 e carga de enzima de 5% em relacédo
a massa de PPP.

Na figura 21, encontram-se representadas trés curvas, que dizem respeito a
incorporacéo molar dos AGL nos TAG de tripalmitina, ao consumo de tripalmitina e a quantidade
de tripalmitina residual.

Quanto a incorporacao molar, esta foi calculada de acordo com o referido em 3.2.6. Uma
vez que o biocatalisador em causa é uma enzima sn-1,3 seletiva, o valor de incorpora¢do molar
(mol-%) deve ser, no maximo, igual a 66 %, o que corresponde ao corte de todas as ligacdes sn-
1 e sn-3 dos TAG de tripalmitina e posterior re-esterificagdo, com formacao de novos TAG, pela
incorporacdo dos AGL do 6leo de camelina (oleico, linoleico, linolénico, etc) nessas posicoes,
com manutencéo do acido palmitico na posicdo interna dos TAG. Esta situacdo seria a ideal,
uma vez que se pretendem produzir sucedaneos de gordura do leite materno. O valor de
incorporacdo molar pode ser superior a 66 %, caso ocorram migracdes dos grupos acilos das
posicbes sn-1,3 para a posicdo interna dos TAG pois, apesar da seletividade e da
regioespecificidade das lipases, estas nunca sdo absolutas, e portanto as lipases podem
igualmente cortar algumas posi¢des sn-2. Este fendmeno pode ser favorecido por alguns fatores
como atividade da agua, temperatura, carga de enzima e tempo de reacdo. Estas reacdes
secundarias ndo sao desejaveis, no caso da producdo de HMFS, pois originam TAG com outro

acido gordo a ocupar a posicao sn-2 que ndo o acido palmitico.
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O valor maximo de incorporacdo molar obtido foi de 37 mol-%, as 48 horas, o que é
bastante inferior & incorporacéo tedrica maxima de 66 mol-%. As 24 horas, o valor registado foi
de 26,4 mol-%, o que é bastante inferior ao obtido no ensaio de selecdo do biocatalisador no
qual, nas mesmas condicbes e também com a rROL imobilizada em Lewatit VP OC 1600, se
atingiu uma incorporagdo molar de 43,3 = 4,31 mol-%. Assumiu-se que esta variacdo se deveu
ao facto dos lotes de enzima utilizados terem sido diferentes e da imobilizagdo ter sido feita em
duas alturas distintas (pode ter ocorrido algum problema na segunda imobilizacdo que se
traduziu num decréscimo da atividade da lipase aquando os ensaios do “time-course”).

As outras duas curvas presentes na figura sdo complementares, na medida em que
ambas fornecem a mesma informacdo, mas de pontos de vista diferentes. O consumo de
tripalmitina corresponde a quantidade que foi consumida durante a reacdo e, obviamente, a
tripalmitina residual é a diferenca entre 100 % e esse valor, para cada hora, representando a
quantidade de tripalmitina que nao reagiu ou que ndo originou outros compostos.

Ao contrario da incorporacdo molar, no caso do consumo de tripalmitina pretende-se um
valor o mais elevado possivel, de preferéncia 100 %. Ou seja, queremos que toda a tripalmitina
gue se encontra presente no tempo zero reaja e origine novas espécies quimicas, de preferéncia
novos TAG. No entanto, durante a interesterificacdo, existe uma primeira etapa de hidrélise com
libertacdo de grupos acilo, seguida de uma etapa de esterificacdo, onde se formam outros
acilglicerdis para além de TAG (ou seja, MAG e DAG de diferentes composic¢des). Assim, para
um determinado tempo de reacdo, o valor obtido para o consumo de tripalmitina € sempre
bastante superior ao valor de incorporacdo molar.

Tal como no caso da incorporacao molar, também o valor méximo obtido para o consumo
de tripalmitina foi bastante inferior ao desejado 100 %. No final da reacéo, havia-se consumido
69,9 % (m/m) da tripalmitina inicial, sendo que as 24 horas o valor registado foi de 60,2 % (m/m).
Ou seja, existe uma quantidade bastante consideravel de tripalmitina que, ao fim de 48 horas de
reagao, continua sem ser consumida e sem originar novos TAG ou outras espécies quimicas.

Perante os valores de incorporacdo molar e de tripalmitina consumida, pode-se afirmar
gue a duragédo ideal dos ensaios deve ser de 24 horas, tal como os realizados anteriormente.
Isto porque o acréscimo de incorporacdo conseguido das 24 as 48 horas nao parece
suficientemente elevado para compensar esse acréscimo de tempo.

Com os dados obtidos, parece que ndo se atinge nenhuma situacdo de quasi-equilibrio
até as 48 horas, pois nem a curva do consumo de tripalmitina nem a da incorporagdo molar
apresentam um patamar ou uma zona completamente estacionaria. Ambas continuam a crescer
continuamente até as 48 horas, no entanto com um declive bastante menos acentuado ao longo
do tempo. Estes resultados contrastam bastante com os obtidos por Teceléo et al. (2012a), onde
se atingiu uma situacdo de quasi-equilibrio ao fim de 6 horas, na producdo de HMFS através da
reacdo de aciddlise entre a tripalmitina e o acido oleico, em meio livre de solvente com a rROL

imobilizada em Lewatit VP OC 1600, e ao fim de 12 horas, nas mesmas condi¢cdes, mas com a
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rROL imobilizada em Accurel MP 1000. Tal pode ser explicado por diferencas de afinidade da
rROL em Lewatit para os AGL. Nos ensaios descritos por Teceldo et al. (2012a), utilizou-se
apenas acido oleico, enquanto no presente estudo se utilizou uma grande variedade de AGL,
nomeadamente PUFA. No quadro 6, esta patente uma maior afinidade da rROL para os MUFA

(como o &cido oleico) do que para os PUFA.

4.4. Modelacéao e otimizagdo das condi¢cdes reacionais para a rROL

Perante os resultados obtidos nos ensaios anteriores, realizou-se um ensaio de
modelacdo e otimizacdo da reacdo de aciddlise catalisada pela rROL imobilizada em Lewatit,
mantendo constantes a maioria das condigbes do primeiro ensaio (a, 0,946, pressao
atmosférica, meio livre de solvente e carga de enzima de 5% em relacdo & massa de
tripalmitina), sendo o tempo de reagdo igualmente de 24 h, pelo justificado na seccgéo 4.3.

Fez-se variar a razdo molar e a temperatura, relativamente as usadas nos ensaios
anteriores (nos quais se fixou a temperatura de 60° C e a razdo molar Tripalmitina:AGL de 1:2),
uma vez que se pretendeu investigar se estas variaveis teriam efeitos significativos na cinética
da reacgdo de aciddlise entre a tripalmitina e os AGL provenientes do 6leo de camelina.

Os resultados obtidos nos ensaios de modelacéo e otimizacdo das condi¢des reacionais
para a rROL em Lewatit, segundo uma CCRD (c.f. 3.2.4.3.) foram analisados através do
programa Statistica TM, da Stasoft, versdo 5, USA, e encontram-se apresentados no quadro 9,

assim como as condi¢des operacionais para cada ensaio.

Quadro 9 — Matriz central compdsita rotativa (CCRD) utilizada na modelacéo da aciddlise e na otimizagdo das
condi¢des reacionais e valores de tripalmitina consumida (% m/m) para cada ensaio, apds 24h de reagéo,
catalisada pela rROL imobilizada em Lewatit (Temperatura - T; Razao Molar — RM; PPP - tripalmitina).

Ensaio T (°C) RM PPP:AGL PPP consumida (% m/m)
1 60 1:2 63,8
2 60 1:6 39,1
3 70 1.2 12,7
4 70 1:6 31,4
5 57,93 1:4 18,6
6 72,07 1:4 21,4
7 65 1:1,2 62,7
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8 65 1:6,8 34,9
9 65 1:4 46,6
10 65 1:4 13,8
11 65 1:4 41,4

A partir da matriz apresentada (Quadro 9) foi possivel ajustar um modelo aos dados
experimentais. A segunda repeticdo do ponto central da matriz ndo foi considerada no modelo
em causa, por apresentar uma discrepancia acentuada relativamente aos valores das outras
duas repeticdes. Isto podera dever-se ao facto de o sistema reacional ndo ter permanecido
termoestatizado durante um periodo de tempo indeterminado.

No Quadro 10 estdo representados os valores dos efeitos e respetivos valores de p para
todas as variaveis testadas, apds 24 horas de aciddlise catalisada pela rROL imobilizada em

Lewatit.

Quadro 10 — Resultados dos efeitos e respetivos valores de p para as variaveis testadas na cinética da reagdo
de aciddlise entre a tripalmitina e AGL do 6leo de camelina, catalisada pela rROL imobilizada em Lewatit.
(L-efeito linear; Q-efeito quadratico; T-temperatura; RM-razéo molar; TxRM-interacdo entre T e RM).

Fator Efeito Valor de p
TEC) (L) -13,67 0,20
TCC)(Q) -22,72 0,13

RM (m/m) (L) -11,32 0,28
RM (m/m) (Q) 6,03 0,65
TxRM 21,68 0,17

Apesar de nenhum dos fatores estudados (razdo molar e temperatura) apresentar efeitos
significativos na reagcdo de aciddlise, avaliada pelo consumo de tripamitina (pois todos
apresentam um valor de p superior a 0,05), para o ajuste do modelo da superficie de resposta
apenas foi desprezado o termo quadratico do fator razao molar, por apresentar um valor de p
extremamente elevado, de aproximadamente 0,65.

Apesar do fraco efeito que as varidveis em estudo parecem ter no consumo de
tripalmitina, por analise dos resultados obtidos verificou-se que um aumento quer da temperatura
quer da razdo molar se traduz numa reducéo na resposta, isto €, num decréscimo da quantidade

de tripalmitina consumida (% m/m), uma vez que tanto a temperatura e como a razao molar
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apresentaram efeitos lineares negativos. Verifica-se também que a temperatura é a variavel mais
determinante no sistema reacional em estudo.

Na figura 22, encontram-se representadas a superficie de resposta relativa a quantidade
de tripalmitina consumida, em fungcdo da temperatura e da razdo molar, e a sua respetiva

projecdo. Tal como seria de esperar, a superficie obtida é convexa, uma vez que o Unico termo
guadratico considerado no modelo, a temperatura, apresenta um efeito negativo.

(A)

oj AR R L

(B)

[Tripalmitina ] (Mol-%)

Razdo Molar

56 58 60 62 G4

&6 Ba 70 72 74 EH0O
Temperatura (°C)

Figura 22 — (A) Superficie de resposta ajustada a quantidade de tripalmitina consumida por aciddlise com AGL
do dleo de camelina, catalisada pela rROL em Lewatit, em fungéo da temperatura do meio reacional (° C) e da
razdo molar PPP:AGL (m/m) e (B) respetiva projecao.
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Verifica-se que a quantidade de tripalmitina consumida apds 24 horas de reacédo de
interesterificagdo entre esta e os AGL do 6leo de camelina, catalisada pela rROL imobilizada em
Lewatit VP OC 1600, em funcdo da temperatura do meio reacional e da composicdo dos
substratos, pode ser representada por uma superficie convexa descrita pelo seguinte polindmio

de 2° grau:

Tripalmitina consumida (% m/m) = - 1702,68 - 59,9 T - 0,5 T?- 73,29 RM + 1,08 (T x RM)

(Ea. 4)

em que T representa a temperatura e RM a razdo molar PPP:AGL. Os valores obtidos
para R” e R%ustado fOram de apenas 0,742 e 0,536, respetivamente. Estes valores traduzem-se
num ajuste mediano do modelo, ou seja, cerca de 74 % dos resultados experimentais séo
explicados pelo modelo. A figura 23 demonstra a relagdo existente entre os valores de

tripalmitina consumida preditos pelo modelo e os observados experimentalmente.
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Figura 23 — Relag&o entre os valores de tripalmitina consumida preditos pelo modelo (% m/m) e os observados

experimentalmente (% m/m).

Pela observacao do quadro 9 e da figura 22, pode-se verificar que 0s maiores consumos
de tripalmitina foram obtidos nos ensaios realizados com os valores mais baixos de temperatura
e de razdo molar testados, uma vez que estes dois fatores se apresentam inversamente

relacionados com o consumo de tripalmitina (quadro 10). Assim, foi no ensaio 1 da CCRD, com
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temperatura de 60° C e razdo molar PPP:AGL de 1:2, que se obteve o valor mais elevado de
tripalmitina consumida. Esta conclusdo € bastante positiva, pois significa que todos os ensaios
da presente tese realizados anteriormente foram executados de acordo com a temperatura e
razdo molar 6timas para a rROL. Como seria de esperar, o valor de tripalmitina consumida obtido
no ensaio 1 da CCRD é bastante semelhante ao obtido para as 24 horas no ensaio time course
(c.f. 4.3)).

Efeito da Temperatura

Regra geral, em reacdes catalisadas por enzimas, um aumento da temperatura traduz-se
num aumento da conversdo de substratos em produtos, o que contrasta com o0s resultados
obtidos. Um aumento da temperatura provoca uma maior solubilidade do substrato, diminuindo a
viscosidade do meio reacional e favorecendo uma maior transferéncia de massa, o que favorece
a extensdo da reacdo (Matsumoto e Ohashi, 2003). Além disso, segundo a lei de Arrhenius, um
aumento da temperatura reacional resulta num efeito de aceleracdo das reac¢des catalisadas por
enzimas.

N&o obstante, sabe-se que o aumento da temperatura provoca dois efeitos simultaneos
mas contraditorios na reacéo (c.f. 2.3.2.2.4. Temperatura): provoca colisdes entre os reagentes e
a enzima, resultando num aumento da velocidade da reagcdo e num maior consumo dos
reagentes, ao mesmo tempo que pode igualmente acelerar a inativacdo enzimatica (Malcata et
al., 1990).

Fixando a razdo molar PPP:AGL de 1:2, a subida de temperatura de 60 para 70° C faz
descer bruscamente a quantidade consumida de tripalmitina, de 63,8 para 12,7 % (m/m), valores
mais alto e mais baixo de todos os 11 ensaios realizados, respetivamente. No caso da razao
molar de 1:6, a mesma subida de temperatura provoca um decréscimo no consumo de
tripalmitina, no entanto ndo tdo pronunciado. Quando se fixa a raz8o molar de 1:4 e se aumenta
a temperatura de 58° C para 65° C e depois para 72° C, a quantidade de tripalmitina consumida
sofre primeiro um aumento e depois um decréscimo. Por estes resultados, podemos entdo supor
que, até cerca de 65° C, o aumento da temperatura provoca um acréscimo da velocidade da
reacdo que se sobrepfe ao acréscimo da taxa de desnaturacao proteica, resultando num efeito
conjugado positivo, ou seja, hum aumento do consumo de tripalmitina. A partir de 65° C
aproximadamente, o consecutivo aumento de temperatura parece provocar um acréscimo da
velocidade da reacdo que ja ndo é suficiente para se sobrepor ao acréscimo da taxa de
desnaturacdo proteica, resultando num efeito conjugado negativo, ou seja, num decréscimo do
consumo de tripalmitina por inativacéo da lipase.

Vaérios estudos realizados com a rROL demonstraram que melhores resultados se
atingem com o decréscimo da temperatura. E o caso de Simdes et al. (2013), cuja reacdo de
acidolise enzimatica entre a banha e um concentrado de 6leo de peixe rico em PUFA, em meio

livre de solvente, apresentou o maior valor de incorporacdo molar de PUFA (24 mol-%) para a
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temperatura minima testada (40° C). Nunes e colaboradores (2011) testaram o efeito de
diferentes temperaturas na reacdo de aciddlise entre azeite e acido caprico, catalisada por esta
enzima, e o maior valor de incorporagdo molar de C10 foi novamente obtido a 40° C. Em 2007,
Ghamgui e colaboradores realizaram um estudo comparativo entre o biocatalisador rROL na sua
forma livre e imobilizada em CaCOQOs;. Os resultados revelaram uma temperatura reacional 6tima
de 37° C em ambos os casos. Num estudo semelhante (Kharrat et al., 2011) foi delineada a
mesma matriz de teste, mas fazendo variar o suporte e utilizando solvente no meio reacional.
Este estudo revelou também uma temperatura reacional étima de 37° C. No caso do sistema em
causa, nao é possivel empregar temperaturas do meio reacional tdo baixas, por ndo permitirem a

fusdo da tripalmitina.

Efeito da Razao Molar

Tal como sucedeu no caso da temperatura, seria de esperar que um aumento da razdo
molar em AGL se traduzisse num maior consumo de tripalmitina, uma vez que o aumento da
guantidade de um dos substratos tende a deslocar o equilibrio reacional no sentido da formacéo
de produtos (Yang et al., 2003). No entanto, a tendéncia observada experimentalmente foi
precisamente a inversa: para as temperaturas de 60°C e de 65°C, verifica-se um decréscimo
acentuado da quantidade de tripalmitina consumida a medida que aumenta a razao molar
utilizada. Simdes et al. (2013) relataram a mesma tendéncia quando realizaram ensaios com
valores de temperatura e de razdo molar idénticos aos usados no presente trabalho e usando
igualmente a rROL mas imobilizada em Accurel MP 1000. Tal poderé estar relacionado com uma
inibicdo enzima-substrato ou perda de atividade por parte da lipase. Niveis elevados de AGL
produzem niveis elevados de acidos carboxilicos, o que pode acidificar o meio e a fase micro-
aguosa que envolve a lipase, ou causar adsor¢des de agua da interfase onde atua a lipase, o
gue limita a sua atividade (Sim&es et al., 2013). Também ja foi demonstrado que um elevado teor
em AGL podera ter um efeito inibitério na enzima, com consequente aumento do tempo de
reacdo até se atingir o equilibrio (Xu et al., 2000).

Além disso, é importante notar que a presenca excessiva de AGL, dos quais grande
parte ndo ira reagir, ndo é desejavel em termos de pureza do produto final obtido e do custo do
processo de purificagdo (Ferreira-Dias, 2009), pois existe uma grande quantidade de AGL
misturados com os TAG finais que se pretendem recuperar. O aumento da razdo molar implica
também um acréscimo no custo com substratos, o que encarece e inviabiliza o processo
enzimatico.

E importante referir que, nos ensaios realizados & temperatura de 70°C, o aumento da
razdo molar de 1:2 para 1:6 traduziu-se num aumento do consumo de tripalmitina. Pensa-se que
tal terd acontecido porque a presenca de maior quantidade de AGL no meio reacional
(correspondente & razao molar de 1:6) é capaz de conseguir compensar, de certo modo, a perda

de atividade causada pela temperatura elevada. De qualquer forma, ndo compensa na
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totalidade, pois o valor de tripalmitina consumida obtido no ensaio realizado a 70°C e raz&o
molar de 1:6 foi de apenas 31,42 % (m/m).

4.5. Influéncia da carga de enzima na cinética da reacdo de acidélise catalisada pela
rROL

Pretendeu-se estudar o efeito da carga de lipase na cinética da reacéo de aciddlise entre
a tripalmitina e os AGL prevenientes do 6leo de camelina catalisada pela rROL imobilizada em
Lewatit VP OC 1600. Para tal, realizou-se a referida reagdo empregando uma carga de enzima
equivalente a 5 %, 8 % e 10 % em relacdo a massa de tripalmitina (que se manteve fixa, de
acordo com o referido em 3.2.4.). As reagOes foram realizadas em duplicado, com uma duracdo
de 24 horas e mantendo as condi¢Bes reacionais usadas nos ensaios anteriores - temperatura
de 60°C, pressédo atmosférica, meio livre de solvente e razdo molar PPP; AGL de 1:2.

E importante relembrar que todos os ensaios executados anteriormente foram realizados
usando uma carga de enzima equivalente a 5 % em relacdo a massa de tripalmitina. Assim, em
vez de se realizarem novamente as reacdes usando 5 % de rROL, aproveitaram-se 0s
resultados referentes a amostra das 24 horas do “time course” (c.f. 4.3.) e 0s obtidos no ensaio 1
da CCRD (c.f. 4.4.), ambos realizados nas condi¢bes reacionais desejadas, procurando diminuir
0s gastos de enzima e de substratos, assim como o tempo despendido.

Para cada carga de enzima, determinou-se o consumo de tripalmitina (% m/m). Os

resultados obtidos sdo apresentados no quadro 11.

Quadro 11 — Valores relativos ao consumo de tripalmitina (PPP) (% m/m) para cada carga de lipase usada, apds
24 h de reacgéo, a 60°C e pressao atmosférica, em meio livre de solvente, com razdo molar PPP: AGL de 1:2.

Carga de rROL Consumo de PPP
(%) (% m/m)
5% 62,00 + 2,55
8% 87,9+0,63
10% 88,4 + 2,88

Tal como se pode observar pelo quadro 11, a quantidade de tripalmitina consumida
aumentou bastante quando se substituiu a carga de 5 % usada anteriormente nas reacdes de
acidélise por 8 % de rROL, passando de aproximadamente 62 % (m/m) para 87,9 % (m/m). Jao
aumento da carga de lipase de 8 % para 10 % traduziu-se num aumento do consumo de

tripalmitina insignificante, inferior a 1%.
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Perante estes resultados, concluir-se-ia que a carga de lipase ideal, para o sistema
reacional em causa, seria de 8 % em relacdo a quantidade de tripalmitina usada, pois origina um
consumo de tripalmitina bastante elevado e promissor, de quase 100 %. O uso de 10 % de
lipase ndo é compensatorio, pois ndo se traduz numa melhoria significativa do consumo de
substrato, em relagdo ao observado para a carga de 8 %.

No entanto, 0 aumento do consumo de tripalmitina provocado pelo aumento da carga de
lipase pode traduzir-se ou ndo num acréscimo da formacgéo de novos TAG (objetivo do presente
trabalho), uma vez que a reacdo de aciddlise em causa € complexa, originando-se outros
produtos para além de TAG. Assim sendo, calculou-se a massa referente aos novos TAG
formados como resultado da reacdo de aciddlise, de acordo com o referido em 3.2.7 e os
resultados encontram-se no quadro 12. Tal como referido neste mesmo tdpico, a percentagem
massica de novos TAG em relacdo a quantidade de tripalmitina inicial pode ser denominada
como grau de conversdo da tripalmitina em novos TAG e, dada a sua importancia para o
presente estudo, os valores obtidos para as trés cargas de lipase estudadas encontram-se na

figura 24.

Quadro 12 — Valores relativos a formacao de novos TAG para cada carga de lipase utilizada, apés 24 h de
reacao, a 60°C e pressdo atmosférica, em meio livre de solvente, com razao molar PPP: AGL de 1:2.

Percentagem massica (%)
Carga de Massa de novos TAG | Em relagdo a PPP Em relagdo a massa
rROL (%) (9) * inicial total de amostra
5% 1,9x107 + 1,86x10® 42,6 + 4,11 21,9 + 3,09
8% 2,8x107 + 5,21x10°® 52,2 + 1,89 26,6 + 3,66
10% ** 3,2x10”7 69,24 32,99

* as massas apresentadas correspondem as massas detetadas na quantidade de amostra injetada no
cromatdgrafo gasoso (1 uL).
** ndo foi possivel calcular o desvio padrao para os dados referentes a carga de 10% de lipase pois desprezou-

se o duplicado, por apresentar resultados discrepantes em relagdo as restantes amostras.

Pela observacdo dos dados do quadro 12, pode-se concluir-se que o aumento do
consumo de tripalmitina, provocado pelo aumento da carga de rROL, é acompanhado por um
aumento da formacdo de novos TAG como resultado da reacdo de aciddlise, no sistema em
estudo. De facto, com a carga de 5 % habitualmente usada nos ensaios deste estudo, apenas
42% da tripalmitina inicial originou novos TAG, enquanto nas reacdes usando 10 % de rROL se

registou um grau de conversdo da tripalmitina em novos TAG de aproximadamente 70 %. Isto
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corresponde a um aumento da massa de novos TAG de 1,9x10-7 para 3,2x10” g, na quantidade

de amostra analisada (1uL).

80 -

[TAGnovos]/[PPPinicial] %5, mfm)

12

[Enzima imobkilizada] (%, m/m)

Figura 24 — Valores obtidos para o grau de conversao da tripalmitina em novos TAG para cada carga de lipase
estudada, ap6s 24 h de reacao, a 60°C e pressdo atmosférica, em meio livre de solvente, com razdo molar PPP:
AGL de 1:2.

No entanto, quando se observam os resultados obtidos referentes a percentagem
massica de novos TAG em relacdo & massa total de amostra (quadro 12), verificam-se valores
bastante baixos. Para a carga de lipase de 5 %, a massa relativa aos TAG formados representa
apenas cerca de 22 % da totalidade da amostra ao fim de 24 horas de reacdo. Quando se
utilizou uma carga de lipase de 10 %, esta percentagem massica sofreu um ligeiro aumento,
para aproximadamente 33 %. Isto mostra que, para além do produto pretendido (os TAG),
também se formam outros produtos como resultado da reacéo de aciddlise, que no seu conjunto
representam uma grande fatia da amostra total. S&o eles: MAG, DAG, acido palmitico livre,
tripalmitina residual e AGL (todos os AGL presentes na amostra, a excecdo do acido palmitico).

No sentido de aprofundar um pouco mais o estudo da influéncia da carga de lipase na
cinética da reacao, estudou-se a constituicdo do meio reacional no tempo zero e apés 24 horas
de reacdo, para cada carga de lipase. Os objetivos foram: (i) perceber a variagdo que os grupos
de compostos supracitados sofrem durante a reacdo de aciddlise em causa, (ii) a importancia,
em termos de massa, de cada um desses grupos de compostos no meio reacional final e (iii) a
influéncia da carga de lipase nestes aspetos cinéticos. Os resultados foram obtidos de acordo
com o referido em 3.2.7. e sdo apresentados no quadro 13.

No tempo zero, o meio reacional € praticamente composto por tripalmitina e acidos
gordos livres, em percentagens de aproximadamente 50 % e 47 % (5 % de acido palmitico e 42

% dos restantes AGL) em relacdo a massa total de amostra, respetivamente. Foram detetados
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ainda alguns MAG e DAG, numa percentagem de cerca de 2,2 % em relacdo a massa total de
amostra. Estes compostos séo possivelmente impurezas presentes na tripalmitina, uma vez que
esta apresenta um grau de pureza igual ou superior a 85 % (c.f. 3.1.3.). De entre os varios picos
correspondentes a MAG e a DAG, apenas foi possivel identificar o pico relativo a monopalmitina,
uma vez que apenas displinhamos de padrédo para este composto.

Decorridas 24 horas de reacdo, observou-se obviamente um decréscimo na massa de
tripalmitina presente no meio reacional, devido a quebra das ligagdes sn-1 e sn-3 por acdo da
rROL. Assim, a percentagem de 50 % de tripalmitina presente no meio reacional no tempo zero
decresce para aproximadamente 22 %, 10 % e 4 % em relacdo a massa total de amostra,
respetivamente para as cargas de rROL de 5 %, 8 % e 10 %. Estes valores encontram-se de
acordo com o que se havia concluido aquando a observacdo do quadro 11, ou seja, maior
quantidade de rROL origina um maior consumo de tripalmitina.

Consequentemente, a massa de éacido palmitico livre detetada no final da reacdo é
superior a detetada no tempo zero. No tempo zero, o acido palmitico presente é proveniente
somente do 6leo de camelina, uma vez que a rROL ainda ndo atuou. No final da reacéo, para
além desse acido palmitico, existe também todo o acido palmitico que foi libertado devido a
gquebra das liga¢des sn-1 e sn-3 da tripalmitina e que nao foi posteriormente re-esterificado. A
massa de acido palmitico livre sera maior para a carga de 10 % de rROL, uma vez que o
consumo de tripalmitina € superior. Assim, enquanto no tempo zero o acido palmitico livre
representa apenas 5 % de todo o meio reacional, as 24 horas representa aproximadamente 9 %,
28 % e 32 % em relacdo a massa total de amostra, respetivamente para as cargas de rROL de 5
%, 8 % e 10 %.

Tal como havia sido concluido pela observagéo do quadro 12 e da figura 25, o aumento
do consumo de tripalmitina provocado pela utilizagdo de maior massa de rROL provocou
igualmente um aumento no grau de conversao de tripalmitina em novos TAG. Para a formagéao
de novos TAG foram necessérios os AGL provenientes do 6leo de camelina que foram
incorporados nas posicfes da tripalmitina onde anteriormente existia acido palmitico. Por essa
razdo, a massa de AGL (a excecéo do &cido palmitico) detetada ao fim de 24 horas de reagéo &
inferior a detetada no tempo zero, sendo menor quando se utilizou maiores cargas de lipase,
devido a formag&o de uma maior massa de novos TAG. Na verdade, a percentagem massica de
AGL é de 22,45 % (no final da reacdo com 10 % de rROL) e de 42 % (no final da reacdo com 5
% de rROL).

Por fim, observou-se que, paralelamente a formacao de novos TAG, existiu também a
formacédo de outros MAG e DAG que ndo se encontravam presentes no tempo zero, assim como
um aumento da massa de monopalmitina, ja detetada no inicio da reagdo. Tal como acontece
com os TAG, também a formacao de MAG e DAG parece ser favorecida pela presenca de uma

maior massa de rROL. Enquanto no tempo zero a massa destes compostos corresponde a

79



SINTESE DE SUCEDANEOS DE GORDURA DE LEITE HUMANO ENRIQUECIDOS EM ACIDOS GORDOS POLINSATURADOS OMEGA-3 DO
OLEO DE CAMELINA, CATALISADA PELA LIPASE HETEROLOGA DE RHIZOPUS ORYZAE

apenas 2 % da massa total de amostra, apdés 24 horas representa quase 10 % do meio
reacional, quando se usa 8 % e 10 % de rROL.

Assim, com base nos dados disponiveis, concluiu-se que as cargas de lipase de 8 e 10
% originam resultados bastante melhores no ambito da presente tese que a carga de 5 % de
rROL. No entanto, dado o preco atual das lipases, talvez se deva optar pela carga de 8%, pois 0
aumento da massa de novos TAG conseguido pela mudanca de 8 % para 10 % de lipase pode
ndo compensar o aumento dos custos relacionados com a lipase e o respetivo suporte. Em
gqualguer um dos casos, 0s custos relativos a purificacdo dos TAG, ou seja, a sua separacao
relativamente ao resto da mistura, serdo sempre elevados, uma vez que se formam muitos

produtos intermédios de reacao.
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Quadro 13 — Composigdo do meio reacional (%, m/m) no tempo zero e apds 24 horas de reacéo de aciddlise entre a tripalmitina e AGL do 6leo de camelina, para cada carga
de lipase estudada, a 60°C e pressao atmosférica, em meio livre de solvente, com razdo molar PPP: AGL de 1:2.
(AP — &cido palmitico; PPP — tripalmitina)

Novos TAG

AP livre

AGL* MAG+DAG PPP residual
Massa % Massa % Massa % Massa % Massa %
(g) ** massica (g) ** massica (g) ** massica (g) ** massica (g) ** massica
Tembo 2610 4,4x107 £ 50,4 + 2,0x10° + 22+ | 43x10°+ | 50+ | 3,6x107x | 423+
P 1,17x107 2,79 3,92x10° 0,15 7,24x10° 0,32 5,68x10® 2,40
sorROL | 119X107 % 219+ 1,7x107 + 24,3 + 1,7x10% + 33+ | 74x10%+ | 85+ | 33x107+ | 420+
or 1,86x10° 3,09 1,16x10°® 3,42 6,10x10™° 0,57 7,62x10°% 2,84 6,63x10° 0,76
Apos 24 2 8x107+ 26.6 + 1,1x107+ 10,4 + 9,3x10% + 8,8 + 3,0x107+ | 282+ | 2,8x107+ | 26,1+
horas de 8% rROL ' i ! 8 8 8 8
acidélise 5,21x10 3,66 5,55x10 5,73 1,01x10 0,53 2,82x10 1,33 1,53x10 0,21
0,
10 /ifOL 2,86x10” 32,99 3,13x10°® 3,46 8,85x107° 9,78 2,92x10” 32,32 2,56x10” 22,45

* diz respeito a todos os AGL a excecao do acido palmitico.

** as massas apresentadas correspondem as massas detetadas na quantidade de amostra injetada no cromatografo gasoso (1 uL).

*** ndo foi possivel calcular o desvio padréo para os dados referentes a carga de 10% de lipase pois desprezou-se o duplicado, por apresentar resultados discrepantes em
relagdo as restantes amostra.
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5. CONCLUSOES GERAIS E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. Conclusdes gerais

O presente trabalho incidiu no estudo da reacdo de acidolise entre TAG da
tripalmitina (utilizada como fonte de acido palmitico) e um concentrado de AGL (obtido por
saponificacdo do 6leo de camelina), num meio livre de solvente e em reator descontinuo,
com o objetivo de produzir lipidos estruturados adequados como substitutos de gordura de

leite materno, enriquecidos em acidos gordos polinsaturados 6mega-3.

Como catalisadores, testou-se a preparacdo lipasica comercial imobilizada de
Rhizomucor miehei (“‘Lipozyme™ RM IM”) e a uma enzima ndo comercial, a lipase
heteréloga de Rhizopus oryzae (rROL), expressa numa estirpe mutante de Pichia pastoris
e imobilizada em Lewatit VP OC 1600 e em Relizyme OD403/S. Ambas as lipases sao
termoestaveis e sn-1,3 seletivas.

A atividade catalitica das enzimas foi avaliada em termos do grau de incorporacao
de &cidos gordos do 6leo de camelina nos TAG da tripalmitina. Os resultados obtidos para
a incorporacdo molar total e para a percentagem de PUFA incorporados, de entre a
totalidade de AGL incorporados, foram de 50,3 mol-% (40 % PUFA), 43,3 mol-% (27 %
PUFA) e 19,5 mol-% (51 % PUFA) para a “Lipozyme™ RM IM”, rROL imobilizada em
Lewatit e rROL imobilizada em Relizyme, respetivamente.

Perante estes resultados, a rROL imobilizada em Relizyme parece ser a lipase com
maior afinidade para a incorporacdo de PUFA, no entanto com resultados pouco
promissores ao nivel da incorporagdo molar total de AG. “Lipozyme™ RMIM” apresentou
bons resultados mas, por ser uma lipase comercial de elevado custo, optou-se pela rROL
imobilizada em Lewatit para ser empregue como biocatalisador para o0s ensaios da
presente tese. Além de ndo comercial, esta lipase é relativamente nova e existem ainda

poucos estudos sobre o0 seu uso na producao de HMFS.

Avaliou-se a influéncia da atividade da agua inicial da rROL imobilizada em Lewatit
na sua atividade catalitica. Ao realizar a reacdo de aciddlise entre a tripalmitina e os AGL a
quatro valores distintos de a, - 0,56, 0,75, 0,81 e 0,92 - obtiveram-se incorporagdes
molares de 17,5 mol-%, 21,1 mol-%, 35,5 mol-% e 51,4 mol-%, respetivamente.

Quanto a incorporacdo molar de PUFA, pode concluir-se que esta acompanhou o
aumento da incorporacéo molar total provocado pelo aumento da a,, correspondendo a
72-74 % relativamente ao valor de incorporagcdo molar obtido para cada valor de a,

testado.
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Concluiu-se que a atividade da &gua favorece a incorporagdo molar e, por essa
razao, os restantes ensaios foram realizados com a a,, apresentada pela lipase imobilizada
em Lewatit VP OC 1600: 0,946 (a temperatura de 30° C).

Realizou-se um ensaio cinético para o sistema reacional em causa, retirando-se
amostras ao longo de 48 horas de reacdo. Para cada tempo, calculou-se a incorporagéo
molar total e o consumo de tripalmitina, cujos valores maximos obtidos (correspondentes
as 48 horas) foram 37 mol-% e 69,9 % (m/m), respetivamente. As 24 horas, os valores
registados foram de 26,4 mol-% e 60,2 % (m/m). Perante estes resultados, concluiu-se que
0S acréscimos conseguidos nas segundas 24 horas ndo compensavam 0 prolongamento
da reacdo. Assim, assumiu-se que 24 horas seria a duracdo aconselhavel para o sistema

em causa.

Por ser uma lipase ndo comercial e sobre a qual existem ainda poucos estudos,
realizou-se um ensaio de modelacdo e otimizacdo da reacdo de aciddlise catalisada pela
rROL imobilizada em Lewatit, fazendo-se variar a razdo molar PPP:AGL de 1:1,2 a 1:6,8 e
a temperatura de 58° C a 72° C, com o objetivo de investigar se estas variaveis teriam
efeitos significativos na cinética da reacéo de acidolise em causa.

A otimizacdo das condi¢cdes operacionais pela Metodologia das Superficies de
Resposta estabeleceu, como condi¢bes 6timas para a rROL no sistema em estudo, a
temperatura de 60°C e razdo molar PPP:AGL de 1.2, para as quais se atingiu o valor
maximo de consumo de tripalmitina, correspondente a 63,8 % (m/m). Concluiu-se
igualmente que tanto a razdo molar como a temperatura tém um efeito negativo no

consumo de tripalmitina, sendo o Ultimo, o fator mais significativo.

Testou-se a influéncia da carga de lipase na cinética da reacdo em estudo. Para
tal, utilizou-se 5 %, 8 % e 10 % de rROL imobilizada em Lewatit em relacdo & massa de
tripalmitina presente no meio reacional. Constatou-se que o aumento da carga de lipase de
5 % para 8 % favorecia bastante o consumo de tripalmitina, que aumentou de 62 % (m/m)
para quase 88 % (m/m). No entanto, o aumento da carga de lipase de 8 % para 10 %
traduziu-se num aumento de tripalmitina consumida inferior a 1 %.

O aumento da carga de lipase traduziu-se ndo s6 num maior consumo de
tripalmitina mas também numa maior formagdo de novos TAG, produto de reacéo
desejavel no ambito do presente trabalho. Para a carga de 5 % de rROL, apenas 43 % da
tripalmitina inicial foi usada para a formagéo de novos TAG, enquanto no caso da carga de
10 % de rROL o grau de conversao da tripalmitina em novos TAG foi de aproximadamente
70 %.

Assim, concluiu-se que a melhor carga de lipase a usar no sistema reacional em

estudo sera de 10 %. No entanto, dado o preco atual das lipases, talvez se deva optar pela
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carga de 8 %, pois 0 aumento da massa de novos TAG conseguido pelo uso de 10 % de
rROL pode ndo compensar o aumento dos custos relacionados com a lipase e o respetivo
suporte.

Por fim, constatou-se que, para além da formacdo de novos TAG, também ocorre
formacédo de novos MAG e DAG, sendo esta igualmente favorecida pelo aumento da carga
de rROL. Assim, no final da reacdo de acidolise em causa, para além dos TAG formados,
existe uma mistura composta por MAG, DAG, tripalmitina residual e uma grande
percentagem dos AGL iniciais que ndo foram incorporados, bem como uma grande
percentagem de acido palmitico libertado devido ao consumo de tripalmitina. Esta mistura
representa uma grande fatia da massa total de meio reacional ao fim das 24 horas de
reacdo, para qualguer uma das cargas de lipase estudadas. Tal ndo é benéfico, pois

pressupde elevados custos para a purificacdo do produto final.

Os resultados obtidos na presente tese mostraram que a atividade catalitica e a
cinética da reacdo de aciddlise considerada variam bastante consoante o biocatalisador
usado, a duragéo da reacao e as condi¢cdes do meio reacional.

As caracteristicas dos produtos obtidos neste estudo, relativamente a composic¢ao
em Aacidos gordos, parecem ser adequadas para a sua utilizacdo em férmulas para
lactentes. Assim, os resultados sugerem que a rROL, imobilizada em Lewatit VP OC 1600,
podera ser um catalisador adequado a producdo de HMFS a partir de tripalmitina e de
acidos gordos provenientes do 6leo de camelina.

5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

O estudo desenvolvido no a&mbito da presente tese coloca a possibilidade de se
perspetivarem trabalhos futuros, no sentido de complementar o trabalho realizado, que

poderdo basear-se nas seguintes sugestoes:

» Realizar testes de estabilidade operacional com a rROL imobilizada em Lewatit
VP OC 1600, para complementar os resultados obtidos na presente tese, visto
que o biocatalisador ndo deve ser escolhido tendo em conta apenas a sua
atividade de interesterificacdo. Seria igualmente interessante e pertinente
avaliar a regiodistribuicdo dos AG no esqueleto de glicerol, determinando os
acidos gordos incorporados na posicao sn-2 dos TAG da tripalmitina, através da
reacdo com a lipase pancredtica, no sentido de confirmar a seletividade sn-1,3

da rROL no sistema reacional estudado.

» Implementar o sistema em descontinuo, otimizado nesta tese para a rROL

imobilizada em Lewatit VP OC 1600, em reatores continuos, uma vez que a
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migracao de grupos acilo se pode tornar problematica quando se trabalha com
reatores em “batch” sucessivos, com consequente formagdo de produtos
indesejados. O processo continuo permite ainda a reutilizacdo de lipases
imobilizadas, sem necessidade de as separar do meio reacional, o que se

traduz numa reducéo de custo e tempo.

» Repetir as reac¢Bes de acidolise entre a tripalmitina e os AGL provenientes do
6leo de camelina, catalisadas pela rROL imobilizada em Relizyme OD403/S,
alterando as condi¢des reacionais em relacao as testadas no presente trabalho,
procurando aumentar a sua atividade catalitica. Realizar igualmente testes de

estabilidade operacional com a enzima imobilizada neste suporte.

» Testar a possibilidade de imobilizacdo da rROL noutros suportes, para além de
Lewatit VP OC 1600 e Relizyme OD403/S, estudando diferentes razfes carga
de lipase/suporte e repetindo posteriormente os ensaios realizados na presente

tese.

» Para o sistema reacional estudado, testar outras preparacdes lipasicas
imobilizadas, no sentido de encontrar preparacées com elevada atividade de
interesterificacdo e elevada estabilidade operacional, a menor custo que as

preparagfes comerciais.

» Testar novas misturas reacionais, a submeter a interesterificacdo, usando por
exemplo a banha, o 6leo de palma ou as suas fragdes (como fontes de &cido
palmitico mais econémicas que a tripalmitina), com outros 6leos vegetais (e.g.
6leo de girassol, 6leo de bolota, 6leo de bagaco de azeitona, 6leo de amendoim
e azeite) ou concentrados de TAG ricos em émega-3 PUFA comerciais, usando
como catalisador a rROL ou outras prepara¢gdes enzimaticas imobilizadas néo

comerciais.

» Avaliar a digestibilidade in vitro dos HMFS produzidos.
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