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RESUMO

Lipidios estruturados séo trigliceridios construidos para conter uma composi¢cdo em acidos
graxos ou estrutura especifica. Podem ser sintetizados por reacdes de interesterificacédo,
gue pode ser quimica, com a vantagem do baixo custo, ou enzimdtica, atrativa devido a
possibilidade de a reacdo ser dirigida. A utilizacdo de 6leo de peixe como substrato garante
o fornecimento dos acidos graxos n-3 eicosapentaendico e docosahexaendico, 0s quais, em
combinacdo com &cidos graxos de cadeia média, proporcionam vantagens nutricionais e
metabdlicas. A interesterificacdo pode ser utilizada para a valorizacdo de residuos de
sardinha, principal pescado capturado no Estado de Santa Catarina, rico nestes n3. O
objetivo deste trabalho foi 0 estudo da catélise quimica e enziméatica (utilizando lipase sn-1,3
especifica) para a obtencdo de lipidios estruturados ricos em &cidos graxos n-3
(provenientes de 6leo de peixe comercial) e em acidos graxos de cadeia média, utilizando-
se como doador acila tanto trigliceridio de cadeia média quanto éster metilico de &cido
caprico. A interesterificagcdo enzimatica do 6leo de peixe com o0 éster proporcionou a
obtencdo de um lipidio estruturado com uma composi¢cdo mais balanceada em &cidos
graxos do que nos demais tratamentos aplicados, com 38,34% de &cidos graxos saturados
(9,74% de cadeia média) e 29,36% de EPA e DHA nos trigliceridios. A andlise dos produtos
por calorimetria de varredura diferencial indicou que os Oleos interesterificados
apresentaram um perfil de fusdo dferente do observado para as simples misturas fisicas
dos Oleos de partida, com influéncia tanto do substrato quanto do tipo de catalisador. Devido
a maior praticidade oferecida pelo trigliceridio de cadeia média, este substrato foi aplicado
na interesterificacdo enzimatica para a modificacdo da composicdo de Oleo extraido de
residuos de sardinha. O 6leo extraido dos residuos de sardinha pelo método de Bligh &
Dyer apresentou 12,1% de EPA e 16,5% de DHA. A interesterificacdo proporcionou a
obtencao de trigliceridios com 38,2% de &cidos graxos de cadeia média e 17,5% de EPA e
DHA. Oleo de peixe contendo acidos graxos de cadeia média foi obtido com sucesso neste

estudo, e apresenta grande potencial de aplicacdo em alimentos ou para uso clinico.

Palavras-chave: n-3, Oleo de peixe, sardinha, acido graxo de cadeia média, lipidio
estruturado, interesterificacdo, lipase, catalise.



ABSTRACT

Structured lipids are tailor-made triacylglycerols with specific nutritional, chemical or physical
properties because of their particular fatty acid composition or structure. Lipid modification
strategies for the synthesis of structured lipids include chemical or lipase-catalyzed
interesterification. This one offers the advantage of the control over the structure of the
product. A structured lipid containing both medium-chain and the docosahexaenoic and the
eicosapentaenoic acids from fish oil on a single glycerol backbone offers nutritional and
therapeutic benefits. In Brazil the state of Santa Catarina is the largest producer of sardine,
whose residues are rich in these n-3 fatty acids, being an excellent substrate for the
synthesis of structured lipids. The aim of this study was the chemical and the enzymatic (with
sn-1,3 specific lipase) incorporation of medium-chain fatty acids into fish oil, by using both
medium chain triacylglycerols and capric acid methyl ester as acyl donor. Among theses
strategies, the enzymatic interesterification of the fish oil with the capric acid methyl ester as
substrate yielded a more balanced fatty acid composition, with 38,34% of saturated fatty
acids (9,74% of medium-chain fatty acids) and 29,36% of the docosahexaenoic and the
eicosapentaenoic acids. The products were analyzed by differential scanning calorimetry.
Interesterification produced noteworthy changes in melting profile, and both the catalyst and
the substrate dictated the melting behavior of the samples. Due to its easy application, the
medium chain triacylglycerol was the acyl donor in the lipase-catalyzed modification of
sardine oil to incorporate medium-chain fatty acids. Lipids (5,43%) were recovered from the
sardine residues by the Bligh & Dyer method. The sardine oil contained 12,1% of EPA and
16,5% of DHA. The fatty acid composition of the triacylglycerols of the interesterified sardine
oil was markedly changed to contain about 38,2% of medium chain fatty acids and 17,5% of
EPA and DHA. Fish oil with medium-chain fatty acids was succesfully produced and may be

interesting for food and clinical applications.

Keywords: n-3, fish oil, sardine, medium chain fatty acid, structured lipid, interesterification,

lipase, catalysis.



1 INTRODUCAO

A gquantidade e a qualidade dos lipidios ingeridos na dieta influenciam o estado de
saude do consumidor. Entretanto, ndo se encontram na natureza lipidios com funcionalidade
otimizada.

Alimentos marinhos como peixes e algas sdo considerados funcionais por
conterem os acidos graxos (AGs) da série n-3 eicosapentaendico (EPA, C20:5n-3) e
docosahexaendico (DHA, C22:6n-3), reconhecidos por sua importdncia no combate e
prevencdo a diversas doencas.

Apesar de sua importancia na dieta, h4 uma tendéncia mundial de redugéo na
ingestdo de pescado, provocando um desbalanco de AGs n-3, o que foi verificado
principalmente a partir do surgimento da sociedade industrial.

Outro ponto que deve ser considerado é o fato de que a composi¢cdo em AGs e a
estrutura dos trigliceridios (TAGSs) influenciam nas propriedades fisicas, quimicas, funcionais
e nutricionais dos 0leos e gorduras.

Exigéncias comerciais e nutricionais para a dtencdo de 6leo de peixe, e que
envolvem composicdo balanceada, qualidade constante, flexibilidade de aplicacao,
estabilidade oxidativa e uniformidade do produto, podem ser atendidas mediante a aplicagéo
de técnicas para a modificacao deste lipidio. Uma das técnicas mais estudadas atualmente
€ a interesterificacdo, que promove o rearranjo dos TAGs originais, dando origem a novas

moléculas conhecidas como lipidios estruturados (LE).

Esta reacdo permite que se modifigue a composicdo em AGs ou sua distribuicdo
nos TAGs originais, conferindo, portanto, novas propriedades ao produto. Ndo apresenta o
inconveniente da formacdo de isdmeros conformacionais na forma trans no produto, fato
observado quando se aplica a hidrogenacao parcial como método de transformacdo de
Oleos. A insercao de AGs saturados de cadeia média (AGCM) aos TAGs do 6leo de peixe
permite a obtencdo de um LE com uma composicao e balan¢o adequado de AGs. O produto
passa a apresentar vantagens metabdlicas, especialmente quando os AGs estéo localizados
em posicoes especificas dos TAGs, 0 que ndo é proporcionado pela simples mistura fisica
de 6leos e gorduras.
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O AGCM prové energia de rapida absorcdo, além de promover a alteracdo das
propriedades fisico-quimicas do lipidio original, como perfil de fusdo e contetdo de gordura
solida, ainda conferindo ao produto uma maior estabilidade a oxidacéo. A presenca de EPA
e DHA no LE obtido garante o provimento destes AGs essenciais, principalmente quando

presentes na posi¢ao central dos TAGs.

A interesterificagcdo quimica para a sintese de LE é uma técnica com grande
potencial para aplicacdo em escala industrial devido a vantagens como baixo custo, rapidez
da reacdo e necessidade de baixa quantidade de catalisador. A reacdo quimica promove
uma distribuicdo ao acaso dos AGs nos TAGs, ndo permitindo, portanto, a obtengéo de

moléculas com estruturas especificas.

As lipases também podem ser utilizadas como catalisadores para a modificagédo
de Oleos e gorduras, pois estas enzimas, em determinadas condigbes, sdo capazes de
promover a sintese de TAGs. A especificidade apresentada por alguma lipases permite a
construcdo de moléculas com estrutura e composicéo especificas. Este € o caso das lipases
1,3-especificas, as quais podem promover a incorporacao de AGCM as posi¢des terminais

das moléculas.

O novo lipidio apresentard vantagens nutricionais, podendo ser aplicado no
enriqguecimento de produtos com AGs n-3. Outra aplicacdo bastante interessante € a

administracao terapéutica do LE a pacientes com dificuldade de absorcéo de lipidios.

O oleo a ser utilizado como substrato para a sintese de LE pode ser extraido de
peixes como sardinha, corvina e atum. Estes pescados apresentam producdo e consumo
expressivos no Brasil e destacam-se pelo elevado teor dos AGs poliinsaturados (AGPIs)
EPA e DHA.

A obtencéo de 6leo a partir de residuos de pescado e sua posterior modificagdo
via reacdo de interesterificacdo poderia ser uma alternativa para a valorizacdo deste

material.
1.1 OBJETIVOS

Tendo em vista as consideracdes expostas, 0 objetivo geral deste trabalho foi
realizar estudos exploratorios sobre diferentes estratégias para a sintese de trigliceridios
estruturados de interesse nutricional, contendo os AGs n3 EPA e DHA (provenientes de
Oleo de peixe comercial) e AGCM. Avaliou-se a aplicacdo de uma das estratégias em
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estudos preliminares que visaram a modificacdo do Oleo extraido de residuos de sardinha-

verdadeira (Sardinella brasiliensis).
Os objetivos especificos foram os seguintes:

Comparacédo dos métodos quimico e enziméatico para a sintese de trigliceridios

estruturados a partir do 6leo de peixe comercial;

Utilizacao de diferentes substratos para a sintese de trigliceridios estruturados:
éster metilico de &cido céprico (interesterificacdo) e trigliceridios de cadeia
média (transesterificacéo);

Caracterizacao dos trigliceridios estruturados quanto ao perfil de acidos graxos

e perfil de fuséo;

Extracdo com solventes de Oleo de residuos de sardinha-verdadeira e

determinacéo do perfil de acidos graxos;

Sintese de trigliceridios estruturados ricos em EPA, DHA e AGCM a partir do

6leo de residuos de sardinha.
1.2 JUSTIFICATIVA DO TEMA

Neste trabalho, foram propostas diferentes estratégias para promover a
incorporacdo de AGCM aos TAGs de 6leo de peixe, mediante reacbes de interesterificagcdo.
O interesse deste estudo se concentrou na busca por melhorias nas propriedades

nutricionais, funcionais e metabdlicas do produto.
1.3 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este trabalho esta estruturado em capitulos. O primeiro capitulo apresenta a
introducdo ao assunto, com 0s objetivos do trabalho e a justificativa do tema. O segundo
capitulo apresenta uma revisdo bibliografica sobre os assuntos estudados, abordando
topicos referentes a alimentos funcionais, 6leo de peixe, producéo de sardinha e geracéo de
residuos, modificacdo de deos e gorduras, reagbes de interesterificacdo, e catalisadores

qguimicos e enzimaticos.

No terceiro capitulo, estdo apresentados o material e os procedimentos utilizados
para as reacfes de interesterificacdo quimica e enzimatica utilizando-se 6leo de peixe

comercial, 0 material e procedimentos para a extracdo do Oleo de residuos de sardinha —
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utilizado como substrato na sintese enzimética de trigliceridios estruturados, bem como as

metodologias analiticas para a caracterizacdo dos 6leos.

Em seguida, apresentamos dois capitulos em forma de artigo, com experimentos
realizados de forma independente. No quarto capitulo, é apresentado o estudo das
diferentes estratégias utilizadas para a sintese de lipidio estruturado a partir de 6leo de
peixe comercial, em que estdo expostos os resultados experimentais, as discussdes e
conclusbes parciais. No quinto capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados
experimentais referentes a extracdo do Oleo de residuos de sardinha e sua posterior

utilizagdo como substrato na sintese enzimatica de trigliceridios estruturados.

No sexto capitulo, sdo apresentadas as conclusfes gerais deste trabalho,
seguidas das sugestdes para a continuidade desta pesquisa (indicadas no sétimo capitulo).

As referéncias bibliograficas estdo apresentadas no oitavo capitulo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os consumidores tém mostrado uma preocupacgédo crescente com a dieta, ja que
ha evidéncias cientificas que apontam a influéncia dos alimentos sobre a salde, o
desempenho fisico e o bem-estar. Sabe-se que alguns alimentos e ou ingredientes podem
auxiliar no controle do peso, na reducéo e ou controle de doencas crbnicas relacionadas a
dieta, como doencas coronarianas, aterosclerose, hipertensdo, cancer, osteoporose
(Goldberg 1994).

Alimentos funcionais sédo aqueles que, além de seu valor nutritivo basico e do
bem-estar que proporcionam, contém um balanco adequado de ingredientes capazes de
atuar no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos a saude,
podendo atuar na prevencdo e no tratamento de doencgas cronicas e/ou degenerativas e
melhorar a qualidade e a expectativa de vida (Goldberg 1994; Park et al. 1997; Sgarbieri e
Pacheco 1999).

A legislacdo brasileira define como alegacdo de propriedade funcional “aquela
relativa ao papel metabdlico ou fisiolégico que o nutriente ou n&do nutriente tem no
crescimento, desenvolvimento, manutengcdo e outras fun¢gdes normais do organismo
humano”. Considera como alegacéo de propriedade de saude “aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condi¢édo
relacionada a saude” (Brasil 2005).

Na lista aprovada pela Comissdo de Assessoramento Técnico-Cientifico em
Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), constituida pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 1999, os produtos que contém AGs da familia n-3
enquadram-se como alimentos com propriedades funcionais e ou de saude (Brasil 2005).

2.1.1 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS

Os AGPIs das familias n-3 ou n-6 contém 18 a 22 atomos de carbono. A

nomenclatura “n-x” utilizada para AGs, sugerida em 1977 pela “IUPAC-IUB Comission on
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Biochemical Nomenclature”, especifica a posicdo da dupla ligacdo terminal relativa ao final
apolar da molécula. O &cido a-linolénico (ALA) e o &cido linoleico (LA, 18:2-6) sé&o

considerados acidos graxos essenciais para 0s humanos, e sdo precursores de outros
AGPIs, também essenciais. A elongacao (aumento da cadeia alquila) e a desaturacao
(inclusdo de insaturacdes) do ALA forma o EPA e o DHA, cujas estruturas e nomenclatura
oficial (determinada pela IUPAC) estéo indicadas na Figura 1 abaixo. Ja o LA é precursor do
acido glinolénico (GLA, 18:3n-6 (6,9,12)), que, por sua vez, € convertido no acido

araquidonico (AA, 20:4n-6) (Bockisch 1993; Ward 1995).

__1o 16 13 10 . .
. -OH
\/Y
O

cis-4,7,10,13,16,19-acido docosahexaengico ( DHA)

1_OH
Y 14 Tu — 8 — M
@)

cis-5,8,11,14,17-acido eicosapentaendico ( EPA)

Figura 1 Estruturas quimicas dos &cidos graxos n-3 docosahexaendico e
eicosapentaendico

Ha um crescente interesse nos AGs das familias -3 e n-6 devido ao importante
papel a eles atribuido na saude (Pigott e Tucker 1990; Simopoulos 1991; Gordon e Ratliff
1992; Vesshy 1994; Akoh 1995; Ward 1995; Carvalho et al. 2003).

Os AGs n-3 EPA e DHA sé&o importantes constituintes das membranas celulares e
séo seletivamente distribuidos nas classes de lipidios. Ambos s&o essenciais para a funcao
cerebral e para o crescimento. O DHA é importante para as funcdes visual e cerebral nas
criangas prematuras e provavelmente em toda a infancia (Pigott e Tucker 1990; Gordon e
Ratliff 1992; Goldberg 1994; Akoh 1995; Ward 1995; Jennings e Akoh 1999; Lands 2005),
sendo incorporado ao sistema nervoso central durante o desenvolvimento do cérebro de
bebés (Hartvigsen et al. 2003).

Os AGPI GLA, o AA e o0 EPA, todos com 20 atomos de Carbono, séo precursores
de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos) de diferentes séries (1, 2 e 3,

respectivamente), os quais apresentam efeitos contraditorios sobre a agregacao plaquetaria
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e as reacdes inflamatérias (Willis et al. 1998; Carvalho et al. 2003), conforme sera detalhado

a sequir.

No organismo humano, o metabolismo dos AGs n-3 influencia a concentragdo dos
n-6 e vice-versa (Park et al. 1997; BNF 2000). Este fato decorre da competi¢éo inibitdria que
existe entre os AGs destas duas familias pelas enzimas (desaturases e elongases)
envolvidas na sua bioconversdo no organismo humano, resultando na capacidade dos n-3
ingeridos na dieta suprimirem a conversdo do LA em AA, modulando a biosintese de
eicosanoides derivados deste AGPI, conforme vias metabdlicas indicadas na Figura 2 (Willis
et al. 1998).

PGs série 3

LTs série 5

AGPI n-3 /'

c18:3 -> C184 > C20:4 > C20:5 > C225 > (C22:6

a-LNA A A A EPA A A DHA
D° desaturase elongase D° desaturase elongase D* desaturase
AGPIn-6 Vv v v v v

c18:2 -> (Ci183 > (C20:3 > C20:4 > C(C2224 > (C22:5

AN

PGs série 1 PGs série 2

LA

LTs série 2 LTs série 4

Figura 2 Bioconverséao dos acidos graxos poliinsaturados das familias n-3 e n-6 no
organismo humano

Abreviaturas: PG = prostaglandinas; LT = leucotrienos. Adaptado (Willis et al. 1998).

Entre os efeitos bioldgicos e funcionais atribuidos aos AGs n-3 EPA e DHA, como
consequéncia de seu metabolismo — em especial quando substituem parte do AA da dieta,

resultando em eicosandides da série 3 — pode-se citar a melhora da funcdo imunoldgica; a
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melhora as respostas inflamatérias, podendo ser aplicados no tratamento de asma, artrite e
psoriase; a reducdo das concentracdes séricas de TAGs e de VLDL (“Very low density
lipoprotein” ou lipoproteina de muito baixa densidade), embora haja evidéncias de aumento
no colesterol sérico LDL (“Low density lipoprotein” ou lipoproteina de baixa densidade); a
prevencdo da aterosclerose, a atuagcdo na hipolipidemia, na trombose e, embora pouco
expressivo, na reducdo da pressdo sanglinea, podendo ser utlizados na prevencao e
tratamento de doencas cardiovasculares; a reducdo nas mortes por ataque subito do
coracdo e por infarto do miocardio; a prevencdo e tratamento de certos tipos de cancer,
como de cérebro, colon e préstata; a prevencao da resisténcia a insulina em pacientes com
diabetes mellitus. A deficiéncia nestes AGs pode levar a distlrbios neuroldgicos e visuais,
dermatite e retardamento de crescimento (Pigott e Tucker 1990; Gordon e Ratliff 1992; FAO-
WHO 1994; Akoh 1995; Ward 1995; Bell et al. 1996; Hasselmann e Kummerlen 1998; Willis
et al. 1998; Jennings e Akoh 1999; Kris-Etherton et al. 2002).

2.1.2 OLEO DE PEIXE

A baixa conversao do ALA em EPA e DHA no organismo humano (Hartvigsen et
al. 2003) faz com que a principal fonte destes AGs seja através da dieta, em especial

através do consumo de pescados (Soccol e Oetterer 2003).

Os oleos de peixe refinados e desodorizados consistem principalmente de TAGs
com uma complexa composi¢cdo em AGs (Kulas et al. 2003). O conteudo de 6leo em peixes
e a composicdo em AGs (incluindo n-3) nestes Oleos variam conforme a espécie, a
localizacéo geografica, fatores dietéticos (a fauna e a flora marinha, por exemplo, séo ricas
em n3) e ambientais, a estacdo do ano e a origem (pescados cultivados ou selvagens)
(Pigott e Tucker 1990; Stansby 1990; Ward 1995; Shahidi e Shukla 1996; Willis et al. 1998;
Jennings e Akoh 1999; Aro et al. 2000; Jennings e Akoh 2001; Lands 2005).

Os principais AGs saturados presentes em 6leo de peixe séo o palmitico (C16:0) e
0 miristico (C14:0). Os AGs monoinsaturados compreendem principalmente o acido
palmitoleico (C16:1n-7), o &cido oleico (C18:1n-9) e seu isébmero &cido cis-vacénico
(C18:1n-7), além do acido eicosendico (C20:1n-9) e acido cetoleico (C22:1n-11). Na carne e
no Oleo de figado de peixes, os principais AGPlI sdo o EPA e o DHA, localizados
preferencialmente na posicdo sn-2 do TAG, conforme resultados de algumas pesquisas
(Brockerhoff et al. 1966; Turon et al. 2005), embora haja exce¢bes. De maneira geral, os
AGs saturados e os monoinsaturados ocupam a posi¢éo 1 e os monoinsaturados, a posi¢ao
3 (Stansby 1990; Gunstone et al. 1994; Lands 2005).
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Algumas espécies de peixes podem conter quantidades significativas de alguns
contaminantes ambientais, que podem representar riscos para a populacao (Kris-Etherton et
al. 2002). Um deles (metilmercario), em altos niveis, pode ser perigoso para 0
desenvolvimento do sistema nervoso de fetos e de criangas (FDA 1995, revisdo 2003; HHS
e USDA 2005). Alguns peixes de amplo consumo apresentam baixos niveis deste
contaminante, caso de sardinha, camardo, atum enlatado, salmédo, anchova, arenque,
bacalhau (FDA 1995, reviséo 2003).

O 6leo de muitos peixes contém de 8 a 12% de EPA e de 10 a 20% de DHA,
sendo que os 6leos de sardinha, anchova, salmao, savelha, cavala e figado de kbacalhau
destacam-se pela alta concentragéo em n-3, geralmente de 15 a 20% (Pigott e Tucker 1990;
Stansby 1990; Ward 1995), conforme indicado na Tabela 1, sendo as principais fontes para

a obtencao industrial de 6leos marinhos (Kulas et al. 2003).

Tabela 1 Composicao em &cidos graxos de alguns 6leos de peixe (g/100g de 6leo)

Oleo AGS AGMI AGPlI EPA DHA Colesterol (mg)
Arenque 19,2 60,3 16,1 7,1 4,3 766

Atum 258 333 30,3 6,1 18,2 575,8
Figado de bacalhau 17,6 51,2 25,8 9,0 9,5 570
Salméo 238 39,7 29,9 8,8 11,1 485

Adaptado (Pigott e Tucker 1990)

Os oOleos de peixe representam 2-3% dos O6leos alimenticios disponiveis

mundialmente (Gunstone 1967).

A ingestdo semanal recomendada de EPA e DHA varia entre os 06rgéos
internacionais, conforme se observa na Tabela 2 (FAO-WHO 1994; BNF 2000; Kris-Etherton
et al. 2002; Medicine 2002; BNF 2004a; HHS e USDA 2005).

Estas recomendacgdes foram estipuladas para garantir a proporgdo recomendada
de n6:n-3 entre 5:1 e 10:1 (Willis et al. 1998), apesar de algumas evidéncias sugerirem
como ideal a proporcdo dietética de 1:1 (Simopoulos 1991). Recomenda-se que
consumidores com historico de doenca cardiovascular, mulheres durante a gestacéo e a
amamentacédo, e criancas aumentem o consumo de EPA e DHA (FAO-WHO 1994; Kris-
Etherton et al. 2002).
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Tabela 2 Quantidades recomendadas para ingestao de acidos graxos n-3, n-6, EPA e DHA

por adultos saudaveis

Fonte Ano Recomendacédo Recomendacéo especifica
Joint WHO/FAO 2003 % em relagdo a ingestao 1-2 porgdes por semana de peixe
Expert C_:onsultation diaria de energia: (200-500mg de EPA+DHA por
(Internacional) 6-10% EPA+DHA porcao)
5-8% n-6
1-2% n-3
British Nutrition 2004 9% em relacdo a ingestao No minimo 2 por¢des de peixe por
Foundation diaria de energia: semana (~140g), sendo pelo
(Inglaterra) = - menos 1 de espécie oleosa (1,5-
elo menos 1,2% de acido
graxo essencial 3g EPA+DHA por semana)
Minimo 0,2% n-3
1-10% n-6
1,5g/semana n-3
Institute of Medicine 2002 % em relacdo a ingestao 1,6g/dia ALA para homens e
(EUA) diaria de energia: 1,1g/dia ALA para mulheres, dos
AE0 oo guais 10% podem ser
20-35% de lipidios, dos provenientes de EPA+DHA
quais
5-10% n-6 (LA)
0,6-1,2% n-3 (ALA)
FAO-WHO 1994 5:1-10:1 (LA:ALA) Para individuos que consomem
(Internacional) uma proporcao maior do que 10:1
(LA:ALA), aumentar o consumo de
alimentos ricos em n-3. Cuidados
especiais devem ser tomados
durante a gestacdo e o
aleitamento.
American Heart 2002 Consumir peixe (particularmente

Association (EUA)

oleoso) pelo menos 2 vezes por
semana; incluir 6leos e alimentos
ricos em ALA.

O mercado de Oleo de peixe € bastante significativo, pois, considerando-se a

ingestdo de 1g de EPA e DHA por dia por pessoa, as vendas anuais somente nos Estados

Unidos representariam quase 1 bilhdo de ddélares (Lands 2005).
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Individuos que ndo apreciam peixe ou que ndo tém facil acesso a este alimento
podem recorrer a suplementos ou a alimentos enriguecidos com n-3 para suprir as
necessidades dietéticas (BNF 2000; Kris-Etherton et al. 2002).

As capsulas de 6leo de peixe, quando adequadamente produzidas, apresentam a
vantagem de serem isentas de contaminacdo por metilmercirio e conterem baixas
concentracdes de contaminantes organoclorados, embora haja alguns obstaculos para a
administracdo destes produtos. Sabe-se que a utilizacdo de Oleos de peixe como fonte de
AGs n-3 é limitada pelo “flavor” indesejavel percebido neste produto, pela sua instabilidade
oxidativa, exigindo um aumento na ingestdo de antioxidantes, bem como pela dificuldade em
se produzir concentrados dos acidos n-3 EPA e DHA individualmente a partir desta matéria-
prima. Além disto, a ingestdo destas capsulas pode causar efeitos colaterais como
imunodepressdo, hemorragia clinica, glicemia, aumento do colesterol LDL, disturbios
gastrointestinais e nduseas (Gordon e Ratliff 1992; Ward 1995; Hasselmann e Kummerlen
1998; Kris-Etherton et al. 2002).

No mercado, entre os produtos adicionados de n-3, encontram-se principalmente
cremes vegetais, margarinas e leites (Brasil 2005), com alega¢cbes de propriedades
funcionais e ou de saude (Sgarbieri e Pacheco 1999), e outros produtos aos quais o 6leo de

peixe foi incorporado apos ser submetido a modificagcdes (Chapman e Regenstein 1997).
2.1.2.1 Oleo de sardinha

A producéo total de pescado capturado pela pesca extrativa marinha em 2004
atingiu o volume de cerca de centro e treze mil toneladas no Estado de Santa Catarina. Na
Figura 3, esta indicada a producdo das espécies mais representativas capturadas neste
Estado durante este periodo, tendo havido um predominio de sardinha-verdadeira
(Sardinella brasiliensis), cuja produgéo atingiu mais de vinte e oito mil toneladas, quantidade

gue representou 53,49% da producéo total nacional (IBAMA 2005).

A industrializag&o da sardinha gera em média 35% e 47,8% de residuos nas linhas
de eviscerados e de espalmados, respectivamente (Pessatti 2001). O alto teor protéico da
sardinha (16,50-22,40%, b.u.) (USP 1998; IBGE 1999) faz com que o principal destino dos
residuos seja para alimentacdo animal apds serem submetidos a um processamento
adequado (Seibel e Souza-Soares 2003; Arruda 2004; Borghesi 2004).

A sardinha-verdadeira destaca-se em relagdo a outros peixes da costa brasileira
(atum, bonito, olho de boi, cavalinha e serra) quanto ao teor de AGs n-3 (Visentainer et al.
2000). A somatéria de EPA e DHA nesta espécie de sardinha pode variar entre 23,7 e
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34,1% dependendo da estacédo do ano e das partes analisadas (Badolato et al. 1994), sendo

gue um estudo recente indica um total de 22,90% (Pessatti 2001).
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Figura 3 Producéo da pesca extrativa marinha no Estado de Santa
Catarina no ano de 2004. Fonte: IBAMA (2005)

Sua composicéo lipidica faz com que a inclusédo de sardinha na dieta seja benéfica
do ponto de vista nutricional e clinico (BNF 2004b), e torna esta espécie promissora para a
obtencéo de 6leo visando o consumo humano (Soccol e Oetterer 2003).

2.1.3 ACIDOS GRAXOS DE CADEIA MEDIA

Acidos graxos de cadeia média (AGCM) s&o aqueles saturados que contém 6 a 12
atomos de carbono. Sdo obtidos principalmente pela hidrélise do 6éleo de coco ou de
palmiste, seguida de fracionamento dos AGs resultantes para a concentragdo
principalmente do acido caprico e do caprilico (C8:0), e de tracos de C6:0 e C12:0. Os
AGCM obtidos podem ser submetidos a reesterificagdo com glicerol para formar TAGS,
conhecidos como trigliceridios de cadeia média (TCM) (Akoh 1995; Bell e Bradley 1997;
Akoh 1998; Willis et al. 1998).

O acido decandico, comumente conhecido como acido caprico, obtido
principalmente do 6leo de coco, contém 10 atomos de carbono e apresenta ponto de fusédo

de 31,6°C. O TAG simples deste acido graxo apresenta ponto de fusédo de 31,5°C, enquanto
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0 ponto de fusdo de seu éster metilico € de -12,8°C (Gunstone 1967; Bailey 1979; ISEO
2006). J& o acido octandico ou acido caprilico, com 8 atomos de carbono, apresenta ponto
de fusédo de 16,7°C (Bailey 1979; ISEO 2006). Estes valores fazem com que um TCM
contendo principalmente estes dois AGs em sua composi¢do — principalmente o caprilico —

apresente-se liquido a temperatura ambiente (D'Agostini 2001).

2.1.3.1 Metabolismo

Ao contrario dos trigliceridios de cadeia longa (TCL), os TCM sé&o absorvidos
intactos pela mucosa intestinal, e entdo os AGs séo liberados por uma lipase microssomal
da célula mucosa. Os AGCM liberados sdo metabolizados tdo rapidamente quanto a glicose
no corpo, apresentando pouca tendéncia de depdsito como gordura, porque eles ndo sao
prontamente reesterificados a trigliceridio como acontece com os AGs de cadeia longa
(AGCL). Ao invés disso, os AGCM sdo transportados rapidamente pela via porta ao figado
sob a forma de AGLs complexados com albumina, o que é possivel por serem menores e
mais hidrofilicos do que os AGCL. No figado, os AGCMs séo prontamente oxidados pela
célula, ja que ndo necessitam de carnitina para serem transportados até a mitocéndria,
caracteristica importante para provimento de energia a pacientes com insuficiéncia na
absorcao de lipidios (Goldberg 1994; Bell e Bradley 1997; Hasselmann e Kummerlen 1998;
Mu e Hoy 2000; Osborn e Akoh 2002).

2.1.3.2 Propriedades e aplicacdes

TCMs séo uteis para aplicacbes médicas, ja que séo utilizados como fonte rapida
e facil de energia, sendo indicados especificamente para pacientes com insuficiéncia
pancreética, atresia biliar, quiltria, fistula quilosa, doenga celiaca, rese¢do do intestino
delgado e fibrose cistica. Também sao utilizados como uma fonte significativa de energia
para criangas prematuras. Apesar de Uteis no controle da obesidade, niveis elevados de
TCM podem ter efeitos toxicos e sdo capazes de aumentar potencialmente os niveis de
colesterol sérico, além de estes TAGs ndo proporcionarem acidos graxos essenciais. Na
nutricdo enteral e parenteral, normalmente se utiliza uma mistura fisica de TCM com TCL,
0s quais podem ser provenientes dos 6leos de milho, soja ou girassol. Esta combinacao
garante o provimento de acidos graxos essenciais pelo TCL, e as vantagens da facil
digestibilidade, absorcdo e metabolismo pelos TCM. Além disso, esta combinagéo
proporciona um aumento na absorcdo total pelo intestino tanto do TCM quanto do TCL
(Jandacek et al. 1987; Goldberg 1994; Hasselmann e Kummerlen 1998; Mu e Hoy 2000;
Osborn e Akoh 2002; Dunford 2004; Xu 2004; ISEO 2006). Os TCM fornecem menos
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calorias (8,3kcal/g) do que os TCL, podendo ser aplicados na substituicdo de 6leos vegetais
em alimentos com baixo teor ou teor reduzido de calorias (Goldberg 1994; Akoh 1998; ISEO
2006).

A estrutura quimica dos TCM resulta em propriedades funcionais diferentes das
apresentadas por 6leos e gorduras convencionais. Sua composicao, rica em AGs saturados,
implica em menor suscetibilidade a oxidacdo. Sao Oleos estaveis a temperaturas tdo baixas
guanto 0°C, na qual permanecem claros e ndo viscosos, e apresentam solubilidade em agua
maior do que os TCL. Estas propriedades fazem com que, tecnologicamente, os TCM sejam
aplicados no transporte de “flavors”, cores e vitaminas; no fornecimento de brilho e na
prevencéo de aderéncia em produtos de confeitaria (Akoh 1998).

2.1.4 LIPIDIOS ESTRUTURADOS

Sabe-se que, na natureza, ha uma distribuicdo posicional dos AGs nas moléculas
de TAGs que € prépria de cada 6leo e gordura (Kubow 1996). A natureza, a localizagdo e a
adequada propor¢cdo dos AGs nas moléculas de TAG determinam o metabolismo, a
funcionalidade, a biodisponibilidade, e as caracteristicas quimicas e fisicas dos Oleos e
gorduras (Akoh 1995; Kubow 1996; Willis et al. 1998; Mu e Hoy 2001; Kodali e List 2005;
ISEO 2006).

As reacoes de sintese de lipidios permitem a modificagdo das estruturas originais
dos TAGs, para o desenvolvimento de novos 6leos e gorduras que combinam os beneficios
e as propriedades de cada AG em um Unico TAG (Bell e Bradley 1997).

Estas novas substancias sdo conhecidas como LE, definidos por alguns autores
(Akoh 1995; Osborn e Akoh 2002; Osborn e Akoh 2004; Xu 2004) como aqueles TAGs que
tenham sido construidos para a melhoria das propriedades da molécula nativa, seja ela o
glicerol, um monogliceridio (MAG), digliceridio (DAG) ou TAG, mediante a modificacdo das
posi¢cBes ou da composicdo em AGs da estrutura original.

2.1.4.1 Metabolismo

Na digestdo dos lipidios da dieta, as lipases pancreaticas atuam no intestino
delgado, hidrolisando seletivamente as posicbes sn-1 e sn-3 do TAG. As lipases
pancreaticas sdo auxiliadas pelas lipases pré-duodenais. O MAG formado, por sua porgcéao
polar e apolar, funciona como um excelente agente emulsificante. Os produtos da lipdlise,
incluindo AGLs, MAG e DAG, séo solubilizados junto com os fosfolipidios e o colesterol

pelos lisofosfolipidios e pelos sais biliares para o interior das miscelas, sendo entdo
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absorvidos. Os AGLs formados sdo destinados para a obtencdo de energia. A taxa de
hidrélise na posicao sn-2 € muito lenta, fazendo com que o acido graxo nesta posicao
permaneca intacto como 2-MAG durante a digestdo e a absor¢édo. O 2-MAG € encaminhado
para reesterificacdo com AGs de origem enddgena ou exdgena, para a formagédo de novos
TAGs. Estes sdo entdo empacotados para o interior dos quilomicrons e excretados para o
interior do sistema linfatico. A taxa de hidrolise dos TAGs pelas lipases envolvidas neste
metabolismo é influenciada pelo comprimento da cadeia e pela insaturacdo dos AGs nas
posi¢cdes sn-1 e sn-3. H& uma preferéncia destas lipases pelos AGCM, cuja hidrélise € mais
rapida e mais completa do que a dos AGCL (Akoh 1995; Kubow 1996; Bell e Bradley 1997;
Osborn e Akoh 2002). A natureza dos AGLs, MAGs e DAGs formados durante a lipélise é
influenciada pela distribuicdo posicional dos AGs nas moléculas de TAGs originais (Akoh
1995; Kubow 1996; Mu e Hoy 2001).

2.1.4.2 Vantagens

Dispondo-se do conhecimento do metabolismo de lipidios, pode-se definir
criteriosamente a estrutura e a composi¢cdo do LE de forma a alcancar o maximo efeito
desejado, seja na atuacdo contra doencas especificas — ja que sdo fatores determinantes,
por exemplo, para os efeitos colesterolémicos e aterogénicos do lipidio — na melhoria de
certos estados metabdlicos, na manutencéo do bem-estar de individuos saudaveis, ou ainda
na aquisicdo de propriedades funcionais para determinadas aplicagdes tecnologicas (Akoh
1995; Kubow 1996; Willis et al. 1998; Mu e Hoy 2001; ISEO 2006).

A absorcao do AG de interesse no TAG estruturado € mais eficaz do que em um
TAG simples ou em uma mistura fisica do AG de interesse com AGCM (Akoh 1995). As
misturas fisicas de TCM e TCL para aplicacbes médicas apresentam a desvantagem da
retencdo da taxa de absorcao individual de cada 6leo, caracteristica contornada mediante a
interesterificacdo das misturas, que promove uma modificagdo quimica nas estruturas
(Goldberg 1994; Xu 2004).

LEs podem ser aqueles TAGs especificamente construidos para conter,
preferencialmente na mesma molécula, uma mistura de AGs com cadeias alquila de
diferentes comprimentos, de forma a explorar o maximo potencial de cada AG. Pode-se
incorporar AGCC ou AGCM, ou ambos, as posi¢des sn-1,3 do esqueleto do glicerol (ou a
posicdo sn-2), e AGCL, em especial acidos graxos essenciais, ou outro AG de interesse
(AGCM, n-3, n-6, n-9), a posicao sn-2 (ou as posi¢des sn-1,3) (Akoh 1998; Osborn e Akoh
2002; Xu 2004).



30

Um LE que combina AGCL e AGCM/AGCC fornece produtos com um
metabolismo Unico: beneficios a saude atribuidos aos AGCL (principalmente os &cidos
graxos essenciais), rapidamente absorvidos como 2-MAG quando presentes na posi¢do sn-
2 do TAG, e rapida oxidacdo de AGCM e AGCC para provimento de energia, sem deposi¢ao
no tecido adiposo, quando nas posicoes 1 e 3 (Jandacek et al. 1987; Jennings e Akoh 1999;
Mu e Hoy 2000; Jennings e Akoh 2001; Mu e Hoy 2001; Xu 2004).

Um lipidio com esta estrutura atua na melhoria da absorcdo de gorduras em
pacientes com fibrose cistica; na reducdo do TAG sérico, do colesterol LDL e do colesterol
total; na preservacdo da funcdo reticuloendotelial; na atenuagcdo do catabolismo de
proteinas, e a uma maior sintese destas biomoléculas no musculo do esqueleto e no figado;
na melhoria do balanco de nitrogénio; na resposta hipermetabdlica frente a alguma injuria
térmica; na reducdo caldrica dos lipidios, com uma melhor manutengédo do peso corpoéreo;
na melhoria da fungdo imunoldgica, sendo vantajoso para pacientes imunosuprimidos ou
transplantados; na prevencdo de trombose; na reducdo do risco de céncer, causando a
inibicdo ou a reducdo da taxa de crescimento de tumores; no tratamento de deficiéncia na
absorcao de lipidios, em emulsdes administradas na dieta enteral e parenteral; em alimentos
do tipo “snack”; em pacientes obesos; na alimentacdo infantil, especialmente de bebés
prematuros; na alimentacdo de idosos (Goldberg 1994; Akoh 1995; Willis et al. 1998;
Jennings e Akoh 1999; Stein 1999; Mu e Hoy 2001; Osborn e Akoh 2002).

2.2 OBTENCAO DE OLEO DE PEIXE

Os Oleos marinhos estao presentes na carne de peixes “gordos”, no figado de
peixes “magros” e na camada de gordura de mamiferos marinhos como as baleias (Kulas et
al. 2003). Para a producao industrial de 6leo de peixe, séo utilizados principalmente peixes
pequenos e com alto teor de Oleo, apesar de também serem aproveitados peixes
descartados e residuos do processamento, principalmente provenientes do enlatamento
(Lee 1963).

Os Oleos de peixe refinados tém o “status” de “Generally Recognized As Safe”
(GRAS) pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) e uma lista de alimentos foram
aprovados pelo FDA para a fortificacdo com AGPIs n-3. A produ¢do mundial de cerca de um
milhdo de toneladas de 6leo de peixe por ano contém uma combinacao total de cerca de
dez a vinte e cinco mil toneladas de EPA mais DHA (Lands 2005).

A oferta de 6leo de peixe é limitada no mercado, devido ao refino mais elaborado

exigido por este produto, quando comparado aos 6leos vegetais (Hasselmann e Kummerlen
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1998). Os principais paises produtores sdo Peru, paises escandinavos, Chile, Estados
Unidos e Japdo. Observou-se uma flutuacao na oferta de éleo de peixe ao longo dos anos,
com tendéncia a uma reducéo. No Japao, por exemplo, a oferta de quinhentas mil toneladas
deste 6leo em 1986 caiu para menos de cinquienta mil toneladas no ano de 1994 (Lands
2005), tendo apresentado um aumento para quase sessenta e sete mil toneladas em 2003.
De 1993 a 2003, a producdo de oOleo no Brasil manteve-se em torno de trés mil toneladas
(FAO-WHO 1994).

A seguir, serdo discutidas as metodologias para a extracdo de 6leo de peixe e

para sua estabilizagdo com antioxidantes.
2.2.1 METODO CONVENCIONAL

O método convencional para a obtencédo industrial de 6leo € conhecido como
processo Umido, aplicado principalmente para peixes com alto contetdo de 6leo (Lee 1963;
Lands 2005). Envolve as etapas de cozimento, prensagem e ou filtracdo e centrifugagdo do
material. O cozimento da massa, por injecéo direta ou indireta de vapor, é essencial para a
liberacdo da agua e do 6leo do material durante o tratamento com altas pressbes. A
prensagem tem a finalidade de remover a porcao liquida do material, conhecida como
miscela, composta por agua, solidos hidrossoluveis, solidos suspensos e 6leo. Estes
materiais podem ser separados por filtracdo seguida de centrifugacédo para a obtencéo de
duas porcbes. Uma delas, a torta de prensagem, € composta por solidos Umidos,
geralmente submetidos a secagem, visando a obtencdo de farinha de pescado, ou a
hidrolise, para a obtencdo de silagem biol6gica, é&cida ou enzimatica, produtos
posteriormente destinados para alimentacéo animal. A outra porcéo é referente a uma fase
liguida (licor de prensagem), composta por sélidos sollveis e 6leo bruto (Lee 1963; Pigott e
Tucker 1990; Gunstone et al. 1994; Morales-Ulloa e Oetterer 1997; Guerard et al. 2002;
Seibel e Souza-Soares 2003; Arruda 2004; Borghesi 2004).

O 6leo de peixe na forma bruta contém uma série de substancias indesejaveis,
classificadas conforme segue: (a) matérias suspensas, mucilaginosas, coloidais, resinas ou
polimeros; (b) AGLs presentes ou produzidos antes ou durante o processamento do peixe;
(c) corantes naturais; (d) substancias volateis que conferem odor ou “flavor”; e (e)

acilglicerdis saturados (Lee 1963).

Para consumo humano, o 6leo recuperado na centrifugacdo deve ser processado
para a remocdo destas substancias. Ele deve ser refinado, podendo ser submetido a
degomagem, saponificacdo e lavagens acidas, podendo ser realizada uma nova
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centrifugacdo. Pode-se ainda promover a modificagdo do Oleo submetendo-o a
fracionamento, processo que consiste no resfriamento da amostra até o maior ponto de
fusdo, o que permite a precipitacdo de cada acido graxo e de seus alquil-ésteres, os quais
séo separados da amostra por filtracéo (Lee 1963).

O 6leo obtido deve ser armazenado seco e livre de sélidos. Uma alternativa para a
obtencgé&o de um 6leo com melhor qualidade é o imediato resfriamento do 6leo resultante das
etapas de cozimento e prensagem, o que retarda a oxidacéo e a deterioracdo dos TAGs
(Pigott e Tucker 1990; Gunstone et al. 1994).

2.2.2 METODO COM SOLVENTES

A extracdo de oOleo de peixe com solventes (preferencialmente desaerados) é
amplamente utilizada em escala laboratorial, principalmente para a determinacdo do teor de
gordura total de amostras. Quando o tecido encontra-se liofilizado, a extracdo com solventes
é dificultada e a reidratacéo da amostra é aconselhavel para uma adequada recuperagéo de
lipidios (Lee 1963; Christie 1982).

O método universalmente utilizado para a extracao de lipidios com solventes € o
de Bligh & Dyer (Bligh e Dyer 1959), que utliza o sistema ternario de solventes
cloroférmio:metanol:agua, adicionados em duas etapas. E indicado quando se deseja a
extracao de lipidios de grandes quantidades de tecidos (Christie 1982).

Esta técnica apresenta vantagens sobre as demais extracdes com solventes,
inclusive sobre o método de Soxhlet, quanto ao rendimento do processo, a qualidade do
produto, & rapidez da técnica e também ao fato de ndo demandar grandes volumes de
solventes. Permite a extracdo de todas as classes de lipidios da amostra, sejam estes
polares (residuos de &cidos graxos de cadeia curta — AGCC, AGLs e produtos primarios da
oxidacao) ou apolares (TAGs, ésteres de colesterol). Isto € possivel porque o cloroférmio é
um solvente organico para qualquer classe de lipidios, e o metanol tem a funcéo dupla de
facilitar a umectacdo da amostra e desfazer as fortes ligacbes entre os lipidios e as
membranas celulares ou sua ligagcao nas lipoproteinas (Bligh e Dyer 1959; Christie 1982). A
escolha destes solventes é fundamental para o rendimento em lipidios totais proporcionado
por esta técnica, podendo ser 15 a 30% superior do que o obtido em sistemas com
solventes de menor toxicidade, que utilizam, por exemplo, um alcano (geralmente hexano),
um alcool (iso-propanol) e agua (Undeland et al. 1998).

7

Além disso, a extracdo por Bligh & Dyer é realizada a frio, preservando a
integridade dos lipidios extraidos, o que permite sua utilizacdo posterior para qualquer
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finalidade, caracteristica extremamente atrativa para a extracdo de O6leos de peixe,
altamente insaturados. Outra vantagem ¢é o fato de este método independer da umidade da
amostra (Bligh e Dyer 1959; Undeland et al. 1998).

Para uma extracdo eficaz pelo método de Bligh e Dyer, é primordial manter as
proporcdes 1:2:0,8 e 2:2:1,8 entre os volumes utilizados no sistema ternario de solventes
antes e apos a diluicdo, respectivamente. Estes volumes foram determinados para amostras
com 80% de umidade, sendo que variacdes na umidade da amostra exigem o ajuste da
agua do sistema de solventes, de forma a garantir as proporcdes citadas. Desta forma, na
primeira etapa de adicdo de solventes (cloroférmio e metanol), ocorre a formacdo de um
sistema miscivel (monofasico) formado com a agua contida na amostra. A etapa seguinte,
com uma nova diluicdo com cloroférmio e 4gua, garante a formacéao de um sistema bifasico,
sendo que a fragcdo lipidica esta contida na camada cloroférmica, cuja separacdo e
evaporacgdo do solvente permite a obtengdo de um extrato lipidico purificado (Bligh e Dyer
1959; Christie 1982; Brum 2004).

2.2.3 METODOS ALTERNATIVOS

Um Oleo de peixe com qualidade superior ao extraido pelo método tradicional
pode ser obtido via hidrélise enzimatica de peixes inteiros, de descarte ou de residuos do
beneficiamento de peixes. Este método tem como objetivo a obtencdo de hidrolisados
protéicos de peixe via acdo de proteases, gerando como subproduto um 6leo de excelente
gualidade devido as temperaturas amenas aplicadas no processo (Pigott e Tucker 1990;
Shahidi et al. 1997; Arruda 2004; Borghesi 2004).

Outro método que pode ser aplicado para a extracdo de 6leo de peixe em escala
comercial € a extragdo com fluido supercritico, com a substituicdo dos solventes liquidos
tradicionais (comumente hexano) por solventes supercriticos, normalmente o diéxido de
carbono liquido, com as vantagens da similaridade de suas caracteristicas com as do éter
de petroleo, o baixo custo, atoxicidade e alto poder de solubilizacdo (Pigott e Tucker 1990;
Barthet e Daun 2005).

2.2.4 OXIDACAO E ESTABILIZACAO DE OLEO DE PEIXE COM
ANTIOXIDANTES

Os AGPIs presentes no 6leo de peixe conferem baixa estabilidade oxidativa a este

produto, sendo um parametro critico para a vida-de-prateleira de 6leos de peixe e de
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produtos alimenticios aos quais lipidios de origem marinha foram incorporados (Pigott e
Tucker 1990; Kulas et al. 2003).

A temperatura ambiente, as insaturacdes dos AGs do 6leo de peixe reagem
prontamente com o oxigénio para a formacdo de hidroperéxidos, os quais sdo instaveis,
particularmente a altas temperaturas e na presenca de ions de metais de transigdo. Os
hidroperoxidos se decompdem a produtos secundarios, muitos de baixa massa molecular,
volateis e com acentuadas propriedades olfativas, que conferem o “flavor” caracteristico e
desagradavel de 6leo de peixe ran¢oso (Bockisch 1993; Kulas et al. 2003).

Além dos produtos secundarios da oxidacéo, a trimetilamina presente no 6leo de
peixe também contribui para os odores desagradaveis observados neste produto (Chapman
e Regenstein 1997; Kulas et al. 2003). Além disso, a ingestdo de Oleos marinhos
degradados pode expor o consumidor aos produtos toxicos da autoxidacdo dos lipidios
(Shahidi e Shukla 1996; Siqueira et al. 1997).

A presenca de antioxidantes no 6leo de peixe ird minimizar a exposi¢do do produto a
oxidagdo (Siqueira et al. 1997). A concentracdo e o tipo dos antioxidantes naturalmente
presentes e 0 processamento a que o Oleo sera submetido determinardao a necessidade da
adicdo de antioxidantes para a manutencdo da qualidade do 6leo de peixe obtido e dos
produtos aos quais ele foi adicionado (Pigott e Tucker 1990; Wanasundara e Shahidi 1998;

Kulas et al. 2003), que podem ser 0s seguintes:
» Antioxidantes naturais: tocoferol, &cido ascoérbico, extrato de cha verde sem clorofila;
> Antioxidantes sintéticos: tert-butil hidroquinona (TBHQ), hidroxitolueno butilado (BHT);
» Combinacbes de antioxidantes: tocoferol/palmitato de ascorbila, tocoferol/acido
ascorbico, a-tocoferol/extrato de alecrim, tocoferol/fosfolipidios (em particular a
fosfatidiletanolamina) e sistemas ternarios de antioxidantes, como tocoferol, &cido

ascorbico ou palmitato de ascorbila, e concentrados de fosfolipidios (lecitina).

Entre os antioxidantes citados, o palmitato de ascorbila apresenta maior atividade em
Oleos vegetais do que em gorduras animais e o BHT é pouco eficaz em 6leos com muitas
insaturagdes. A incorporacdo de BHT e de BHA a alimentos tem sido limitada devido aos

indicios de toxicidade e ou mutagenicidade destes antioxidantes (Lands 2005).

A seguir, estdo relacionadas as caracteristicas do TBHQ, que tornam este
antioxidante vantajoso para aplicacdo em 6leo de peixe:
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> O TBHQ é aprovado para uso alimenticio (Lands 2005), sendo geralmente usado

como antioxidante em alimentos de origem animal e em Oleos e gorduras ;
> E mais eficaz do que outros antioxidantes presentes no mercado (Oliveira 2003);

> Em gorduras animais, o0 TBHQ mostrou-se mais eficaz do que outros antioxidantes
sintéticos e também naturais na estabilizacdo de Oleos de savelha e de foca
(Wanasundara e Shahidi 1998) e de 6leo bruto de figado de tubar&o e de suas fragdes,
sendo indicado para a incorporacdo a 0leos que serdo submetidos a muitas etapas de
processamento (Pacheco e Barrera-Arellano 1994);

> A legislacao brasileira estipula que o TBHQ (INS 319) seja adicionado aos alimentos
no limite maximo de 200mg/kg de gordura do produto (Brasil 2005).

2.3 PROCESSOS DE MODIFICACAO DE OLEOS E GORDURAS

Os 6leos e as gorduras sao fundamentais na dieta de homens e de animais: sdo a
principal fonte de energia da dieta, fornecendo em torno de 9kcal/g, sendo constituidos
principalmente por TAGs. Nutricionalmente, sédo importantes para o transporte e a protecédo
das vitaminas lipossoluveis (A, E, D, K), e para o fornecimento de acidos graxos essenciais,
necessarios para a sintese de membranas, de hormonios reguladores e de outros
componentes do organismo (Bailey 1979; Pigott e Tucker 1990; Turatti 2000; HHS e USDA
2005; ISEO 2006).

No preparo e no consumo de alimentos, os 6leos e gorduras contribuem com
varias caracteristicas sensoriais: melhoram a palatabilidade dos alimentos, conferem “flavor”
e cor aos alimentos, melhoram sua aparéncia, provéem uma sensacdo de saciedade,
funcionam como um eficiente meio de transferéncia de calor no preparo de alimentos (em
especial em frituras), tém acdo lubrificante em “dressings”, auxiliam no processo de
fermentacédo por promoverem a retencdo de ar, conferem uma textura caracteristica nos
processos de cozimento. As principais fontes de lipidios na dieta sao as carnes, os produtos
lacteos, as aves, 0s peixes, as sementes oleaginosas, 0s 0leos e as gorduras vegetais
(Bailey 1979; Pigott e Tucker 1990; ISEO 2006).

O consumo de alguns 6leos e gorduras, entretanto, esta relacionado com a
incidéncia de doencas cardiovasculares e cancer. Este € o caso das gorduras saturadas,
fato que levou muitos governos a recomendarem a reducdo de sua ingestdo, junto ao
aumento no consumo de AGPIs (Goldberg 1994; Kubow 1996).
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Para atender a estas exigéncias nutricionais, as industrias passaram a utilizar o
processo de hidrogenacdo para a modificacdo da composicdo de 6leos contendo AGs
insaturados. Neste processo, ocorre a adicdo de hidrogénio as insaturacbes dos AGs da
matéria-prima, dando origem a bases gordurosas que podem substituir industrialmente as
gorduras saturadas. Na hidrogenacéo parcial, as duplas ligagcdes dos AGs insaturados sao
convertidas da forma cis para a forma trans; ja na hidrogenacao total, todas duplas ligacdes
sdo eliminadas, mas o produto resultante é quebradico (Goldberg 1994; Mancini-Filho e
Chemin 1996; Rousseau e Marangoni 2002; Solomons e Fryhle 2002; ISEO 2006). A
hidrogenacéo total ou parcial do 6leo de peixe permite a obtencdo de gorduras com maior
estabilidade oxidativa para aplicacdes em margarinas e “shortenings” (Pigott e Tucker 1990;
Chapman e Regenstein 1997; Lands 2005), apesar de provocar a redugéo no conteido dos
AGPIs (Lands 2005).

As gorduras hidrogenadas passaram a ser utilizadas em produtos largamente
consumidos, o que implicou no aumento da ingestdo de gorduras na forma trans (Goldberg
1994; ISEO 2006). Apesar dos avancos tecnoldgicos que a hidrogenacéo proporcionou,
diversas pesquisas revelaram que os efeitos fisioldgicos das gorduras trans obtidas por este
processo — excluindo-se, portanto, as gorduras trans naturalmente presentes em produtos
obtidos de animais ruminantes (Mancini-Filho e Chemin 1996; ISEO 2006) — sdo mais
prejudiciais do que os proporcionados pelas gorduras saturadas, aumentando os riscos de
doencas cardiovasculares e possivelmente de cancer (Goldberg 1994; Kodali e List 2005).

A preocupacdo com a saude levou a criacdo de regulamentacfes por Governos
como o Norte-americano (ISEO 2006) e o Brasileiro (Brasil 2005), para a indicacao do teor

de gorduras trans nos rétulos de alimentos a partir de 2006.

A utilizacdo mundial de gordura passou de cinglienta e dois para cento e quatro
milhdes de toneladas métricas de 1976-1980 a 1996-2000, respectivamente. A expectativa é
de que se atinja cento e oitenta e quatro milhdes de toneladas métricas em 2016-2020
(Lands 2005). Além do aumento na ingestdo de gordura, inclusive trans, as mudancas na
dieta da populagdo também levaram a uma deficiéncia em AGs n3 e um desbalanco na
proporcdo de n-6:n-3, principalmente nas dietas dos paises ocidentais, nos quais se
encontra atualmente na faixa de 20 a 50:1 (Leaf e Weber 1987; Simopoulos 1991; Vesshy
1994; Willis et al. 1998).

As industrias de 6leos e gorduras novamente se viram frente ao desafio de buscar

diferentes ingredientes e tecnologias para a obtencdo de produtos com propriedades
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funcionais e ou de saude, com reduzido teor de gordura (ou com a eliminacdo deste

nutriente) e livres de isbmeros trans.

Uma alternativa ao processo de hidrogenacdo € a mistura fisica de TAGs com
diferentes comprimentos de cadeia alquila, embora com o inconveniente de fornecer
produtos com a reten¢do da taxa de absorcdo individual original dos TAGs. Além disso, os
produtos sdo obtidos em uma mistura de TAGs com distribuicdo aleatoria dos AGs, o0 que
ndo favorece a absorcdo dos AGCL presentes nas posi¢cdes terminais dos TAGs (Akoh
1995; Khare e Nakajima 2000; Mu e Hoy 2000; Versleijen et al. 2005).

O fracionamento é outro processo de modificagdo de gorduras, no qual ocorre a
remocdo dos sélidos da matéria-prima por cristalizacdo controlada (abaixamento da
temperatura), seguida por técnicas de separacdo que envolvem uso de solventes ou
secagem. O fracionamento a seco € a técnica mais usada (Rousseau e Marangoni 2002;
ISEO 2006), podendo ser utilizado para a obtencéo das fracdes oleina e estearina a partir
de gordura abdominal de frango (Ming 2001; Ming e Gioielli 2002), de 6leo de palma (Vieira
et al. 1997) e também de 6leo de peixe (Pacheco e Barrera-Arellano 1994). O outro
processo de fracionamento, com solventes, € utilizado na producdo de manteigas duras,

Oleos especiais e alguns 6leos para salada (ISEO 2006).

Como alternativa aos O6leos e gorduras convencionais, foram também
desenvolvidos os substitutos de gordura, classificados em trés categorias: substitutos a base
de gordura, substitutos a base de proteina e substitutos a base de carboidratos. Um dos
produtos desenvolvidos a base de gordura é a olestra, um substituto de gordura comercial
obtido da combinacdo entre ésteres de sacarose e AGs. Esta composicdo confere ao
produto aparéncia e textura das gorduras naturais, com a vantagem de ser “zero caloria”.
Outros substitutos de gorduras de baixa caloria séo os ésteres de poligliceréis e os LEs nos
guais os AGCL foram substituidos por AGCM ou AGCC nas moléculas (Akoh 1998; Osborn
e Akoh 2002; Solomons e Fryhle 2002; ISEO 2006).

O conhecimento das reacfes de hidrélise e sintese de acilglicerdis direcionou as
pesquisas de transformacdo de 6leos e gorduras para as reagfes de interesterificacéo.
Neste caso, 0 objetivo é a obtencdo, via quimica ou enzimatica, de LEs com propriedades
tecnologicas e nutricionais otimizadas (Goldberg 1994; ISEO 2006), assunto que sera

discutido com detalhe em momento oportuno.

Além da interesterificacdo enzimatica, com a aplicacdo de lipases para a
modificacdo de O6leos e gorduras, a biotecnologia engloba ainda a hibridizacdo e a
modificacdo genética de plantas e animais como estratégias para a obtencédo de produtos
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com caracteristicas especificas. Além de um aumento no rendimento em Oleo, estes
processos bioldgicos podem fornecer produtos com propriedades alergénicas reduzidas, ou
com vantagens nutricionais e funcionais, através da modificagdo da composicdo em AGs
das matérias-primas. Entre as possibilidades desta técnica, pode-se citar a reducdo no
conteudo de AGs saturados e o desenvolvimento de plantas capazes de produzir AGs n-3.
Apesar de seus beneficios, a aceitagdo de alimentos produzidos por biotecnologia ainda €
controversa, principalmente nos paises da Europa, devido a preocupacao dos consumidores
com os efeitos da ingestéo de organismos geneticamente modificados (ISEO 2006).

Outra possibilidade biotecnolégica é a producdo, em quantidades substanciais, de
Oleos e gorduras especificos, caso da producdo de Oleos e gorduras Unicos por
microrganismos, como no caso do uso de Candida lipolytica cultivada em 6leos vegetais, ou
do cultivo de fungos para a obtencéo de GLA, ou ainda de Mortiella alpina para a producéo
de AA (Goldberg 1994).

2.3.1 INTERESTERIFICACAO

As reacdes que envolvem a troca de radicais acila (R-C'=0 « R-C°Q") de &cidos

carboxilicos e seus derivados podem ser classificadas conforme indicado na Tabela 3,
apesar de haver certa divergéncia entre os autores. As reacdes de hidrolise de TAGs levam
a formacdo de AGLs, acilgliceréis parciais (MAG, DAG) e glicerol. A reacgdo inversa é a
esterificagcdo ou esterificagcdo direta, que envolve a troca de radicais acila entre uma
molécula de glicerol e um AGL. As reacdes de aciddlise (éster-AG), alcoolise (éster-alcool) —
especificamente chamada de glicerdlise quando o glicerol € o alcool envolvido — e
transesterificacdo (éster-éster) s&@o genericamente chamadas de interesterificacao
(Marangoni e Rousseau 1995; Willis et al. 1998; Gunstone 1999; Rousseau e Marangoni
2002; Carvalho et al. 2003). Na interesterificacdo, o doador do grupo acila pode ser tanto um
AGL guanto um TAG ou um éster do acido graxo (Akoh 1995; Gunstone 1999; Xu 2004).

Estas reacBes podem ser utilizadas para a sintese de LE.

As reacdes de troca de radicais acila, em especial as de interesterificacao,
permitem o rearranjo ou a modificacdo de AGs nas moléculas de TAG, dando origem a LEs
gue apresentam propriedades (nutricionais, funcionais e fisicas) diferentes dos 6leos e
gorduras originais, sejam eles naturais, hidrogenados ou fracionados (Kubow 1996; Kodali e
List 2005; ISEO 2006).
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Tabela 3 Reacdes para a troca de radicais acila entre acilgliceréis. Adaptado de (Osborn e
Akoh 2002)

Estratégia Reacdao

Esterificacdo direta* R;-CO-OH + R-OH 2 R;-CO-OR + HOH

Transesterificacdo (reacdo de troca R;-CO-OR; + R;-CO-OR,; 2 R;-CO-OR, + R5-CO-OR;
de éster)

Aciddlise R;-CO-OR + R,-CO-OH = R,-CO-OR + R;-CO-OH
Alcoolise R;-CO-OR + R,-OH 2 R;-CO-OR,+ R-OH

* A reacao inversa € a hidrolise de ésteres.
R, Ri, Ry, Rs, R4 = cadeia alquila com diferentes comprimentos e/ou graus de saturacgéo.

Quando se deseja a purificacdo do produto de interesse, pode-se remover
industrialmente os produtos intermediarios da reacdo (AGLs, ésteres dos AGs, DAGs e
TAGs) mediante o resfriamento controlado (Shreve e Brink Jr. 1980) ou a destilagdo da

massa interesterificada (Fomuso e Akoh 2002).

A distribuicdo dos AGs nas moléculas pode ser randémica (ao acaso) ou dirigida,
e a reacdo pode ser intra ou intermolecular. Quando a reagdo € intramolecular, ndo ha
mudancas no grau de saturacdo do produto e ndo ocorre isomerizagao cis-trans, apesar de
se perceberem alteracdes em suas propriedades fisicas (Rousseau e Marangoni 2002;
Kodali e List 2005; ISEO 2006).

A interesterificacdo € um processo que ocorre na presenca de um catalisador
(ISEO 2006), que pode ser quimico, com a vantagem do baixo custo e da simplicidade do
processo, ou enzimatico, o qual tem um grande potencial de se tornar economicamente
viavel (Kodali e List 2005).

Junto a hidrogenacéo, a interesterificacdo € o método mais antigo de modificacao
de gorduras utilizado para o preparo de gorduras plasticas, praticada comercialmente nos
Estados Unidos desde a década de 50 para a melhoria do comportamento cristalino de
banha de porco. Esta tecnologia € utilizada mundialmente para o preparo de uma variedade
de margarinas livres de isbmeros trans, “spreads”, “shortenings”, substitutos de manteiga de
cacau, alimentos com reduzido valor calorico e gorduras para cozimento (Osborn e Akoh
2002; List e Reeves 2005). A interesterificacdo tem sido amplamente empregada para a
modificacdo do 6leo de palma, em especial para evitar o fenbmeno de pds-endurecimento
caracteristico deste 6leo (Vieira et al. 1997; Grimaldi et al. 2005).
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2.4 INTERESTERIFICACAO QUIMICA

Uma das formas mais difundidas para a obtencdo de LE é a interesterificacao
guimica aleatoria (Akoh 1995), que ocorre em condi¢cbes de alto consumo de energia (alta
temperatura e pressdo) (Marangoni e Rousseau 1995; Osborn e Akoh 2002; Carvalho et al.
2003).

O processo quimico engloba basicamente a secagem da mistura dos Gleos por
volta de 100°C sob vacuo, seguido da adicdo do catalisador, sendo geralmente concluida
apoés cerca de 30 minutos. O catalisador pode ser neutralizado ao término do processo e
filtrado, ou removido por lavagem com agua. O 6leo entdo é submetido a lavagem, remocao
da umidade, clarificagdo e desodorizacdo para a obtencdo do produto final (Marangoni e
Rousseau 1995; Kodali e List 2005; ISEO 2006).

2.4.1 CATALISADORES QUIMICOS

A interesterificagdo quimica ocorre na presenca de catalisadores como o sodio
metdlico, potassio metalico e suas ligas, metoxilato ou etoxilato de sédio ou de potassio
(Marangoni e Rousseau 1995; Osborn e Akoh 2002; Carvalho et al. 2003).

Os catalisadores quimicos sdo de facil aplicacédo, baratos, ativos na faixa de 50 a
90°C, e sao eficazes em pequenas quantidades. A qualidade da matéria-prima afeta
profundamente o rendimento do processo, influenciando no tipo e na quantidade necessaria
de catalisador e na perda de Oleo. A presenca de umidade, AGLs e peroxidos nos
substratos constituem-se em venenos do catalisador, podendo desativa-lo (Marangoni e
Rousseau 1995; Osborn e Akoh 2002; Klinkesorn et al. 2004; Kodali e List 2005).

Os catalisadores quimicos em geral sao utilizados na proporcao de cerca de 0,1%
em massa dos reagentes, ndo podendo exceder 0,2% para 6leos secos e refinados
(Marangoni e Rousseau 1995), apesar de haver relatos de 0,5% como limite maximo e da
utilizacdo de maior quantidade (por exemplo, 1,5%) quando ha presenca de venenos no

meio (Klinkesorn et al. 2004).
2.4.2 MECANISMO DA REACAO

As reacbes quimicas de interesterificacdo consistem de trés etapas principais
(Figura 4).
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Mecanismo de adicdo a carbonila
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Figura 4 Mecanismo da reagdo quimica para a sintese de lipidios estruturados — Mecanismo
de adicdo a carbonila

As etapas ilustradas na Figura 4 envolvem a ativacdo do catalisador, a hidrdlise da
ligacdo éster e troca de AGs. A troca de AGs entre os sitios hidroxila dos TAGs néo ocorre
diretamente, mas por meio de uma série de reacfes de alcbdolise que envolvem acilglicerois
parciais. A interesterificacdo depende das propriedades do grupo carbonila (C=0), o qual é
predisposto a ataque nucleofilico, sendo que o oxigénio eletronegativo desloca os elétrons
da ligacdo CO para proximo de si, levando a uma carga parcial positiva no carbono,
configurando um carater de ion acilio. Neste mecanismo, vale ressaltar que impedimentos

estéricos afetam o rendimento da reagéo (Rousseau e Marangoni 2002).
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O estado de transicdo da reacdo € um intermediario tetraédrico relativamente
estavel com uma carga parcial negativa no oxigénio. Ao passo que a reacao progride, um
alquil-éster é liberado e o intermediario citado reverte para uma geometria plana tipica de
carbonila na forma de éster ou de acilglicerdis, juntamente com ions glicerilato (1), os quais,
na condi¢do de nucledfilos, atacam carbonos parcialmente positivos de carboxila dos TAGs,
rearranjando estas moléculas. H4A uma forte evidéncia de que a hidrélise da ligacdo
carbonila entre o oxigénio e o carbono é o mecanismo para a liberacéo do grupo (Rousseau
e Marangoni 2002).0 outro mecanismo proposto para a reacao quimica de sintese de LEs é
0 mecanismo de condensacgdo de Claisen (Figura 5). Neste caso, o metoxido de sodio
(NaOCH:;5) ou outro alcoxido de metal alcalino remove um hidrogénio acido do carbono a da
carbonila do carbono, resultando na formac¢do de um enolato de éster. Esta rea¢do produz
um carbanion, um poderoso nucledfilo. Este nucledfilo ataca grupos carbonila, formando um
intermediario b-ceto-éster de glicerol, o qual fica livre para atacar outras carbonilas de
acilglicerdis e trocar ésteres intra e intermoléculas. Uma vez que este carbanion é criado, o
processo continua até que se atinja um equilibrio termodinamico (Marangoni e Rousseau

1995; Rousseau e Marangoni 2002).
2.4.3 VANTAGENS E DESVANTAGENS

A interesterificacdo quimica é um processo simples, de facil aumento de escala e
barato. E um método geralmente rapido, embora o tempo de reacdo dependa das condicbes
da reacdo, como concentracdo do catalisador, temperatura e solubilidade do catalisador nos
substratos, podendo variar de 5 min a 6h, podendo atingir o equilibrio somente apés 24h
(Marangoni e Rousseau 1995; Osborn e Akoh 2002; Klinkesorn et al. 2004; Kodali e List
2005).

A catalise quimica apresenta o inconveniente da falta de especificidade, sem o
controle da distribuicdo posicional dos AGs no produto final, obtido em TAGs com
distribuicdo aleatdria dos AGs (Akoh 1995; Osborn e Akoh 2002), levando a necessidade de
etapas adicionais para a obtencdo do produto de nteresse (Akoh 1995). O aquecimento
necessario para a modificacdo quimica de 0Oleos e gorduras ndo é conveniente quando se
trabalha com AGs termolabeis (Bailey 1979; Carvalho et al. 2003). Sob as altas
temperaturas e nos pHs extremos dos processos quimicos tradicionais, os AGPI podem
sofrer destruicdo parcial, por oxidagéo, da configuracdo natural das duplas ligagdes, todas

na forma cis, migracdo das duplas ligagcbes ou isomerizagdo cis-trans (Haraldsson e



43

Thorarensen 1994), podendo fornecer residuos toxicos e AGs de coloracdo escura
(Carvalho et al. 2003).

Condensacéao de Claisen
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Figura 5 Mecanismo da reacdo quimica para a sintese de lipidios estruturados —

Condensacéao de Claisen

A distribuicdo aleatoéria dos AGs no produto pode ser alterada por cristalizacéo e
separacao dos produtos saturados com ponto de fusdo mais alto, mediante a conducgao da
reacdo a temperaturas inferiores a temperatura de cristalizacdo dos componentes com

maior ponto de fusdo formados durante a reacdo (Kodali e List 2005). Neste caso, a




44

interesterificacdo quimica é classificada como dirigida (Marangoni e Rousseau 1995) ou
seletiva (Shreve e Brink Jr. 1980).

2.4.4 APLICACOES COMERCIAIS

Comercialmente, as principais aplicagbes para a interesterificacdo quimica séo a
melhoria das propriedades fisicas de banha de porco e a producdo de margarinas livres de
isdmeros trans (Marangoni e Rousseau 1995).

Algumas empresas do ramo alimenticio desenvolveram gquimicamente LEs para
uso nutricional. Entre os produtos comerciais disponiveis, encontram-se alguns com AGCL e
AGCM em sua composigéo, caso do Captexo (C8:0, C10:0, C18:2), da empresa ABITEC
(Columbus, Ohio); e do LE Neobee®, composto por C8:0, C10:0 e AGCL (Stepan Company,

Maywood, New Jersey) (Akoh 1995).

Um dos LEs disponivel comercialmente € a Caprenina (The Procter & Gamble
Co.), uma mistura de TAGs com distribuicdo aleatéria dos AGs (acido caprilico, acido
caprico e acido behénico, C22:0, obtido da hidrogenacdo do &cido erdcico). Fornece
somente 5kcal/lg, e suas propriedades funcionais, similares as da manteiga de cacau,
permite sua aplicacdo em coberturas para produtos de confeitaria (Akoh 1998; D'Agostini
2001).

O Salatrim é outro LE obtido quimicamente, comercializado pela Nabisco Foods
Group (Parsippany, New Jersey, EUA) sob o nome de Benefat. Representa uma familia de
TAGs estruturados contendo pelo menos um AGCC e pelo menos um AGCL, ligados
aleatoriamente ao esqueleto de glicerol, fornecendo apenas 55% das calorias das gorduras
convencionais. Pode ser aplicado em coberturas para chocolates aromatizados, batatas
fritas, caramelos e “toffees”, recheios para produtos de panificacdo e confeitaria, “spreads”,
molhos, e produtos lacteos como sobremesas do tipo “frozen” e queijos (Akoh 1998;
D'Agostini 2001).

2.5 INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA

Os sistemas de reagdo enzimatica hormalmente consistem da lipase (dispersa no
meio ou imobilizada), da agua associada a enzima, dos substratos e, se presente, do
solvente. O rendimento do processo pode ser aumentado via adicédo de silica gel, peneiras
moleculares, remoc¢éo do produto (por cristalizacdo, por exemplo), remocao da agua e das
substancias volateis porventura formadas (Gunstone 1999). Alguns autores aconselham o
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condicionamento prévio da enzima para a ativacdo deste biocatalisador (Shimada et al.
1997; Xu et al. 2000).

Na interesterificacdo enzimatica, a reacdo em batelada pode ser conduzida em
baldo de trés bocas (Diaz Gamboa e Gioielli 2003b) ou em frascos recobertos de diversas
capacidades (Camacho Paez et al. 2002; Fadiloglu et al. 2003; Wongkasul et al. 2004).
Nestes estudos de bancada, a reacdo é conduzida, de maneira geral, em banho térmico
com agitacdo. Para as reacdes em larga escala, pode-se utilizar um reator em batelada de
40 kg (Xu et al. 1998). Como exemplo de reator continuo, ha indicacéo de coluna de vidro
empacotada com enzima imobilizada e recoberta com aluminio (Camacho Paez et al. 2002)
ou encamisada (Fomuso e Akoh 2002), ou ainda um reator com membrana de ultrafiltragéo,
0 que permite a reducdo da temperatura de trabalho e desloca o equilibrio da reacdo

mediante a separacdo dos subprodutos (Xu et al. 2000).

Comercialmente, o processo consiste na passagem dos substratos por uma série
de reatores que contém a enzima imobilizada. Quatro reatores, contendo 100-400 kg de
enzima cada, podem produzir de vinte a cem toneladas de gordura por dia. A enzima é
termoestavel e pode ser reutilizada, e o fato de ndo haver reacdes paralelas elimina a
necessidade de pos-processamento (List e Reeves 2005). Depois da reacéo, o 6leo obtido é

desodorizado para a obteng&o do produto final (Rousseau e Marangoni 2002).
2.5.1 BIOCATALISADORES: LIPASES

As enzimas pertencentes ao grupo das hidrolases séo as ferramentas mais Uteis
na sintese organica, catalisando a hidrélise e a formacdo de ligacbes C-O de ésteres,
lactonas ou carbonatos. Estas enzimas sdo catalisadores quirais, de facil aplicacdo, sem a
necessidade de uma coenzima para sua ag¢do, comercialmente disponiveis em grande
namero e variedade, com uma consideravel versatilidade de aplicagdo (Gais e Theil 2002).

As hidrolases mais utilizadas e as mais versateis sdo as lipases (glicerol éster
hidrolases, E.C. 3.1.1.3), por apresentarem alta atividade ndo somente em &agua como
também em meio aquoso na presenca de um co-solvente, e, com maior importancia, em
meio organico com solvente apolar, condicdo em que promovem o pronto processamento de
substratos lipofilicos. Outra razdo para a ampla utlizacdo das lipases € sua grande
disponibilidade na natureza, podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais e microbianas
(Castro e Anderson 1995; Cheetham 1995; Gunstone 1999; Gais e Theil 2002; Rousseau e
Marangoni 2002).
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As lipases catalisam a hidrolise total ou parcial das ligacdes éster de TAGs,
liberando DAGs, MAGs, AGLs e glicerol (Macrae 1983; Carvalho et al. 2003). As
caracteristicas das lipases permitem que estas enzimas ajam reversivelmente na reacao
inversa, isto €, na esterificacdo, interesterificacdo e na resolu¢cdo de misturas racémicas.
Estas reacOes ocorrem quando as enzimas estdo presentes em meio com condi¢cdes
experimentais favoraveis, com restricdo de agua (Castro e Anderson 1995; Cheetham 1995;
Wanasundara e Shahidi 1997; Castro et al. 2004).

As lipases consistem de 199-641 residuos de aminoacidos. A funcionalidade
destes biocatalisadores depende de uma mudanca conformacional, que permite o acesso do
substrato ao sitio ativo, o qual consiste da triade serina, &ido aspartico (ou glutamico) e
histidina, conhecida como regra dos trés pontos ou triade catalitica (Costa Neto 2002). A
serina € 0 nucledfilo necessario para a catalise e os outros dois aminoacidos estédo
envolvidos em um sistema de “cadeia de cargas” definido para melhorar a catélise. Esta
triade estad encoberta por uma curva superficial conhecida como dobra, que consiste de um
curto fragmento helicoidal de uma longa curva superficial mantida por interagoes
eletrostaticas e hidrofobicas. Durante a ativacao interfacial, a dobra é deslocada mediante
ligacdes com a interface, expondo o substrato ao sitio ativo. Simultaneamente, o meio
hidrofébico ao redor do sitio ativo fica exposto e forma um forte sitio de ligacéo na interface.
Durante a catalise, a triade é envolvida por um mecanismo de grupo de cargas (Marangoni e
Rousseau 1995; Rousseau e Marangoni 2002).

Conforme indicado na Tabela 4, segundo a especificidade pelo substrato, as
lipases sao classificadas em diferentes grupos: lipases néo especificas ou aleatorias, lipases
regioespecificas, lipases estereoespecificas e lipases acido graxo especificas, onde também
estdo indicados os microrganismos, plantas e outras fontes das quais estas enzimas séo
obtidas (Castro e Anderson 1995; Willis et al. 1998; Carvalho et al. 2003; Xu 2004). Além
desta especificidade, muitas lipases também apresentam enantiosseletividade frente a
varios ésteres, alcoois e substratos acidos (Wanasundara e Shahidi 1997; Gais e Theil
2002).

As lipases ndo especificas ndo apresentam especificidade pela natureza do grupo
acila ou pela sua posicéo no esqueleto do glicerol, fornecendo produtos com distribuicdo
aleatdria dos AGs em todas posi¢cdes da molécula, a exemplo do que ocorre na catélise
guimica (Willis et al. 1998; Carvalho et al. 2003).

As lipases sn-1,3-especificas caracterizam-se pela especificidade pelas posicdes
sn-1 e sn-3 das moléculas de acilglicerol (Carvalho et al. 2003), sendo que algumas enzimas



47

séo incapazes de agir na posicao sn-2 da molécula devido a um impedimento estérico, ou
seja, 0 acido graxo presente nesta posicdo € incapaz de entrar no sitio ativo do
biocatalisador (Macrae 1983; Willis et al. 1998).

Ha lipases que diferenciam os AGs n-3 EPA e DHA durante a catdlise, em geral

apresentando maior especificidade pelo primeiro (Haraldsson 2001).

A especificidade apresentada por algumas lipases permite que a distribuicdo dos
AGs nas moléculas ocorra de forma dirigida, levando a construgdo de moléculas com
estruturas especificas (Akoh 1995; Rousseau e Marangoni 2002; ISEO 2006).

Tabela 4 Classificagcdo das lipases quanto a especificidade

Classificacéo Especificidade Fontes produtoras das lipases

N&o especifica - Penicillium cyclopium,
Corynebacterium acnes,
Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus aureus, Candida
rugosa (anteriormente C.
cylindraceae), Candida antarctica

Regioespecifica Posi¢cdessn-1 esn-3  Rhizopus delemar, Rhizopus
arrhizus, Rhizopus  oryzae,
Rhizopus niveus, Aspergillus niger,
Chromobacterium viscosum,
Humicola lanuginosa, Rhizomucor
miehei, Mucor miehei, Mucor
javanicus, Candida lipolytica,
Penicillium roguefortii, lipase
pancreatica suina e algumas lipases
vegetais (colza, mostarda e lupino)

Posicdo sn-2 Candida  parapsilosis  (também
apresenta especificidade por AGPI)

Acido graxo especifica AGCL com ligacdo Geotrichum candidum
dupla cis na posicao 9

AGCC e AGCM Aspergillus niger e Aspergillus
delemar

Independente da especificidade apresentada pela lipase, pode-se observar
migracdo acila durante a reacdo, fendmeno estritamente quimico, que leva a uma troca
espontanea de AGs de um sitio éster para outro. Estas reacfes paralelas provocam uma
redistribuicdo aleatéria dos AGs nos acilglicerois, resultando em estruturas que ndo haviam
sido previstas para a lipase aplicada (Macrae 1983; Willis et al. 1998; Carvalho et al. 2003).
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O controle das condicbes da reacdo enzimatica permite a obtencdo de um maximo
rendimento do LE a ser sintetizado, quando se objetiva distribuir os AGs em posicdes
especificas da molécula de TAG (Christie 1982; Xu et al. 1998; Jennings e Akoh 1999;
Jennings e Akoh 2001; Rousseau e Marangoni 2002; Yang et al. 2005).

2.5.2 MECANISMO DA REACAO

O mecanismo genérico das reacdes de interesterificagdo enzimética consiste de

diferentes etapas, ilustradas na Figura 6.

A primeira etapa € uma reacao de hidrdlise. Nos acilgliceréis, ocorre inicialmente o
ataque nucleofilico do grupo hidroxila da serina na ligacéo éster de determinado residuo de
AG nativo (R;) ligado ao esqueleto do glicerol, o qual pode apresentar originalmente
diferentes graus de esterificacdo. A ligacdo éster € hidrolisada, liberando o AG nativo e
produzindo um acilglicerol menos substituido, contendo pelo menos um grupo hidroxila no
sitio onde inicialmente se encontrava o AG liberado. Forma-se entdo um intermediario acila-
enzima, que envolve a enzima e o AG liberado. Uma vez que este complexo é formado, a
fracdo alcool do substrato original (ROH) é liberada. Em uma segunda etapa, ocorre a
hidrélise do intermediario acila-enzima, dando lugar finalmente a troca de AG durante a
interesterificacdo (R,). Esta reacdo pode ocorrer tanto por uma substituicdo direta quanto
por uma esterificacdo apds a liberacdo do primeiro AG (Reyes e Hill 1994; Marangoni e
Rousseau 1995; Rousseau e Marangoni 2002; Xu 2004).

Esta sequéncia de reacdes de hidrolise da estrutura original e reesterificagcdo, com
multiplas entradas e saidas de reagentes e produtos, faz com que o mecanismo da

interesterificacdo seja conhecido como “ping-pong” (Gunstone 1999).
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Figura 6 Representacdo esquematica das etapas da interesterificacdo enzimética entre um
trigliceridio e um &cido graxo livre: a) hidrélise do TAG, com a liberacéo do residuo do AG

nativo; b) incorporacao do novo residuo de AG

2.5.3 FATORES QUE AFETAM AREACAO

A taxa de reagéo, o rendimento do processo e a obtengéo dos produtos desejados
— relacionados a atividade, a especificidade e a estabilidade das lipases — dependem de
alguns fatores, a saber: origem da enzima, temperatura, pH, forca iénica, contetdo de agua,
solvente, proporcdo molar dos substratos, concentracdo da enzima, tempo de incubacdao,
presenca de inibidores ou de promotores, e se a enzima encontra-se livre ou imobilizada

(Osborn e Akoh 2002; Rousseau e Marangoni 2002).

Geralmente, as lipases livres (ndo imobilizadas) sdo oticamente ativas entre 30 e
40°C, e as lipases obtidas de animais e plantas sdo menos termoestaveis do que as
microbianas. O aumento da temperatura além do ponto 6timo provoca a desnaturacéo das
moléculas da enzima pela destrui¢cdo das ligacdes, como as pontes dissulfeto, e pode levar

a hidrdlise das ligaces peptidicas e a deamidacéo dos residuos de asparagina e glutamina,
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provocando a inativagdo das enzimas (Osborn e Akoh 2002). Estes processos podem ser
evitados mediante a eliminacdo da agua do meio e a imobilizacdo da enzima. Em meio
aquoso, o pH 6timo para a maioria das lipases de origem animal fica entre 8 e 9, enquanto
para as microbianas, o pH 6timo fica na faixa de 5,6 a 8,5 (Osborn e Akoh 2002; Rousseau
e Marangoni 2002). O pH e a temperatura sdo fatores que interferem no predominio da
hidrolise ou da sintese (Rousseau e Marangoni 2002).

A imobilizacdo de enzimas torna a biosintese e a biotransformacéo de lipidios
comercial e economicamente viavel por permitir a facil recuperacéo destes biocatalisadores
por filtracdo, permitindo sua reutilizagdo, bem como por proporcionar um aumento na sua
estabilidade, na sua atividade e na sua seletividade, quando comparadas as enzimas
liofilizadas e dispersas no meio (Akoh 1995; Gais e Theil 2002; Osborn e Akoh 2002). Para
se obter tais vantagens, recomenda-se 0 uso de suportes porosos, onde a enzima
imobilizada possa trabalhar adequadamente em solventes organicos (Khare e Nakajima
2000).

Em alguns trabalhos, a avaliacdo do rendimento do processo utilizando-se a
enzima imobilizada em subsequentes reac¢des indica a possibilidade de reutilizagdo 10 a 14
vezes (Macrae 1983; Yang et al. 2003), com a recuperacao da enzima ap0s cada reacao
mediante centrifugagéo e/ou filtragcdo (Khare e Nakajima 2000; Langone e Sant'’Anna 2002)
ou passagem por coluna de sulfato de sodio anidro (Jennings e Akoh 1999; Jennings e Akoh
2001).

Para direcionar a reacdo enzimatica para a hidrélise ou para a esterificacédo, €
fundamental controlar a atividade de agua, o conteddo de agua e/ou a agua contida na
preparacdo de lipase, na mistura ce substratos e aquela porventura formada durante a
reacdo. Entretanto, um conteddo de agua residual geralmente menor do que 1% (variando
de 0,04 a 11%, m/v) € necessario para a atividade catalitica de muitas lipases, ja que
mantém a dindmica enzimatica durante as interacdes ndo covalentes (Macrae 1983;
Haraldsson e Thorarensen 1994; Akoh 1995; Oshorn e Akoh 2002; Rousseau e Marangoni
2002), promovendo a producgdo, via hidrélise, dos acilgliceréis intermediarios formados
(Rousseau e Marangoni 2002). O ajuste do conteudo de agua do sistema pode ser realizado
mediante diferentes técnicas (Xu et al. 1998; Diaz Gamboa e Gioielli 2003b; Fadiloglu et al.
2003; Wongkasul et al. 2004).

A formacdo de ésteres via esterificacdo direta apresenta o inconveniente da
formacdo de agua, 0 que se torna um problema para o equilibrio da reacdo e para a
inativagéo da enzima, fato que nao ocorre na interesterificacdo (Anthonsen 2003). Por esta
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razdo, este processo apresenta maior importancia do que a hidrélise e ou a sintese de
ésteres na biotransformacéo de 6leos e gorduras (Wanasundara e Shahidi 1997; Rousseau
e Marangoni 2002).

Quando se utiliza solvente em reacgbes catalisadas por lipases, a escolha por
solventes organicos hidrofébicos (2 < log P < 4) (Castro e Anderson 1995; Cheetham 1995;
Gais e Theil 2002; Monteiro et al. 2003) permite a reducéo da afinidade pela agua ligada a
lipase, evitando sua inativacdo e aumentando a taxa de reacéo catalisada pela enzima no
sentido de sintese, promovendo também um aumento na solubilidade de substratos
apolares, bem como uma maior termoestabilidade da enzima (Akoh 1995; Castro e
Anderson 1995; Cheetham 1995; Jennings e Akoh 1999; Khare e Nakajima 2000; Jennings
e Akoh 2001; Gais e Theil 2002; Monteiro et al. 2003).

2.5.4 VANTAGENS E DESAFIOS

A aplicacédo de lipases na transformacado de lipidios apresenta muitas vantagens
tecnolégicas frente aos processos quimicos e fisicos. A seletividade e a especificidade
inerentes as lipases permitem que a sintese enzimatica de LE ocorra sem ou com poucas
reacoes paralelas indesejaveis, o que facilita a recuperacdo do produto desejado. Esta
caracteristica permite principalmente um preciso controle sobre a incorporacdo do &cido
graxo de interesse a uma posicéo especifica no esqueleto do glicerol, fornecendo moléculas
com um metabolismo Unico, permitindo uma melhor absorcdo dos AGs de interesse, o que
nao é viavel no processo quimico, em que sédo obtidos TAGs com distribuicdo aleatéria dos
AGs, nem na mistura fisica. Isto leva a produtos menos toxicos do que aqueles obtidos
nestes outros processos, e de maior valor agregado (Akoh 1995; Ray e Bhattacharyya 1995;
Khare e Nakajima 2000; Mu e Hoy 2000; Osborn e Akoh 2002; Rousseau e Marangoni 2002;
Kodali e List 2005).

As lipases reduzem a energia de ativacdo das reacfes quimicas, caracteristica
comum a todas enzimas (Wanasundara e Shahidi 1997; Rousseau e Marangoni 2002).

Duas outras raz0es bastante atrativas para a utilizagdo de enzimas, decorrentes
das condi¢cbes brandas de pH e temperatura e da pressdao normal utilizadas na reacao, € a
energia economizada no processo e a ocorréncia de uma degradacdo térmica minima. Esta
vantagem € interessante para a modificacdo enzimatica de Oleo de peixe, rico em
poliinsaturados, favorecendo uma maior estabilidade oxidativa do produto, uma maior vida-
de-prateleira e uma melhor qualidade (Gunstone 1999; Osborn e Akoh 2002).
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Outro ponto interessante atribuido ao método enzimético € a redugéo no custo de
residuos, reduzindo os problemas ambientais. Além disso, as lipases ndo sdo desativadas
pela umidade do meio, como ocorre com catalisadores quimicos como o0 NaOCH;
(Rousseau e Marangoni 2002).

Apesar das vantagens da sintese e modificacdo de Oleos e gorduras via
enzimatica, esta tecnologia devera ser otimizada para se tornar economicamente viavel e,
conseqlentemente, competitiva, principalmente frente a sintese quimica e aos processos
fisicos. A sintese de LE utilizando-se enzimas poderd ser mais vantajosa mediante a
reducdo dos custos do processo (imobilizagdo das enzimas para sua reutilizagdo, aplicagdo
de enzimas ndo comerciais, estudo de bioreatores, melhoramento genético das lipases), e
com a realizacdo de mais pesquisas para o melhor esclarecimento da absorcdo, das
propriedades fisicas, quimicas, nutricionais e funcionais dos LEs contendo AGs de interesse
em posicoes especificas do TAG, de forma a melhor direcionar sua aplicacéo. A dificuldade
no aumento de escala do processo enzimatico também é um fator qie pode limitar a
aplicagcdo industrial desta tecnologia. Além disso, a interesterificacdo enzimética ocorre
muito mais lentamente do que a interesterificacdo quimica. Outro ponto a se observar € que,
guando a interesterificacdo é incompleta e quando se deseja um TAG especifico, é
necessario remover do meio 0s substratos que ndo reagiram, bem como o0s produtos
intermediarios (Akoh 1995; Gunstone 1999; Khare e Nakajima 2000; Osborn e Akoh 2002;
Rousseau e Marangoni 2002). Além disso, em nivel industrial, € necesséario ajustar os
parametros de reacdo para a melhor relacéo custo-beneficio, de forma a otimizar o processo

(Jennings e Akoh 2001).

2.5.5 APLICACOES COMERCIAIS

Uma das principais aplicagbes comerciais da interesterificacdo enzimatica € a
producdo de substitutos de manteiga de cacau a um preco acessivel (Marangoni e
Rousseau 1995), area em que podem ser utilizados como substrato 6leo de piqui e acido

estearico (Facioli e Gongalves 1998).

Na obtencdo de produtos de interesse nutricional, pode-se citar a obtencdo de
gorduras livres de trans, principalmente margarinas e “shortenings”, mediante
interesterificacdo enziméatica, produtos disponibilizados comercialmente a partir de 2004. A
ADM Food OQils foi a pioneira na producéo, sendo que outras empresas (Loders Croklaan,
Premium Vegetable Oils Sdn Bhd) também oferecem diversos produtos no mercado (Kodali
e List 2005).
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O produto Betapol foi desenvolvido pela Unilever para conter uma propor¢céo de
65% de acido palmitico na posi¢do sn-2 e &cido oleico ou linoleico nas posicdes terminais,
para ser utilizado como substituto da gordura do leite humano em férmulas para criangas
(Akoh 1995; Kubow 1996; Schmid et al. 1998; D'Agostini 2001; Mu e Hoy 2001).

2.6 ESTRATEGIAS PARA A SINTESE DE LIPIDIOS
ESTRUTURADOS

A interesterificacdo de misturas de Oleos e gorduras € bastante utilizada para
conferir novas propriedades (fisicas, quimicas, sensoriais) aos substratos originais. O LE
obtido pode conter AGs de interesse nutricional, apresentando, por exemplo, uma
composi¢do balanceada de AGCM e AGCL, cuja aplicacdo podera ser como suplemento
alimentar ou no enriquecimento de alimentos (Marangoni e Rousseau 1995; Willis et al.
1998; Carvalho et al. 2003; Kodali e List 2005).

Pode-se incorporar CLA a 6leos vegetais (Lee et al. 2004), enriquecer manteiga
com CLA (Garcia et al. 1998), biosintetizar 1,3-oleil-2-palmitoilglicerol (OPO) para uso em
alimentacgéo infantil (Schmid et al. 1999), sintetizar um LE rico em acido oleico e caprilico ou
laurico (Wongsakul et al. 2004), por exemplo, a partir da acidolise tanto de 6leo de
amendoim (Lee e Akoh 1998) como de gordura de frango (Lee e Foglia 2000) com &cido

caprilico.

E possivel sintetizar um LE do tipo OPO para substituir o Betapol, com a
vantagem da maior propor¢céo de acido palmitico na posicdo sn-2 (94% molar), através da
alcoolise de tripalmitina com lipase sn-1,3-especifica, e posterior esterificacdo do 2MAG
formado com &cido oleico, utilizando-se 0 mesmo catalisador (Schmid et al. 1998).

Uma das areas mais estudadas na interesterificacdo, devido a sua importancia
nutricional, € o desenvolvimento de técnicas para a obtencdo de alimentos ricos nos AGPI n-
3 EPA e DHA, de forma a promover um aumento no seu consumo. Neste sentido, as
principais aplicagfes das reacdes de interesterificacdo sdo a incorporacdo de concentrados
destes AGs n3 (na forma de AGLs, ésteres etilicos ou ésteres de glicerol) a Oleos e
gorduras vegetais, cujo consumo universal é expressivo (Ward 1995; Akoh et al. 1996;
Khare e Nakajima 2000), e a outros 6leos e férmulas alimenticias; a concentracao de n-3 em
6leo de peixe, como 6leo de figado de bacalhau (Haraldsson et al. 1989) ou 6leo de atum
(Klinkesorn et al. 2004); e a reacdo de glicerol com AGPIs n3 ou com seus ésteres
(Marangoni e Rousseau 1995; Gunstone 1999). Ha também a possibilidade do
enriquecimento de fosfolipidios com concentrados de AGLs de EPA e DHA, para aplicacao
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como suplemento alimentar de animais ou humanos, ou como emulsificante rico nestes AGs
n-3 (Haraldsson 2001).

Uma pesquisa confirmou que a incorporacdo de éster etilico de EPA a TAGs
trissaturados ocorre aleatoriamente mediante 0 uso de lipase imobilizada de C. antarctica,
ndo especifica, e em posi¢bes especificas quando se aplica lipase imobilizada de Mucor
miehei, sn-1,3-especifica (Lee e Akoh 1996).

Em outro estudo (Moura et al. 2005), foi testada a incorporacéo de ésteres etilicos
de AGCL provenientes de 0Oleo de peixe a trigliceridios de cadeia média (1:2,5 em mol),
utilizando-se uma lipase sn-1,3-especifica (5% em massa dos substratos), imobilizada e
sem condicionamento prévio. Apos 30 horas de reacdo a 60°C, com agitacdo de 1000rpm
sob vacuo, houve incorporacdo maxima (66,66%) de ésteres aos TAGs, obtendo-se LE

especifico de interesse nutricional, com os AGCL nas posi¢des terminais das moléculas.

Uma pesquisa indicou que a imobilizacéo de lipase sn-1,3-especifica de Rhizopus
japonicus em suporte de Celite permite a incorporacédo de 25% de DHA aos TAGs de 6leo
de soja (1:2 em massa) apos 24 horas de reacéo a 40°C com agitacado de 500rpm, em meio
com n-hexano (Khare e Nakajima 2000).

Em um estudo, avaliou-se a incorporacdo de AGCM (C10:0), na forma livre, a 6leo
de peixe, em uma propor¢cdo molar de 2:1, respectivamente. A reacao foi catalisada pela
lipase imobilizada sn-1,3-especifica IM60° (10%, m/m dos reagentes), do fungo Rhizomucor

miehei. Apds 24 horas a 55°C e 200rpm, a transesterificagdo na presen¢ca de hexano
resultou na incorporacdo média (molar) de 31,1% de C10:0, enquanto os teores de EPA e
DHA foram de 12,6% e 13,7%, respectivamente. No caso da reacdo sem solvente, houve
incorporacdo meédia de 28,8% de C10:0, sendo que os valores de EPA e DHA foram,
respectivamente, de 16,1% e 13,5%. N&o se verificou C10:0 na posi¢éo sn-2 dos TAGs. Foi
observado um aumento na incorporacdo do AGCM ao 6leo com o aumento do tempo de
incubacéo, da concentracdo de enzima, da propor¢cdo molar de substrato e com a reducao
no contetdo de agua do sistema. Na reacdo tanto na presenca quanto na auséncia de

solvente, a incorporagcao maxima de C10:0 ocorreu apos 72 h (Jennings e Akoh 2001).

Em outra pesquisa realizada pelos mesmos autores, foi avaliada a incorporacéo
de C10:0 aos TAGs de uma amostra de 6leo de peixe (Pronova Biocare, Noruega),
misturados na proporcao molar de 2:1, respectivamente. Apés 24 horas, a 55°C e 200rpm,
também com a lipase IM60° (10%, m/m dos reagentes), obteve-se a incorporacdo média de
43% (molar) de C10:0 aos TAGs no caso da reagdo com hexano, com 27,8% de EPA e
23,5% de DHA. A reacao sem solvente forneceu TAGs com 31,8% (molar) de C10:0, 33,2%
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de EPA e 28,3% de DHA. Neste caso, observou-se predominancia de EPA e DHA na
posicdo central dos TAGs, confirmando a sintese de LE, embora tenha sido detectada certa
migracao acila durante o processo (Jennings e Akoh 1999).

Testou-se a incorporacdo enzimatica de C10:0 aos TAGs de Oleo de peixe
(proporcdo molar de 3:1) em hexano, utilizando-se diferentes lipases. Os melhores
resultados foram obtidos com a lipase PS-30 de Pseudomonas sp. (4%, m/m dos
substratos), a temperatura de 45°C, a 250rpm e com um conteudo de agua de 2% (m/m dos
substratos e enzima). Nestas condi¢les, a reacdo, ap0s 24h, proporcionou a sintese de LE
contendo 20,3% de C10:0, principalmente nas posi¢cdes terminais dos TAGs, sendo que a
posicao central das moléculas foi ocupada predominantemente por EPA e DHA (Hamam e
Shabhidi 2005).

Em trabalho de 2003, foi realizada a interesterificacdo quimica para a obtencao de
LE a partir de misturas binarias de 6leo de pescado comercial e gordura de palmiste, rica em
acido laurico. Apés 1 hora a 60°C com agitacdo e sob pressao reduzida, na presenca de
metodxido de sddio (0,4%, em massa), o produto apresentou comportamento fisico plastico e
50 a 23,4% de AGPIs n-3, em quantidades que foram dependentes das proporgcoes

utilizadas dos substratos (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a).

Os mesmos autores (Diaz Gamboa e Gioielli 2003b) testaram a mistura fisica, a
interesterificacdo quimica (nas mesmas condi¢des anteriores) e também enzimatica para a
obtencdo de LE a partir de misturas binarias de 6leo de pescado comercial e gordura de
palmiste. Para a biocatdlise, adicionou-se 0,3% de &gua e a enzima imobilizada de
Rhizomucor miehei foi aplicada na propor¢cdo de 5% (em massa dos substratos). Esta
reacdo ocorreu durante 6 horas a 65C, sob agitacdo e em atmosfera de nitrogénio.
Obtiveram um produto com comportamento fisico plastico e observaram que o contetdo de
gordura sélida dos produtos néo diferiu significativamente para os produtos obtidos pelas

diferentes tecnologias.

A producédo de LEs ricos em EPA e DHA pode ser feita por meio de reac6es em
duas etapas, que envolve primeiro uma reacgdo de alcéolise, com a formacdo de um 2-MAG
que, depois de isolado (em geral, por fracionamento), € esterificado (Schmid et al. 1998;
Torres et al. 2002; Xu 2004).

Concentrados de EPA e DHA podem ser obtidos a partir de 6leo de figado de
bacalhau ou de microalgas, para serem utilizados na sintese de TAGSs ricos nestes n-3 apds
reacdo enzimdatica de glicerdlise, com rendimentos que podem chegar a 96,5% (Robles
Medina et al. 1999).
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A concentracao de AGPIs utilizando lipases pode também ser realizada através da
esterificacdo de glicerol em uma primeira etapa enzimatica para adicdo de AGCM nas
posicdes terminais, seguida de uma catélise quimica para incorporacdo de EPA ou DHA na
posicao 2 do esqueleto de glicerol (Halldorsson et al. 2001). A incorporagdo dos AGs n-3
nesta posicao da molécula em uma reacéo em duas etapas pode apresentar um rendimento

de 90% ou mais dependendo das condigdes utilizadas (Haraldsson 2001).

A aciddlise de TAGs de cadeia média com um concentrado de EPA e DHA obtidos
de dleo de peixe, catalisada por uma lipase sn-1,3-especifica em reator com membrana de
ultrafiltragcdo, com simultanea separagcdo dos AGCMs liberados durante o processo, oferece
incorporacao 15% superior dos AGPIs n-3 em relacdo a reagdo conduzida na auséncia de
membrana, por deslocar o equilibrio da reagdo no sentido de formacdo do produto de

interesse (Xu et al. 2000).

A modificacdo de o6leos de grau alimenticio também pode ser realizada com
finalidades tecnologicas (Marangoni e Rousseau 1995; Willis et al. 1998; Carvalho et al.
2003; Kodali e List 2005). A espalhabilidade da manteiga, por exemplo, pode ser melhorada
mediante sua interesterificacdo quimica com 6leo de milho (Rodrigues e Gioielli 2003),
reacdo que também proporciona o enriquecimento do produto com AGPI n-6. A
espalhabilidade e os atributos sensoriais da manteiga também podem ser modificados por
meio de sua interesterificagdo (quimica ou enzimatica) com 6leo de canola (Rousseau et al.
1996b; Rousseau et al. 1996c; Marangoni e Rousseau 1998; Rousseau e Marangoni 1999).
A interesterificacdo quimica de 6leos vegetais liquidos (algoddo, amendoim, soja, milho e
canola) com TAGs trissaturados (gordura de soja e de algodao totalmente hidrogenadas)

pode ser realizada para a obtengc&o de margarinas e “shortenings” (List et al. 1995).

2.7 TECNICAS PARA A CARACTERIZACAO DE TRIGLICERIDIOS
ESTRUTURADOS

A literatura apresenta diferentes metodologias analiticas para 0 acompanhamento
do progresso da reacédo de sintese de LEs.

A cromatografia gasosa (CG) geralmente é aplicada para a determinacdo da
composicdo total de AGs da amostra, que deve ser submetida a derivatizacdo prévia
(Morrison e Smith 1964; Lepage e Roy 1984; Brengartner 1985; Lee e Akoh 1996; Shimada
et al. 1997; Mu et al. 2000; Xu et al. 2000; Camacho Paez et al. 2002).

A distribuicdo estereoespecifica dos AGs nos TAGs dos LEs obtidos pode ser
determinada de forma a se verificar a ocorréncia de migracdo acila durante a reacao
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(desejavel quando se aplicou uma lipase especifica), para a verificacdo das vias metabdlicas
de utilizacdo dos TAGs e para o controle de qualidade de alimentos que contenham 6éleos e
gorduras naturais ou modificados. A composicdo em AGs da posi¢cdo sn-2 dos TAGs da
amostra pode ser obtida na literatura (Gunstone 1967) ou a partir da andlise por CG dos
acilglicerdis obtidos ap6és a hidrélise enzimatica com lipase pancreatica (D'Agostini e Gioielli
2002).

Esta lipase, apesar de bastante utilizada com esta finalidade, ndo é eficaz para a
determinacdo da estrutura e TAGs que contém quantidades significativas de AGCC ou
AGCM, como a gordura do leite, ou AGPI, caso dos 6leos marinhos e de outros 6leos e
gorduras de sementes com AGs incomuns (Gunstone 1967; Christie 1982). Como
alternativa para estes produtos, ha a possibilidade de a analise regioespecifica dos TAGs
ser realizada por degradacédo quimica com reagente de Grignard (Christie 1982), seja pelo
método tradicional (Gilman e McGlumphy 1928; Becker et al. 1993) ou modificado (Turon et
al. 2002). Nas duas técnicas, apés a hidrélise, a fracdo de acilglicerol de interesse € isolada

por cromatografia em camada delgada (Christie 1982).

A partir da composi¢gdo em AGs da posicao sn-2 dos TAGs e da composigao total
em AGs dos TAGs da amostra, pode-se estimar a composi¢cdo das posi¢coes sn-1 e sn-3,
utilizando-se as teorias 1,3-random 2-random para gorduras naturais e 1,2,3-random para
LE (Bailey 1979), conforme realizado em alguns estudos (Ming 2001; D'Agostini e Gioielli
2002; Rodrigues 2002).

A determinacao direta da posicdo dos AGs nas moléculas de TAGs pode ser feita
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa (Caboni et al. 1992;
Huang e Akoh 1996; Mu et al. 2000; Fomuso e Akoh 2002) ou ressonancia magnética
nuclear de C13 (RMN *3C), aplicada por exemplo para 6leo de palma (Ng 1985) e azeite de
oliva (Sacchi et al. 1992).

O efeito da interesterificacdo nas propriedades fisicas dos 6leos e gorduras
modificados pode ser avaliado segundo diferentes métodos. A determinagdo do contetdo de
gordura sélida (CGS) da amostra pode ser feita por ressonancia magnética nuclear pulsante
(RMNp), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e técnicas dilatométricas. Os
termogramas obtidos pela analise por DSC fornecem a temperatura e o calor de fusédo das
amostras, e esta técnica pode também ser utilizada para a determinacdo da morfologia dos
cristais (forma polimérfica a, b, b’) das amostras, o que também pode ser verificado por

difragéo de raio-X e microscopia de luz polarizada. A estrutura cristalina das amostras pode

ser determinada por microscopia eletronica de transmissdo e microscopia de varredura a
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laser confocal. O efeito da interesterificacdo sobre Oleos e gorduras pode ser verificado
mediante a avaliacdo da reologia do produto, via determinacdo do ponto de gotejamento
(método Mettler), da textura (penetrdmetro em cone, maquina de teste Instron ou um
analisador de textura), da viscosidade e das propriedades viscoelasticas da amostra
(Osborn e Akoh 2002; Rousseau e Marangoni 2002).

As medi¢cdes mecanicas sdo importantes para a definicdo da aplicagéo tecnologica
dos LEs obtidos, mas a andlise sensorial € determinante para a verificacdo da aceitacdo do
produto pelo consumidor (Osborn e Akoh 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Este capitulo foi dividido em trés secfes. Na primeira, estdo descritos o material e
a metodologia para a modificacdo do 6leo de peixe comercial, a qual foi realizada mediante
a interesterificacdo quimica e enzimatica utilizando-se como doador acila tanto éster metilico
de &cido céaprico quanto trigliceridios de cadeia média. Na segunda, é descrita a
metodologia para a extracdo de 6leo de residuos de sardinha, bem como os procedimentos
para sua posterior utilizacdo como substrato em reagdo de transesterificacdo enzimatica,
visando a sintese de trigliceridios estruturados. Por fim, na terceira secdo, € apresentada a
metodologia para a determinagdo da composicao e caracterizacdo de cada 6leo estudado

nas duas primeiras secoes.

3.1 MODIFICACAO DO OLEO DE PEIXE COMERCIAL

3.1.1 MATERIAL

Utilizou-se o acido caprico, na forma livre, da Sigma. O 6leo de peixe utilizado foi o
ROPUFA n-3 ‘30’ Food Oil® (Roche Brasil). Os trigliceridios de cadeia média (Trigliceril CM)
eram da empresa Support Produtos Alimenticios Ltda (Brasil) e estdo indicados nas
proximas sec¢des como TCM.

Para a reacdo enzimatica, utilizou-se a lipase sn-1,3-especifica Lipozyme®* RM IM
(Novozymes Brasil) de Rhizomucor miehei produzida por um microrganismo geneticamente
modificado, Aspergillus oryzae. Esta lipase, de grau alimenticio, é imobilizada em suporte do
tipo fendlico e trabalha em contetdos de agua baixos (geralmente 23%), apresentando
atividade maxima quando a matriz contendo a enzima e o suporte contém aproximadamente
10% (m/m) de &gua. Este biocatalisador pode ser usado em temperaturas em uma faixa de
30a70C.

Todos reagentes utilizados foram de grau analitico.
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3.1.2 OBTENCAO DO METOXIDO DE SODIO

Utilizou-se NaOCH; como catalisador para as reacdes de interesterificacao
quimica (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a). Para sua obtencdo, adicionou-se 1g de NaOH a
25mL de metanol, e deixou-se sob refluxo a 60°C até a completa dissolucdo da base.
Posteriormente, eliminou-se o solvente em evaporador rotativo a vacuo, e o NaOCH;

obtido, na forma de um po fino, foi armazenado em frasco plastico escuro em dessecador.
3.1.3 SINTESE DO ESTER METILICO DE ACIDO CAPRICO

O éster metilico do &cido caprico (MeC ) foi sintetizado mediante esterificacdo do
acido caprico (C10:0 na forma livre), tomando-se como base metodologia descrita na
literatura (Klinkesorn et al. 2004). Foram realizadas algumas modificagBes desta técnica,
considerando-se a massa molecular de 172,27g.mol™ para o C10:0 e de 186,30g.mol™* para
0 MeC, cuja densidade (d) é de 0,873g/mL. O procedimento foi realizado conforme descrito
a seguir: o acido caprico (59) foi esterificado com 40mL de HCI em metanol (3,5:1, v/v), sob
refluxo durante 15 minutos. A mistura foi resfriada, e adicionou-se 200mL de agua destilada.
O MeC,, foi extraido com 2 x 100mL de hexano. A camada de hexano foi transferida para
outro recipiente, e adicionou-se sulfato de sodio anidro para a remocédo da umidade. O
solvente foi removido em evaporador rotativo a vacuo, a 40°C. A sintese do éster foi
realizada em triplicata. O MeC,, foi armazenado a -20°C sob atmosfera de nitrogénio até a
utilizacao.

Retirou-se uma aliquota de 50nL. do MeC, obtido a cada experimento, para a
confirmacdo de sua pureza. Esta andlise foi realizada no cromatografo gasoso CG-90,
equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC ar-hidrogénio). Foi utilizada coluna
capilar de silica fundida MXT-5 (Restek), 15m x 0,53mm. As condi¢cdes de analise foram:
gas de arraste: nitrogénio, numa vazdo de 5mL.min"; gas make-up: hidrogénio a 24mL por
minuto; temperatura do injetor: 190°C; temperatura do detector: 230°C; temperatura da
coluna: 100 até 230°C numa razao de 7°C por minuto. O cromatograma foi obtido através do
software Clarity Lite, e a composi¢ao qualitativa da amostra foi determinada por comparacéo
do tempo de retencdo do pico com o do respectivo padrédo do MeC,,, preparado segundo

literatura (Hartman e Lago 1973).
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3.1.4 PREPARACAO DOS SUBSTRATOS PARA AS REACOES

Realizou-se a mistura dos substratos nas proporcdes seguintes: ROPUFA®:MeC
(1:2, em mol) e ROPUFA®:TCM (1:1, em massa). As misturas foram mantidas em frasco
ambar a -20°C, sob atmosfera de nitrogénio, até o momento do uso. Antes da reacéo, tracos
de umidade foram removidos das misturas em evaporador rotativo a vacuo a 90-95°C
durante 1h.

Para as reag0es a seguir, a temperatura de trabalho (60°C) foi escolhida de forma
a garantir a dissolucdo homogénea dos substratos, bem como a manutencdo da atividade

da lipase.
3.1.5 INTERESTERIFICACAO QUIMICA

Para a reacdo de interesterificacdo quimica, foi utilizada metodologia descrita na
literatura (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a). O catalisador escolhido foi 0 metdxido de sdédio,
NaOCH;, utilizado na proporcéo de 0,4% (m/m dos reagentes). A reacao ocorreu durante 1
hora a 60°C e 56mmHg, sob agitacdo magnética. A Figura 7 apresenta uma foto do sistema

utilizado para as reacdes quimica e enzimatica.

A reacao foi interrompida através da adicdo de 0,5mL de solugcédo aquosa 4% (m/v)
de &cido citrico (Klinkesorn et al. 2004). O 6leo interesterificado foi armazenado em frasco

ambar, sob atmosfera de nitrogénio, a -20°C até o momento das analises.
3.1.6 INTERESTERIFICAQAO ENZIMATICA

Para a interesterificacdo enzimatica, foi utilizada metodologia descrita na literatura
(Diaz Gamboa e Gioielli 2003a). Adicionou-se 5% (m/m dos reagentes) da lipase Lipozyme
RM IM®. A reac&o ocorreu durante 6 horas, sob agitacdo magnética, a 60°C e 56mmHg,

utilizando-se o sistema indicado na Figura 7.

A reacao foi interrompida através da centrifugacao (3.000rpm por 15 minutos) e
filtragcdo a vacuo da enzima remanescente no liquido sobrenadante. O 6leo interesterificado

foi armazenado em frasco ambar, sob atmosfera de nitrogénio, a -20°C.
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Figura 7 Sistema utilizado para as reacgdes de interesterificagdo quimica

e enzimatica

3.2 EXTRACAO E MODIFICACAO DO OLEO DE RESIDUOS DE
SARDINHA

3.2.1 MATERIA-PRIMA

Residuos de sardinha (Sardinella brasiliensis), compostos por cabecas, visceras,
cauda, pele, espinha e escamas, foram gentilmente cedidos pela Pesqueira Oceanica,
localizada em Florianépolis (SC). O pescado foi identificado como sendo proveniente da

costa catarinense, sem informacéo, por parte do fornecedor, quanto ao més de captura.

O material foi coletado diretamente na linha de producdo, sem escolha de sexo,
idade e estagio de maturagdo sexual, para que os resultados obtidos fornecessem dados
representativos da espécie, e transportado até o laboratério em isopor com gelo, sendo

imediatamente selecionado e congelado.
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No momento do uso, o material, totalizando 15kg, foi descongelado, lavado em
agua corrente e ftriturado em um multiprocessador, até a formacdo de uma pasta
homogénea. Adicionou-se uma solucdo do antioxidante tert-butil hidroquinona (TBHQ) na
proporcdo de 500mg/kg de d6leo contido na matéria-prima, conforme instrugbes do
fornecedor (amostra gentilmente cedida pela ADM World, Brasil). A pasta ndo utilizada

imediatamente foi mantida a -20°C.

Para a reacao de interesterificacéo, foram utilizados trigliceridios de cadeia média,
TCM, (Trigliceril CM®) da empresa Support Produtos Alimenticios.

3.2.2 OBTENCAO DO OLEO DO PESCADO

A extracéo do Oleo dos residuos de sardinha foi realizada segundo metodologia de
Bligh & Dyer (1959) modificada, conforme descrito na literatura (Christie 1982): cerca de
100g da amostra umida (pasta, obtida conforme descrito no item 3.2.1, com umidade de
71,3%) foram homogeneizados durante 4 minutos, em béquer com agitacdo, com 100mL de
cloroférmio e 200mL de metanol. Ap6s completa homogeneizagdo, observou-se uma unica
fase. Filtrou-se a mistura a vacuo e o residuo tissular foi homogeneizado com 100mL de
cloroférmio, realizando-se nova filtracdo a vacuo. Os filtrados foram combinados e
transferidos para um funil de separacéo, agitando-se vigorosamente apos adicdo de 100mL
de solucdo aquosa de KCI 0,88% (m/v). O funil de separacédo contendo a amostra diluida
permaneceu sob refrigeracao durante 2 horas para facilitar a separacao das fases (Aro et al.
2000). A fase inferior, orgéanica, foi recolhida e filtrada, adicionando-se sulfato de sédio
anidro para a remocao de umidade. Os solventes foram eliminados em evaporador rotativo a

vacuo. A extracao do 6leo foi realizada em triplicata.

Todos solventes utilizados na extracdo do Oleo, de grau analitico, foram
desgaseificados em ultra-som antes do uso. O Gleo obtido foi armazenado em frasco ambar
e mantido congelado a -20°C, sob atmosfera de nitrogénio, para utilizacdo posterior
(andlises e interesterificagdo) sem nenhum tratamento adicional.

3.2.3 ANALISE DO RENDIMENTO EM OLEO

Apos a evaporacao do solvente, a fracdo do 6leo bruto foi pesada para o calculo
do rendimento em 6leo, em relacdo ao material de origem. Os resultados foram expressos
como g/100g de matéria umida.
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3.2.4 INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA

Para a reacdo de interesterificagcdo, utilizou-se a propor¢do em massa de 1:1,
TCM para 6leo de residuos de sardinha. Realizou-se a remocao prévia de tracos de
umidade da mistura, mediante o aquecimento durante 60 min a 90-95°C em evaporador
rotativo a vacuo. Utilizou-se 5% (m/m dos reagentes) da lipase sn-1,3-especifica Lipozyme
RM IM® (gentilmente fornecida pela Novozymes Brasil). Apos 6 horas sob agitaco a 60°C e
56mmHg (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a), a reacao foi interrompida através da centrifugacao
(3.000rpm por 15 minutos) e filtracdo a vacuo da enzima remanescente no liquido
sobrenadante. O 6leo interesterificado foi armazenado em frasco ambar, sob atmosfera de

nitrogénio, e mantido a -20°C até o momento das analises.
3.2.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas realizadas nos residuos de sardinha seguiram
metodologia oficial (AOAC 1990; AOAC 2002). A umidade foi determinada através do
método gravimétrico, em estufa a 105°C até peso constante. Os lipidios totais foram obtidos
por extrator Soxhlet, durante 6 horas, utilizando-se hexano como solvente, seguido de
aquecimento em estufa para evaporacao total do solvente. A andlise de proteinas foi feita
pelo método de Kjeldahl (Nx6,25). As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados

foram expressos como média, em g/100g de matéria Uumida.
3.3 COMPOSIQAO E CARACTERIZAQAO DOS OLEOS

Foram realizadas analises de caracterizacao dos 6leos, que incluiram composi¢éo
em AGs, obtida por CG; indice de iodo (l.1.); perfil lipidico (por cromatografia em camada
delgada, CCD); indice de acidez (I.A.); indice de peroxido (I.P.); comportamento térmico por
calorimetria de varredura diferencial (DSC). As andlises realizadas em cada 6leo estédo

detalhadas nos préximos itens.
3.3.1 PERFIL LIPIDICO

O perfil lipidico foi verificado por CCD: as amostras foram aplicadas em
cromatofolhas de aluminio com 20cm de comprimento, contendo silica gel 60G e revelador
de fluorescéncia (Macherey-Nagel, Alemanha). Foram testados diferentes sistemas de
solventes para a separacdo das fracdes lipidicas da amostra, a saber: hexano/éter
etilico/acido férmico nas propor¢ées, em volume, 80:20:2 (Christie 1982) e 70:30:1 (Xu et al.
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1998); eter de petréleo/éter etilico (80:20); 8cm com hexano/éter etilico/acido férmico
(50:20:0,3) e 10cm com hexano/tolueno (50:50) (Klinkesorn et al. 2004). As amostras foram
eluidas duas vezes com cada um destes sistemas de solventes.

A visualizacdo das bandas foi feita a 254nm ou apds revelacdo com solucao
alcodlica de é&cido fosfotungstico, conforme ser4 descrito nos Capitulos 4 e 5,

respectivamente.

Para a verificacdo do perfil lipidico das amostras, optou-se pela utilizacdo da fase
eluente hexano/éter etilico/acido férmico (80:20:2, v/viv), a qual proporcionou uma melhor
separacao das fragdes lipidicas presentes nos 6leos, na seguinte ordem de eluigéo (a partir
da frente do solvente): alquil-ésteres, ésteres de colesterol; TAGs; AGLs; colesterol; 1,3-
DAGS; 1,2-DAGs; MAGs; e lipidios complexos (Christie 1982).

3.3.2 INDICE DE ACIDEZ

A determinacdo de AGLs foi realizada segundo descrito na literatura (Aro et al.
2000), com as seguintes modificagfes: cerca de 0,59 do 6leo foi dissolvido em uma solugéo
neutralizada de 20mL de etanol-éter etilico (1:2, v/v), e titulado com solugéo etandlica de
KOH 0,01M (titulo utilizado para os experimentos com 6leo de peixe comercial, conforme
indicado no Capitulo 4) ou 0,0358M (titulo utilizado para os experimentos com Oleo de
residuos de sardinha, relatados no Capitulo 5), utilizando-se como indicador uma solugéo de
fenolftaleina 1% em etanol 95%. As analises foram feitas em duplicata e os resultados de
indice de acidez (I.A.) foram expressos como percentagem de acido oléico, calculada pela

formula:
I.LA. (% é&cido oléico) =V x N x 28,2 x f./m

onde:
V = volume de base gasto na titulagdo da amostra (mL)
N = normalidade da solucdo de KOH
f. = fator de correcéo da solugéo de KOH
m = massa da amostra (g)

Esta analise foi realizada em duplicata e os resultados foram tratados

estatisticamente com o auxilio do software Statistica 5.11 para a verificacdo de diferencas

estatisticas significativas entre as médias, em um nivel de significancia de 5%. Caso tenham
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sido detectadas diferencas, aplicou-se teste de Tukey para a identificacdo das médias que

diferiram entre si.
3.3.3 INDICE DE PEROXIDO

O indice de peroxido (I.P.) foi determinado segundo o método AOCS Cd 853
(AOCS 1990): cerca de 1g do dleo foi dissolvido em 20mL de solu¢cdo acido aceético-
cloroférmio (3:2, v/v) e 0,5mL de solucdo saturada de Kl. Ap6s 1 minuto em repouso,
adicionou-se 10mL de agua destilada. No caso dos experimentos realizados com 6leo de
residuos de sardinha (detalhados no Capitulo 5), apos a etapa de adicdo de &gua,
procedeu-se a separacao da fase superior da solucdo resultante para a realizacéo da etapa
indicada a seguir (titulacéo); nos experimentos do Capitulo 4, a separacdo da fase superior
nao se fez necesséria. Apds adicdo de 1mL de solucdo indicadora de amido a 1%, fez-se a
titulacdo com solucdo padronizada de Na,S,0; 0,01N. A concentracdo de peréxidos (meq

de O./kg de 6leo) foi calculada através da férmula:
I.P. (meqg de O./kg de 6leo) = (S-B) x N x 1000/m

onde:
B = volume gasto na titulagdo do branco (reagentes sem a amostra) (mL)
S = volume gasto na titulagdo da amostra (mL)
N = normalidade da solucdo padronizada de tiossulfato de sédio
m = massa de amostra (g)

A analise foi realizada em duplicata e o0s resultados foram tratados
estatisticamente com o auxilio do software Statistica 5.11 para a verificagdo de diferencas

entre as médias, em um nivel de significancia de 5%. Caso tenham sido detectadas

diferencas, aplicou-se teste de Tukey para a identificacdo das médias que diferiram entre si.

3.3.4 ISOLAMENTO DOS TAGS PARA CROMATOGRAFIA GASOSA

ApOs a interesterificacdo enzimatica, o 6leo de peixe, dissolvido em hexano
(500mg de 6leo/mL de solvente), foi aplicado em placas de CCD para isolamento dos TAGS,
conforme descrito no item 3.3.1. A banda referente aos TAGs foi raspada da placa,
transferida para um tubo de vidro com tampa de rosca e a fracao lipidica foi extraida da
silica com 2 x 6mL de éter etilico. O solvente foi evaporado em banho-maria a 75-80°C sob
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corrente de nitrogénio. Os TAGs recuperados foram preparados conforme descrito no item

3.3.5, para a posterior determinacéo da composicao em AGs (item 3.3.6) (Christie 1982).

3.3.5 PREPARO DOS ESTERES METILICOS PARA CROMATOGRAFIA
GASOSA

Os ésteres metilicos dos AGs para andlise por CG foram obtidos conforme
descrito na literatura (Hartman e Lago 1973). Os ésteres foram obtidos pela saponificacdo
de 150-200mg de 6leo com 3,5mL de solugdo metandlica 0,5N de hidroxido de potéssio,
fervendo-se por 5min em banho de agua a 75-80°C. Foram adicionados a solugéo quente
10,5mL do reagente de esterificacdo (preparado pelo refluxo, durante 15 min, de uma
mistura de 2g de cloreto de aménio, 60mL de metanol e 3mL de &acido sulfarico concentrado)
e a mistura foi refluxada durante 5 min. Transferiu-se a mistura para um funil de separagéo,
adicionando-se 20mL de éter de petréleo e 40mL de agua destilada. A camada aquosa foi
descartada e a camada de éter de petréleo foi lavada outras duas vezes com 20mL de agua
destilada. As quantidades de todos reagentes utilizados para o preparo dos ésteres

metilicos foram ajustadas conforme a quantidade disponivel de amostra de dleo.

A camada de éter de petréleo, contendo os ésteres metilicos, foi transferida para
um tubo de vidro com tampa de rosca, e o solvente foi evaporado em banho-maria a 40°C
sob corrente de nitrogénio. Adicionou-se hexano como solvente para a realizagdo das

andlises. As solu¢des foram armazenadas a -20°C para utilizagéo posterior.
3.3.6 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

O perfil de AGs foi determinado por CG, mediante a injecdo dos ésteres metilicos
dos AGs, dissolvidos em hexano. A andlise foi realizada em cromatdgrafo gasoso Shimadzu
modelo 17A (Shimadzu Co., Japéo), equipado com detector de ionizagédo de chama (FID).
Foi utilizada coluna capilar de silica fundida SP 2340 (Supelco), com 60m de comprimento,
0,25mm de diametro interno e contendo 0,2mm de polietilenoglicol. As condi¢bes de analise
foram: gas de arraste: hélio, numa vazédo de 17mL.min™; temperatura do injetor: 240°C;
temperatura do detector: 260°C; temperatura da coluna: 140°C por 5 minutos, com aumento
de 4°C/min até 240°C, na qual permaneceu por 5min. A identificacdo dos picos foi efetuada
pela comparagédo dos tempos de retencao com padrBes de ésteres metilicos (Supelco 37
components FAMEs Mix, ref. 47885-U). A composi¢cdo quantitativa foi realizada por
normalizacdo de area do pico do éster metilico de interesse em relacdo a area total dos
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picos identificados, sendo expressa como porcentagem em massa. Esta analise foi realizada
na Estacdo Experimental da EPAGRI de Itajai (SC).

3.3.7 INDICE DE I0DO CALCULADO

A literatura cita o0 Método AOCS Cd 1b-87 como oficial para a determinac¢ao do I.1.
de Oleos e gorduras, no qual € necessario o consumo de 5g de amostra. Neste trabalho,
devido a limitacdo de substrato e a economia de reagentes, optou-se por determinar o L.1.
por calculo, a partir da composi¢cdo em AGs das amostras (obtida por CG), com base na
formula expandida do Método Cd 1c-85 da American Oil Chemists’ Society (AOCS 1990). A
literatura indica uma boa correlagéo (0,99) entre o I.1. obtido por calculo e por analise (Nassu
1994).

3.3.8 CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL

Na técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC), a amostra e um material
de referéncia sdo submetidos a uma programacao controlada de temperatura. Se uma
transicéo ocorre na amostra, uma quantidade de energia térmica € adicionada ou retirada do
compartimento da amostra ou da referéncia de forma a manté-las na mesma temperatura.
Este balanco de energia € equivalente a energia de transicdo. Na area de 6leos e gorduras,
a técnica de DSC pode ser utilizada para verificar os diferentes comportamentos de fusao e
cristalizacdo das amostras como decorréncia, por exemplo, do processamento (Pomeranz e
Meloan 1994).

Entre os métodos de obtencéo de curvas de DSC, tem-se 0 “power compensation”
DSC, cujo sistema apresenta uma célula com dois fornos independentes de platina-iridio,
com aquecedores e sensores de platina individuais (Nassu 1994).

O registro da curva de DSC é expresso em termos de fluxo de calor versus
temperatura (°C) ou tempo (min) (Lucas et al. 2001). Os fendbmenos térmicos sofridos pela
amostra apresentam-se na forma de desvios da linha base na direcdo exo ou endotérmica.
No “power compensation” DSC, as respostas endotérmicas sdo apresentadas como sendo
positivas, isto €, acima da linha base, correspondendo a um aumento de transferéncia de

calor a amostra em relacdo a referéncia (Nassu 1994).

Quando h& pouca variacdo na capacidade calorifica da amostra antes e depois da
transicdo, o tracado da linha base é exato, fato que nem sempre acontece, o que dificulta a

determinacéo da linha base (Nassu 1994).
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A partir da curva obtida para cada amostra a uma determinada velocidade de
aguecimento/resfriamento, e uma vez estabelecida uma linha base satisfatéria, mede-se a
area A abaixo do pico, preferencialmente por integragcdo numérica. Esta area é proporcional
a mudanca de entalpia DH para o evento térmico em estudo, representado pela equacgéo (1)

a seguir (Nassu 1994):

(1) DH = A x K/m
onde:
m = massa da amostra

K = constante de calibracdo, determinado relacionando-se uma mudanca de entalpia
conhecida com uma area de pico de medida.

As temperaturas de transi¢do, determinadas a partir da curva de DSC, séo definidas
da seguinte maneira (Nassu 1994):

» Temperatura “onset”: temperatura correspondente ao ponto no qual a curva comega a se
desviar da linha base. Quando ocorre mais de um pico, a temperatura “onset” calculada

corresponde ao pico de maior magnitude. E o ponto de inicio da transi¢ao.

» Temperatura (maxima) de pico: corresponde a evolucdo méaxima do pico, sendo
fortemente influenciada pela velocidade de aquecimento/resfriamento utilizada na

analise. E a temperatura onde o efeito € maximo.

» Temperatura de conclusao do fenébmeno térmico: é a temperatura na qual a curva volta a
linha base apés o fenbmeno térmico ter sido concluido.

Na Figura 8, é apresentada uma curva tipica de fusdo de éleo, com a indicacao das

temperaturas caracteristicas.

Neste estudo, os equipamentos utilizados para esta analise foram calorimetro de
varredura diferencial (“Differential Scanning Calorimeter”) tipo “power compensation” modelo
Delta Series DSC 7 (PERKIN ELMER); “Thermal Analysis Controller” modelo TAC 7/DX
(PERKIN ELMER) e resfriador. A calibracdo do equipamento foi realizada com indio e zinco,
e a confirmacgéo da calibracao foi feita com agua Milli-Q. A analise foi realizada segundo
Método AOCS Cj 1-94 (AOCS 1997), obtendo-se uma curva para a fusdo e outra para a
cristalizagcdo de uma mesma amostra. O gas de arraste utilizado na andlise foi nitrogénio
puro (99,9%), tomando-se o ar como referéncia. As capsulas utilizadas eram de aluminio, e

a massa das amostras ficou entre 8 e 12mg.
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A partir dos termogramas de fusdo das amostras, foram obtidos os seguintes
parametros: entalpia de fusdo (J/g), temperatura de inicio de fusédo (°C), temperatura de
término de fusado (°C), temperatura “onset” de fuséo (°C), temperatura de pico (°C). A linha
de base foi tracada do inicio da curva até o seu término. As areas foram obtidas por
integracédo e as temperaturas, com analise de pico. Esta analise foi realizada no Laboratério
de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.
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Figura 8 Exemplo de curva obtida pela analise por calorimetria de varredura

diferencial
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4 ESTUDO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS PARA A SINTESE
DE TRIGLICERIDIOS ESTRUTURADOS A PARTIR DE OLEO
DE PEIXE

Neste capitulo, serdo apresentados, sob a forma de artigo, os resultados
experimentais e a discusséo do trabalho intitulado “Estudo de diferentes estratégias para a
sintese de trigliceridios estruturados a partir de 6leo de peixe”.

Neste estudo, foram avaliados diferentes doadores acila e catalisadores para a
interesterificacdo de 6leo de peixe, tendo por objetivo a sintese de trigliceridios estruturados
de interesse nutricional, ricos nos AGs n-3 eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico

(DHA) e contendo &cidos graxos de cadeia média.
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RESUMO

Lipidios estruturados (LEs) que contém acidos graxos de cadeia média (AGCM) e
poliinsaturados (AGPI) na mesma molécula de trigliceridio (TAG) oferecem vantagens
nutricionais e terapéuticas. O objetivo deste trabalho foi o estudo de diferentes estratégias
para a modificacdo da composicdo em AGs de Oleo de peixe, rico nos &cidos
docosahexaendico (DHA, C22:6n-3) e eicosapentaendico (EPA, C20:5n-3), mediante a
incorporacdo de AGCMs aos TAGs. Avaliou-se a interesterificacdo utilizando-se diferentes
substratos (éster metilico de acido caprico/MeC,, e TCM) e diferentes catalisadores (quimico
e enzimatico). A interesterificagdo quimica foi conduzida na presenga de NaOCH; (0,4%
m/m dos substratos), durante 1 hora. A interesterificacdo enzimatica ocorreu na presenca da
lipase Lipozyme RM IM (5% m/m dos substratos), durante 6 horas. Nos dois casos, a reagéo
ocorreu a 60°C, sob presséao reduzida, sendo que o MeC, e o0 6leo de peixe foram utilizados
na propor¢cdo molar de 2:1, e o TCM e o 6leo de peixe foram aplicados na propor¢do em
massa de 1:1. Os Oleos interesterificados apresentaram perfil lipidico diferente das misturas
originais, conforme verificado por cromatografia em camada delgada. A composi¢cdo em AGs
dos TAGs dos 6leos modificados, determinada por cromatografia gasosa, indicou a
presenca de AGCMs, comprovando a troca de radicais acila entre os substratos, ao mesmo
tempo em que se obteve uma consideravel propor¢cdo de EPA e DHA, em especial na
interesterificacdo enzimatica com MeC,,. A analise por calorimetria de varredura diferencial
(DSC) indicou que a interesterificagdo, tanto quimica quanto enzimdtica, produziu
modificacbes notaveis no perfil de fusdo das amostras, quando em comparacdo com a
simples mistura dos substratos, indicando mudancas estruturais nos 6leos de partida. O
substrato (MeCy, ou TCM) também foi determinante para o perfil de fusdo dos odleos
interesterificados. A partir das analises realizadas, confirmou-se a eficacia das estratégias
estudadas neste trabalho para a sintese de LE com uma composicdo variada em acidos

graxos.

Palavras-chave: lipidio estruturado, 6leo de peixe, interesterificacéo, lipase, acido graxo de

cadeia média

4.1 INTRODUCAO

Recentemente, diversos artigos na area de 6leos e gorduras tém se focado na
obtencdo de trigliceridios (TAGs), conhecidos como lipidios estruturados (LES), com
propriedades tecnoldgicas e nutricionais otimizadas. Estas novas propriedades conferidas
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as moléculas séo decorrentes de modificacdbes na composicdo em AGs e ou de sua
distribuicdo nas moléculas originais, o que é possivel mediante reacdes de interesterificacdo
(Akoh 1995; Willis et al. 1998; Xu 2004).

Estas reacbes promovem a troca de &cidos graxos inter ou intramoléculas
(rearranjo), podendo ocorrer ao acaso ou de forma especifica, dependendo do catalisador
utilizado (Macrae 1983; Willis et al. 1998; Castro et al. 2004).

Os LEs podem ser construidos para apresentarem, na mesma molécula, acidos
graxos saturados de cadeia média (AGCM) — C6:0 a C12:0 — e &cidos graxos de cadeia
longa poliinsaturados (AGPI). Podem ser obtidos para potencializar o aproveitamento
metabdlico de cada um destes AGs: os AGCM apresentam mobilidade e solubilidade
inerentes e sao facilmente metabolizados, enquanto os AGPI contribuem para a
manutencdo da saude e apresentam efeitos positivos sobre determinados estados
metabdlicos (Bell e Bradley 1997; Stein 1999; Osborn e Akoh 2002). Além disso, a
interesterificacdo também permite a modificacdo das propriedades fisicas e quimicas das
moléculas originais, produzindo gorduras, por exemplo, com diferentes pontos de fuséo e
curvas de solidos (Clauss 1996; Vieira et al. 1997).

Os AGPI presentes no LE podem ser provenientes de 6leo de peixe, rico nos
acidos docosahexaendico (DHA, C22:6n-3) e eicosapentaendico (EPA, C20:5n-3),
conhecidos por suas excelentes propriedades nutricionais e funcionais. Estes AGs da série
n-3 sdo essenciais no crescimento e no desenvolvimento. Pessoas saudaveis sintetizam
estes n-3 a partir do acido a-linolénico, embora com pouca eficacia, e sua sintese pode ser
acentuadamente prejudicada em individuos com alteracdes metabdlicas, provocando
alteracbes nas membranas celulares. Entre os beneficios a satude proporcionados por estes
AGs, estdo a prevencdo e o combate a doencgas coronarianas, cerebrais, inflamatorias e
alguns tipos de cancer (Pigott e Tucker 1990; Hasselmann e Kummerlen 1998; Kris-Etherton
et al. 2002; Osborn e Akoh 2002; Soccol e Oetterer 2003).

A aplicacdo de catalisadores quimicos para a sintese de LE é bastante estudada.
Trata-se de um processo bastante atrativo, principalmente devido ao baixo custo e a eficacia
do catalisador em baixas concentragbes (geralmente de 0,1 a 0,5% em massa dos
substratos) (Marangoni e Rousseau 1995; Klinkesorn et al. 2004). Os catalisadores
utilizados na interesterificacdo quimica podem ser o sodio metélico, potassio metalico e suas
ligas, metoxilato ou etoxilato de sédio ou de potassio (Carvalho et al. 2003).

A catalise quimica, entretanto, ndo ocorre em meio acido (Christie 1982), exigindo

a busca de alternativas para superar o problema da presenca do acido graxo na forma livre
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no meio reacional. A solugéo € a conversdao do AGL a alquil-éster, como o éster metilico
(Klinkesorn et al. 2004), ou a utilizacdo de TAG como doador acila (D'Agostini 2001;
Rodrigues 2002; Rodrigues e Gioielli 2003). Além disso, a distribuicdo dos &cidos graxos
nas moléculas ocorre de forma aleatéria, ndo permitindo o controle da estrutura do produto
obtido (Akoh 1995; Willis et al. 1998; Carvalho et al. 2003).

A transformacédo de Oleos e gorduras mediada por lipases tem sido uma area
amplamente estudada em biocatélise, devido a versatilidade catalitica apresentada por
estas enzimas. As lipases séo hidrolases que apresentam a funcao de hidrélise de TAGS,
podendo também promover a sintese de moléculas, desde que o meio proporcione
condi¢des favoraveis, principalmente no que diz respeito ao conteado de agua (Macrae
1983; Castro et al. 2004).

A aplicacdo de lipases para catalisar as reacdes de interesterificagdo tem a
vantagem da especificidade apresentada por muitas destas enzimas, o que permite
flexibilidade na manipulacdo da estrutura dos lipidios, com a pré-definicdo da posicao dos
AGs no esqueleto do glicerol, o que ndo é possivel na interesterificacdo quimica (Akoh
1995; Marangoni e Rousseau 1995; Castro et al. 2004).

As lipases sn-1,3-especificas, como a Lipozyme RM IM® (Novozymes), tém sido
muito empregadas em reacgdes de interesterificacdo, principalmente na faixa de 5 a 10% em
massa dos substratos. Estas lipases podem promover a incorporagdo, por exemplo, de
acido caprico (C10:0, na forma livre ou esterificada) as posi¢des terminais de um 6leo ou
gordura que contenha acidos graxos de interesse nutricional — como o EPA e o DHA — na
posicao central. Para se obter tal estrutura, a qual apresenta vantagens metabdlicas, estes
substratos sdo aplicados principalmente na propor¢cdo molar de 2:1 (doador

acila:triacilglicerois do 6leo ou gordura) (Jennings e Akoh 1999; Jennings e Akoh 2001).

Para a sintese de LE, costuma-se observar a aplicagdo de temperaturas
compreendidas entre 55 e 65°C, em um sistema de reacao sob vacuo. Os tempos de reacao
séo bastante variaveis, sendo que o equilibrio pode ser atingido em poucos minutos no caso
da catdlise quimica (Jennings e Akoh 1999; Jennings e Akoh 2001; Diaz Gamboa e Gioielli
2003b; Moura et al. 2005).

Tendo em vista estas consideragdes, este trabalho verifica a possibilidade de
obtencdo de LE de interesse nutricional, contendo EPA, DHA e AGCMs. Tem carater
exploratério, de forma a avaliar o efeito da sintese tanto quimica (utilizando-se o catalisador
NaOCHs) quanto enzimatica (utilizando-se lipase comercial imobilizada sn-1,3-especifica)
sobre a composi¢cao em AGs dos TAGs dos produtos obtidos. Na interesterificagdo, utilizou-
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se Oleo de peixe e foram testados diferentes doadores acila (éster metilico do acido
caprico/MeC,, e trigliceridios de cadeia média/TCM). Foram realizadas andlises das
misturas originais e interesterificadas por calorimetria de varredura diferencial (DSC) para a
verificac@o das diferencas no comportamento térmico, promovidas pelas reagdes.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 MATERIAL

O &cido céprico, na forma livre, foi obtido da Sigma. O oOleo de peixe ROPUFA n-3
‘30’ Food Oil® foi cedido pela Roche Brasil. Os trigliceridios de cadeia média (Trigliceril CM)
foram cedidos pela Support Produtos Alimenticios Ltda e estdo indicados nas proximas
segbes como TCM.

Para a reacdo enzimatica, utilizou-se a lipase imobilizada sn-1,3-especifica
Lipozyme® RM IM (gentiimente fornecida pela Novozymes Brasil).

Todos reagentes utilizados foram de grau analitico.
4.2.2 OBTENCAO DO METOXIDO DE SODIO

Utilizou-se NaOCH; como catalisador para as reacdes de interesterificacao

guimica (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a), obtido conforme descrito em 3.1.2.
4.2.3 SINTESE DO ESTER METILICO DE ACIDO CAPRICO

O MeCy, foi sintetizado, em triplicata, mediante a esterificacdo do acido caprico
(C10:0 na forma livre), baseado em metodologia descrita na literatura (Klinkesorn et al.

2004). O MeC, foi armazenado a -20°C sob atmosfera de nitrogénio até a utilizagao.

Retirou-se uma aliquota de 50nL do MeC, obtido a cada experimento, para a

confirmacao de sua pureza por CG. As técnicas utilizadas estéo descritas no item 3.1.3.

A andlise por CG (cromatograma apresentado na Figura 12 dos Anexos) e o

estado fisico do MeC, (liquido, inclusive sob refrigeracéo) confirmaram sua pureza.
4.2.4 PREPARACAO DOS SUBSTRATOS PARA AS REACOES

Realizou-se a mistura dos substratos nas proporcdes seguintes: ROPUFA®:MeC
(1:2, em mol) e ROPUFA®:TCM (1:1, em massa). As misturas foram mantidas em frasco
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ambar a -20°C, sob atmosfera de nitrogénio, até o momento do uso. Antes da reacéo, tracos
de umidade foram removidos das misturas em evaporador rotativo a vacuo a 90-95°C
durante 1h.

Para as reacgOes a seguir, a temperatura de trabalho (60°C) foi escolhida de forma

a garantir a dissolucdo homogénea dos substratos e a manutencédo da atividade da lipase.
4.2.5 INTERESTERIFICACAO QUIMICA

Para a reacdo de interesterificacdo quimica, foi utilizada metodologia descrita na
literatura (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a). Adicionou-se NaOCH; na proporcdo de 0,4%
(m/m) dos reagentes. Ap6s 1 hora sob agitacdo a 60°C e 56mmHg, a reacao foi interrompida
através da adicdo de 0,5mL de solugéo aquosa 4% (m/v) de acido citrico (Klinkesorn et al.
2004). O Odleo interesterificado foi armazenado em frasco ambar, sob atmosfera de
nitrogénio, e mantido a -20°C até o momento das analises.

4.2.6 INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA

Para a interesterificacdo enzimatica, foi utilizada metodologia descrita na literatura
(Diaz Gamboa e Gioielli 2003a). Adicionou-se 5% (m/m dos reagentes) da lipase Lipozyme
RM IM®. Ap6s 6 horas sob agitacédo a 60°C e 56mmHg, a reacéo foi interrompida através da
centrifugacao (3.000rpm por 15 minutos) e filtracdo a vacuo da enzima remanescente no
liguido sobrenadante. O Oleo interesterificado foi armazenado em frasco ambar, sob

atmosfera de nitrogénio, a -20°C.
4.2.7 COMPOSIQAO E CARACTERIZACAO DOS OLEOS

Foram realizadas andlises de caracterizacdo dos 6leos, que incluiram composi¢ao
em AGs, obtida por cromatografia gasosa (CG); indice de iodo (l.l.); perfil lipidico (por
cromatografia em camada delgada, CCD); indice de acidez (I.A.); indice de peroxido (1.P.);
comportamento térmico por DSC. As analises realizadas em cada 6leo estao apresentadas

nos proximos itens.
4.2.8 PERFIL LIPIDICO

O perfil lipidico foi verificado por CCD: as amostras foram aplicadas em
cromatofolhas de aluminio com 20cm de comprimento, contendo silica gel 60G e revelador

de fluorescéncia (Macherey-Nagel, Alemanha). O sistema de solventes utilizado para a
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separacdo das fracOes lipidicas da amostra foi hexano/éter etilico/acido férmico nas
propor¢cdes, em volume, 80:20:2 (Christie 1982), no qual as amostras foram eluidas duas
vezes. As bandas foram visualizadas a 254nm (Christie 1982).

Este sistema de solventes permite a separacgdo das fracdes lipidicas na seguinte
ordem de eluicéo (a partir da frente do solvente): alquil-ésteres, ésteres de colesterol; TAGS;
AGLs; colesterol; 1,3-DAGs; 1,2-DAGs; MAGs; e lipidios complexos (Christie 1982).

4.2.9 INDICE DE ACIDEZ

A determinagéo de AGLs foi realizada em duplicata, em todas amostras, segundo
descrito na literatura (Aro et al. 2000), com as modificacdes descritas no item 3.3.2,
utilizando-se solucdo etandlica de KOH 0,01M para a titulacdo. Os resultados de L.A. foram
expressos como porcentagem de acido oléico.

4.2.10 INDICE DE PEROXIDO

O I.P. foi determinado, em duplicata, na amostra do ROPUFA®, segundo o método
AOCS Cd 853 (AOCS 1990), descrito no item 3.3.3. A concentracdo de perdxidos foi

expressa como meq de O,/kg de 6leo.

4.2.11 ISOLAMENTO DOS TAGS PARA CROMATOGRAFIA GASOSA

ApGs as reacOes de interesterificacdo, as amostras de O6leo, dissolvidas em
hexano (500mg de o6leo/mL de solvente), foram aplicadas em placas de CCD para
isolamento dos TAGs, conforme descrito no item 4.2.8. Os TAGs isolados foram
recuperados conforme descrito no item 3.3.4, e preparados conforme descrito no item
4.2.12, para a determinacdo da composi¢cdo em AGs (Christie 1982).

4.2.12 PREPARO DOS ESTERES METILICOS PARA
CROMATOGRAFIA GASOSA

Os ésteres metilicos dos AGs para andlise por CG foram obtidos conforme
descrito na literatura (Hartman e Lago 1973) e detalhado no item 3.3.5. Adicionou-se hexano
como solvente para a realizacdo das analises. As solu¢cbes bram armazenadas a -20°C

para utilizacao posterior.
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4.2.13 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

O perfil de AGs foi determinado por CG, mediante a injecdo dos ésteres metilicos
dos AGs, dissolvidos em hexano. As condi¢des da analise estéo indicadas no item 3.3.6. A
composicdo quantitativa foi expressa como porcentagem em massa. Esta determinacao foi
feita no TCM, no ROPUFA® e nos TAGs dos 6leos interesterificados.

4.2.14 INDICE DE I0DO CALCULADO

O L.I. foi obtido por calculo, a partir da composicdo em AGs das amostras (6leo de
peixe ROPUFA® e TAGs dos 0leos interesterificados), com base na formula expandida do
Método Cd 1c-85 da American Oil Chemists’ Society (AOCS 1997).

4.2.15 CALORIMETRIA DE VARREDURA DIFERENCIAL

Os equipamentos utilizados para a andlise foram calorimetro de varredura diferencial
(“Differential Scanning Calorimeter”) tipo “power compensation” modelo Delta Series DSC 7
(PERKIN ELMER), “Thermal Analysis Controller” modelo TAC 7/DX (PERKIN ELMER) e
resfriador. A andlise foi realizada segundo Método AOCS Cj 1-94 (AOCS 1997), conforme
descrito no item 3.3.8. Esta andlise foi realizada nas misturas dos 6leos antes e depois da

interesterificacao.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O I.A. encontrado para o 6leo de peixe ROPUFA® foi de 0,44% (em &cido oleico),
condizente com as especificacdes do fornecedor. O resultado para I.P. esta apresentado na
Tabela 5, na qual também ¢ indicado o limite das legislacdes vigentes. O |.P. encontrado
atende os padrdes das regulamentagcbes nacionais e internacionais (FAO-WHO 1981,
revisdo 1999; FDA 1995, revisao 2003; Brasil 2005).

Na Tabela 6, esta apresentada a composicdo em acidos graxos das amostras
originais e dos TAGs dos 06leos interesterificados, determinadas por CG (cromatogramas
apresentados nas Figuras 13 a 16 dos Anexos). No 6leo de peixe ROPUFA® original, a
concentracdo em AGs da familia n-3 esta de acordo com aquela declarada pelo fornecedor,
a saber, 31,92% de EPA, DHA e &cido docosapentaendico (DPA, C22:5n-3). Verifica-se
também que o Oleo original ndo apresentou AGCMs em sua composicao, fato ja esperado,
segundo registros da bibliografia (Pigott e Tucker 1990; Jennings e Akoh 1999), o que o
torna um substrato em potencial para a sintese de LE contendo AGs n-3 e AGCM.
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Tabela 5 indice de peroxido (meq O./kg de 6leo) do 6leo de peixe ROPUFA® e
limites maximos estipulados pela legislacao

Parametro de ROPUEA® Codex FDA® Brasil®
qualidade Alimentarius®

I.P. (meq O./kg

de 6leo) 1,46 10 > -

(1) Padréo para oleos refinados (FAO-WHO 1981, revisao 1999);
(2) Padréao para oleo extraido de arenque (FDA 1995, revisdo 2003);

(3) Padréao para oleos e gorduras vegetais refinados (Brasil 2005) — ndo ha valor maximo
estabelecido para indice de perdxido de 6leos marinhos.

Conforme resultados apresentados na Tabela 6, verificou-se a presenca de AGCMs
nos TAGs em todas amostras de 6leo de peixe interesterificado. Esta constatacao indica a
troca de radicais acila entre os substratos durante a interesterificagdo, o que leva a uma
modificacdo na composicdo em AGs e na estrutura dos TAGs dos Oleos apods a reagéo
(Reyes e Hill 1994; Marangoni e Rousseau 1995; Rousseau e Marangoni 2002; Xu 2004).

Os teores de AGCM nos Oleos sofreram influéncia das condi¢cdes da reacdo e
proporcionaram a obtencdo de 6leos com uma mistura de &cidos graxos de diferentes

comprimentos de cadeia alquila.

Especificamente na mistura do dleo de peixe com o MeC,,, 0 teor de AGs saturados
sofreu um ligeiro aumento apos a reacdo enzimatica, e o teor de EPA e DHA né&o
apresentou mudancas significativas em relacdo ao 6leo de peixe de partida. A proporcao
relativa nesta amostra foi de 9,74% de AGCM, 11,85% de EPA e 17,52% de DHA.

No presente estudo, como se observa na Tabela 6, tanto o 6leo original quanto os
Oleos interesterificados, em todos experimentos realizados, apresentaram um teor de DHA
maior que o de EPA, o que resultou em uma fragdo EPA/DHA menor do que 1, e as
amostras caracterizaram-se como fonte de AGs n-3 (alta proporcdo n3:n6). O I.I. encontrado
para o Oleo de peixe original (187g de iodo/100g de 6leo) era esperado para a amostra em
guestdo, a qual apresenta um alto grau de insaturacdo, fato caracteristico para 6leos
provenientes de peixe, como ocorre, por exemplo, para 6leo de figado de tubardo (Pacheco
e Barrera-Arellano 1994) e de arenque (Wanasundara e Shahidi 1998). A incorporacao de
AGCMs ao 6leo de peixe provocou uma reducdo no l.I. dos 6leos interesterificados, mais
acentuada no caso da aplicacdo do TCM como substrato, comportamento ja observado
anteriormente na literatura (Nassu 1994).
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A andlise da composicdo em AGs das amostras também indica que, independente
do substrato, a interesterificacdo enzimatica resultou em LEs com maior teor em AGCMs do
gue aqueles obtidos via quimica, embora a proporcao relativa de EPA e DHA tenha se
mantido praticamente inalterada quando se aplicou a lipase. Estes resultados confirmam
informacgdes da literatura sobre a maior especificidade apresentada pelas lipases frente a
AGCMs, quando comparadas a AGCL, como os da série n-3 (Akoh 1995; Kubow 1996; Bell
e Bradley 1997; Osborn e Akoh 2002).

Quanto as amostras resultantes da transesterificacdo do TCM com o ROPUFA®, a
constatacdo de AGCM nos TAGs do produto ndo € garantia da troca de radicais acila entre
0s substratos. Os TCM s&o compostos por estes AGs e a reacdo promove a modificagdo
das posicdes dos AGs nas moléculas, e ndo de sua composicdo. Frente a este
conhecimento, analises estruturais ou fisicas poderiam confirmar a eficacia da reacéo,

conforme estudos ja realizados na literatura (D'Agostini e Gioielli 2002).

Em relacdo ao Oleo interesterificado obtido da reagcdo tanto quimica quanto
enzimética entre 0 MeC,, e 0 ROPUFA®, foram detectados AGCM em sua composicao,
comprovando sua incorporacao ao 6leo original. A eficacia da utilizacao de ésteres metilicos
como substrato em reacao de interesterificacdo quimica ja foi verificada em estudo que
visou ao enriquecimento de 6leo de atum com AGs n-3 EPA e DHA, incorporados sob a

forma de ésteres metilicos (Klinkesorn et al. 2004).

Dados da literatura (Moura et al. 2005) também apontaram a eficacia da
incorporacdo de ésteres (etilicos) de AGCL, provenientes de 6leo de peixe, a TCM (1:2,5 em
mol), utilizando-se uma lipase sn-1,3-especifica (5% em massa dos substratos), sem
condicionamento prévio. No estudo citado, apés 30 horas de reacdo a 60°C, com agitacao
de 1000rpm sob véacuo, houve incorporacdo maxima (66,66%) de ésteres aos TAGS,
obtendo-se LE especifico de interesse nutricional. Neste caso, os AGCL foram incorporados

as posicdes terminais das moléculas.

Em outro estudo, verificou-se a incorporacdo média de 28,8% (molar) de C10:0,
na forma livre, as posi¢bes terminais dos TAGs de o6leo de savelha (National Marine
Fisheries Service, EUA) (2:1, em mol), ap6és 24 horas de reacdo a 55°C e 200rpm,

utilizando-se a lipase imobilizada sn-1,3-especifica IM60° (10%, m/m dos reagentes)

(Jennings e Akoh 2001).
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Tabela 6 Composi¢cédo em acidos graxos (% em massa), teores de acidos graxos saturados
e insaturados (%), relacdo EPA/DHA e n3:n6, e indice de iodo (g de iodo/100g) das

amostras
i ® TCM + ROPUFA® MeC,, + ROPUFA®
Acido graxo ROPUFA™ TCM 5o 107 Apds IEX Apds 1.0, Apds IE.
C6:0 - 1,23 - - - -
C8:0 - 63,13 14,04 18,68 0,10 0,70
C10:0 (Caprico) - 34,99 10,35 11,22 4,44 9,04
C12.0 - 0,61 - - - -
C14.0 6,49 - 5,56 4,75 6,22 6,05
Cl14:1 0,30 - - - - -
C15:.0 1,05 - - - 0,68 0,66
C16:0 19,58 - 19,42 15,50 18,98 17,44
Cle6:1 5,97 - 4,39 3,59 6,75 6,52
C17:.0 0,72 - - - 0,55 0,61
Cl7a 0,54 - - - - -
C18:.0 3,65 - 3,42 2,80 3,66 3,26
C18:1n9%t 2,36 - - - - -
C18:1n9c 17,38 - 19,38 15,83 20,01 18,03
C18:2n6¢ 2,99 - 2,51 2,15 3,39 0,12
C20:0 0,62 - - - 1,91 0,40
C18:3n6 0,25 - - - - -
C18:4n3 1,94 - - - - -
C20:1 1,10 - - - 1,86 1,95
C18:3n3 1,26 - - - 1,78 2,11
C20:2 0,39 - - - 0,45 0,39
C22:0 0,27 - - - - 0,18
C20:3n6 - - - - 151 1,21
C20:3n3 - - - - 0,78 0,71
C22:2 0,24 - - - - -
C20:4n6 0,97 - - - - 0,74
C20:5n3 (EPA) 11,17 - 7,51 12,33 11,06 11,85
C22:5n3 1,07 - - - 0,68 0,53
C22:6n3 (DHA) 19,68 - 13,42 13,17 15,19 17,52
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Saturados 32,38 100,00 52,79 52,95 36,54 38,34
Monoinsaturados 27,65 - 23,77 19,42 28,62 26,50
Poliinsaturados 39,96 - 23,44 27,65 34,84 35,18
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
EPA+DHA 30,85 - 20,93 25,50 26,25 29,37
EPA/DHA 0,57 - 0,56 0,94 0,73 0,68
n3:n6 8,34 - 8,34 11,86 6,02 15,81
indice de iodo 187 - 120 134 157 166

* ApOs 1.Q. = Ap0s interesterificacao quimica. Apos |.E. = Apés interesterificacdo enzimatica.
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Ja em outra pesquisa realizada pelos mesmos autores, foi avaliada a incorporacéo
de C10:0 aos TAGs de outra amostra de 6leo de peixe (Pronova Biocare, Noruega), nas
mesmas condi¢cdes descritas acima. Obteve-se a incorporacdo média de 43% (molar) de
C10:0 aos TAGs no caso da reagdo com hexano, e de 31,8% (molar) na reacdo sem
solvente. No estudo conduzido pelos autores, observou-se predominancia de EPA e DHA na
posicéao central dos TAGs, confirmando a sintese de LE, embora tenha sido detectada certa
migracao acila durante o processo (Jennings e Akoh 1999).

Trabalhos de 2003 indicaram a possibilidade de obtencao de LE contendo AGCM,
EPA e DHA a partir de misturas binarias de 6leo de pescado comercial e gordura de
palmiste (rica em &cido laurico). A interesterificacdo destes substratos durante 1 hora a 60°C
com agitacdo e pressao reduzida, na presenca de metoxido de sodio (0,4%, em massa),
promove a obtencdo de um produto com comportamento fisico plastico e teor de 5,0 a
23,4% de AGPIs n-3 (Diaz Gamboa e Gioielli 2003a).

Em outro trabalho, os mesmos autores (Diaz Gamboa e Gioielli 2003b)
observaram que tanto a mistura fisica, quanto a interesterificagdo quimica ou enziméatica (6h
a 65°C e lipase de Rhizomucor miehei na propor¢gdo de 5% em massa dos substratos)
permitem a obtencé@o de um produto com comportamento fisico plastico. Observaram que o
conteudo de gordura sélida dos produtos nao diferiu significativamente para os produtos

obtidos pelas diferentes tecnologias.

Foi monitorado o I.A. das amostras antes e depois da interesterificacdo, cujos
resultados estéo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 indice de acidez (% em &cido oléico) das amostras de 6leo antes e

depois das interesterificacdes quimica e enzimatica

TCM + ROPUFA® ILA. (% em &cido oléico)* MeC,, + ROPUFA® I.A. (% em &cido oléico)*
Antes da 0,3745 + 0,0235* Antes da 29,1375 + 0,1505°
interesterificagéo interesterificagéo

Apds a 0,5330 + 0,1200° Apds a 39,5120 + 0,1620°
interesterificacéo interesterificacao

guimica guimica

Apbs a 4,6545 + 0,0315" Apés a 37,5530 + 1,4530°
interesterificacao interesterificacao

enzimatica enzimatica

* Média de duas determinacdes + desvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam amostras
sem diferenca estatistica significativa entre si (a = 5%), verificadas segundo teste de Tukey.
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No caso da mistura do Trigliceril CM® com o ROPUFA®, n&o foi observada diferenca
estatistica, em um nivel de significancia de 5%, entre as amostras antes e apés a
interesterificacdo quimica. Ja a mistura interesterificada enzimaticamente apresentou |.A.
maior do que as demais amostras. No caso do éster metilico com o ROPUFA®, a simples
mistura dos substratos apresentou I.A. inferior aos produtos da interesterificacdo tanto
guimica quanto enzimatica. Estes, por sua vez, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre si (a=5%).

O aumento no I.A. de algumas amostras ap0s as reac¢des pode indicar que parte dos
AGLs liberados durante a interesterificacdo n&o foram reesterificados para a formacao dos
LEs (Reyes e Hill 1994; Marangoni e Rousseau 1995; Rousseau e Marangoni 2002; Xu
2004).

Os valores extremamente altos para a acidez das misturas entre o MeCy, e 0 6leo de
peixe ndo eram esperados, ja que a sintese do éster havia sido confirmada. Uma verificacdo
realizada paralelamente indicou que a mistura de acido caprico na forma livre com o 6leo
ROPUFA® leva a uma acidez mais elevada, em média de 57% em &cido oléico (ensaio em

triplicata).

Apesar da acidez alta destas amostras, as condi¢cbes da reacdo favoreceram a
ocorréncia de interesterificacdo entre os substratos: utilizou-se um excesso de catalisador
(0,4% em massa de NaOCHs, em relacdo aos reagentes, ao invés das propor¢des de 0,1-
0,2%, geralmente recomendadas), e o fato de o meio ser extremamente apolar e néo ter
sido utilizado solvente permitiu a redugéo da troca de ions hidrogénio provenientes dos
AGLs presentes no meio, minimizando a dissociacdo do catalisador. O refino prévio dos

substratos poderia aumentar o rendimento da reagéo de interesterificagao.

Sabe-se que a composicao e a estrutura dos TAGs séo fatores que afetam o perfil de
fuséo de Oleos e gorduras (Rousseau et al. 1996a; Nassu e Gongalves 1999; Grimaldi et al.
2001), sendo que a andlise das amostras por DSC indicou as mudancas promovidas pela
interesterificacdo. Os termogramas de fusdo das amostras, correlacionando temperatura e

fluxo de calor normalizado (W/g), estéo indicados nas Figuras 9 e 10.

Os termogramas indicam que as reacgfes de interesterificacdo tanto quimica quanto
enziméatica promoveram mudancas notaveis no perfil de fusdo, quando comparadas com a
simples mistura fisica dos substratos, fato ja constatado em outros estudos (Rousseau e
Marangoni 2002). As amostras, quando apresentadas sob a forma de uma simples mistura,
mostraram-se liquidas durante a analise, passando a apresentar picos endotérmicos apoés a

interesterificagdo, caracterizando uma mudanga na composi¢édo dos TAGs devido a reacao,
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ja que AGCMs foram incorporados aos TAGs que originalmente apresentavam
principalmente AGs insaturados. Este comportamento foi observado quando se utilizou

como substrato tanto o éster metilico quanto o TCM.

O perfil das curvas de fusdo das misturas interesterificadas dos 6leos Trigliceril CM®
e ROPUFA® (Figura 9) foram bastante similares, tendo apresentado somente um pico com
formato e tamanho similares, sugerindo pouca diferenca entre os TAGs obtidos tanto pela

reacao quimica quanto enziméatica destes substratos.

A andlise dos termogramas indica que a interesterificacdo do 6leo de peixe com o
MeC,, (Figura 10) provocou um deslocamento das temperaturas de fusdo para valores
maiores do que no caso da interesterificacdo com o Trigliceril CM® (Figura 9). Além disso, 0
MeC,, também provocou uma maior complexidade na composi¢éo dos LEs e provavelmente
a formacdo de TAGs que réo se intersolubilizam (Nassu 1994; Rousseau et al. 1996a;
Nassu e Goncalves 1999), denotado pela maior faixa de fusdo do produto da
interesterificacdo quimica deste substrato com o 6leo de peixe ROPUFA® (com a presenca

de dois picos), quando em comparagao as demais amostras.
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Figura 9 Curvas de fus&o obtidas por DSC da mistura Trigliceril CM® e 6leo de peixe ROPUFA®.
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Figura 10 Curvas de fusado obtidas por DSC da mistura do éster metilico do acido caprico
com o 6leo de peixe ROPUFA®.

Apesar de o MeC,, ser liquido a temperatura ambiente, seu acido apresenta um
ponto de fusdo maior, 0 que implica em TAGs com maior de ponto de fusdo. Além disso, o
ponto de fusdo do acido caprico € maior do que o do acido caprilico, que por sua vez é o
principal constituinte do TCM (Bailey 1979; ISEO 2006), o que explica o deslocamento das
curvas de fusdo para a direita no primeiro caso.

A partir dos termogramas de fusdo das amostras, foram obtidas as temperaturas
caracteristicas das amostras, apresentadas na Tabela 8. As temperaturas negativas de
fusdo das amostras estéo relacionadas a presenca de AGs insaturados, caracteristicos de

6leos marinhos, conforme ja se observou em outro estudo com 6leo de salméo (Sathivel

2005).

Apesar de nédo ter havido diferencas perceptiveis a olho nu entre o estado fisico das
amostras antes e depois da interesterificacdo, os dados obtidos dos termogramas indicam
que, em todos casos, as amostras interesterificadas apresentaram uma faixa de fusdo maior

do que suas simples misturas. Isto caracteriza um rearranjo dos TAGs ap0s a reacao,
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levando a uma composicdo em AGs mais complexa das amostras interesterificadas, fato

geralmente relatado na literatura (Rousseau et al. 1996a; Grimaldi et al. 1998).

Tabela 8 Dados obtidos das curvas de fusdo das amostras analisadas por DSC

Trigliceril CM® + Oleo  MeCy, + Oleo de peixe

_ de peixe ROPUFA® ROPUFA®
Dados Pico - - - ;
Antes AI‘%)S Al‘pé) S Antes AI‘%)S Aipé) S
Temperatura de pico (°C) 1 -17,3 -195 -20,3 - -9,7 7,7
2 - - - - 13,3 -
Temperatura "onset" (°C) 1 -25,7 -37,1 -375 - -13,1 -15,6
2 - - - - 1,3 -
Temperatura inicial de fuséo (°C) 1 -270 -371 -37,7 - -19,5 -15,6
2 - - - - 1,3 -
Temperatura final de fusdo (°C) 1 -9,4 2,1 2,1 13,5 0,8 16,1
2 - - - - 20,8 -
Entalpia de fuséo (J/g) 1 51 651 524 ~0 79 26,6
2 - - - - 17,8 -
Entalpia total de fuséo (J/g) - 51 651 524 ~0 25,7 26,6
indice de iodo (g de iodo/100g de
gordura)* - - 120 134 - 157 166

* Informag0des transcritas da Tabela 6, para fins de comparacao.

A entalpia de fuséo é a energia necesséria para a fusdo completa da amostra (Nassu

1994; Grimaldi et al. 1998). De maneira geral, a entalpia de fusdo das amostras aumentou a

medida que o I.I. diminuiu (valores ja apresentados na Tabela 6 e transcritos para a Tabela

8, para facilitar a comparacdo), o qual esta relacionado a um maior grau de saturacdo do

oOleo, fato ja verificado na literatura para outros substratos (Nassu 1994). Esta observacgéo foi

evidente no caso dos produtos da interesterificacdo quimica e enzimatica do Trigliceril CM®

com o 6leo de peixe ROPUFA®, embora a composicdo variada em AGs dos TAGs das

amostras provoque pequenos desvios desta regra.

A partir dos termogramas apresentados nas Figuras 9 e 10 e dos dados presentes na

Tabela 8, pode-se concluir que as diferencas observadas entre as amostras devem-se as

variagdes nos tratamentos aplicados, no que diz respeito tanto ao substrato quanto ao tipo

de catalisador.
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4.4 CONCLUSOES

Neste trabalho, verificou-se a possibilidade de sintese de LE tanto por catalise
guimica quanto enzimatica, sendo que a composi¢ao dos 6leos de partida e as condigbes da
interesterificacdo foram determinantes para a composi¢ao do produto final.

Em todas estratégias adotadas na presente pesquisa, a analise dos Oleos
interesterificados, por CG, indicou que foram obtidos TAGs de interesse nutricional,
contendo AGCM, EPA e DHA.

O maior controle que as lipases regioespecificas permitem sobre a composi¢édo do
produto da reacao coloca estas enzimas em posi¢do de destaque para catalisar as reacdes
de interesterificacdo, de maneira a fornecer produtos com funcionalidade otimizada no que
diz respeito principalmente as atividades metabdlicas e também quanto as propriedades

fisico-quimicas dos 6leos e gorduras obtidos.

Esta pesquisa indicou a possibilidade da utilizacdo tanto de MeC,, quanto de um
6leo rico em AGCM (Trigliceril CM®) como doador acila nas reacfes de interesterificacéo.
Entretanto, a utilizagdo do Triglicerii CM® mostrou-se mais pratica devido a sua
disponibilidade comercial — sem necessidade de sintese, como no caso do MeC,, utilizado
nos experimentos — e sua facilidade de aplicacdo na mistura (proporcdo em massa em
relacdo ao 6leo de peixe). Deve-se considerar ainda que a aplicacdo deste substrato ndo
exigird etapas posteriores de purificacdo do meio reacional para o isolamento dos

trigliceridios estruturados de interesse.

Neste estudo, verificou-se que a técnica de DSC pode ser uma ferramenta para a
deteccdo de modificacbes promovidas pelo processo de interesterificacdo. Esta andlise
permitiu a visualizacdo das diferencas ocorridas nas amostras apos as reacoes, decorrentes
tanto do substrato utilizado quanto do tipo de catalisador.
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5 EXTRACAO DE OLEO DE RESIDUOS DE SARDINHA
(SARDINELLA BRASILIENSIS) PARA UTILIZACAO COMO
SUBSTRATO NA SINTESE ENZIMATICA DE
TRIGLICERIDIOS ESTRUTURADOS: ESTUDOS
PRELIMINARES

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos, sob a forma de artigo, os
resultados experimentais, a discusséo e conclusdes do trabalho intitulado “Extracao de 6leo
de residuos de sardinha (Sardinella brasiliensis) para utilizacdo como substrato na sintese

enzimatica de trigliceridios estruturados: estudos preliminares”.

Nesta pesquisa, realizou-se a extracao e caracterizacdo de 6leo de residuos de
sardinha. Avaliou-se a possibilidade de utilizacdo deste 6leo como substrato em reacao de
transesterificagdo enzimética, visando a obtencdo de trigliceridios estruturados ricos nos
acidos graxos n-3 eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) e em acidos graxos
de cadeia média. O produto da reacao foi analisado qualitativamente por cromatografia em
camada delgada e sua composicdo em &cidos graxos foi determinada por cromatografia

gasosa.
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RESUMO

Os AGs n-3 eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaendico (DHA), importantes no
combate e prevencgdo de varias doengas, sdo encontrados em alimentos marinhos. Lipidios
com adequado balanco em AGs podem ser obtidos mediante a incorporacdo de acidos
graxos de cadeia média (AGCM) a 6leo de peixe, cujo produto € conhecido como lipidio
estruturado (LE). O objetivo deste trabalho foi a verificacdo da possibilidade de utilizagédo de
Oleo extraido de residuos de sardinha como substrato na interesterificacdo enzimatica com
trigliceridios de cadeia média (reacdo conhecida como transesterificacdo), visando a sintese
de trigliceridios estruturados ricos em EPA e DHA. As analises fisico-quimicas da matéria-
prima indicaram umidade média de 71,30% e teores médios, em base umida, de 4,24% de
lipidios totais (determinado por Soxhlet) e 13,67% de proteinas. Para a obtencdo de
substrato para a reacgdo, realizou-se a extragdo a frio do 6leo dos residuos de peixe,
utilizando o sistema ternario de solventes cloroférmio, metanol e agua, o que permitiu um
rendimento de 5,43% (b.u.). O peffil lipidico do 6leo bruto indicou a predominancia de TAGs
em sua composicao, além da presenca de fragcdes polares no produto. O 6leo bruto da
sardinha apresentou indice de perdxido de 7,97 mEq O, kg* de gordura e um indice de
acidez extremamente alto (20,77% em &cido oléico). Quanto ao perfil de AGs, o 6leo original
apresentou 49,4% de saturados, sem terem sido detectados AGCM, e 28,6% de EPA e de
DHA. Apés a transesterificacdo, o teor de saturados aumentou para 71,4%; os valores
observados no produto foram de 38,7% de AGCM e 17,5% da somatdria de EPA e DHA. O
indice de iodo, em g iodo/100g de gordura, passou de 152,6 no 6leo original para 88,1 apés
a reacdo enzimdtica. Foram observadas diferencas no perfil lipidico das amostras,
analisadas por cromatografia em camada delgada, antes e depois da interesterificacdo, o
gue indica mudancas na composi¢cdo do Oleo apls a reacdo. Este estudo indica que os
residuos de sardinha constituem-se em um substrato em potencial para a obtencéo de 6leo

rico em AGs n-3, o qual podera ser utilizado para a sintese de trigliceridios estruturados.
5.1 INTRODUCAO

Os acidos graxos de cadeia longa polinsaturados (AGPI) da série n-3
docosahexaendico (DHA, C22:6) e eicosapentaendico (EPA, C20:5) tém grande importancia
na dieta. O consumo destes AGPIs esté relacionado a um reduzido risco de mortalidade por
doencas cardiovasculares e apresentam efeitos benéficos também sobre distarbios

cerebrais e cancer, além de fazerem parte da composicdo do cérebro e do sistema visual
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(FAO-WHO 1981, revisdo 1999; Pigott e Tucker 1990; Kris-Etherton et al. 2002; Soccol e
Oetterer 2003).

O organismo humano realiza com pouca eficiéncia a conversdo do &cido a-

linolénico, obtido principalmente de 6leo de soja e de canola, a EPA e DHA (Pigott e Tucker
1990; BNF 2000; Kris-Etherton et al. 2002). Portanto, para promover o efeito fisioldégico
desejado, a dieta deve fornecer quantidades suficientes destes AGs n-3 (Sgarbieri e
Pacheco 1999), cuja ingestdo recomendada é de 1 a 3g por semana. Desta maneira, €
fundamental recorrer a fontes dietéticas, principalmente ao consumo de alimentos marinhos,
em especial de peixes como salmao, arenque e sardinha (Pigott e Tucker 1990; Kris-
Etherton et al. 2002; Soccol e Oetterer 2003).

A projecéo da industria pesqueira mundial para 2010 é da disponibilidade de 107 a
cento e quarenta e quatro milhdes de toneladas de peixes, dos quais setenta e quatro a
cento e quatorze milhdes devem ser destinados para consumo humano, principalmente para
a producdo de carne de peixe e de dleo (FAO-WHO 1981, revisdo 1999). Em 2004, a
producéo brasileira de pescado atingiu um volume de mais de um milh&o de toneladas, das
quais metade foram devidas a producdo da pesca extrativa marinha, cujo maior produtor foi
o Estado de Santa Catarina (IBAMA 2005).

O processamento de pescados gera aproximadamente 50% de residuos,
compostos majoritariamente por cabeca, visceras, nadadeira caudal, coluna vertebral,
embora haja variagcbes entre as espécies e conforme o processamento a que 0s peixes
foram submetidos. Devido ao expressivo volume gerado de residuos, é fundamental que as
indastrias avaliem alternativas de aproveitamento para se enquadrarem nas propostas de
emissdo zero de residuos ZERI, “Zero Emission Research Initiative”), sustentabilidade e
responsabilidade soécio-ambiental. Os residuos de pescado costumam ser destinados
principalmente para alimentacdo animal, ja que apresentam um elevado contetdo protéico,
caso da sardinha (Lee 1963; FAO-WHO 1981, revisdo 1999; Morales-Ulloa e Oetterer 1995;
Seibel e Souza-Soares 2003; Arruda 2004).

A Sardinella brasiliensis, também conhecida como sardinha-verdadeira ou
Maromba, pertencente a familia Clupeidae, é um dos peixes de maior consumo no Brasil. E
uma espécie pelagica, costeira, tropical, planctéfaga, alimentando-se de copépodos e algas
diatoméaceas, e ¢é classificada como um peixe oleoso. E o mais tradicional recurso pesqueiro
da Regido Sudeste-Sul do Brasil, sendo a cadeia produtiva do setor que mais emprega mao-
de-obra (IBAMA 2005; MAA 2005).
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A producdo total nacional de sardinha-verdadeira em 2004 foi de mais de
cinquenta e trés mil toneladas, das quais 53,49% foram devidas ao Estado de Santa
Catarina, maior produtor nacional. Neste periodo, a sardinha representou 25% das espécies
capturadas pela pesca extrativa marinha neste Estado, constituindo-se a espécie
predominante (IBAMA 2005).

Além do mercado de pescado fresco, a sardinha capturada € apropriada para a
industrializacdo, sendo direcionada para a producdo de pescado congelado (em bloco ou
individualmente), conservas em lata e pescado salgado, seco e prensado (MAA 2005). A
industrializacdo da sardinha gera em média 35% e 47,8% de residuos nas linhas de
eviscerados e de espalmados, respectivamente (Pessatti 2001).

Os lipidios da sardinha concentram-se na carne deste peixe, e sua composi¢ao &
rica nos AGs da série n3 EPA e DHA (Soccol e Oetterer 2003). Estudos realizados com
diferentes peixes da costa brasileira indicaram que a Sardinella brasiliensis foi uma das
espécies com as maiores somatorias de EPA e DHA nas partes analisadas (olho e filé)
(Visentainer et al. 2000).

Estas caracteristicas tornam esta espécie promissora para a obtencdo de 6leo
(Soccol e Oetterer 2003), apresentando ainda a vantagem da baixa concentracdo de
contaminantes inorganicos (em especial metilmercurio), que podem representar um risco
para a saude, principalmente para fetos e recém-nascidos (FDA 1995, revisdo 2003; Kris-
Etherton et al. 2002; BNF 2004b; Brasil 2005).

A extracao do 6leo de residuos de sardinha constitui-se, portanto, em uma solucéo
atrativa para a valorizagdo deste material. Deve-se dar preferéncia para a utilizagdo de
matéria-prima de qualidade, a qial deve ser prontamente processada e imediatamente
destinada para a extracdo do Oleo (Lee 1963; Arruda 2004). Na obtencdo do Oleo, é
importante que a técnica escolhida permita uma alta recuperacdo do produto e que
possibilite, principalmente, a preservacdo de sua qualidade nutritiva, funcional e
organoléptica (Barthet e Daun 2005).

A extracdo do o6leo de pescado, visando sua utilizagdo principalmente em
experimentos de bancada e em analises (Christie 1982; Undeland et al. 1998; Brum 2004;
Brum et al. 2005), pode ser realizada com solventes, sendo que a metodologia mais
utilizada é a que emprega o sistema ternario de solventes cloroférmio/metanol/agua (Bligh e
Dyer 1959).
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Além do EPA e do DHA, é importante que a dieta forneca outros AGs, de maneira
a garantir uma composicao adequada, os quais devem estar presentes nas moléculas de
TAGs em posi¢Oes que favorecam seu aproveitamento metabdlico e permitam otimizar as
propriedades tecnoldgicas do produto (Bell e Bradley 1997; Stein 1999; Osborn e Akoh
2002).

Estas moléculas, chamadas de LEs, podem ser construidas a partir da reacao
entre TAGs de 6leo de pescado, garantindo o fornecimento de AGs essenciais, e
trigliceridios de cadeia média (TCM), contendo AGCMs (6 a 12 atomos de carbono), os
guais proporcionam um rapido provimento de energia. A sintese de TAGs contendo AG
essenciais na posicdo sn-2 das moléculas, e AGCM nas posi¢cdes sn-1,3 permite a
potencializacdo do aproveitamento metabdlico de cada um destes acidos (Bell e Bradley
1997; Stein 1999; Osborn e Akoh 2002).

Os LEs séo sintetizados atraves de reacdes de interesterificagéo, que permitem a
troca de radicais acila intra ou intermoléculas, rearranjando ou modificando os AGs nas
moléculas de TAGs. Esta mudanca na composicao e ou na estrutura das moléculas confere
ao produto propriedades (nutricionais, funcionais) diferentes daquelas apresentadas pelos
substratos originais (Kubow 1996; Kodali e List 2005; ISEO 2006).

A interesterificacdo, especificamente chamada de transesterificacdo quando a
troca de radicais acila ocorre entre dois ésteres, € um processo que ocorre na presenca de
um catalisador, a temperaturas relativamente baixas (ISEO 2006). A reacdo pode ser
guimica, processo caracterizado pela simplicidade e pelo baixo custo, embora a distribuicdo
dos AGs nas moléculas seja ao acaso. Outra alternativa é a reacdo enzimatica, que tem um
grande potencial de se tornar mais econdémica do que a catalise quimica, por exemplo,
mediante a reutilizacdo de lipases imobilizadas, oferecendo ainda a possibilidade de a

distribuicdo dos AGs nos TAGs ser em posi¢des especificas (Kodali e List 2005).

Tendo em vista estas consideracdes iniciais, os objetivos deste trabalho foram a) a
avaliacdo da viabilidade de utilizacdo de residuos de sardinha-verdadeira para a obtencéo
de Oleo rico nos AGs n-3 EPA e DHA, e b) a verificacdo da composicdo em AGs dos TAGs
obtidos a partir da reacdo de transesterificagdo enzimatica do 6leo obtido de residuos de
sardinha com TCM, visando a sintese de LE de interesse nutricional, contendo AGCM, EPA
e DHA.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 MATERIA-PRIMA

O dleo foi extraido de residuos de sardinha Sardinella brasiliensis), compostos
por cabecas, visceras, cauda, pele, espinha e escamas (Pesqueira Oceanica, Floriandpolis,
SC). Detalhes sobre a coleta, armazenamento e tratamento da matéria-prima estéo

apresentadas no item 3.2.1.

Para a reacéo de interesterificacdo, foram utilizados trigliceridios de cadeia média
(Trigliceril CM®, Support Produtos Alimenticios), indicados nas se¢des a seguir como TCM.

5.2.2 OBTENCAO DO OLEO DO PESCADO

A extracdo do 6leo dos residuos de sardinha foi realizada segundo metodologia de
Bligh & Dyer (1959) modificada, conforme descrito na literatura (Christie 1982) e detalhado
no item 3.2.2. O 6leo obtido foi armazenado em frasco ambar e mantido congelado a -20°C,
sob atmosfera de nitrogénio, para utilizacdo posterior (andlises e interesterificacdo) sem
nenhum tratamento adicional.

5.2.3 ANALISE DO RENDIMENTO EM OLEO

Apoés a evaporacao do solvente, a fragcdo do 6leo bruto foi pesada para o céalculo
do rendimento em 6leo, em relacdo ao material de origem. Os resultados foram expressos
como g/100g de matéria umida.

5.2.4 INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA

A interesterificagdo foi realizada conforme descrito no item 3.2.4. O Odleo
interesterificado foi armazenado em frasco ambar, sob atmosfera de nitrogénio, e mantido a
-20°C até o momento das analises.

5.2.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas realizadas nos residuos de sardinha seguiram
metodologia oficial (AOAC 1990; AOAC 2002), citadas no item 3.2.5. As andlises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como média, em g/100g de matéria
umida.
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5.2.6 COMPOSICAO E CARACTERIZACAO DOS OLEOS

As andlises realizadas nos Oleos consistiram na verificagdo do perfil lipidico por
cromatografia em camada delgada (CCD), na determinacdo da composicdo em AGS por
cromatografia gasosa (CG), e nas determinacdes de indice de peroxido (I.P.), indice de iodo
(I.1.) e indice de acidez (I.A.), conforme detalhado nos itens a seguir.

5.2.7 PERFIL LIPIDICO

O perfil lipidico das amostras (6leo bruto dos residuos de sardinha, mistura do
Oleo de peixe com o TCM antes e depois da reacao) foi verificado por CCD: as amostras
foram aplicadas em cromatofolhas de aluminio com silica gel 60G com 20cm de
comprimento (Macherey-Nagel, Alemanha). As amostras foram eluidas duas vezes com o
mesmo sistema de solventes (hexano/éter etilico/acido férmico, 80:20:2, viviv) (Christie
1982). Utilizou-se como revelador das bandas uma solucdo de acido fosfotingstico 20%
(miv) em etanol 99,5%. Aplicou-se o revelador sobre as placas e procedeu-se ao
aguecimento das mesmas em estufa a 105°C durante 20 minutos, para a visualizagéo das
bandas. Se necessario, repetiram-se as operagdes de aplicacdo do revelador e aquecimento
da placa. Na fase eluente utilizada, as frac6es lipidicas foram separadas na seguinte ordem
de eluicdo (a partir da frente do solvente): ésteres de colesterol; TAGs; AGLs; colesterol;
1,3-DAGs; 1,2-DAGs; MAGS; e lipidios complexos. Utilizou-se uma amostra comercial de
6leo de peixe (ROPUFA n3 ‘30’ Food Oil® Roche Brasil) para a identificacdo da banda

referentes aos TAGS.
5.2.8 INDICE DE ACIDEZ

A determinacdo de AGLs foi realizada em duplicata no 6leo bruto extraido dos
residuos de sardinha, segundo descrito na literatura (Aro et al. 2000) e indicado no item
3.3.2 (solugdo etandlica de KOH 0,0358M para a titulacdo). Os resultados de I.A. foram
expressos como porcentagem de &cido oléico.

5.2.9 INDICE DE PEROXIDO

O I.P. foi determinado (em duplicata) no 6leo bruto de sardinha segundo o método
AOCS Cd 8-53 (AOCS 1990), modificado conforme procedimentos detalhados no item 3.3.3.
A concentragéo de peroxidos foi expressa como meq de O,/kg de odleo.
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5.2.10 ISOLAMENTO DOS TAGS PARA CROMATOGRAFIA GASOSA

Antes e depois da interesterificacdo enzimatica, a mistura do 6leo bruto da
sardinha com TCM, dissolvida em hexano (500mg de éleo/mL de solvente), foi aplicada em
placas de CCD para isolamento dos TAGs, conforme descrito no item 5.2.7. Os TAGs
isolados foram recuperados conforme descrito no item 3.3.4, e preparados para a
determinacdo da composi¢cdo em AGs, de acordo com os procedimentos relatados nos itens
5.2.11 e 5.2.12 (Christie 1982).

5.2.11 PREPARO DOS ESTERES METILICOS PARA
CROMATOGRAFIA GASOSA

Os ésteres metilicos dos AGs para andlise por CG foram obtidos conforme
descrito na literatura (Hartman e Lago 1973) e detalhado no item 3.3.5. Adicionou-se hexano
como solvente para a realizagdo das analises. As solugdes foram armazenadas a -20°C
para utilizacao posterior.

5.2.12 COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

O perfil de AGs foi determinado por CG, mediante a injecdo dos ésteres metilicos
dos AGs, dissolvidos em hexano, nas condi¢cdes de andlise descritas no item 3.3.6. A
composicdo quantitativa foi expressa como porcentagem em massa. Esta determinacao foi
realizada no 6leo bruto dos residuos de sardinha, bem como nos TAGs da mistura deste
6leo com o TCM antes e depois da reacao.

5.2.13 INDICE DE 10DO CALCULADO

O L.I. foi obtido por calculo, a partir da composicdo em AGs das amostras, com
base na férmula expandida do Método Cd 1c-85 da American Oil Chemists’ Society (AOCS
1997). A literatura indica uma boa correlacdo (0,99) entre o indice de iodo obtido por célculo
e por analise (Nassu 1994).

O célculo foi realizado para as amostras do 6leo bruto extraido dos residuos de
sardinha, e para os TAGs da mistura do 6leo bruto de sardinha com o TCM antes e depois

da reagéo enzimética.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da composicdo bromatolégica dos residuos de sardinha estao
indicados na Tabela 9. A amostra caracterizou-se pelo alto contedado de proteinas, fato
comum para peixes em geral, em especial para residuos desta espécie, conforme estudos
realizados com visceras, cabeca, cauda, escamas, coluna vertebral e nadadeiras (Morales-
Ulloa e Oetterer 1995) e com cabeca e cauda (Pessatti 2001).

A composicdo da sardinha, rica em proteinas, leva as industrias pesqueiras a
destinarem os residuos do processamento principalmente para a producao de farinha de

pescado ou silagem, produtos posteriormente adicionados a ragdes animais (Arruda 2004).

Tabela 9 Analises fisico-quimicas de residuos de sardinha (Sardinella brasiliensis) (valores
expressos em g/100g de matéria Umida e de matéria seca)*

Componente Matéria amida (g/100g) Matéria seca (g/1009)
Matéria seca - 28,7 + 0,26
Umidade 71,30 + 0,26 -

Proteina bruta 13,67 + 0,30 47,64 + 1,41
Extrato etéreo 4,24 + 0,11 14,76 + 0,34

* média de 3 repeti¢cdes + desvio padréo da média.

Para a realizacdo dos experimentos, o 6leo foi extraido dos residuos de sardinha
segundo metodologia de Bligh & Dyer (1959). Conforme indicado na Tabela 10, esta técnica
proporcionou a recuperacdo de 5,43g de lipidios totais por 100g de matéria Umida,
rendimento superior aquele obtido por Soxhlet. A maior eficiéncia apresentada pela
metodologia de Bligh & Dyer para a extracdo da fracdo lipidica ja era esperada, devido as
caracteristicas dos  solventes utilizados nesta técnica  (sistema  ternario
cloroférmio/metanol/dgua) (Christie 1982; Barthet e Daun 2005). Apesar da toxicidade do
cloroférmio e do metanol, o maior rendimento em lipidios totais por esta técnica a torna uma
das mais utilizadas para a obtencdo de 6leo para aplicagbes subsequientes, sendo bastante

atil na determinacéo do contetdo de gordura total de amostras (Undeland et al. 1998).

Conforme apresentado na Tabela 10, o I.P. encontrado para o 6leo extraido da
sardinha foi de 7,97+0,02 mEq O./kg de 0leo, inferior ao limite maximo de 15 mEq O./kg de
Oleo estabelecido pelo Codex Alimentarius para Oleos brutos . Este resultado pode ser

explicado pelas condicbes da matéria-prima (residuos do beneficiamento do pescado,
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processados a temperatura ambiente na industria de beneficiamento, transportados até o
laborat6rio em contato com oxigénio, triturados), e pelo alto grau de insaturacéo do 6leo de
sardinha, rico em AGPI, fatores que tornam esta amostra extremamente suscetivel a
oxidacgdo (Hultin, 1994, apud (Aro et al. 2000)).

Como se observa na Tabela 10, foi encontrado um teor de AGLs extremamente
alto para o 6leo de sardinha 0,87+0,16, % em &cido oléico), bastante superior ao limite
méaximo estipulado pelo Codex Alimentarius para 6leos brutos, que fica em 2% (Turon et al.
2005). Este valor de acidez elevado também pode ser devido as condi¢cdes adversas da
matéria-prima, inclusive como decorréncia da acdo das enzimas enddgenas presentes nas
visceras. Este resultado indica que seria conveniente submeter o material a um processo de
refino (pré-neutralizacdo) para a reducdo desta fracao lipidica (Lee 1963) e realizar a

separacao das visceras do restante dos residuos.

Tabela 10 Rendimento e parametros de qualidade do 6leo bruto de residuos de sardinha

extraido por Bligh & Dyer

Amostra Oleo

Rendimento (% de matéria Umida)* 543 + 0,27
[.LA. (% em &cido oléico)** 20,87 + 0,16
[.P. (mEq O./kg de 6leo)** 7,97 + 0,02

* Média de 3 repeti¢cdes + desvio padrao da média. ** Média de 2 repeti¢cdes + desvio
padrdo da média.

Pesquisas relatam que para 6leo de figado de tubardo obtido por trituracéo,
cozimento e centrifugacdo da matéria-prima (Pacheco e Barrera-Arellano 1994) e 6leo de
arenque comercial desodorizado (Wanasundara e Shahidi 1998), o I.P. foi de 0,95 e 3,05
(em mEqg O./kg de 6leo); e o I.A. foi de 0,15 e 0,07 (% em &cido oléico), respectivamente.
Em estudo com 6leo de arenque, obteve-se o valor de 4,6 mEq OJ/kg de 6leo extraido
segundo metodologia de Bligh & Dyer (Undeland et al. 1998). Oleo bruto extraido de
cabecgas de perca mediante cozimento, filtracdo e centrifugacéo apresentou valor médio de
1% (em &cido oléico) para acidez e de 5,2 mEq O./kg de 6leo para I.P. (Turon et al. 2005).
Oleos recuperados de silagem quimica de pescado costumam apresentar valores bastante
altos para acidez, devido a solugdo acida utilizada no processamento (Seibel e Souza-

Soares 2003; Arruda 2004). Os resultados geralmente relatados na literatura séo referentes
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a amostras fileteadas no proprio laboratério e cujos residuos foram submetidos a analise, o

gue pode explicar as diferengas encontradas no presente estudo para l.A. e I.P.

Os resultados deste estudo apontam a importancia de cuidados na conservacao
do pescado no momento da captura, e também na recepcdo, armazenamento,
processamento e manipulacdo da matéria-prima na industria de beneficiamento, como uma
forma de preservar a integridade de sua fracdo lipidica, constituindo-se em requisito
imprescindivel para a garantia da qualidade do produto.

Na Figura 11, esta apresentado o perfil lipidico do 6leo bruto extraido dos residuos
de sardinha pela técnica de Bligh & Dyer (1959), conforme verificado pela analise por CCD,
na qual também se analisou o perfil do 6leo comercial ROPUFA® para fins de comparag&o.
Observa-se a predominancia de TAGs em ambas amostras. Isto ja era esperado, pois 0s
TAGs tradicionalmente constituem a fracdo lipidica principal de tecidos animais (Christie
1982; Pigott e Tucker 1990). Foram também observadas fracdes polares na amostra do 6leo
de sardinha, as quais ndo foram detectadas no 6leo de peixe comercial, ja que este foi
submetido a refino, processo que remove os lipidios polares presentes originalmente na
amostra (Lee 1963). Esta andlise aponta a eficiéncia da metodologia de Bligh & Dyer (1959)
em extrair os lipidios polares do tecido do peixe. Além disso, este perfil lipidico €
caracteristico de amostras de 6leo na forma bruta (Brum 2004; Brum et al. 2005).

Figura 11 Perfil lipidico do 6leo bruto de residuos de sardinha (amostra superior) extraido

pelo método de Bligh & Dyer, comparado com 6leo de peixe comercial (amostra inferior),
conforme andlise por cromatografia em camada delgada.
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Na Tabela 11, estd apresentada a composicdo em AGs das amostras
(cromatogramas nas Figuras 17 a 19 dos Anexos). No 6leo bruto de residuos de sardinha,
0os AGs encontrados em maior propor¢do foram palmitico (C16:0), EPA (C20:5) e DHA
(C22:6), junto a quantidades apreciaveis de outros AGs (C14:0, C16:1, C18:0, C18:1), ndo
tendo sido identificado acido araquidénico (C20:4n6). Esta composicdo em AGs é
caracteristica de 6leos marinhos e confirma dados da literatura para a espécie em estudo
(Pigott e Tucker 1990; Stansby 1990; Gunstone et al. 1994; Pessatti 2001), inclusive para a
fracdo lipidica de sardinha capturada na costa brasileira (Badolato et al. 1994).

O perfil de AGs encontrado para o 6leo dos residuos de sardinha-verdadeira
também foi semelhante ao citado na literatura para 6leos de sardinha de outras espécies
(Californiana e Japonesa), sendo que as diferengas detectadas foram principalmente quanto
ao teor de acido palmitico e acido esteérico (C18:0), maiores no presente estudo (Gunstone
et al. 1994).

Segundo os resultados apresentados na Tabela 11, no 6leo de sardinha desta
pesquisa, a concentracao total de AGs n-3, 0s mais representativos de 6leos marinhos, foi
de 30,4%, tendo sido detectada a presenca de 12,1% de EPA e de 16,5% de DHA, em uma

proporcao relativa de 0,7, valores que também séo similares aos encontrados na literatura.

O baixo teor de AGs n-6 encontrada no 6leo de sardinha deste estudo implicou em
uma baixa propor¢gdo n3:n6 (1:15). Este resultado caracteriza a amostra como uma
importante fonte dietética de AGs n3, fato extremamente vantajoso do ponto de vista
nutricional, considerando-se a desproporcdo entre os AGs da série n3 e da série n6

observados na dieta atual.

Ao contrario dos resultados encontrados no presente estudo e em outras
referéncias bibliograficas, em pesquisa realizada com sardinha-verdadeira (Visentainer et al.
2000), foram encontrados valores de EPA superiores aos de DHA, sendo que a relacéo
EPA/DHA foi de 1,36 no olho de sardinha e de 1,35 no filé. Quanto ao EPA, a pesquisa
indicou teores médios de 20,16% e 18,68% no olho e no filé, respectivamente (% em
relacdo ao total dos AGs presentes nos lipidios). Quanto ao DHA, os teores encontrados
foram de 14,81% no olho e 13,77% no filé.

A composicdo em AGs dos TCM utilizados como substrato na interesterificagéo
enzimatica (1,23% de &cido caproico, 63,13% de &cido caprilico, 34,99% de acido caprico e

0,61% de &cido laurico) esta de acordo com a especificacdo comercial do fabricante.
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Tabela 11 Composi¢cao em &cidos graxos (% em massa), teores de acidos graxos (%),
relacdo EPA/DHA e n3:n6, e indice de iodo (g de iodo/100g) das amostras

Acito graxo Okooriginal® e eriicacio? _interesterincacio”
C6:0 - 0,4 -
Cc8:.0 - 27,9 20,4
C10:0 - 19,1 17,8
C12:.0 - 04 0,5
C14.0 8,0 51 6,0
C15:.0 1,2 0,8 0,9
C16:0 30,4 17,7 20,3
Cl6:1 7,0 3,9 4,9
C17:0 1,6 0,8 0,8
Ci71 0,8 - -
C18:.0 8,1 4.4 4.8
C18:1n9t 0,7 - -
C18:1n9c 8,6 4,3 53
C18:2n6¢c 1,9 1,1 0,1
C18:3n6 0,1 - -
C20:1 0,6 - 0,7
C18:3n3 1,0 0,5 -
C20:2 0,5 0,2 -
C20:5n3 (EPA) 12,1 5,8 7,9
C22:5n3 0,8 0,3 -
C22:6n3 (DHA) 16,5 7,2 9,6
Total 100,0 100,0 100,0
Saturados 49,4 76,5 714
Monoinsaturados 17,8 8,3 10,9
Poliinsaturados 32,9 15,2 17,7
EPA+DHA 28,6 13,1 17,5
EPA/DHA 0,7 0,8 0,8
I.I. (g iodo/100g de gordura) 152,6 68,6 88,1
n3:n6 15,0 12,5 27,1

@ Oleo bruto de residuos de sardinha, ® Analise nos TAGs da amostra (6leo bruto de sardinha
+ TCM).
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, nota-se que houve
diferenca na proporgéao relativa de AGs presentes nos TAGs da mistura antes e depois da
interesterificacdo. As diferencas observadas neste estudo quanto a composicdo das
misturas antes e depois da transesterificacdo podem ser explicadas pelo fato de haver AGs
na forma livre no meio, provenientes do oOleo bruto de sardinha, os quais também servem
como substrato durante a reagdo enzimatica, sendo incorporados aos TAGs (Reyes e Hill
1994; Marangoni e Rousseau 1995; Rousseau e Marangoni 2002; Xu 2004).

A interesterificacdo enzimatica do Oleo bruto extraido da sardinha modificou o
perfil de AGs do produto: o 6leo originalmente ndo continha AGCMs em sua composi¢ao, 0s
quais passaram a estar presentes nos TAGs do 6leo interesterificado em teores de 38,7%. A

proporcéo de AGs saturados apos a reacao foi de 71,4%.

Apesar de ter havido um aumento acentuado de 45% nos AGs saturados do 6leo
de peixe apoOs a interesterificacdo com o TCM, quando comparado ao Oleo bruto de
sardinha, pode-se considerar que o teor de EPA e DHA se manteve alto no produto (17,5%),
mantendo-se praticamente inalterada a proporgcéo original de EPA/DHA. A avaliacdo de
diferentes proporc¢des na mistura do 6leo de pescado e do TCM poderia fornecer um produto
com menor teor de AGs saturados e com um aumento nos poliinsaturados n-3, de forma a

promover mais beneficios a saude.

Conforme se observa na Tabela 11, o I.I. foi de 152,6 g iodo/100g de gordura para
o 6leo de sardinha original, indicando a presenca de grande quantidade de AGs de cadeia
longa poliinsaturados, constatagdo comum para Oleos de origem marinha, como
provenientes de figado de tubardo (Pacheco e Barrera-Arellano 1994) e arenque
(Wanasundara e Shahidi 1998). A interesterificagdo promoveu uma redugéo de 42% no L.1.
do ¢6leo de sardinha, ja que a inclusdo de AGCM ao 6leo de peixe promoveu uma redugéo

relativa dos AGs insaturados.

A modificacdo da disposicdo dos AGs nos TAGs dos 6leos de partida poderia ser
confirmada mediante a andlise estrutural dos TAGs dos 6leos antes e depois das reacoes.

5.4 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que o material de descarte da linha de beneficiamento de
sardinha é uma fonte bastante interessante para a obtengdo de 6leo rico nos AGs EPA e
DHA.
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O estudo indicou, através da determinacdo do perfii de AGs do produto, a
possibilidade da aplicacdo da interesterificacdo enzimética para a modificacdo da
composicao do 6leo de residuos de sardinha.

A aplicagédo da interesterificacdo para a modificacdo da composicdo em AGs e
consequiente melhoria do aproveitamento metabdlico do 6leo extraido de residuos de
sardinha permite um melhor gerenciamento do material ndo aproveitado nas linhas de
beneficiamento de pescado. Esta tecnologia de modificacdo torna-se atrativa para as

indastrias sob os pontos de vista econémico, ambiental e nutricional.

Pesquisas mais detalhadas podem ser feitas para assegurar a qualidade do 6leo
obtido e para otimizar as condicdes da reacdo de interesterificacdo, visando futuras
aplicacdes do produto em dietas de animais, para a obtencéo de derivados (carnes, ovos,

leite e derivados) ricos em AGs da série n-3.

A aplicacdo de tecnologias para o aproveitamento de residuos da industria
pesqueira, como a que foi objeto do presente estudo, visando a obtencéo de 6leo de peixe
rico em AGs n-3, constitui-se em uma alternativa interessante ndo apenas do ponto de vista
nutricional. O estudo de possibilidades para a aplicacdo deste material permite uma melhor
administracdo deste recurso ambiental e o desenvolvimento da sociedade de uma forma

sustentavel.

5.5 AGRADECIMENTOS
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6 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados mostraram que tanto a interesterificacdo quimica quanto enzimatica
foram eficazes para a obtencdo de lipidios estruturados ricos nos AGs DHA e EPA,
provenientes de Oleo de peixe, e em AGCM, provenientes tanto de trigliceridio de cadeia
média quanto de éster metilico de acido caprico.

A analise dos produtos por DSC indicou que a interesterificacdo promoveu uma
mudanca no perfil de fusdo das amostras, e que tanto o substrato quanto o tipo de reacdo

exercem influéncia sobre esta propriedade fisica.

Entre os produtos obtidos, o 6leo de peixe interesterificado enzimaticamente com
0 éster metilico de acido caprico proporcionou um lipidio estruturado com uma composicéo
mais balanceada em AGs do que os demais tratamentos avaliados. A analise deste 6leo por
CG indicou a incorporacdo de AGCM aos trigliceridios (9,74%), com a manutengcdo de um
alto teor dos AGPI n-3 EPA (11,85%) e DHA (17,52%).

A extracdo do o6leo de residuos de sardinha (Sardinella brasiliensis) segundo
metodologia de Bligh & Dyer proporcionou um rendimento de 5,43%. O o6leo obtido
apresentou trigliceridios em sua fracao lipidica, juntamente a outras fraces polares, tipicas
de oleo na forma bruta. Sua composicdo em AGs indicou a predominancia de &acido
palmitico (30,4%) e de altos teores de EPA (12,1%) e DHA (16,5%).

Considerando-se os beneficios a salude proporcionados por estes AGs n-3, estes
resultados indicam que o aproveitamento de residuos de sardinha para extracdo de 6leo

constitui-se em uma alternativa para a valoriza¢do desta matéria-prima.

A transesterificacdo enzimatica do 6leo de sardinha com trigliceridios de cadeia
média resultou em um 6leo cujos trigliceridios apresentaram uma composi¢ao variada em
AGs, com 38,2% de AGCM, 7,9% de EPA e 9,6% de DHA.

Houve predominancia de AGs saturados (71,4%) no 6leo modificado, o que pode
ser ajustado mediante a reducéo na propor¢do de trigliceridios de cadeia média utilizados

como substrato.
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Andlises qualitativas, por cromatografia em camada delgada, indicaram a troca de
radicais acila entre os substratos antes e depois da interesterificacdo catalisada por lipase, o
gue comprova a eficacia da reacao.

Nesta pesquisa, as estratégias estudadas foram eficazes para a sintese de lipidios

estruturados contendo AGCM e AGPI n-3 provenientes de 6leo de peixe.



7 SUGESTOES

- Otimizar o processo em termos de condi¢cdes experimentais, aplicando planejamento de

experimentos;

- Realizar o estudo cinético da incorporacdo do doador acila ao 6leo de interesse,
estudando a influéncia de variaveis (temperatura, tempo de reacgdo, concentragdo do
catalisador e concentracdo de substratos) sobre o rendimento do lipidio estruturado de

interesse;
- Testar diferentes reatores para a sintese de lipidios estruturados;

- Avaliar a sintese de éster etilico de acidos graxos de cadeia média para utilizagdo como
doador acila para a obtencéo de lipidio estruturado, devido a menor toxicidade apresentada
pelo etanol frente ao metanol, o qual foi utilizado neste trabalho;

- Avaliar a aplicagdo de enzimas ndo comerciais e a reutilizagdo da enzima imobilizada
em subsequentes reacbes para a sintese de lipidios estruturados, visando a reducao dos

custos do processo;

- Realizar uma caracterizacdo completa do lipidio estruturado obtido (estrutura dos
trigliceridios, estabilidade oxidativa, consisténcia, estrutura cristalina) segundo as diferentes
estratégias, de forma a verificar a influéncia do tratamento sobre as propriedades (fisicas,
guimicas) e o potencial metabdlico do produto;

- Extrair o 6leo dos residuos de peixe em escala industrial, para utilizacéo posterior, seja
através do método tradicional (cozimento, prensagem e centrifugagéo) ou via aplicacéo de

enzimas;

- Realizar o refino do 6leo de sardinha, de forma a aumentar sua estabilidade a oxidacao

e aumentar o rendimento da interesterificacao;

- Analisar o 6leo de sardinha interesterificado por DSC, para a confirmacédo da ocorréncia

da reacdo mediante esta técnica termoanalitica.
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Figura 12 Cromatograma do éster metilico do acido céprico sintetizado conforme descrito no
item 3.1.3.
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com os trigliceridios de cadeia média Trigliceril® CM ap6s a interesterificacéo quimica.
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Figura 14 Cromatograma dos trigliceridios isolados da mistura do 6leo de peixe ROPUFA®

com os trigliceridios de cadeia média Trigliceril® CM ap06s a interesterificacdo enzimética.
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Figura 15 Cromatograma dos trigliceridios isolados da mistura do 6leo de peixe ROPUFA®

com o éster metilico do acido caprico apos a interesterificagdo quimica.
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Figura 16 Cromatograma dos trigliceridios isolados da mistura do 6leo de peixe ROPUFA®

com o éster metilico do acido caprico apos a interesterificagdo enzimatica.
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Figura 17 Cromatograma do 0Oleo de residuos de sardinha-verdadeira extraido pela técnica

de Bligh & Dyer.
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enzimatica.
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Figura 19 Cromatograma dos trigliceridios isolados da mistura do 6leo de residuos de
sardinha-verdadeira com os trigliceridios de cadeia média apds a interesterificacéo
enzimatica.



