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RESUMO — A necessidade de maior qualidade de vida tem levado a populacgdo a
buscar por alimentos nutracéuticos, tais como os lipideos estruturados do tipo
MLM, triglicerideos com acidos graxos de cadeia média (M) nas posi¢cdes sn-1 e
sn-3 e longa (L) na posicdo sn-2 e que por este motivo apresentam menor valor
caldrico que os 6leos tradicionais. Por isso 0 objetivo desse trabalho foi sintetizar
lipideos estruturados do tipo MLM através da acidolise enzimatica do oOleo de
semente de uva empregando lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de
sabugo de milho. Para isso, tal material foi tratado termicamente em autoclave,
seguido de tratamento basico com NaOH. Posteriormente o p6 de sabugo de
milho foi submetido ao processo de ativacdo e funcionalizacdo com glutaraldeido.
Apo6s imobilizacdo o derivado obtido foi submetido a acidélise enzimética do 6leo
de semente de uva, com meio composto por 6leo e acido caprico (C10) na razédo
molar de 1:3, durante 24 h a 45°C. Reusos do derivado imobilizado foram
realizados para verificar a estabilidade operacional. O derivado apresentou 62,00
+ 4,45 U/g, e incorporou 54,00 % em mol de C10. Foram realizados 5 reusos,
promovendo incorporacdo média de 38,80 %mol. Tais resultados mostraram
relevante capacidade do derivado obtido em sintetizar lipideos estruturados do
tipo MLM, sendo promissores na area de bioprocessos e enzimologia.

1. INTRODUCAO

As exigéncias do consumidor por produtos mais saudaveis, associadas as novas
descobertas cientificas sobre os efeitos benéficos que os alimentos podem introduzir a saude
humana, motivou a busca por processos adequados que fossem capazes de produzir estes
alimentos especificos. Neste sentido, destacam-se os lipideos estruturados que sdo 6leos e
gorduras com propriedades nutracéuticas basicas que, além de nutritivos, apresentam efeitos
metabolicos e fisiologicos interessantes para a prevencédo e tratamento de doencas (SILVA et
al., 2009).

Dentre estes lipideos, pode-se citar os triglicerideos do tipo MLM, que possuem acidos
graxos de cadeia média (M), nas posices sn-1 e sn-3, e de cadeia longa (L), na posicdo
interna sn-2 da molécula de triglicerideo. H& um grande interesse na producdo deste
triglicerideo por conta do seu baixo indice calérico e facilidade na metabolizacéo, sendo entdo
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indicado para pessoas com deficiéncias metabolicas. Os triglicerideos MLM podem ser
sintetizados por via quimica ou enzimatica (NUNES et al., 2012).

A sintese enzimatica destes compostos é realizada pelas lipases (glicerol éster hidrolases
— E.C. 3.1.1.3), biocatalisadores que atuam na molécula do triacilglicerol. Estas enzimas
podem catalisar diversos tipos de reacOes a depender do meio ao qual estdo inseridas,
podendo ser aquoso ou organico (NARWAL; GUPTA, 2013). Para essas enzimas serem
utilizadas e aplicadas industrialmente, é necessario ter o conhecimento da especificidade da
lipase e também que, se possivel, estejam imobilizadas, pois dessa maneira pode-se reutiliza-
las no bioprocesso de interesse (CASTRO et al., 2004). Para isso é necessario 0 emprego de
um suporte que possibilite a interacdo com a enzima e se realize o processo de imobilizacao.
Dentre os suportes, destaca-se o sabugo de milho.

Este material € um residuo agroindustrial oriundo da producéo de milho e seu uso fica
restrito as atividades secundarias como aditivos em racdo animal, cobertura do solo, filtro,
enchimento, fonte de carvéo, entre outros, ndo sendo explorado em todo o seu potencial.
Logo, a utilizacdo do p6 de sabugo de milho para imobilizacdo de enzimas agrega valor a este
residuo, uma vez que o mesmo é subutilizado no agronegécio (BRIGIDA, 2010). Este
material é constituido principalmente de celulose, hemicelulose e lignina. Esta grande
porcentagem de celulose presente no sabugo o torna viavel para utilizagdo em imobilizacéo de
enzimas, uma vez que a superficie da estrutura de celulose possui grupos hidroxilas livres, o
gue permite que estes grupos sofram modificacGes e passem por processos de ativacao, para
que assim possa haver ligacdo covalente, por exemplo, entre a enzima e 0 suporte
funcionalizado (ASHOUR et al., 2013).

2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a sintese enzimética de lipideos
estruturados do tipo MLM, empregando-se lipase imobilizada em pé de sabugo de milho, por
meio da acidolise do 6leo de semente de uva e acido caprico (C10) .

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Enzima

Os experimentos foram efetuados empregando preparacgéo de lipase de Rhizopus oryzae,
de grau alimenticio (Prozyn, S&o Paulo).

3.2. Reagentes

Como matéria prima, foram utilizados o 6leo de semente de uva (Distriol, Sdo Paulo) e
acido caprico (C10) (Sigma Aldrich, Alemanha). O suporte utilizado foi o0 p6é de sabugo de
milho adquirido no mercado local. Outros reagentes utilizados foram: acetona P.A. (Neon,
Sdo Paulo), azeite de oliva comercial (Carbonell, Espanha), etanol absoluto (Neon, Sao
Paulo), hexano (Neon, Sdo Paulo). Os demais reagentes foram de grau analitico.
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3.3. Procedimento Experimental

Imobilizacdo da Lipase de Rhizopus oryzae em po de sabugo de milho por ligagdo
covalente: O pd de sabugo de milho foi lavado abundantemente com agua, tratado com alcool
70% e submetido a descompressdo térmica, com auxilio de uma autoclave, visando expandir
os materiais lignocelul6sicos e aumentar a area de superficie. Posteriormente o pé de sabugo
de milho foi mantido em agitacdo suave (140 rpm) por 24 horas em NaOH (2M) para quebra
e remocdo da lignina, lavado com agua em abundancia e filtrado a vicuo. Para obtencéo do
suporte ativado com glutaraldeido foi empregada metodologia descrita por (BASSAN et al.,
2016).

Determinacdo da atividade hidrolitica: A atividade hidrolitica foi determinada pelo
método de hidrolise do azeite de oliva segundo Paula (2012).

Reacdo de Aciddlise visando a sintese de lipideos estruturados: A biotransformacao do
6leo de semente de uva foi conduzida em reator de tanque agitado operando em batelada,
sendo o meio composto por 6leo de semente de uva e acido caprico na razdo molar de 1:3
(6leo:éacido) a 45°C e por 24 horas.

Anaélise da estabilidade operacional do derivado imobilizado: Foram realizados reusos
do derivado imobilizado obtido visando verificar a estabilidade operacional do mesmo. Para
isso apos cada batelada realizada a lipase imobilizada foi recuperada, lavada abundantemente
com hexano e empregada novamente em um novo meio reacional nas mesmas condicdes
descritas anteriormente.

Determinacdo do Grau de Incorporacdo do &cido graxo de cadeia média: O grau de
incorporacdo (Gl) foi calculado de acordo com a equagdo 1 (CASAS-GODOY et al., 2013),
na qual MFA é o nimero de mols de acidos graxos de cadeia média (C10:0) no triglicerideo e
MT é o nimero de mols totais de acidos graxos no triglicerideo.

MFA
Gf[%] = ﬁ 100

(1)
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Imobilizacdo da Lipase em p6 de sabugo de milho e aplicacdo em
reacao de acidolise.

Ap0s a imobilizacdo da lipase de Rhizopus oryzae em pé de sabugo de milho, como
descrito em 3.3, o derivado obtido foi submetido a dosagem da atividade hidrolitica. Desta
maneira, o resultado foi de 62,00 £ 4,45 U/g. Tal derivado foi empregado na reagdo de
acidolise do 6leo de semente de uva, conforme descrito em 3.3. A figura 1 a seguir apresenta
0 biorreator bem como o meio reacional empregado na reagéo.
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Figura 1 — Reacdo de acidolise do 6leo de semente de uva em reator de tanque agitado
operando em batelada.

A Tabela 1 a seguir apresenta o grau de incorporagdo (GI) do &cido graxo de interesse
(C10), obtido na reacdo empregando-se lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em p6 de
sabugo de milho.

Tabela 1 — Grau de Incorporacédo do acido caprico (C10) no lipideo sintetizado por
meio da reacdo de aciddlise do 6leo de semente de uva, empregando-se lipase imobilizada em
po de sabugo de milho.

. Concentracdo Gl
Acido Graxo (%) ¢ %molar | (%mol)
C10:0 42,07 024 | 54,00
C16:0 548 0,02
C18:0 1,60 0,01
c18:1 13,60 0,05
C18:2 33,76 0,12
C18:3 3,49 0,01
Total 100,00 0,45

Como se pode observar na Tabela 1, o Gl obtido foi de 54,00 %, valor muito
satisfatorio uma vez que 0 maximo que se pode obter € 66,66% devido a especificidade da
enzima, que hidrolisa e esterifica majoritariamente as posi¢des sn-1 e sn-3 do triglicerideo.
Segundo Nunes e seus colaboradores (2011), que realizaram acidélise enzimatica do azeite de
oliva, empregando a mesma lipase utilizada neste trabalho, porém imobilizada em Eupergit®,
para incorporacdo do acido caprico (C10), obtiveram valor de GI de 34,80 %mol. Tal
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resultado mostra a grande relevancia no emprego de lipase imobilizada em pé de sabugo de
milho na sintese de lipideos estruturados, uma vez que os resultados obtidos neste trabalho
foram superiores ao relatado pela literatura. Este resultado pode ser explicado pela diferenca
de substratos e 0s suportes empregados. Tais fatores sdo primordiais e determinantes para
atuacdo do biocatalisador, uma vez que diferentes substratos podem propiciar diferentes
afinidades enzima-substrato, e ja o suporte, bem como o processo de imobilizagdo, tem por
consequéncias diversos efeitos inerentes ao processo, tais como efeitos estereoquimicos e de
transferéncia de massa, que influenciam diretamente na biocatélise desejada (CABRAL,;
AIRES-BARROS; GAMA, 2003).

4.2. Estabilidade operacional do derivado imobilizado obtido.

Conforme descrito em 3.3, foram realizados reusos da lipase imobilizada em p6 de
sabugo de milho e os resultados obtidos podem sem visualizados na figura 2.

Figura 2 — Reusos da lipase de Rhizopus oryzae imobilizada em pé de sabugo de milho
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Como nota-se na figura 2 acima, o GI durante o reuso variou de 23,38 a 54,00 % mol.
Coletando todos os volumes dos reusos e analisando o grau de incorporacdo, obteve-se uma
média de 38,80 %mol. Tais valores sdo satisfatorios e mostram que 0 processo de
imobilizacdo foi eficiente, uma vez que um dos propdsitos ao se imobilizar uma enzima é
possibilitar seu reuso mantendo-se sua atividade catalitica, pois dessa maneira, 0S custos
operacionais podem ser minimizados, viabilizando o bioprocesso (SHELDON; PELT, 2013).
Neste trabalho, pode-se observar que a lipase imobilizada em p6 de sabugo de milho
apresentou relevante estabilidade operacional, justificando a necessidade de realizacdo do
processo de imobilizacdo empregado.
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5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o emprego de lipase imobilizada em pé de sabugo de milho na
sintese de lipideos estruturados mostrou-se muito relevante, indicando que tal suporte de
baixo custo & um promissor material para imobilizagdo de enzimas. Além disso, a sintese de
um triglicerideo com propriedades nutracéuticas mostrou-se eficiente e indica um promissor
campo de estudos na area de bioprocessos e enzimologia.
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