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GLYCEROLYSIS OF FISH OIL CATALYZED BY A COMMERCIAL LIPASE FROM Rhizomucor miehei IN REACTION
MEDIA CONTAINING FOOD GRADE SURFACTANT. Omega-3 enriched partial acylglycerols are beneficial for human health.
The aim of this study was to obtain monoacylglycerols (MAG) and diacylglycerols (DAG) by means of glycerolysis of fish oil
catalyzed by a lipase from Rhizomucor miehei in the presence of food grade surfactants (Tween 65, 80 or 85). Glycerolysis was

successful in the reaction media for all the tested surfactants, showing their potential for use as additives in such a system. The

best results, however, were obtained for the reaction medium in the absence of surfactant whose peroxide value was the lowest

after glycerolysis.
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INTRODUCAO

Recentemente, hd um grande interesse por pesquisas relacionadas
ao uso de biocatalisadores em reagdes de modificaciio de lipidios,
por questdes ecoldgicas e por maior qualidade dos produtos obtidos,
em especial quando destinados para consumo humano. Entre estes
produtos, destacam-se os monoacilgliceréis (MAG) e diacilglicerdis
(DAG).!

Atualmente, uma das formas industriais mais comuns de se obter
estes acilglicerdis, que apresentam propriedades emulsificantes, € por
glicerdlise quimica.' Este mecanismo, entretanto, € agressivo para o
meio ambiente e para os produtos formados, por utilizar catalisado-
res inorganicos (metdxidos e hidréxidos de sédio e potdssio) a altas
temperaturas (acima de 240 °C). Nestas condic¢des, ocorrem reagdes
de polimerizagdo, bem como a formagao de produtos com coloracéo
escura e sabor desagraddvel.?

Em busca de alternativas a glicerélise quimica, vérias pesquisas
vém utilizando lipases (E.C. 3.1.1.3 — glicerol éster hidrolases) como
biocatalisadores. A aplicac@o destes biocatalisadores permite que as
condicdes da reacdo sejam brandas (pH entre 4 a 9 e temperaturas
desde ambiente até 70 °C). Logo, o uso de enzimas possibilita baixo
custo energético, maior seletividade e menos residuos ao final do
processo, obtendo-se, assim, produtos de qualidade superior.?

Atualmente, tem sido dada muita énfase a necessidade de agregar
propriedades funcionais aos alimentos ingeridos pelo homem. Com
o consumo demasiado de alimentos industrializados, observou-se,
em diversos paises ocidentais, uma despropor¢@o na ingestao média
recomendada de 4cidos graxos 6mega-6 e dmega-3.* Sabe-se que,
quando a razdo de 4cidos graxos dmega-6/0mega-3 da dieta € de cerca
de 5:1, hd diminui¢io de 70% na taxa de mortalidade por doengas
cardiovasculares, reduciio das doengas inflamatdrias como artrite
reumatoide e dos sintomas decorrentes da asma.>”’

O 6leo de peixe possui os dcidos graxos essenciais dmega-3
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eicosapentaenoico (EPA, C20:5) e docosa-hexaenoico (DHA,
(22:6), precursores dos hormdnios tipo eicosanoides. E notdvel a
importancia de adiciond-los a dieta dos consumidores pela ingestao,
por exemplo, por meio de emulsificantes (MAG e DAG). Alguns
estudos indicam a utilizag@o do 6leo de peixe como substrato em
reagdes de glicerdlise enzimatica para a obtencido de MAG e DAG
ricos em EPA e DHA 310

Concomitantemente, para uma condi¢do de tecnologia mais limpa
por meio da glicerdlise enzimdtica, sugere-se utilizar surfactantes
de grau alimenticio no meio reacional, substituindo os solventes
organicos, homogeneizadores comumente utilizados nesta reacdo. Os
surfactantes s3o moléculas anfifilicas, as quais apresentam proprieda-
des quimicas que permitem o aumento da drea interfacial. Promovem,
assim, altas velocidades de reag¢do, aumentando assim a eficiéncia
do biocatalisador, principalmente das lipases, caracterizadas como
enzimas de interface.

Em processos biocataliticos, € mais interessante a conducio da
reagdo na auséncia de solventes organicos, ja que podem afetar as
enzimas e exigem uma etapa de purificagdo rigorosa ao final do pro-
cesso. Para a aplicagdo de um surfactante biodegraddvel e a obtencio
de aditivos mais adequados para consumo humano, outros estudos
apontam a possibilidade de se utilizar surfactantes de grau alimenticio,
como os Tween (€steres de polioxietileno) nas reacdes de glicerdlise,
como, por exemplo, de dleo de oliva e de 6leo de peixe, catalisadas
pela lipase Novozym® 43521112

Devido a reagdo de glicerdlise enzimadtica, para a produgdo de
surfactantes, possuir em maior volume a por¢do de 6leo (apolar) em
relagdo a porcao de glicerol (polar), € necessdrio, teoricamente, 0 uso
de um surfactante com baixo valor de balanco hidrofilico/lipofilico
(BHL). Os valores tedricos referentes ao BHL dos surfactantes de
grau alimenticio Tween podem estar entre 8 e 15."° Um estudo sobre
glicerdlise de azeite de oliva, na presenga de Tween 85 (polioxietileno
trioleato de sorbitana), indicou que bons rendimentos em MAG e
DAG foram obtidos em apenas 2 h de rea¢@o na presenca da lipase
Novozym® 435 de Candida antarctica."
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi selecionar um
surfactante de grau alimenticio (Tween 65, Tween 80, Tween 85,
lecitina de soja) para ser utilizado em reacdes de glicerdlise de dleo
de peixe comercial, obtido de savelha, catalisadas por lipase comercial
obtida de Rhizomucor miehei, visando a obten¢dao de MAG e DAG de
interesse nutricional. Rea¢des na auséncia destes surfactantes também
foram conduzidas, para efeitos de comparagdo.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

O glicerol P.A. (pureza 99,5%, Nuclear) e o dleo de peixe
OmegaPure® (Omega Protein, EUA) foram utilizados como subs-
tratos nas reacdes de glicerdlise enzimdtica. Este 6leo comercial foi
obtido de savelha, refinado e estabilizado com tocoferéis e terc-butil-
-hidroxiquinona pelo fabricante. Conforme determinado por Feltes et
al.? este substrato contém 29,15% dos dcidos graxos dmega-3 EPA,
docosapentaenoico (DPA) e DHA, indice de peréxido de 0,659 +
0,377 mEq O, ativo kg dleo e indice de acidez de 0,078 + 0,003 g
de 4cido oleico 100 g! dleo.

Foram utilizados os surfactantes de grau alimenticio poli-(6xido
de etileno) triestearato de sorbitana (nome comercial Tween 65, marca
Sigma), poli-(6xido de etileno) mono-oleato de sorbitana (Tween
80, Vetec), poli-(6xido de etileno) trioleato de sorbitana (Tween 85,
Sigma) e lecitina de soja (Alfa Aesar).

A lipase comercial utilizada foi a Lipozyme® RM IM
(Novozymes, Brasil), obtida de Rhizomucor miehei. Segundo o fa-
bricante, a atividade desta enzima em interesterificacdo e aciddlise
é de 15 TUN g (Unidade de Interesterificacdo) ou 5-6 BAUN g
(Unidade de Aciddlise), respectivamente.'*

Atividade de agua da lipase

A atividade de dgua (a,,) da lipase foi determinada no higrometro
eletronico AquaLab Série 3TE (Decagon Devices Inc., EUA). O ajuste
da curva padriao do medidor foi feito através de solugdes saturadas de
cloreto de litio (a, = 0,113) e de cloreto de sédio (a, = 0,753). Apés
a calibracdo do equipamento, 5 g de amostra foram colocadas no
aparelho e a leitura feita automaticamente, a temperatura de 25 °C.

Estudo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica (A.E.) foi determinada com base no
consumo de 4cido ldurico na reagdo de esterificagdo com propanol
(proporg¢ao molar de 1:1), segundo metodologia descrita na litera-
tura.'> As reagdes foram conduzidas a diferentes temperaturas (50,
55,60 e 70 °C), sob agitacdo magnética por 120 min. A enzima foi
utilizada na propor¢io de 5% (m/m, em relagio ao total de substratos).
Aliquotas de 150 uL foram retiradas do meio reacional no tempo zero
e ao longo da reacdo, sendo diluidas em acetona:etanol (1:1, v/v).
A quantidade de dcido laurico ndo esterificado foi determinada pela
titulagdo com hidréxido de sédio 0,01 mol L' até pH 11. Definiu-
se uma unidade de atividade enzimadtica (U) como a quantidade de
lipase que conduz ao consumo médio (esterificagdo) de 1 pmol de
dcido ldurico por minuto, nas condi¢des experimentais descritas, até
atingir o equilibrio da reac@o.

Apds a selecdo da temperatura a ser utilizada nas reacdes de
esterificacio, objetivando a determinagdo da A.E., avaliou-se o
condicionamento prévio da lipase, em estufa (Fanem, modelo 502)
a40 + 2 °C durante 1 h.'¢ Este tratamento teve como objetivo reduzir
aatividade de dgua da enzima, suprimindo a hidrélise dos substratos,
o que € de interesse para a aplicagdo posterior do catalisador nas
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reagOes de glicerdlise. A influéncia deste tratamento sobre a enzima
foi avaliada através da determinacdo, em triplicata, da atividade de
esterificacdo da lipase antes e depois do condicionamento térmico.

Ap0s as reagdes de glicerdlise, avaliou-se a atividade residual da
Lipozyme® RM IM no equilibrio da reagao de esterificagdo a tempe-
ratura de 60 °C, conforme Oliveira et al.,"” para fins de comparagao
com outros resultados da literatura.’

Determinacao da constante de equilibrio na reacéo de
esterificacio

A constante de equilibrio média (K ) foi determinada para todas
as reacdes de esterificaciio do dcido ldurico com propanol, descritas
acima, na fase estaciondria da reac@o. Nesta fase, a proporcdo entre
os reagentes e os produtos € descrita por meio da Equagao 1.

_ [BA}H,0] 0
* [Acl[Al

Na Equacdo 1, o numerador representa a multiplicacido das
concentracdes dos produtos (éster propilico de dcido ldurico, EA, e
agua, H,0) presentes durante o equilibrio da reacdo. J4 o denominador
representa a multiplicagdo das concentracdes dos reagentes (4cido
laurico, Ac, e propanol, Al) presentes no meio, durante o equilibrio.

Estudo da acio da lipase sobre os surfactantes de grau
alimenticio

Para esta avaliacdo, simulou-se a reacdo de glicerdlise enzi-
matica, sem a presencga de triacilgliceréis (TAG) do dleo de peixe
no meio, segundo metodologia descrita por Feltes.!” Os substratos
utilizados foram glicerol (previamente tratado com sulfato de sédio
anidro) e cada um dos surfactantes listados no item ‘“Material”,
adicionados na propor¢do de 10% (m/m) em relacdo ao glicerol.
A lipase foi adicionada na proporcdo de 10% (m/m) em relagdo a
este polidlcool. Algumas rea¢des foram conduzidas na auséncia
de enzima (branco). Em seguida, o reator foi fechado e mantido a
55 °C por 24 h sob agitagdo magnética constante. Apés a reacio, foi
feita a lavagem e a filtracdio a vdcuo da enzima, utilizando-se uma
solucdo de hexano e dlcool etilico 1:1 (v/v). Os solventes presentes
no filtrado foram eliminados em um evaporador rotativo a vacuo,
a temperatura de 70 °C.

As amostras foram avaliadas qualitativamente por cromatografia
em camada delgada (CCD), segundo Feltes ez al.,’ Feltes'” e Christie.'®
As amostras foram diluidas utilizando solventes apropriados (cloro-
férmio para as amostras contendo Tween 80 e hexano para as demais).
Em seguida, um volume de 10 pL destas solucdes foi aplicado em
placas de aluminio com silica gel 60G contendo indicador de fluores-
céncia (Macherey Nagel). Foram utilizados os solventes de eluicio
hexano/éter etilico/acido acético (70:30:1, v/v/v) e cloroférmio/alcool
metilico/dgua (95:20:2,5, v/v/v) para as amostras contendo os Tween
e a lecitina de soja, respectivamente. As manchas foram reveladas
com vapor de iodo.

Reacoes de glicerodlise enzimatica

Nesta etapa, foi avaliada a cinética das reacdes de glicerdlise
enzimdtica, para a sele¢do do surfactante de grau alimenticio. As
reacOes de glicerdlise enzimdtica foram conduzidas em reator de
vidro encamisado, com volume util de 40 mL, acoplado a um agitador
mecanico e a um banho termostatizado. Tomou-se como base lite-
ratura disponivel,'” com as modifica¢des propostas por Feltes et al..’

O reator foi alimentado com aproximadamente 24,8 g de 6leo de
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peixe e 5,2 g de glicerol (proporcéo molar de 2:1, respectivamente),
totalizando 30 g de substratos no meio reacional. O surfactante e a
enzima foram adicionados na proporcéo de 10% (em massa), cada, em
relagdo ao total de substratos. Em paralelo, foram conduzidas reagdes
sem surfactante (controle). As reacdes foram feitas a 55 °C sob agitacdo
constante de 600 rpm durante 48 h, com a retirada de aliquotas (300 uL)
ao longo da reagdo. Estas amostras foram lavadas com hexano/etanol
(1:1, v/v) e centrifugadas (3000 rpm por 5 min). Esta operacdo foi
repetida trés vezes. Os solventes presentes no meio reacional foram
eliminados em banho-maria, sob corrente de nitrogénio.

Ao final da reacdo, o meio foi filtrado a vicuo para a separagdo
da enzima imobilizada e dos produtos da glicerélise. Apds trés
procedimentos de lavagem com hexano e etanol (1:1, vol), a enzima
foi submetida a determinacéo da A.E. residual (a 60 °C), conforme
metodologia descrita no item “Estudo da atividade enzimadtica”. Os
solventes presentes no meio reacional foram eliminados em evapo-
rador rotativo a vdcuo, seguido de aquecimento em banho-maria,
sob corrente de nitrogénio. Amostras do meio, sem a enzima, foram
transferidas para frascos e armazenadas em freezer, em atmosfera
inerte, para andlise posterior (indice de perdéxido, segundo Método
Cd 8-53 da AOCS,™ e andlises descritas a seguir).

Monitoramento das reacoes de glicerdlise

As amostras foram analisadas em cromatdgrafo a gis (CG)
Shimadzu com injetor automético, no modo on-column, e com detec-
tor de ionizagdo de chama (DIC). A andlise foi feita segundo a Norma
DIN EN n° 14105 do Comité Europeu para Padronizagdes (2003) e as
modificagdes propostas por Kriiger.?! As amostras foram previamente
derivatizadas com N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (Fluka
Analytica). O volume de injecéo foi de 1 pL. Foi utilizada coluna
capilar DB-5HT (W Scientific — n° de série US7162944H) de 30 m
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x 0,25 mm x 0,1 pm. A programagdo da temperatura da coluna foi de
50 °C durante 1 min, 15 °C min! até 180 °C, 7 °C min™ até 230 °C,
10 °C min™ até 370 °C, permanecendo nesta temperatura por 5 min.
A temperatura do detector foi 380 °C. Utilizou-se hélio como gés de
arraste (pressdo 143,5 kPa e fluxo total de 5 mL min™). As dreas dos
picos nos cromatogramas, separadas manualmente, foram integradas
pelo software GC Solution (Shimadzu). Os resultados para TAG foram
expressos em termos de conversao (%), apés a normalizagdo da drea
dos picos destas substancias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudo da atividade enzimatica

A metodologia para A.E. segundo Oliveira ef al.," sugerida para
aplicacdo neste trabalho, estd consolidada para a lipase Novozym®
435. Houve, portanto, a necessidade de verificar a aplicacdo desta
metodologia para a lipase testada (Lipozyme® RM IM), através
de um estudo cinético. De forma complementar, foram avaliadas
temperaturas diferentes daquela indicada na metodologia original
(60 °C), com o objetivo de determinar a faixa de temperatura mais
favordvel para a agéo da Lipozyme® RM IM, dentro de uma regiao
de interesse (50 a 70 °C).

Segundo a ficha técnica da Novo Nordisk,* a Lipozyme® IM de
Rhizomucor miehei atinge a sua atividade 6tima de esterificagdo a
40 °C. Esta temperatura, entretanto, ndo foi investigada, pois trabalho
anterior’ indicou que esta condi¢do néo € interessante para reagdes
de glicerdlise.

Observou-se que houve uma rapida conversao dos substratos na
reacdo catalisada pela Lipozyme® RM IM para todas as temperaturas
avaliadas (Figura 1). O equilibrio da reacdo foi atingido em 20 min
para todas as reagdes.
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Figura 1. Conversado de dcido ldurico (%) na reagdo de esterificagdo com propanol (1:1, mol/mol) as temperaturas de (a) 50 °C, (b) 55 °C, (c¢) 60 °C e (d)

70 °C, catalisada pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m)
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As possiveis razdes para que o consumo do dcido ldurico tenha
sido rapidamente interrompido nestas reacdes seriam: perda do
propanol por evaporacio; perda da A.E. por termodesnaturacdo e ter-
modesativagdo da enzima; perda de atividade da enzima sob acdo do
propanol; e, por fim, o equilibrio da reag@o. Nas condi¢des de reacio
utilizadas, a hipétese de que o equilibrio € rapidamente alcangado é
a mais viavel e foi admitida no trabalho.

A Figura 2 destaca a influéncia da temperatura sobre a enzima
Lipozyme® RM IM em relacdo ao K . Observa-se que a temperatura
de 60 °C favoreceu a formacdo do éster, por ter apresentado o maior
valor para a constante de equilibrio (K, =7,95). As temperaturas de 50
e 55 °C também favoreceram a obten¢ao do éster. A 70 °C obteve-se
o menor valor para a constante de equilibrio (K = 2,13), indicando
que houve menor conversao nesta condigao.

70 2,12

Temperatura (°C)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Constante de equilibrio K

Figura 2. Constante de equilibrio média (K ) a diferentes temperaturas, na
fase estaciondria da reagdo de esterificagdo entre dcido ldurico e propanol
(1:1, mol/mol), catalisada pela Lipozyme® RM IM (5%, m/m)

Na Figura 3 estd apresentada a atividade de esterifica¢@o da lipase
testada, definida como a velocidade média de consumo de 4cido du-
rante a fase exponencial da reacdo. Percebe-se que a A.E. apresentou
um valor superior a 50 °C (3,11 U mg™), quando comparada as outras
temperaturas avaliadas.
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Figura 3. Atividade de esterificagao (U mg”) da Lipozyme® RM IM (5%, m/m)
a diferentes temperaturas, na reagdo de esterificagdo entre dcido ldurico e
propanol (1:1, mol/mol). Valores definidos com base no coeficiente angular
da curva de consumo de dcido ldurico, na fase exponencial da reagdo

Observa-se que a lipase de Rhizomucor miehei tem sido empre-
gada em reagdes sucessivas de esterificacdo.”® Sua estabilidade e
atividade, sob atividade de 4gua muito baixa, torna esta enzima umas
das mais indicadas para reacGes deste tipo.*** Condicoes semelhantes
também se apresentaram favordveis para reacdo de transesterificacao
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visando a sintese de geranil acetato® e para alcodlise.”’

Estudos com lipases homoélogas, R. niveus e R. humicola, suge-
rem que mudancgas nos residuos destas enzimas, na regido “tampa e
dobradica” da estrutura, podem desempenhar um papel importante
na tolerancia a baixa atividade de dgua destes catalisadores.”® Sendo
assim, no presente trabalho, fez-se uma avalia¢do do condiciona-
mento da Lipozyme® RM IM, mediante redugéo prévia da a, desta
lipase antes de aplicd-la em reagdes de esterificagdo a 60 °C. Este
procedimento provocou uma redugdo na a,, da lipase de 0,471 para
0,212. Esta alteracdo, entretanto, ndo afetou a atividade da enzima
na reagdo de esterificacdo (resultado ndo apresentado). Portanto, nos
ensaios posteriores, optou-se por utilizar a lipase ndo condicionada
termicamente.

Estudo da acdo da lipase sobre os surfactantes de grau
alimenticio

Neste estudo, deseja-se que o surfactante de grau alimenticio
tenha a fungdo apenas de promover a dispersdo entre os substratos,
favorecendo a agdo catalitica da lipase.” Todavia, os surfactantes
Tween 65, Tween 80, Tween 85 e lecitina de soja apresentam liga-
coes éster. Desta forma, decidiu-se avaliar, qualitativamente, se estes
aditivos de grau alimenticio podem se comportar como substratos nas
reagOes enzimaticas estudadas.

Nesta etapa, aplicou-se a temperatura de 55 °C, para fins de
comparagdo com outro estudo realizado por Feltes ef al.,® nas mes-
mas condic¢des reacionais, exceto pela diferenca no biocatalisador
empregado.

Por meio da andlise qualitativa por CCD, observou-se que a
estrutura da lecitina de soja foi modificada pela lipase apds 24 h
de reagdo a 55 °C, o que ndo ocorreu para a reagdo sem enzima
(branco). Supde-se que, na reacdo contendo 10% (m/m, em relagdo
ao glicerol) de lecitina de soja, a Lipozyme® RM IM tenha agido na
molécula deste fosfolipidio, provavelmente hidrolisando os dcidos
graxos esterificados em sua cadeia central.

Um estudo indicou o enriquecimento enzimético de lecitina obtida
de gema de ovo com 4cido alfa-linoleico e outros dcidos graxos.*
Hossen e Hernandez?! verificaram que a Lipozyme® RM IM incor-
pora de forma efetiva o dcido linoleico conjugado a fosfolipidios de
lecitina de soja.

Por outro lado, para os Tween 65, 80 e 85, adicionados na pro-
por¢do de 10% (m/m, em relagdo ao glicerol) ao meio reacional,
observou-se, na andlise qualitativa por CCD, o mesmo perfil lipidico
antes e apds 24 h na presenga da lipase. Observou-se, ainda, que os
padrdes dos Tween 80 e 85 apresentaram manchas com fatores de
retengdo (Rp) de 0,23 e 0,27, respectivamente, correspondentes a
mancha do padrio de 4cido oleico (C18:1). Isto €, hd uma indicacdo
da presenca de dcidos graxos livres nos Tween testados.

O fato de a lipase ndo ter agido sobre os Tween 65, 80 e 85
(surfactantes ndo idnicos) corrobora o estudo de Skagerlind et al.,*
os quais verificaram que, abaixo da concentrag¢@o micelar critica de
surfactante, a lipase de R. miehei ndo complexou com surfactantes
anidnicos e ndo idnicos. Segundo estudos anteriores de Skagerlind
et al.,*® as reacdes baseadas em microemulsdes podem evitar ainda
mais que a lipase de R. miehei interaja com os surfactantes anidnicos
e nao idnicos com caudas hidrofobicas volumosas. Por outro lado,
Bendikiené er al.3* observaram que houve hidrélise de diferentes
Tween (20, 40, 60, 80 e 85) pela lipase 3121-1 Pseudomonas men-
docina. O Tween 85, em especial, apresentou maior suscetibilidade
a hidrdlise, supostamente devido a sua estrutura. Todavia, este
Tween, em concentracdes bem baixas (0,4-0,8%), atuou apenas
como surfactante. Feltes!” também observou que, embora o Tween
85 tenha sido modificado pela Novozym® 435, este surfactante
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propiciou a obteng¢do de MAG e DAG em reacdes de glicerdlise de
6leo de peixe a 55 °C.

Diante do exposto, supde-se que os Tween 65, 80 e 85 podem
atuar apenas como agentes tensoativos do meio trifdsico, glicerol
(hidrofilico)/6leo (lipofilico)/enzima (sélido) e ndo como substratos
nas reagdes de glicerdlise enzimética. Estes aditivos podem, portanto,
contribuir para a cinética das reagdes entre estes substratos imisciveis,
contornando os problemas de difusdo molecular observados em meio
contendo somente glicerol e 6leo.*

Seleciio do surfactante de grau alimenticio

Nesta etapa, o surfactante lecitina de soja ndo foi utilizado, le-
vando-se em consideragdo os resultados discutidos na sessao anterior.

Em todas as reagdes de glicerdlise testadas, houve conversdo
de TAG (aproximadamente 80% da quantidade inicial) no tempo
avaliado (48 h), embora a conversao tenha sido parcial (Figura 4).
A conversio foi mais lenta na presenca de Tween 80, apesar de que,
ao final do tempo de reagdo, este meio tenha proporcionado con-
versdo similar & obtida nos demais ensaios, informag¢ao confirmada
por CCD (resultado ndo apresentado). Ressalta-se, ainda, que, na
auséncia de surfactante (reacdo controle), houve uma conversao
de TAG compardvel aquela obtida nos meios contendo Tween 65
e Tween 85. Isto provavelmente ocorreu devido ao fato de que os
MAG e DAG formados ao longo da glicerélise favorecem a homo-
geneidade do sistema. Para a reacéo controle e os meios contendo
Tween 65 e Tween 85, o equilibrio foi alcangado cerca de 4 h apds
o inicio da reag@o.
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Figura 4. Conversdo de triacilglicerdis (%) ao longo do tempo na reagdo de
glicerdlise de 6leo de peixe catalisada pela Lipozyme® RM IM na auséncia
(controle) e na presenga de surfactantes

Comportamento similar em relag¢do a agdo da lipase Novozym®
435 sobre estes Tween foi observado por Feltes ef al.,’ empregando
condicdes experimentais iguais as do presente estudo. Esses autores
concluiram que o meio contendo o Tween 65 foi o mais favordvel a
obtencdo de DAG.

Na Figura 5 € possivel visualizar, através do valor do indice de
peroxido, o nivel de oxidagdo apresentado por cada meio reacional,
como também a A.E. ap6s cada reagao.

A reacdo controle apresentou o menor indice de perdéxido
(1,60 + 0,46 mEq O, ativo kg 6leo) entre os meios avaliados e uma
baixa A.E. residual (1,03 £ 0,05 U mg™ catalisador).

Dentre os Tween avaliados, o meio contendo o Tween 65 foi o
que proporcionou o menor indice de peréxido (2,72 + 0,85 mEq O,
ativo kg!' amostra) e a maior atividade da lipase (1,35 + 0,02 U mg!
catalisador) apds a reacdo. O meio reacional que apresentou maior
nivel de oxidagdo (7,94 + 0,25 mEq O, ativo kg' amostra) foi o
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Figura 5. Indice de peréxido do meio e atividade enzimdtica (reagdo de este-
rificagdo a 60 °C) apos 48 h de reagdo de glicerdlise de oleo de peixe a 55 °C,
catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m) na auséncia de surfactante
(controle), e na presenga dos surfactantes (10%, m/m) Tween 65, Tween 80 e
Tween 85. (Atividade enzimdtica original: 1,68 U mg™'; I.P. original do dleo:
0,66 mEq O,kg" dleo)

que continha Tween 80. Esta reagdo foi a que mais afetou a ativi-
dade da lipase, a qual foi substancialmente reduzida apds a reacio
(0,55 +0,03 U mg! catalisador). Estes resultados sugerem que houve
influéncia do indice de peréxido do meio sobre a atividade da enzima
para a maioria dos meios testados.

Holm e Cowan® verificaram que as substincias produzidas nas
reagdes de oxidacdo, representadas pelo indice de peréxido, podem
afetar negativamente a estabilidade de enzimas. Além disso, observou-
-se que altos indices de peréxido estdo associados com a redugdo
do tempo médio de vida do catalisador. Aliado a isto estd o pH do
meio, que provavelmente esteja dcido quando o nivel de oxidagdo
do meio ja estd elevado, devido a formacdo de dcidos graxos livres,
dentre outros compostos. Portanto, assume-se que a melhor forma
de assegurar uma atividade aprecidvel da enzima, em uma reacio
envolvendo 6leo, € mediante a utilizagdo de uma matéria-prima com
qualidade apropriada, isto €, com baixo nivel de oxidagdo (< 2 mEq
O, ativo kg'! 6leo) e dcidos graxos livres.

Para a rea¢do com o Tween 65, a A.E. residual foi superior a
atividade verificada nas demais reacdes. E provével que as moléculas
de 4cido estearico (C18:0), de cadeia saturada, esterificadas a cadeia
de polioxietileno de sorbitana do Tween 65, ndo o tornem um subs-
trato muito atrativo para a enzima testada.’” Por conseguinte, ocorre
menor formacao de 4cidos graxos livres. Isto pode ser uma provével
justificativa a uma das conclusdes de Feltes er al.” em relagio a este
surfactante, o qual foi o mais favordvel a obten¢do de DAG em con-
di¢cdes reacionais semelhantes as empregadas no presente estudo, em
reacéo catalisada pela lipase Novozym® 435.

No presente trabalho, observou-se uma influéncia negativa do
Tween 80 sobre a atividade da Lipozyme® RM IM. Gaoa et al.*®
também verificaram que a atividade de uma lipase isolada de cepa
de Pseudomonas sp. foi totalmente perdida, quando a enzima foi
diluida em 0,1% (m/v) de Tween 80 em solugdo tampdo de glicina
0,05 mol L (pH 9,0) a 30 °C por 90 min.

A reacdo na presenga de Tween 85 provocou a segunda maior
perda da atividade de esterificacdo da lipase. Supde-se que isto seja
decorrente da presenga de trés moléculas de dcido oleico (C18:1),
esterificadas aos polioxietilenos de sorbitana. Sabe-se que a lipase
testada atua preferencialmente sobre elementos contendo 4cidos
graxos monoinsaturados, liberando-os, o que pode justificar o com-
portamento observado. A mesma constatagdo foi feita por Feltes et
al? ao adicionar Tween 85 ao meio reacional de glicerdlise de 6leo
de peixe em condigdes iguais as investigadas no presente estudo,
porém, utilizando a Novozym® 435 como catalisador.
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CONCLUSOES

Este trabalho indicou que a glicerdlise enzimdtica do dleo de
peixe comercial OmegaPure, obtido de savelha, a 55 °C, utilizando
meio com diferentes surfactantes de grau alimenticio, em especial
Tween 65 e Tween 85 (10%, m/m, em relagdo ao total de substratos),
catalisada pela Lipozyme® RM IM (10%, m/m, em relagdo ao total
de substratos), pode favorecer a conversio de TAG a outras espécies
lipidicas. Observou-se, ainda, que houve producido de MAG e DAG,
constituidos, provavelmente, de EPA e DHA, apds 48 h de reacio,
nas condigdes estudadas.

Conclui-se, igualmente, que a Lipozyme® RM IM, em reac¢des de
glicerdlise, favorece o consumo e a formagdo de acilglicerdis parciais
em poucas horas de reacdo, mesmo em meio livre de solvente e de
surfactante, ou seja, contendo somente glicerol e 6leo.

Observou-se, também, que o nivel de oxida¢do do meio reacional,
bem como a composic¢ao dos surfactantes adicionados, pode afetar a
atividade da lipase, influenciando, posteriormente, a conversdo nas
reagdes de glicerdlise.
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