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RESUMO

A interesterificacdo enzimatica é uma alternativa a interesterificacdo quimica para
obtencéo de lipidios estruturados. O lipidio obtido apresenta fusdo especifica as
necessidades, preservando os nutrientes de maior valor no 6leo, auséncia de
isomerizacao, especificidade e maior controle de processo com menor custo de
energia. Neste trabalho foram desenvolvidos lipidios estruturados (LE) por
interesterificacdo enzimatica e quimica, utilizando misturas binarias em diferentes
proporcoes (60:40, 50:50, 40:60 e 30:70) de 6leo de girassol alto oléico (OGAO) com
3 grupos distintos de 6leos totalmente hidrogenados: soja (OSTH), girassol alto
oléico (OGAOTH) e crambe (Crambe abyssinica Hochst) (OCTH). A
interesterificagcdo quimica foi realizada nas seguintes condicbes como comparacao:
a 100°C, 20 min de reacgao, 0,4% (m/m) de metoxido de sodio, sob agitacdo e vacuo.
A insteresterificacdo enzimatica foi catalisada pela lipase sn-1,3 especifica
imobilizada Thermomices lanuginosa (Lipozyme TL IM) na dosagem de 7% a 70°C
durante 9 horas com agitacdo de 300 rpm. Para este proposito, as misturas e as
gorduras interesterificadas foram avaliadas a cada 3 horas, quanto a composicdo em
acidos graxos e triacilglicerdlica, classes de lipidios, conteudo de gordura sélida,
isoterma de cristalizacdo, comportamento térmico, distribuicdo regioespecifica de
acidos graxos nos triacilglicerdis (TAG), microestrutura e polimorfismo. As
interesterificacdes quimica e enzimatica proporcionaram consideravel rearranjo das
classes de TAG. Os lipidios estruturados obtidos apresentaram menor teor de TAG
trissaturados e triinsaturados e maior de triacilgliceréis monoinsaturados-
dissaturados e diinsaturados-monossaturados. O conteudo de gordura soélida foi
reduzido, bem como o ponto de fusdo. O didmetro médio dos cristais foi reduzido e a
morfologia dos triacilglicerdis alterada. O monitoramento da reacdo demonstrou que
houve menor migracdo do grupo acil nos acidos graxos na posicdo sn-2 dos
triacilglicerdis na catalise enzimatica com 3 horas de reagao. Os lipidios estruturados
obtidos através da interesterificagcdo enzimatica podem ter amplas aplicacdes em
gorduras especiais para produtos de confeitaria e padaria e como aditivo na
cristalizacao de lipidios.

Palavras-chave: lipidios estruturados; interesterificagdo enzimatica; migracéo acil;
6leo de girassol alto oléico; Crambe abyssinica.



ABSTRACT

Enzymatic interesterification is an alternative to chemical interesterification to obtain
structured lipids. The obtained lipid presents specific melting point for the needs, the
highest value of nutrients in the oil, no isomerization, specificity and better process
control with lower energy cost. In this study were developed structured lipids (SL) by
enzymatic and chemical interesterification using binary blends in different ratios
(60:40, 50:50, 40:60 and 30:70) of high oleic sunflower oil (HOSO) with 3 different
groups of fully hydrogenated oils from: soybean (FHSO), high oleic sunflower
(FHOSO) and crambe (Crambe abyssinica Hochst) (FHCO). The chemical
interesterification was fulfilled by the following conditions as comparison: 100°C,
20 min of reaction, 0.4% (w / w) sodium methoxide with stirring under vacuum. The
enzymatic interesterification was catalyzed by 7% sn-1,3 specific immobilized lipase
Thermomices lanuginosa (Lipozyme TL IM) at 70°C for 9 h under 300 rpm agitation.
For this purpose, the blends and interesterified fats were evaluated every 3 h, for
fatty acids and triacylglycerol composition, lipid classes, solid fat content, isotherm
crystallization, thermal behavior, regiospecific distribution of fatty acids in
triacylglycerols (TAG), microstructure and polymorphism. The chemical and
enzymatic interesterification provided considerable rearrangement of triglycerides
classes. The structured lipids had lower content of trisatured and triunsatured and
higher monosaturated-diunsaturated and disatured-monounsaturated TAG. The solid
fat content was reduced as well as the melting point. The average diameter of the
crystals was reduced and the morphology of the TAG was modified. The monitoring
of the reaction showed that there was less migration of the acyl group in the fatty
acids in the sn-2 position of triacylglycerol in enzymatic catalysis with 3 h of reaction.
The structured lipid obtained by enzymatic interesterification may have wide
applications in special fats for confectionery/bakery products and as additives in lipid
crystallization.

Keywords: structured lipids; enzymatic interesterification; acyl migration; high-oleic
sunflower oil; Crambe abyssinica.
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1. INTRODUCAO

Os oOleos vegetais sdao modificados quimicamente pela hidrogenacéo e
interesterificagdo, ou fisicamente pelo fracionamento (BLOCK; BARRERA-
ARELLANO, 2009). A reacao de interesterificacdo é o processo mais importante
para modificacéo fisico-quimica de éleos e gorduras (NOOR LIDA, 2002).

Os lipidios estruturados (LE) s&o definidos como triacilglicerois (TAG)
modificados quimicamente ou enzimaticamente, visando alterar a composi¢cdo dos
acidos graxos e/ou sua distribuicdo na molécula de glicerol (CHRISTOPHE, 1998). A
estrutura molecular dos TAG influencia o seu destino metabdlico no organismo, bem
como as suas caracteristicas fisicas (pontos de fusdo, conteudo de gordura sélida,
polimorfismo, etc). Portanto, ao desenvolver um LE com estrutura quimica definida,
possivel modificar propriedades nutricionais, apresentando acidos graxos saturados
ou insaturados de facil absorcao e digestao (IWASAKI ; YAMANE, 2002; OSBORN;
AKOH, 2002).

Os LE sintetizados por métodos enzimaticos, que utilizam uma lipase
especifica sn-1,3 apresentam a vantagem de seletividade, regioespecificidade dos
acidos graxos, facilidade de recuperacdo do produto, controle sobre o processo e
menor desperdicio (AKOH,1997; WILLIS; LENCKI; MARANGONI, 1998). As reacdes
catalisadas por lipase envolvem uma combinacdo de hidrélise e esterificacao /
interesterificacdo (OSORIO; FONSECA; DIAS, 2006). Uma vez que a reacdo ocorre
sob a ligacdo éster, ndao ha formacao de isdbmeros ftrans (LI et al., 2010). Na
presenca de excesso de agua, a hidrélise é predominante, resultando em um
acumulo de glicerol, acidos graxos livres, monoacilglicerois e diacilglicerdis. No
entanto, a 4gua é essencial para manter a reagcdo enzimatica, porque mantém a
integridade da enzima. Na primeira etapa da reacdo é necessdario alcangar um
equilibrio entre a hidrdlise e a esterificacdo. A agua deve ser removida do meio
reacional, a fim de minimizar a hidrélise e aumentar a esterificacdo, aumentando a
taxa de conversdo (OSBORN; AKOH, 2002).

No esforco para produzir reagdes reprodutiveis tecnologicamente e
vidveis economicamente, a utilizacdo de enzimas na forma imobilizada aumentou
substancialmente a estabilidade e proporcionou ampla gama de aplicagdes
importantes para o desenvolvimento de bioconversao (HILAL; NIGMATULLIN;
ALPATOVA, 2004). A imobilizagdo também esta associada a maior produtividade,
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automacao de processos e operacdes continuas, controle preciso sobre as reacoes,
a facilidade de separacdo de produtos obtidos a estabilizacdo da atividade
enzimatica, bem como a recuperagao e reutilizacdo de enzimas (SHIN; AKOH; LEE,
2009). Atualmente, varios estudos relatam a preparagéo de diferentes LE, a partir de
uma variedade de Oleos / gorduras com acidos graxos especificos (LEE; AKOH;
LEE, 2008; FAUZI; RASHID; OMAR, 2013; ADHIKARI; HU, 2012; BEBARTA et al.,
2013).

A proposta deste estudo foi desenvolver lipidios estruturados por
interesterificacdo enzimatica, devido a sua seletividade, com a finalidade de fornecer
efeitos metabdlicos especificos para fins nutricionais e ou para melhorar as

caracteristicas fisico-quimicas dos lipidios.

O Capitulo 3 abrange uma revisédo bibliografica sobre lipidios e nutrigdo,
interesterificacdo quimica e enzimatica, lipases, regioespecificidade, metabolismo e
as técnicas analiticas utilizadas na avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de
Oleos e gorduras. Parte da literatura citada neste capitulo encontra-se nos capitulos

abaixo na forma de artigos cientificos.

O Capitulo 4 compara a interesterificacdo enzimatica e quimica de
misturas binarias de O6leo de girassol alto oléico e 6leo de soja totalmente
hidrogenado. A duracdo da reagdo foi de 9 horas com monitoramento das
propriedades fisico-quimicas a cada 3 horas, utilizando as técnicas analiticas da
composicao de triacilglicerdis, classe lipidicas, contetdo de gordura sélida (CGS),
calorimetria diferencial de varredura (DSC) e migragao acil.

O Capitulo 5 avalia estes lipidios estruturados (do capitulo 4) quanto as
propriedades de comportamento térmico, microestrutura, cinética de cristalizacao e

polimorfismo em 3 horas de reacéo.

O Capitulo 6 demonstra os resultados obtidos pela interesterificacao
enzimatica dos 6leos de girassol alto oléico e totalmente hidrogenado em 3 horas de
reacdo. Foram avaliados a composi¢do de triacilgliceréis, o conteddo de gordura
sélida (CGS), comportamento térmico (DSC), distribuicdo regioespecifica dos acidos
graxos, microestrutura e polimorfismo.

O Capitulo 7 estuda gorduras especiais contendo acido behénico obtido
por Oleos de girassol alto oléico e crambe totalmente hidrogenado via
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interesterificacdo enzimatica. Foram monitoradas as composi¢cdes em acidos graxos
e triacilgliceréis, os conteudos de gordura sélida (CGS), analise térmica (DSC),

distribuicao regioespecifica dos acidos graxos, microestrutura e polimorfismo.

Em todos os estudos foi processada a interesterifcagbes quimica com o
objetivo de comparacgao.

Este estudo servira como suporte de informacdo para a industria
alimenticia e pesquisas cientificas em reacdes de interesterificagdo enzimatica,
envolvendo tempo de reacéao, reogiespecificidade dos acidos graxos e metabolismo

em lipidios estruturados.

2. OBJETIVO

O presente trabalho tem por objetivo geral sintetizar e avaliar o
comportamento fisico-quimico de lipidios estruturados obtidos por interesterificacao
enzimatica (lipase sn-1,3 especifica) de misturas binarias em diferentes proporgdes
de 6leo de girassol alto oléico e dleos totalmente hidrogenados de soja (Glycine max
L.), girassol alto oléico (Helianthus annus) e crambe (Crambe abyssinica Hochst),
com o propédsito de obter LE com maior concentragdo de triacilglicerdis 1,3 di-

saturados e 2 mono-insaturado (SUS) para aplicacado na industria alimenticia.

2.1. Objetivos especificos

1- Escolha das proporgdes lipidicas de cada grupo.

2- Interesterificacdo quimica das misturas lipidicas para estudo comparativo por
catdlise enzimatica.

3- Determinacado das condicbes de reacdo de interesterificacdo enzimatica para
obtencéao dos lipidios estruturados.

4- Avaliagdo das misturas lipidicas e dos lipidios estruturados obtidos por reacao de
interesterificacdo quimica e enzimatica quanto a composicao de acidos graxos e
triacilglicerdis, comportamentos de fusdo e cristalizagdo por calorimetria de
varredura diferencial (DSC), conteldo de gordura soélida por RMN, isoterma de

cristalizacdo a 25°C, composicao de acilgliceréis parciais, distribuicdo regioespecifica
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dos acidos graxos na molécula de glicerol, morfologia e polimorfismo (difracdo
raio-X).

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Lipidios

3.1.1. Lipidios e nutricao

Os avangcos nas pesquisas em relacdo a saude e a nutricado tém
influenciado a forma de alimentacdo. Desse modo, os consumidores estao
procurando cada vez mais produtos que influenciam na nutricdo e reduzem o risco
de doencas.

Os lipidios apresentam funcbes essenciais para o organismo humano,
como fonte de energia, constituintes das membranas celulares e precursores de
horménios ou analogos que atuam como efeitos fisioldgicos. A atividade funcional
dos lipidios atua no crescimento e desenvolvimento humano, especialmente nas
etapas de gestacao, lactacao e infancia, assim como na prevencgao e tratamento de
algumas patologias crénicas de base inflamatoria, doengas cardiovasculares,
cancer, etc (GUNSTONE, 1997).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para modificar a composicéao
original dos 6leos e gorduras tais como hidrogenacédo parcial, interesterificacao e
fracionamento. As propriedades nutricionais destes lipidios podem ser melhoradas
com uma composicdo balanceada dos acidos graxos, retencdo da maioria das
vitaminas e formagdo minima de acidos graxos frans. Atualmente, existe uma
tendéncia para a produgéo de gorduras de baixo nivel de isdbmeros trans ou livres de
trans pelo processo de interesterificacdo, onde as propriedades fisicas dos 6leos sao
alteradas por rearranjo da distribuicdo de acidos graxos na molécula de glicerol sem
alterar a composicdo quimica. O aumento do interesse pela reagcdo de
interesterificagdo enzimatica comparada a interesterificagdo quimica pode ser
explicado, por fatores tais como o uso de biocatalisador, reacdo em temperatura
baixa, seletividade especifica, causar menor perda e menor formagdo de
subprodutos (GIBON, 2011).
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3.1.2. Propriedades fisico-quimicas das gorduras

Os lipidios sdo nutrientes essenciais a dieta humana: sédo fontes
concentradas de energia (9 kcal/g); os acidos graxos essenciais sao precursores das
prostaglandinas, hormdnios necessarios a regulagdo de varias fungdes vitais, que
sao veiculos de transporte para as vitaminas lipossoluveis (vitaminas A, D, E e K) e
necessarios para o desenvolvimento e crescimento do corpo humano.

As gorduras desempenham ainda um papel importante nas propriedades
funcionais e sensoriais nos produtos alimenticios (KRITCHEVSKY, 2002). Melhoram
sensorialmente os alimentos que consumimos, na textura, no sabor, na
palatabilidade e contribuem para a sensacao de saciedade. Mais de 95% dos 6leos
e gorduras sao constituidos por triacilgliceréis. Os triacilglicerbis sao ésteres
formados por uma molécula de glicerol e trés acidos graxos. Sao insoluveis em agua
e a temperatura ambiente (25°C), podem existir no estado liquido (6leos) ou no
estado sélido (gorduras). O tipo e a localizacdo dos acidos graxos na molécula de
glicerol definem as caracteristicas fisicas e quimicas das gorduras, o destino
metabdlico e os beneficios para a saude (OSBORN; AKOH, 2002). Podemos
classificar os acidos graxos de acordo com o tamanho da cadeia carbdnica em
pequeno (C2:0 a C6:0), médio (C8:0 a C12:0) e longo ( >C12:0). Os acidos graxos
de cadeia longa sado absorvidos e metabolizados mais lentamente que os acidos
graxos de cadeia curta e média. Ndo podem ser absorvidos ou transportados pelo
sangue. S&o empacotados em micelas, que entram nas células intestinais e depois
expelidos para sistema linfatico e sdo coletados na circulacéo sistémica (RAMIREZ
et al., 2001; HUNTER, 2005).

O ponto de fusdo da gordura esta relacionado com o tamanho da cadeia
carbdnica dos acidos graxos, numero de insaturacdes e suas posi¢cdes na cadeia
(SCRIMGEOQOUR, 2005).

O 6bleo de girassol alto oléico é considerado um éleo saudavel, pois
contém mais de 85% de acidos graxos insaturados, principalmente oléico (C18:1) e
baixo conteudo de saturados, inferior a 9%. O triacilglicerol predominante é a
trioleina (OOQO). Apresenta uma excelente estabilidade oxidativa e com aplicagéo
para fritura industrial, massas de biscoitos e blend de gorduras (MARTINEZ-FORCE
et al., 2009; ALBERIO et al., 2016).
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O 6leo de soja é um produto abundante no Brasil, de alta qualidade
nutricional, grande funcionalidade e baixo custo. Apresenta na sua composicao
quimica, alto conteldo de acidos graxos oléico (C18:0) 23% e linoléico (C18:2)
55%. Varios pesquisadores tém estudado as reac¢des de interesterificacdo quimica e
enzimatica, contendo éleo de soja totalmente hidrogenado (RIBEIRO et al., 2009;
PACHECO et al., 2013).

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) é uma planta da familia
Brassicaceae cuja principal matéria prima é o 6leo extraido de suas sementes, com
ampla utilizacdo em diferentes segmentos de industrias. No Brasil seu cultivo é
recente nos estados de Mato Grosso e Goids, sendo que o interesse pela
oleaginosa ocorreu por se tratar de uma planta de ciclo curto (LALAS et al., 2012;
LARA, 2013). A produgédo de biodiesel no Brasil tem recorrido a diversas fontes
vegetais, entre elas a do crambe, visando reduzir a rotacdo de cultura no inverno e
por se tratar de uma oleaginosa com tolerancia a seca. Na Fundacao MS, de
Maracaju, MS, pesquisadores atingiram a producdo de 1000-1500 kg/ha
(FUNDACAO MS, 2014). Sua semente é composta de 35-60% de 6leo e 20-40% de
proteina. Entre os &cidos graxos componentes do 6leo destacam-se: erlcico
(C22:1), 56,2%, oléico (C18:1), 17,2%, linoléico (C18:2) 8,7%, linolénico (C18:3),
5,2% e eicosenoico (C20:1), 3,4% (LALAS et al., 2012; GUEDES, et al., 2014).

3.1.3. Polimorfismo e cristalizacao

Os 6bleos e gorduras vegetais e animais possuem varias espécies
moleculares com diferentes propriedades quimicas e fisicas. Propriedades
especificas de cristalizacdo de gorduras e lipidios podem ser manifestadas de um
lado pelo polimorfismo, e de outro pelas interagbes moleculares. Propriedades
fisicas de TAG e dos &cidos graxos (AG) tais como taxa de cristalizagdo, tamanho
de cristal e sua rede, morfologia do cristal e cristalinidade, estdo diretamente
influenciados pelo polimorfismo, o qual € influenciado pela propria estrutura
molecular e por varios fatores externos tais como temperatura, pressao, solvente,
impurezas, taxa de cristalizagéo, etc. (SATO, 2001).

O polimorfismo é a habilidade de uma molécula de TAG ter mais do que
uma forma cristalina, dependendo do arranjo do nucleo do cristal. Cada forma

polimérfica tem distancias paralelas distintas entre os grupos acil do TAG, as quais
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sao usadas para distinguir a forma polimérfica baseada em difracdo de raios-X. Em
geral, TAG com trés acidos graxos saturados apresentam empacotamento duplo de
cadeias, enquanto que o empacotamento triplo de cadeia (Figura 1a) € obtido em
TAG com acidos graxos de tamanhos diferentes de cadeia e com insaturacdes
(METIN; HARTEL, 2005). Os TAG cristalizam-se em diferentes formas designadas
por: a, B’ e B, que correspondem as trés principais disposicoes transversais das
cadeias de acidos graxos (Figura 1b).
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Figura 1. Tipos de empacotamento de cadeias (a) e estruturas das subcélulas das
trés formas mais comuns de polimorfismos em triacilgliceréis (b) (SATO, 2001).

A forma polimérfica a (cristais do sistema hexagonal) apresenta cristais
mais frageis, com menor densidade, com tamanho de 5 um e menor ponto de fusao.
E formada na fase inicial do processo de cristalizagdo da gordura devido ao
resfriamento rapido. Os cristais a, devido a sua instabilidade, sao transformados em
segundos ou minutos na forma 3 ou B’ (MARANGONI, 2005).

A forma B’ (cristais do sistema ortorrémbico) é constituida por uma rede
com uma grande area superficial, capaz de imobilizar uma grande quantidade de
6leo e de fase aquosa. Os cristais sao relativamente pequenos (max. 1 um), finos,
suaves e conferem ao produto uma superficie brilhante (GUNSTONE, 1998). Os
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“shortenings” e as margarinas possuem uma textura suave e cremosa, devido a
presenca de cristais 3’, que promovem plasticidade.

A forma B (cristais do sistema triclinico) € uma das mais estaveis para a
maioria dos TAG puros e apresenta o ponto de fusdo mais elevado. Apesar dos
cristais B serem inicialmente pequenos, crescem em aglomerados na forma de
agulhas (25 a 50 um), sendo mais dificil de incorporar liquido e produzem a
caracteristica textura granulosa (GUNSTONE, 1998).

Os tipos de cristais que podem ser encontrados em gorduras s&o:
Esferulitos A, cristais com nucleo compacto, cercado de agulhas longas e finas
distribuidas radialmente; Esferulitos B, pequenos nucleos cercados de cristais
orientados aleatoriamente; Cachos, grupos de cristais pequenos aproximadamente
esféricos, arranjados aleatoriamente; Feixes, cristais distribuidos paralelamente,
formando estruturas semelhantes a uma rede; Aglomerados, agregados de cristais
esferulitos e cachos (BERGER; JEWELL; POLLITT, 1979).

3.1.4. Modificacoes em 6leos e gorduras

A industria alimenticia para suprir as necessidades do mercado utiliza
métodos de modificacdo de 6leos e gorduras para obtencdo de produtos com
caracteristicas fisicas e nutricionais especificas. Estas técnicas oferecem a industria
uma maior flexibilidade de escolha nas matérias primas e vantagens na producgéo de
produtos de qualidade constante a precos razoaveis. Os principais processos de
modificagdo séo: fracionamento, hidrogenacéao e interesterificacao.

3.1.4.1 Fracionamento

O fracionamento permite a separag¢ao de grupos de TAG, mas ndo muda
a distribuicao posicional dos acidos graxos (WILLIS; LENCKI; MARANGONI, 1998).
Esta técnica consiste na separacdo de 6bleos e gorduras em dois ou mais
componentes, dependendo da sua solubilidade (em liquidos, 6leos ou solventes) e
ponto de fusao, por resfriamento controlado. As fragbes menos sollveis e com ponto
de fusdo mais elevado sdo denominadas estearinas e as fragcbes mais soluveis, e

com ponto de fusdo mais baixo sdo denominadas oleinas. Esta técnica remove os
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componentes minoritarios, enriquece o 6leo em um TAG desejavel, separa a gordura
em duas ou mais fracdes, que permitem uma aplicacdo mais ampla e de maior valor
comercial, sendo igualmente uma alternativa a hidrogenacéo, que sera discutida no
proximo item.

O método mais utilizado para fracionamento é a seco, que consiste numa
cristalizacao lenta e controlada do TAG por resfriamento a partir de temperatura
superior ao ponto de fusdo do principal TAG a ser separado, na auséncia de
solvente. O objetivo é separar os TAG pelo seu comportamento de cristalizagao
(SENANAYAKE; SHAHIDI, 2005). A separacao das fases liquida e soélida é efetuada
por centrifugacdo ou filtracdo. Existe também o fracionamento na presenca de
solvente, que é um processo mais dispendioso, com utilizagédo limitada e o processo
na presenca de um agente detergente, que ja ndo € muito utilizado, pelas perdas e
necessidade de purificagao.

3.1.4.2 Hidrogenacao

A hidrogenagédo de gorduras e Oleos comestiveis envolve a adi¢cdo de
hidrogénio, na presenca de um catalisador, nas duplas ligagcdes carbono-carbono
presentes nas cadeias dos 4cidos graxos. E um processo que gera consisténcia em
gorduras e 0leos, convertendo TAG insaturados de baixo ponto de fusdo em TAG
sélidos, aumentando o ponto de fusdo. O propdsito do processo de hidrogenagao €
duplo: (1) para converter 6leos liquidos em gorduras semi-sélidas ou plasticas para
aplicacoes alimentares especificas, e (2) melhorar a estabilidade térmica e oxidativa
do 6leo ou gordura. Durante a hidrogenacdo de Oleos e gorduras, trés efeitos
importantes ocorrem simultaneamente: (1) a saturacdo das ligacées duplas com
hidrogénio, (2) isomerizagdo cis-trans- das duplas ligagdes, gerando altos teores de
isbmeros trans e (3) a migracao de ligagdes duplas para novas posi¢cées na cadeia
de carbono do &acido graxo (SENANAYAKE; SHAHIDI, 2005). Uma solucao
tecnoldgica importante em aplicagdo atual na industria mundial para alimentos para
evitar o uso da hidrogenacdo e a consequente geracao de isbmeros trans, que
ocorre conjuntamente, € a mistura de 6éleos liquidos com gorduras totalmente
hidrogenadas para formar produtos de plasticidade desejavel, principalmente apés
processos de interesterificacdo, que melhoram performance e miscibilidade entre
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suas fragdes liquidas e solidas, uma vez que o Oleo, apds hidrogenacgao total,
elimina quase totalmente as ligaces duplas dos AG.

3.1.4.3 Interesterificacao

A reacao de interesterificacdo € um processo de modificacdo das
propriedades fisicas e funcionais de misturas de TAG em gorduras e 6leos. Os
acidos graxos permanecem inalterados, mas sao redistribuidos nas ligacdes éster,
criando novas estruturas, sem a formacéo de isbmeros trans durante o processo
(MARANGONI, 2002).

A interesterificacdo de 6leos e gorduras pode ser utilizada para: modificar
o comportamento de fusdo, proporcionando consisténcia adequada a temperaturas
ambiente e de refrigeracdo; modificar o comportamento cristalino, facilitando os
processos de producdo; diminuir a recristalizacdo durante a vida util do produto
(ROZENAAL, 1992).

A interesterificagdo, por sua vez, compreende trés tipos de reagdes: (1)
Acidolise: entre uma gordura e acidos graxos livres. (2) Alcodlise: entre uma gordura
e um alcool. (3) Transesterificacao: entre triacilglicerois e ésteres.

Existem dois tipos de interesterificacdo, que se diferenciam pelo tipo de

catalisador utilizado: a quimica e a enzimatica.

3.1.4.3.1 Interesterificacao quimica

A reacao de interesterificacdo quimica consiste em trés etapas: ativacédo
do catalisador, quebra das ligacdes éster e troca de posi¢do dos acidos graxos. Esta
troca de acidos graxos entre as posicoes do glicerol ndo ocorre diretamente, mas
através de uma série de reagdes de alcodlise que envolve acilglicerdis parciais
(MARANGONI; ROSSEAU, 2002). O catalisador normalmente utilizado é alcalino,
sendo 0 metoxido de sddio mais utilizado em processos industriais.

O processo de interesterificacdo quimica possui a vantagem de ser um
processo de facil aumento de escala e de menor custo, contudo a reacao distribui os
acidos graxos de maneira aleatoria nos triacilglicerdis, podendo conferir novas
propriedades fisicas ao produto, onde altera o comportamento de fusdo e

cristalizacao, o contetdo de gordura sélida, a textura e o comportamento polimérfico
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(DIAN et al., 2007). Varios estudos avaliam estes efeitos nas caracteristicas fisico-
quimicas de Oleos e gorduras submetidos a este processo (CHIU; GIOIELLI;
GRIMALDI, 2008; RIBEIRO, et al., 2009; MASUCHI , et al., 2014; IMRAN; NADEEM,
2015)

3.1.4.3.2 Interesterificacao enzimatica

Sistemas de interesterificacdo enzimatica sdo compostos de uma fase
continua imiscivel em agua, que contém o substrato lipidico, e uma fase aquosa,
contendo a lipase. As lipases sdo enzimas derivadas, predominantemente, de
bactérias, fungos e leveduras.

Este processo tem a vantagem de permitir controle sobre a distribuicéo
posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e
regioespecificidade das lipases sn-1,3, obtendo lipidios estruturados distintos do
processo quimico (WILLIS; MARANGONI, 1999).

A Figura 2 mostra o mecanismo da reagao de interesterificacdo
enzimatica para produgdo de TAG com acidos graxos de cadeias média e longa,
utilizando uma lipase com seletividade sn-1,3 (IWASAKI ; YAMANE, 2002).
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Figura 2. Mecanismo de interesterificacdo enzimatica utilizando uma lipase com
seletividade sn-1,3 (IWASAKI ; YAMANE, 2002).

A reacao pode ocorrer em reator por batelada aplicado em processos de
pequena escala e em reator continuo, que permite a producao em escala comercial,
diminuindo os custos e maior controle de processo (SOARES, 2013).

Existem varios fatores que influenciam a velocidade da reacéao

enzimatica: concentragdao da enzima, temperatura, pH, atividade da agua, pressao e
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a presenca de compostos inibidores da atividade enzimdtica. Ex. produtos de
oxidacao lipidica e acidos graxos livres (CHAMPE; HARVEY, 1996; XU, 2000).

A migracao acil € um sério problema na interesterificacao, pois prejudica o
efeito de seletividade sn-1,3 da lipase. A razao para esta migracao é a existéncia de
acilgliceréis parciais, especialmente diacilgliceréis (DAG), que sao produtos
intermediarios de reacao, necessarios e inevitaveis. A Figura 3 mostra mecanismo
de reacao preferencial da lipase sn-1,3 especifica, obtendo 1,2 e 2,3-DAG, deixando
intacta o posicao sn-2 (LOPES, et al. 2016). O acido graxo da posicao sn-2 dos 1,2 e
2,3-DAGs, pode migrar espontaneamente produzindo 1,3-DAG, sendo mais estavel.
Subsequentemente, uma nova migracao do acido graxo pode regenerar 1,2 e 2,3-
DAGs, que ira produzir TAG com insercdes aleatorias de &cidos graxos saturados
(AGS) na posicao sn-2 ap6s uma reesterificacdo nas posicées sn-1 ou sn-3 (XU,
1998).
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Figura 3. Mecanismo de reacdo espontanea de migracao acil em interesterificacéo
enzimatica (LOPES, et al. 2016).

A interesterificagdo enzimatica com lipases imobilizadas tem recebido
atencao consideravel nos ultimos anos e muitos pesquisadores tem investigado esta
reacdo para modificacdo de diversos lipidios (AHMADI; WRIGHT; MARANGONI,
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2008; JEYARANI; REDDY, 2010; SILVA et al., 2011, SILVA et al., 2013; RUAN et
al., 2014; KIM; AKOH, 2015; IFEDUBA, MARTINI; AKOH, 2016).

3.1.5. Lipases

As lipases catalisam reacdes de hidrolise de TAGs em monoacilglicerdis,
diacilglicerois, acidos graxos livres e glicerol em sistemas livres de solventes, apenas
agua e substrato, ou na presenca de solventes organicos. Além da reagdo de
transesterificacado, as lipases podem catalisar as reacdes de aciddlise e alcoolise
sob condicdes controladas de umidade (LEE; AKOH, 1998).

Uma caracteristica comum em algumas lipases microbianas, nas enzimas
derivadas de Rhizomucor miehei e Thermomyces lanuginosa (TL) é a especificidade
sn-1,3. Isto significa que nas reagdes com os TAGs, as mudangas dos acidos graxos
ocorrerao nas posi¢coes sn-1 e 3 na molécula de glicerol. Outra lipase que possue
especificidade sn-1,3 é a Lipozyme TL IM®, produzida por uma estirpe
geneticamente modificada do Aspergillus oryzae e imobilizada em um silicato via
adsorcao ionica (Figura 4). A estabilizacdo de enzimas por imobilizacdo pode ser
alcancada, quando uma ligacao covalente intensa multiponto é produzida entre a
enzima e o suporte. Dessa forma, a rigidez global da estrutura da enzima aumenta e

torna-se mais estavel contra qualquer reagente de inativacao (LAFUENTE, 2010).
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Figura 4. Imobilizagdo de lipases por ativagéo interfacial em suportes hidroéfobos
(LAFUENTE, 2010).

Nas lipases tém a massa molecular de 20 a 75 quilodaltons (kDa),
atividade em pH na faixa de 4 a 9 e temperatura entre a ambiente até 75°C, variando
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sua termoestabilidade consideravelmente em fungdo da origem, sendo as lipases
microbianas as de melhor estabilidade térmica (CASTRO; ANDERSON, 1995).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas confere maior produtividade,
facilidade na automacéo de processos e operagdes continuas, controle preciso do
tempo das reacées, facilidade de separacdo dos produtos obtidos, estabilizacdo da
atividade enzimatica, facilidade de recuperacdo e reutilizacdo das enzimas
(SHARMA; CHISTY; BANERJEE, 2001; RODRIGUES, 2013).

3.1.6. Regioespecificidade e Metabolismo

A estrutura dos TAG tornou-se cada vez mais importante, uma vez que a
regioespecificidade influencia o metabolismo lipidico e biodisponibilidade dos acidos
graxos (LIEN et al, 1997). A posicdo dos acidos graxos na molécula de TAG
(sn-1, sn-2 e sn-3) determina as propriedades fisicas da gordura, o que afeta a sua
absorcdo, o metabolismo e a distribuicao nos tecidos, podendo ter implicagdes no
risco de doenca coronariana. Os 0Oleos vegetais caracterizam-se por apresentarem
predominantemente acidos graxos insaturados na posig¢éao sn-2 dos TAG.

A estrutura dos TAG nos 6leos e nas gorduras pode ser manipulada pelo
processo de interesterificacdo, uma vez que pode ser usado para alterar as
caracteristicas fisicas desses produtos, sem gerar acidos graxos trans.

As gorduras interesterificadas ricas em acidos graxos de cadeia longa séo
comercialmente importantes, mas com poucos estudos investigando os efeitos na
saude (LEFEVRE; KRIS-ETHERTON; ZHAO, 2004). Embora estudos em animais e
criangcas fornecam boas evidéncias para sugerir que gorduras vegetais
interesterificadas com uma maior proporcdo de acidos graxos de cadeia longa na
posi¢do sn-2 sdo bem absorvidos , isto ndo é suportado por estudos em humanos
adultos (BERRY, 2009). Além do comprimento de cadeia e grau de saturacao dos
acidos graxos, reconhece-se agora que a composi¢cao posicional no TAG pode ser
um determinante importante na digestibilidade e no metabolismo. Isto porque a
lipase pancreatica e lipoproteina lipase hidrolisam preferencialmente os acidos
graxos nas posicoes sn-1 e sn-3 dos TAG, deixando 0 4cido graxo na posi¢ao sn-2,
tal como um 2-monoacilglicerol (MAG) (YANG; KUKSIS, 1991).

E importante investigar a migracdo acil na posicdo sn-2 com relacdo ao

tempo das reagdes de interesterificacdo enzimatica, bem como as suas
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propriedades fisicas, pois periodos muitos longos de reacdo podem ocasionar a
perda da reogiespecificada na sintese dos lipidios estruturados.

3.1.7. Técnicas analiticas aplicadas a gorduras interesterificadas

3.1.7.1. Cromatografia em fase gasosa (CG)

A analise de éacidos graxos via cromatografia gasosa (CG) é um meio
rapido para determinar os tipos e proporcoes de acidos graxos contidos em 6Oleos e
gorduras. As caracteristicas fisicas de uma gordura ou 6leo sao dependentes do
grau de insaturacdo, do comprimento da cadeia de carbono, das formas isoméricas
de acidos graxos e da configuragdo molecular (O’'BRIEN, 2004). Primeiramente, os
6leos ou gorduras sdo convertidos a ésteres metilicos para serem volatilizados
facilmente, quando injetados nas colunas cromatograficas. Um método muito
utilizado no Brasil é a esterificagdo segundo Hartman & Lago (1973). Os 6éleos de
soja e mostarda podem ser utilizados como padrdes externos. Os ésteres metilicos
passam por uma coluna, aquecida por meio de um gas de arraste, hélio ou
nitrogénio. Uma vez que cada tipo de molécula tem uma taxa de progressao
diferente, os varios componentes da mistura sdao separados conforme eluem ao
longo da coluna, chegando ao fim dela em momentos diferentes (tempos de
retencédo). Um detector é empregado para monitorar o fluxo de saida da coluna. A
linha de retencao é indicada no eixo horizontal do grafico e € um indice qualitativo da
substancia, e a area sob a curva é em cada caso, uma medida quantitativa do
componente (GONCALVES, 2009).

3.1.7.2. Cromatografia gasosa de alta resolucao e alta temperatura (HT-HRGC)
e cromatografia liquida de exclusao por tamanho (HPSEC)

As propriedades quimicas, fisicas e bioldégicas de gorduras e 6leos néo
dependem apenas do tipo e quantidade de acidos graxos, mas também sobre as
posicoes destes acidos graxos na molécula de glicerina. A cromatografia gasosa de
alta resolucao e alta temperatura (HT-HRGC) proporciona métodos rapidos para a
determinacao de quantidades relativas de glicerideos de alta massa molecular

presentes numa gordura (PEREIRA et al., 1996). A grande versatilidade da técnica é
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baseada intrinsecamente no grande poder de resolucao e extrema inércia quimica
das colunas capilares, além da facilidade de utilizacdo de varios sistemas de
deteccao e poder contar com sistemas de transferéncia de amostra (injecao na
coluna a frio) (PEREIRA; AQUINO NETO, 2000).

A técnica de cromatografia de exclusdo por tamanhos (High-Performance
Size-Exclusion Chromatography - HPSEC), também conhecida como permeagédo em
gel, tem permitido uma separacao simples e rapida de compostos com baixa massa
molar e com pequenas diferencas entre as massas molares dos compostos
analisados. O solvente utilizado, em geral € o THF (tetrahidrofurano). O HPSEC
separa componentes por massa molecular, sendo que os compostos mais pesados
aparecem em um tempo menor no cromatograma. Separa ésteres por diferenga de
massa molar dos compostos, como triacilglicerédis, diacilgliceréis, monoacilglicerdis,
ésteres e acidos graxos livres (MARQUEZ—RUIZ, et al., 1996; MARMESAT et al.,
2007).

3.1.7.3. Distribuicao regioespecifica dos acidos graxos

A distribuicao reogioespecifica dos acidos graxos no TAG influencia na
qualidade nutricional de 6leos e gorduras. A espectroscopia de RMN *C provou ser
uma analise importante para a determinagéao da estrutura do TAG (VLAHOV, 1998;
VLAHQOV, 2010). Os calculos de composicao e distribuicdo de acidos graxos entre
as posicoes sn-1,3 e sn-2 no TAG podem ser facilmente realizadas. Os carbonos da
carbonila ressonam de acordo com a cadeia insaturada e posi¢cdées no glicerol, na
faixa de frequéncias 172-174 ppm (SACCHI, et al., 1992).

3.1.7.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As estimativas dos teores de sélido e liquido em uma gordura, em diferentes
temperaturas, tém importancia para o desempenho do produto a temperaturas
definidas. Estes teores podem ser determinados por DSC e procedimentos de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), em que se obtém o conteludo de gordura
solida (CGS).

Quando um pulso de radiofrequéncia é aplicado a uma amostra, tal como
gordura, induz-se um sinal de magnetizagdo. A amplitude inicial deste sinal é
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proporcional ao numero de prétons presentes na amostra. Quando mais de um
componente que contém préton (ex. gordura liquida e sdlida) esta presente, o
decaimento de sinal que corresponde a cada componente é diferente. H4& um
decaimento inicial na intensidade do sinal de magnetizagdo que € caracteristico do
componente sélido. A magnetizacdo remanescente apresenta um decaimento mais
lento, oriundo do componente liquido. Os tempos de decaimentos distintos
representam os componentes sélido e liquido da amostra. Tomando-se dois sinais
de decaimento em dois tempos, obtém-se o percentual de gordura sélida ou liquida
(CAMPOS, 2005).

A curva de cristalizacao é obtida através da andlise do conteddo de gordura
sélida (CGS), em funcédo do tempo, para uma temperatura de andlise previamente
fixada. Através desta curva, € possivel utilizar a equagao de Avrami, por regressao
nao linear. Seus parametros descrevem a cinética de cristalizacdo do produto. O
modelo de Avrami (1939), adaptado para gorduras, esta descrito pela equacéo 1:

CGS (t) _ ke

G (@) (equacao 1)

Onde: CGS (t) € o conteudo de gordura soélida (%) em funcao do tempo, CGS ()
€ o conteudo de gordura sélida quando o tempo tende ao infinito, k € a constante de
Avrami, que representa a velocidade de cristalizacdo constante, n € o expoente de

Avrami que indica 0 mecanismo de crescimento do cristal.

O expoente de Avrami é uma funcdo combinada entre o tempo
dependente de nucleacdo e o numero de dimensdes em que 0 crescimento ocorre.
A nucleacdo pode ser instantanea, com nucleos que aparecem todos de uma vez,
ou esporadica, com numeros de nucleos que aumentam com o tempo (CAMPOS,
2005). Possiveis valores para o expoente de Avrami para diferentes tipos de
nucleacado sao mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores do expoente de Avrami (n) para diferentes tipos de nucleacdo e

crescimento

Expoente de Avrami (n) Tipo de crescimento de cristal e nucleacao

1 + 0 =1 Crescimento em forma de agulha a partir de ndcleos instantaneos
1 + 1 =2 Crescimento em forma de agulha a partir de nucleos esporadicos
2 + 0 = 2 Crescimento em forma de disco a partir de nucleos instantaneos
2 + 1 = 3 Crescimento em forma de disco a partir de nlcleos esporadicos

3 + 0 = 3 Crescimento esferulitico a partir de nucleos instantaneos

3 + 1 =4 Crescimento esferulitico a partir de nucleos esporadicos

Fonte: Campos (2005).

3.1.7.5. Comportamento térmico - Calorimetria Diferencial de Varredura
(Differential Scanning Calorimetry - DSC)

Calorimetria de varredura diferencial (DSC) é uma técnica de analise
utilizada para monitorar alteracbes no comportamento térmico dos materiais em
funcdo da temperatura. Os fendmenos térmicos sdo observados pela variagdo de
entalpia (BILIADERIS, 1983).

Esta técnica fornece medidas diretas sobre a energia envolvida nos
processos de fusado e cristalizagdo. Quando uma gordura é aquecida, esta pode
exibir multiplas fases de fusdo, sendo que cada etapa de recristalizagdo representa
a transicdo de uma forma polimérfica menos estavel para uma mais estavel. A
temperatura de transicdo de pico pode ser um importante indicador da forma
polimérfica de um cristal, pois a forma cristalina mais estavel possui ponto de fusdo
maior (ZEITOUN, 1993).

A Figura 5 descreve um resultado do termograma com transicéo de fase
de cristalizagcédo e fusdo. A liberagcao de energia durante o processo de cristalizacao
€ um evento exotérmico, sendo demonstrado no termograma como um pico
exotérmico. Por outro lado, na fusdo, a energia é absorvida, sendo entdo, um
processo endotérmico, resultando em uma reducédo na taxa de energia no sistema,

demonstrado no termograma como um pico endotérmico (CAMPQOS, 2005).



35

Tuiﬂaliza;io

>
>

T onset cristalizacio

7

onset
fusdio

Fluxo de Calor

fusdo
1 T I 5 I . I . I y I

0 10 20 30 40 50 60

Temperatura (°C)

Figura 5. Eventos térmicos obtidos por DSC: Curvas de cristalizacdo e fusdo.
(CAMPQOS, 2005).

Os parametros tipicos utilizados para descrever o comportamento térmico de uma
amostra incluem:

e Temperatura de pico de cristalizacdo (Tpc) e fusédo (Tpf) — temperatura esta
em que a maioria das espécies lipidicas se cristaliza ou se funde, sendo
influenciada pela taxa de resfriamento ou fusdo utilizada nas determinacdes;

e Temperatura onset de cristalizagcdo (Toc) — € a temperatura em que sao
formados os primeiros cristais;

e Temperatura onset de fusdo (Tof) — € a temperatura em que a amostra
comeca a fundir;

e Entalpia de cristalizacédo (AHc) e fusdo (AHf) - referem-se a entalpia da
transicéao de fase;

e Temperatura final de cristalizacdo (Tfc) e fuséo (Tff) — é a temperatura do final

do fendmeno térmico.

Segundo Campos (2005), ao analisar amostras puras, 0 pico € muito
estreito, indicando que todas as espécies cristalizardo em uma faixa estreita de
temperatura. Este comportamento ocorre de forma diferente para sistemas
complexos, tais como 6leo comestivel, onde ha formagdo de cristais mistos,
resultando em um pico mais largo, decorrente dos diferentes tipos de lipidios,

propiciando em temperaturas de cristalizacao e fusao distintas.
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3.1.7.6. Microscopia sob luz polarizada

A microscopia de luz polarizada é o método mais conhecido para
visualizar a microestrutura da rede cristalina de gorduras. Esta técnica fornece
imagens nitidas da rede cristalina e o preparo das amostras é relativamente simples.

A Microscopia Sob Luz Polarizada distingue as fases sélida e liquida da
gordura, que refletem a luz sob diferentes formas. A fase liquida da rede cristalina é
isotropica e apresenta as mesmas propriedades Opticas em todas as direcoes,
apresentando-se escura sob a luz polarizada. A fase anisotrépica € a sélida e mostra
uma orientacdo molecular definida e propriedades O6pticas que variam com a
orientacdo da Iluz incidente, sendo brilhante sob a luz polarizada. Este
comportamento anisotrépico € conhecido como birrefringéncia (CAMPOS, 2005).

A andlise qualitativa pode ser realizada a partir da avaliacdo visual das
diferencas entre as imagens obtidas, classificando os cristais de acordo com a
morfologia e o tamanho. Para analise quantitativa sdo usados parametros
numeéricos, entre eles o numero total de cristais, o didmetro médio dos cristais e a
area cristalizada, que corresponde a razao entre a soma das areas dos cristais e a
area total da imagem (CAMPQOS, 2005; GAMBOA; GIOIELLI, 2006).

3.1.7.7. Difracao de raios-X

Difracao de raios-X € utilizada para identificar polimorfismo em cristais,
através da determinacdo das dimensdes da unidade cristalina e sub-células,
auxiliando no planejamento da aplicagdo da gordura. O principio deste método
consiste na excitacdo de um anodo feito de um mineral, como cobre para a emissao
de raios-X que sao difratados pela estrutura cristalina em um determinado angulo
formado pelos planos dos atomos nesta estrutura. O angulo depende da estrutura
cristalina da amostra e o0 conjunto de picos que aparecem em uma fungao
difratograma de raios-X como uma impressao digital analisada dos materiais, isto é,
cada estrutura cristalina exibe um arranjo Unico dos picos do difratograma
(GIOIELLI; SIMOES; RODRIGUES, 2003).

A leitura de um difratbmetro é feita por meio de um grafico que fornece o
registro das contagens por segundo (proporcional a intensidade difratada) versus a

difracdo do angulo 20 (feixe transmitido). Devido as diferentes configuragdes
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geométricas, os polimorfos difratam em diferentes angulos, short spacings (SS) ou
long spacings (LS). Os padrbées de difragdo correspondentes aos short spacings
(SS) das subcélulas identificam formas polimérficas em ordem crescente de
estabilidade a, B', e . O LS e 0 SS sado observados em angulos de 1° a 15° e de 16°
a 25° respectivamente, no sistema 26, em relagao a posi¢ao do detector de raios-X e
a sua direcao de incidéncia (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002). A partir dos picos
caracteristicos pode-se identificar a forma polimérfica (TIMMS, 1984): forma a: um
pico (ou SS) em 4.15 A; forma B’: dois picos em 3.8 e 4.2 A; forma B: um pico
intenso em 4.6 A que pode ser acompanhado de varios outros picos menores.
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Comparacao entre Interesterificacido Enzimatica e Quimica de Oleo de Girassol
Alto Oléico e Oleo de Soja Totalmente Hidrogenado

RESUMO

Lipidios estruturados (LE) foram preparados por interesterificacdo enzimatica (IE) e
quimica (IQ) do 6leo de girassol alto oléico (OGAQO) e 6leo de soja totalmente
hidrogenado (OSTH) na propor¢do em massa de 50:50 (m/m). A IE foi catalisada
pela lipase imobilizada Lipozyme TL IM (Thermomyces lanuginosus) isenta de
solventes organicos, na dosagem de 7% a 70°C por 9 h e coletadas amostras para
analise a 3h, 6h e 9h de reacdo. A mistura original e os produtos obtidos das
reagdes quimica e enzimatica foram avaliados quanto a composicdo em &cidos
graxos (AG), triacilglicerdlica, teor de gordura sélida (CGS), ponto de fusao, analise
térmica (DSC) e distribuicAdo regioespecifica dos acidos graxos. A IE e 1Q
proporcionaram consideravel rearranjo das classes de triacilglicerois (TAG),
apresentaram menor teor de TAG trissaturados e triinsaturados e aumentaram os
TAG monoinsaturados e diinsaturados em relagdo a mistura original. Os LE obtidos
por IE reduziram CGS com um derretimento linear, bem como mostraram ampla
faixa de fusdo por DSC, diminuindo o ponto de fusdo. O monitoramento da reacao
demonstrou que houve menor migragéo acil na IE com 3 h de reacdo, sendo que no
tempo maximo de reacdo, os resultados foram similares entre as técnicas. Os LE
obtidos por meio da IE podem ter amplas aplicacbes em gorduras especiais para
produtos de confeitaria e padaria, bem como de uso geral para margarina e

gorduras.

Palavras-chave: Oleo de girassol alto oléico; Lipidios estruturados; Interesterificacio;

Lipases; Migracao acil.

Siglas: MI, mistura; 1Q, interesterificagdo quimica; DAG, diacilgliceréis; DSC, calorimetria
exploratéria diferencial; IE, interesterificacdo enzimatica; AG, acido graxo; AGL, acidos
graxos livres; OSTH, dleo de soja totalmente hidrogenado; OGAQO, éleo de girassol alto
oléico; MAG, monoacilgliceréis; RMN, ressonancia magnética nuclear; AGS, acidos graxos
saturados; AGI, acidos graxos insaturados; CGS, conteudo de gordura sélida; LE, lipidios
estruturados; S, trissaturados; S,U, dissaturados-monoinsaturados; U,S, diinsaturados-
monossaturados; Us, triinsaturado; TAG, triacilglicerdis;
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1. Introducao

Lipidios estruturados (LE) sao triacilglicerdis modificados, obtidos por
meio de interesterificagdo quimica ou enzimatica, com a finalidade de alterar a
composicao em acidos graxos e/ou sua distribuicdo posicional na molécula de
glicerol, que por sua vez, influenciam no polimorfismo e microestrutura da gordura
[1]. A estrutura molecular dos TAG influencia o seu destino metabdlico no
organismo, bem como as suas caracteristicas fisicas (pontos de fusédo e perfil de
sélidos). Portanto, ao desenvolver um LE com estrutura quimica definida, € possivel
controlar o comportamento dos TAG, melhorando o efeito nutricional [2]. A reacéo de
interesterificacdo € uma excelente alternativa para produgdo de gorduras com
caracteristicas funcionais e propriedades fisicas desejadas para fabricacdo de
alimentos [3-4].

O OGAO apresenta alta concentracao de acidos graxos monoinsaturados
(C18:1), com excelente estabilidade a oxidacdo e baixo teor de acidos graxos
saturados com aplicagéo ideal para fritura industrial, massas de biscoitos e misturas
de gorduras [5]. O OSTH ¢ utilizado como “esqueleto” para producédo de gorduras
interesterificadas, sendo livre de acidos graxos trans, rico em acido estearico
(C18:0), com a adicional vantagem de facil fornecimento e custo relativamente baixo
do processo de hidrogenacao total [6]. Apesar do alto teor de acido graxo saturado
(C18:0), nédo apresenta nenhum efeito adverso sobre o risco de doenca
cardiovascular [7].

A 1Q é geralmente um processo aleatério e produz randomizacgéo
posicional dos grupos acil nos TAG. A interesterificacdo catalisada por lipase é uma
das alternativas tecnoldgicas de substituicio do processo convencional de
hidrogenacdo para reduzir ou eliminar os acidos graxos frans em gorduras
industriais.

Os LE sintetizados por métodos enzimaticos, que utilizam uma lipase
especifica 1,3 apresentam vantagem em relacdo a catalise quimica, tais como
seletividade, regioespecificidade dos acidos graxos, facilidade de recuperagédo do
produto, reagcdo em condicdes mais brandas, diminuicdo do dano térmico aos
lipidios obtidos e controle sobre o processo [8-12]. Esta seletividade depende do tipo
de enzima utilizada, forma de imobilizacdo e as condicbes de reagdo. Um estudo

mostrou que a IE de misturas de 6leo de semente de camélia, estearina de palma e
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6leo de coco, utilizando Lipozyme TL IM pode ser uma alternativa para produzir
gorduras plasticas com aplicagdo comercial em formulagdes de margarinas [13].
Pande e Akoh [14] estudaram a obtencgéo de lipidios estruturados livres de acidos
graxos trans por |IE para produ¢do em margarinas, entre o 6leo de soja com alto teor
de acido estearico e estearina de palma. Yazdi & Alemzadeh [15] pesquisaram
misturas de O6leos de palma e girassol em reacdo I|E, utilizando uma lipase
imobilizada 1,3-especifica. A condicao ideal foi obtida a 64°C, dosagem de 8.9% de
enzima e o tempo 3h de reacdo. Pesquisadores estudaram em um planejamento
fatorial fracionario, os efeitos de determinados parametros reacionais (concentracao
de enzima, teor de umidade, tempo de reacao, razao substrato, temperatura, e nivel
de agitagdo) durante a IE entre os dleos de soja e soja totalmente hidrogenada,
utilizando dois tipos de enzimas imobilizadas (Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM)
[16]. OGAO foi modificado por acidélise enzimatica com uma mistura de acidos
graxos para obter um LE equivalente de manteiga de cacau [17].

As reacgdes catalisadas por lipase ocorrem em duas etapas, a hidrélise e a
esterificacdo / interesterificacdo, e os diacilgliceréis (DAG) produzidos na primeira
etapa sao os reagentes na segunda etapa. A quantidade de DAG afeta o rendimento
da reacdo e causa a migracdo acil ou a formacdao de subprodutos, e, como
consequéncia, diminui o rendimento e pureza dos LE [18-19]. Recomenda-se
controlar a quantidade de agua para manter a integridade da enzima e aumentar a
taxa de conversao da esterificacao, diminuindo a hidrolise [3].

No presente estudo foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas dos
LE obtidos a partir da interesterificacdo enzimatica catalisada por lipase especifica
sn-1,3 de mistura binaria do 6éleo de girassol alto oléico e éleo de soja totalmente
hidrogenado na proporcdo de 50:50. A duracdo da reagédo foi de 9 horas com
monitoramento das propriedades fisico-quimicas, composicdo de TAG, classe
lipidicas, conteudo de gordura sélida (CGS), calorimetria diferencial de varredura
(DSC) e migragao acil a cada 3 horas. A 1Q foi realizada como controle. Os LE
obtidos com diferentes propriedades funcionais especificas e tempo controlado de
reacdo podem apresentar uma melhor resposta na aplicacdo em uma ampla
variedade de alimentos, como produtos de confeitaria, estabilizadores de estruturas

cristalinas, aditivos em margarinas, entre outras finalidades.
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2. Material e métodos
2.1. Material

Oleo de girassol alto oléico (OGAO) foi fornecido, apds etapa de
desodorizagao, pronto para consumo pela empresa Dow AgroSciences — distribuido
pela Empresa Quantiq Ltda (Sdo Paulo, Brasil) e Oleo de soja totalmente
hidrogenado (OSTH) foi fornecido pronto para uso industrial pela Empresa Triangulo
Alimentos S.A. (Itapolis, Sdo Paulo, Brasil). A enzima imobilizada Lipozyme TL IM
(lipase Thermomyces lanuginosus, sn-1,3 especifica, atividade especifica de 329
IUN / g: IUN = unidade de interesterificacdo) foi doada pela Empresa Novozymes do
Brasil Ltda (Araucaria — Brasil) e o catalisador quimico metoxido de sddio em pé
anidro a 99% adquirido de Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, USA.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparagao da mistura (Ml)

Foram preparadas duas amostras de 100g da mistura de 6leo de girassol
alto oléico (OGAQO) e dleo de soja totalmente hidrogenado (OSTH) fundido na
proporcéo de 50:50 (p/p). A mistura foi mantida a 80°C durante 30 min sob agitacao
magnética para destruir a memdéria cristalina. As amostras obtidas foram

armazenadas em frascos de vidro e estocadas a temperatura de -5°C.
2.2.2. Condicionamento da enzima

Em escala laboratorial, primeiramente foi realizado o condicionamento da
lipase sn-1,3 especifica (Lipozyme TL IM) para remocdo de ar e umidade. A
Lipozyme TL IM apresenta um teor de agua de 5% (p/p), sendo indicado pelo
fabricante (Novozymes) reduzir esta umidade antes de realizar os experimentos para
diminuir o teor de acidos graxos livres (AGL) e mono e diacilglicer6is (MAG e DAG)
por hidrélise da gordura. Foram adicionadas 100 g da mistura binaria (item 2.2.1) em
um baldo de fundo redondo de 250 mL e, em seguida, aqueceu-se a referida

amostra em um banho de 6leo mineral a 70°C. Quando a mistura atingiu a
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temperatura de 70°C foi adicionado 7% (p/p) de enzima e iniciada a agitacado
magneética a 300 rpm sob atmosfera de nitrogénio, durante 30 min. Foi observada a
eliminacdo do ar, até que nao existissem mais bolhas saindo pelos granulos. A
agitacao foi desligada, esperando a decantagdo da enzima e a mistura do 6leo foi
retirada com uma pipeta pela parte superior. A enzima condicionada foi utilizada
imediatamente no item 2.2.3.

2.2.3. Interesterificacao enzimatica (IE)

100g da mistura binaria produzida no item 2.2.1. foi adicionada no baldo
de fundo chato contendo 7% (m/m) da enzima condicionada (2.2.2.) e aquecida em
um banho de 6leo mineral a 70°C com agitacdo magnética de 300 rpm sob
atmosfera de nitrogénio. O periodo total de reagao foi de 9h e coletadas amostras de
30g em tubos com tampa a cada 3h para analises, mantendo a agitacdo. Foi
passado nitrogénio puro na mistura, fechou-se o tubo de vidro submetendo-o
durante 10 min, a um banho de agua a 95°C para inativacdo da enzima. Foi
determinado o teor de AGL pelo método AOCS Ca 5a-40 [20] e calculado como
acido oleico (% em peso). Para a remocao dos AGL, a amostra foi filirada dentro de
um funil de separacao de parede dupla com banho de agua aquecida para evitar a
solidificagdo da mistura. Foram adicionadas 5 gotas de solugéo de fenolftaleina e em
seguida uma solucao de NaOH 0,2M, quantidade pré-determinada na analise de
acidos graxos livres. A mistura interesterificada foi lavada com agua quente (50-
60°C), até desaparecer a coloracao résea, e em seguida, foi filtrada em papel de
filtro contendo sulfato de sbédio anidro para remocao da umidade e particulas de
biocatalisador. Os produtos foram secos sob vacuo a 110°C durante 30 min. As
amostras obtidas foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a
temperatura de -5°C.

2.2.4. Interesterificacdo quimica (1Q)

As reagdes de interesterificacdo quimica foram realizadas para as
mesmas propor¢cdes de OGAO e do OSTH da catdlise enzimatica. Em escala
laboratorial, 100g de cada mistura, sob agitacdo magnética, foi interesterificada na

presenca de 0,4% (m/m) de metdxido de sédio a temperatura de 100°C. O tempo de
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reacao foi de 20 min, sob vacuo, de acordo com a otimizacao realizada por Grimaldi,
Goncgalves e Ando [21]. Para interromper a reacdo foram adicionados 3 mL de
solucdo de acido citrico 5% (59/100mL). As amostras interesterificadas foram
lavadas com agua destilada (80°C). Para reter a umidade dos produtos foi
adicionado sulfato de sodio anidro no papel de filiro e, em seguida, os mesmos
foram filtrados sob vacuo e secos a 110°C por 30 min. As amostras obtidas foram

armazenadas em frascos de vidro e estocadas a temperatura de -5°C.

2.2.5 Composicdo em acidos graxos (AG)

Método AOCS Ce 1f-96 [20]. Os ésteres metilicos dos acidos graxos
foram preparados de acordo com o método de Hartman e Lago [22]. As condicdes
de operacdo do cromatografo foram: Cromatografo Gasoso Capilar CGC Agilent
6850 Series GC System, coluna capilar DB-23 Agilent (50% cianopropil-
metilpolisiloxano), dimensdes: 60m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e
0,25 um. Condi¢cdes de analise: temperatura do forno: 110°C- 215°C (5°C/min),
215°C - 24min; temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; gas
de arraste: hélio; razao split 1:50; volume injetado: 1,0 uL. A composicao qualitativa
foi determinada por comparacéo do tempo de reteng¢ao dos picos com 0s respectivos
padrbées de acidos graxos. As andlises foram realizadas em duplicata e cada
resultado foi expresso como a média das duas determinacdes.

2.2.6. Composicdo em triacilglicerois (TAG)

A composigéo triacilglicerdlica foi obtida segundo método AOCS
Ce 5-86 [20], em cromatdgrafo fase gasosa (CGC Agilent 6850 Series GC System).
Coluna capilar DB-17HT (Agilent Catalog 122-1811 - 50%-fenilmetilpolisiloxano),
15m de comprimento, 0,25mm de diametro interno, 0,15 um de filme. Condicbes de
andlise: injecao split, razéo de 1:100; temperatura da coluna: 250°C, programada até
350°C a razdo de 5°C/min; gas de arraste: hélio, em vazdo de 1,0 mL/min;
temperatura do injetor: 360°C; temperatura do detector: 375°C; volume
injetado: 1,0 pL; concentracdo da amostra: 10 mg/mL de tetrahidrofurano. A
identificagdo dos grupos de TAG foi realizada mediante comparagéo dos tempos de

retengdo segundo os procedimentos de Antoniosi Filho, Mendes e Langas [23]. As
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analises foram realizadas em duplicata e cada resultado foi expresso como a média

das duas determinagoes.

2.2.7. Rendimento de interesterificacao (Rl, %)

O rendimento de interesterificacao (RIl) foi definido de acordo com a
Eqg. (1) [24]:

Onde: TAG= concentracao (g/1009) dos triacilgliceréis cuja concentracado aumentou
durante a reacdo; TAGp= concentracdo (g/100g) dos triacilgliceréis cuja
concentration diminuiu durante a reacdo. Os indices “t” and (0) representam a
concentragdo de TAG em um tempo qualquer de reacdo e na mistura inicial,

respectivamente.
2.2.8. Classes de lipidios

A determinacdo da classe de lipidios (TAG, DAG, MAG e AGL) foi
realizada por cromatografia de alta performance em um instrumento Perkin Elmer
series 250 (Waltham, MA, USA), equipado com um Sicon Analytic detector de indice
de refragdo (Hitachi High Tecnologias América, Schaumburg, IL, EUA), e duas
colunas (500 A , 300 x 7,8 mm e 100 A ,300 x 7,8 mm) (Jordi Gel DVB, Apple Valley,
MN, EUA). Condicbes de analises: as amostras foram diluidas na proporcdo de
1:100 (v/v) em tetrahidrofurano; fase movel: tetrahidrofurano (grau HPLC);
fluxo: 1 mL/min; volume injetado: 20.0 pL [28]. As analises foram realizadas em
triplicata.

2.2.9. Conteudo de gordura sdlida (CGS) e ponto de fusdo (PF)

CGS foi determinado utilizando espectrometria de ressonancia nuclear
magnética com equipamento Bruker Minispec pc 120 (Silberstreifen, Rheinstetten,
Alemanha) e com auxilio de banhos secos de alta precisdo (0 — 70°C) Tcon 2000
(Duratech, Carmel, IN, EUA). O método utilizado foi AOCS Cd 16b-93 [20]: método
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direto, com leitura das amostras em série, nas temperaturas de 10, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60 e 65°C, com temperagem para gorduras nao estabilizadas. As
analises foram realizadas em triplicata e cada resultado foi expresso como a média
das trés determinagdes.

O ponto de fusao foi calculado pela temperatura correspondente ao CGS
obtido pela curva de RMN [26-28]. As analises foram realizadas em triplicata.

2.2.10. Andlise térmica

Perfis de fusdo das amostras foram determinados em calorimetro diferencial de
varredura (Differential Scanning Calorimeters — DSC) modelo Q2000 (TA
Instruments) conforme o método AOCS Cj 1-94 [20]. As condi¢des de andlise foram:
8-12 mg das amostras foram pesadas em recipientes de aluminio (40uL) e seladas.
A calibracao foi realizada com indio (PF=156,5°C, AHf=28,45J/g). As amostras
foram aquecidas a 80°C a 10°C/ min e mantidas durante 10 min. As amostras foram,
em seguida, resfriadas para -60°C a 10°C/ min e mantidas durante 30 min e
finalmente aqueceu-se a 80°C a 5°C / min. Os termogramas obtidos foram
normalizados com base na massa das amostras. Através do software do
equipamento, foram determinadas: temperatura onset de fusdo (Tof), temperatura de
pico de fuséo (Tpf), entalpias de fusao (AHf) e temperaturas finais de fusao (Tff). As

andlises foram realizadas em duplicata.
2.2.11. Distribuicédo regioespecifica

Aproximadamente 150 mg das amostras foram liquefeitas por
aquecimento com ar quente e, imediatamente, dissolvidas em cloroférmio deuterado
(500 pL, CDCIs) e desoxigenado por fluxo de nitrogénio com tetrametilsilano
(1%,TMS) como referéncia de deslocamento quimico. As misturas foram mantidas
em ultrassom a 60°C até obtencdo de solu¢cées homogéneas e transferidas para
tubos de RMN de 5 mm. Espectros quantitativos de RMN 3C foram adquiridos sem
giro a 30°C utilizando o sistema de automacdo ICON NMR (Bruker Biospin,
Rheinstetten, Germany) com um espectrometro Bruker Avance-lll (500 MHz)
operando a 125.69 MHz para o '*C, equipado com uma sonda Broadband Observe

(BBO) de 5-mm. Foram utilizados os seguintes parametros experimentais: 'C pulso
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de excitagao 90 ° para 10 ps, varredura de largura de 238 ppm, tempo de repeticao
de 25 s (tempo de aquisicdo 10 s + atraso de relaxamento de 15 s), numero de
exames 128 e ganho do receptor ajustado automaticamente. O tempo experimental
foi de 55 min. No espectro de RMN de ®C foi possivel diferenciar acidos graxos
insaturados (AGl) (170,88 ppm) e &cidos graxos saturados (AGS) (170,91 ppm)
esterificados na posicao sn-2 do TAG, e AGI (171,29 ppm) e AGS (171,32 ppm)
esterificados nas posicées sn-1,3 do TAG. O assinalamento dos AGI e AGS foi
realizado com base no efeito indutivo da dupla ligagdo sobre o grupo carbonila [29].
Todas as amostras foram preparadas e analisadas em duplicata e cada resultado foi
expresso como a média das duas determinagdes.

2.2.12. Andlise estatistica

Os dados obtidos pelas analises de classes de lipidios e ponto de fusao
foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) com o sistema de software
STATISTICA versao 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). Testes de Tukey foram
aplicados para comparacdes estatisticas dos meios, com nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

3. Resultados e discussao

3.1. Composicdo em acidos graxos

As composicées em AG das matérias primas e mistura (Ml) OGAO:OSTH

(50:50) sao apresentadas na Tabela 1. O principal AG do OGAO foi o acido oléico

(87,4%) e o valor total de AGlI foi de 93,1%. Valores semelhantes para esta matéria
prima foram encontrados nos estudos de Segura et al. [30].
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Tabela 1
Composicao em acidos graxos (%) das matérias primas e mistura (Ml) OGAO:OSTH (50:50).

Acidos Graxos OGAO OSTH OGAQO/OSTH (50:50)
C14:0 (miristico) ND 0,1 ND
C16:0 (palmitico) 3,7 11,5 8,0
C18:0 (estearico) 3,2 86,6 45,3
C18:1 (oléico) 87,4 0,1 43,5
C18:2 (linoleico) 5,8 0,2 3,0
C20:0 (araquidico) ND 0,8 ND
C22:0 (behénico) ND 0,5 0.2
C24:0 (lignocérico) ND 0,2 ND
¥ Saturados 6,9 99,7 53,5
X Insaturados 93,1 0,3 46,5

OGAO: dleo de girassol alto oléico; OSTH: éleo de soja totalmente hidrogenado.

No OSTH, o AG predominante foi 0 4cido estearico (86,6%), seguido pelo
acido palmitico (11,5%), ambos acidos graxos de cadeia longas e saturadas, que
compbem 99,7% de sua estrutura. Li et al. em seu estudo para OSTH encontraram
82,6% de &cido estearico e 13,5% de acido palmitico [31]. A interesterificacdo é um
processo catalitico que néo altera a composicao dos acidos graxos das matérias
primas iniciais, envolve somente o rearranjo dos grupos acil nos TAG formados [32].

3.2. Composigcao em Triacilglicerdis

Cada gordura apresenta uma relagao direta entre a composicao dos TAG
e as propriedades fisicas exibidas [33]. A Tabela 2 apresenta os resultados para a
composicao em TAG das misturas e as amostras apds as reacdes de IQ e IE na
proporcéo 50:50. Para 0 OGAO os TAG predominantes sdo OOO (80,4%), seguidos
por POO/OPO (11,2%), OOL/OLO (5,8%) e OLL (2,1%), enquanto que para OSTH o
TAG majoritario foi StStSt (65,1%), seguidos por PStSt/StPSt (30,9%) e PPSt/PStP
(4,0%). No caso da mistura, os TAG em maior concentracdo foram OOO (40,4%) e
StStSt (32,5%), seguidos por PStSt/StPSt (15,5%). Observou-se que apods as
reacdes de interesterificacdo quimica e enzimatica houve uma mudanca significativa

nas composicoes de TAG quando comparandas a mistura. Novos TAG foram
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formados como StStO/StOSt, StOO/StOSt, PStO/POSt e PPO/POP. Foi observado
um aumento substancial nos StOO/OSO e StStO/StOSt, enquanto que OOO e
StStSt apresentaram uma redugdo significativa. Na IE houve um aumento do
contetdo de StStO/StOSt de 21,6 a 31,2% e StOO/OStO de 20,0 a 24,9% ao longo

das 9h de reacéo.

Tabela 2
Composicdo em triacilgliceréis (%) e por nimero de carbono (NC) das matérias primas, mistura (M)
OGAO:OSTH (50:50), apds interesterificagoes quimica (IQ) e enzimatica (IE) com 3, 6, e 9 horas de reagao.

TAG TAG OGAO  OSTH OGAO/OSTH (50:50)
NG MI IQ IE3H IE6H IE 9H
50  PPSUPSIP ND 4,0 2.0 16 10 1,0 15
PPO/POP 0.5 ND ND 0,3 0,9 1,0 1,0
52  PSISUStPSt  ND 30,9 15,5 7,2 5,2 4.9 6,7
PJ/FOSY D ND ND 5.4 9.5 9,4 9,0
POO/OPO 11,2 ND 5,6 45 43 3,9 3,6
54 StStSt ND 65,1 325 10,9 18,2 19,6 12,8
SIStO/StOSt  ND ND ND 315 216 270 312
St00/0st0  ND ND ND 274 249 206 200
000 80,4 ND 40,4 9,2 10,6 9,0 10,5
OOL/OLO 5,8 ND 2.9 2,0 2.8 26 2.4
oLLLOL 2.1 ND 11 ND 1,0 1,0 13

P: acido palmitico; St: 4cido estedrico; O: &cido oléico; L: acido linoléico; OGAO: bleo de girassol alto oléico; OSTH: 6leo de

soja totalmente hidrogenado.

Ahmadi et al. [34] estudaram as 1Q e IE em diferentes proporgées do
OGAO e 0leo de canola totalmente hidrogenado. Os resultados encontrados
mostram que os conteudos de StStSt e OOO diminuiram e os conteddos de
StStO/StOSt e StOO/OStO aumentaram significativamente em relagéo as misturas.
Uma forma mais facil de interpretar a composicdo de TAG da Tabela 2 foi
demonstra-la pelos quatro tipos de TAG obtidos (Tabela 3): Ss (trissaturado), Sl
(dissaturados-monoinsaturados), S  (diinsaturados-monosaturados) e I3

(triinsaturados).
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Tabela 3

Triacilglicerois trissaturados (Ss), dissaturados-monoinsaturados (Szl), di-insaturados-monossaturados (I2S) e tri-
insaturados (Is) (g/100g) da mistura (MI) OGAO:OSTH (50:50), apds interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica
(IE) com 3, 6, e 9 horas de reagao.

TAG OGAO OSTH Mi 1Q IE 3H IE 6H IE 9H
S; ND 100,0 50,0 19,7 24,4 25,5 21,0
Sal 0,5 ND ND 37,2 32,0 37,4 41,2
1S 11,2 ND 8,5 31,9 29,2 24,5 23,6
I3 88,3 ND 41,5 11,2 14,4 12,6 14,2

OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OSTH: 6leo de soja totalmente hidrogenado; ND: ndo detectado.

A 1Q e |IE diminuiu a quantidade de S3 e I3, aumentando a quantidade de Szl e
1oS. Na catélise enzimatica o conteudo de S3 foi maior ao da catélise quimica. Houve
um aumento gradativo do Szl e uma diminui¢cdo do oS durante o periodo de reacao
de IE. Para avaliar o desempenho catalitico da enzima imobilizada na troca dos
acidos graxos entre as moléculas de TAG, o rendimento da interesterificacao (R1%)
foi calculado de acordo com Eq. (1) (pag. 45). O rendimento de interesterificacdo
(RI) variou de 56,9% a 3h de reacéo, 58,0% a 6h e 61,2% a 9h.

3.3. Classes de lipidios

Durante a reacdo de interesterificacdo houve formacdo de acilglicerois
parciais tais como DAG e MAG. A producdo de acilglicerdis parciais, devido a
migracao acil é afetada pela temperatura, tempo, quantidade de enzima, razdo de
substrato e conteudo de agua [8]. Na reacdo de IE os valores de DAG (8,3 -13,5%)
foram maiores (p< 0,05) que na reacao 1Q (5,1%), aumentando com o tempo de
reacao (Tabela 4). Lee et al. [35] sintetizaram por IE uma frac&o rica em tripalmitina
da estearina de palma com oleato de etila e obtiveram resultados de 9.1% de DAG e
1,6% de MAG. De acordo com Domingues et al. [36], o catalisador de metdxido de
sodio utilizado industrialmente nas quantidades entre 0,1 e 0,4% pode produzir
valores maiores que 9% destes lipidos minoritarios. Masuchi et al. [37] e Guedes et
al. [38] avaliaram a interesterificagdo quimica de diferentes materiais lipidicos com

0,4% de metdxido de sbédio e os resultados dos niveis de DAG foram de 4,8 - 9,6%



51

Tabela 4

Composicao de acilgliceréis (%), triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG) e monoacilglicerol (MAG) e &cidos
graxos livres (AGL) da mistura (Ml) OGAO:OSTH (50:50) , ap6s a interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica
(IE) com 3, 6, e 9 horas de reagao.

TAG DAG MAG + AGL
50:50 MI 99,6 + 0,1 0,00 0,4 +0,1°
50:50 1Q 93,8 +0,1° 51 +0,3% 1,1+£0,2°
50:50 IE3H 91,3+ 0,9 8,3+1,0° 0,4+ 0,12
50:50 IE6H 90,5 + 0,4° 9,2+0,1° 0,3+0,0°
50:50 IE9H 81,7 + 0,6° 13,5+ 0,4° 4,8+0,1°

OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OSTH: dleo de soja totalmente hidrogenado. Letras iguais na mesma coluna indicam que

nao existem diferencas significativas entre as médias avaliadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

Pesquisadores revisaram varias publicacdes sobre a cristalizacdo de
gorduras e a influencia de componentes minoritarios e aditivos [39]. Foi descrito que
a quantidade de DAG, MAG e AGL nas gorduras pode variar e influenciar na sua
cristalizacao. O efeito dos compostos minoritarios da nucleacao ao crescimento do
cristal e o comportamento na fase polimérfica depende da similaridade entre a

gordura e dos préprios componentes minoritarios.

3.4. Conteudo de gordura sdlida e ponto de fuséao

O CGS da mistura original e dos produtos interesterificados €
apresentado na Fig.1. O aumento da plasticidade nas gorduras dos produtos
interesterificados, deve-se ao alto teor de Sal e 1,S [40]. Houve fusdo completa da
mistura, das gorduras interesterificadas via catalise quimica e enzimatica na faixa de
60°C a 65°C e o conteudo de gordura sdélida a 25°C foi acima de 25,0%. A
interesterificagdo resultou numa diminuicao acentuada do CGS a partir de 30°C em
relacdo a mistura. A 35°C, o CGS da mistura foi de 42,0%. Apds a reagao, 0s
valores correspondentes foram de 31,7% para quimica e 26,1%, 25,6% e 24,8%
para enzimatica nos tempos de 3, 6 e 9 h, respectivamente. Este efeito esta
associado com uma reducao nos Sz e um aumento simultdneo nas porcentagens de
Sal e 1,S (Tabela 3), que refletem nas curvas de soélidos [41]. Comparando o CGS da
gordura interesterificada enzimética a 3, 6 e 9 h houve uma diminuicdo de 48,4%
para 45,7% a 25°C e a fusao completa a 60°C. Estas gorduras interesterificadas sao
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apropriadas para serem utilizadas em produtos que necessitem de estrutura ou sao

produtos de partida indicados como base para gorduras industriais.

70,0

OMI EIQ OIE3H EHIE6H EIESH

10,0

0,0
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Temperatura (°C)

Fig.1. Contelido de gordura sélida (%) da mistura OGAO:OSTH (50:50) (MI), interesterificagdo quimica (IQ) e
enzimatica (IE) com 3H, 6H e 9H de reagado. OGAOQ: 6leo de girassol alto oléico; OSTH: éleo de soja totalmente

hidrogenado.

Portanto, o ponto de fusdo das gorduras interesterificadas (Tabela 5)
muda em relagdo a sua mistura original (63,5°C), diminuindo apos a reagdo. Nas
gorduras obtidas por IE, a temperatura de fusdo foi menor (53-52°C) (p< 0,5) com
relagdo a catélise quimica (55°C) e nao apresentou diferenga significativa (p> 0,5)
entre as temperaturas de fusdo no periodo monitorado da reacao enzimatica. Assim,
as caracteristicas que interferem no ponto de fuséo e, portanto, na propriedade fisica
da gordura sdo o tamanho da cadeia do AG, insaturacéo e a distribuicdo especifica
dos AG em cada posicao do TAG. Valores altos de ponto de fusdo indicam que
estas gorduras sdo de uso especifico para gorduras ou blends que fornecem
estrutura a um sistema de gorduras, sendo entdo considerada uma hardstock, ou
hardfat.
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Tabela 5

Ponto de fusdo (°C) das amostras da mistura (MI) OGAO:OSTH (50:50), interesterificacdo quimica (I1Q) e
enzimatica (IE) com 3, 6 e 9 horas de reagao.

MI Q IE3H IE6H IE9H

Ponto de fuséo (°C) 63,5+ 0,5° 5540,5 5340,5° 5340,5° 5240,5°

OGAO: éleo de girassol alto oléico; OSTH: 6leo de soja totalmente hidrogenado. Mesmas letras para as mesmas colunas

indicam que nao existem diferencas significativas entre as médias avaliadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

3.5. Anadlise térmica

Existe uma relacdo direta entre a composicdo dos TAGs e o0 seu
comportamento de fusdo. As curvas de fusdo da mistura e dos produtos
interesterificados sdo mostradas na Fig. 2. A mistura apresentou 2 picos de fusao, o
primeiro (A) relacionado aos TAG insaturados de menor ponto de fuséo (-0,4°C)
correspondente ao OGAO e o segundo (B) mais acentuado aos TAG saturados de
maior ponto de fusdo do OSTH (64°C). Apbs a interesterificagdo foi observada
alteracao nos eventos de fusdo com formagdao de novos compostos (S:U e U.S)
(Tabela 2). A 1Q apresentou 3 picos de fusdo, onde o pico C sdo TAG de maior
ponto de fusdo (56°C), seguidos do pico D de TAG de ponto de fusdo intermediario
com uma faixa extensa de fusdo (34-52°C) e pico E de TAG de menor ponto de
fusédo (20°C). A IE apresentou somente 2 picos de fusdo (D e E), demonstrando ser
uma reacgao seletiva comparada a Q. Durante o periodo de reacao enzimatica de 3h
a 9h houve uma reducdo dos TAG de maior ponto de fusdo, estreitando a faixa de
fus&o do pico D.
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Fig.2. Evento térmico de fusdo da mistura (Ml) OGAO:OSTH (50:50) (5), ap6s interesterificacdo quimica (IQ) (4)
e apos enzimatica (IE) com 3h (1), 6h (2), 9h (3) de reagdo. OGAOQ: 6leo de girassol alto oléico; OSTH: 6leo de
soja totalmente hidrogenado.

A reacéo de interesterificacdo enzimatica de éleo de palma e fragdes com
Lipozyme TL IM foram monitoradas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)
por Danthine et al. [42]. Os resultados deste estudo descrevem como DSC pode ser
utilizado para monitorar quantitativamente a interesterificacdo enzimatica.
Complementar ao método comum, utilizando dados do conteudo de gordura sdlida,
a vantagem do DSC é apresentar maior sensibilidade na aquisicdo de dados e

avaliando pequenas modificacdes na composicao.
3.6. Distribuicao regioespecifica

Os AGS e AGI estao distribuidos nos TAG e a distribuicdo
regioespecifica confere efeitos nutricionais e funcionalidade a gordura. E comum
entre Oleos e gorduras vegetais naturais os AGS predominarem nas posi¢oes sn-1,3.
A Fig. 3 apresenta a distribuicdo de AGS e AGI (%) nas posicdes sn-2 e sn-1,3 dos
TAG na mistura e nos LE obtidos por 1Q e IE, analisados por RMN '3C. Na mistura
as proporcoes de AGS e AGI sao semelhantes (50%). Na 1Q houve uma diminuicao
para 42,1% do AGIl e um aumento para 57,9% do AGS na posi¢cao sn-2, quando
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comparados aos resultados da mistura. Na IE os valores de AGI na posicao sn-2
diminuem em relacao ao tempo de reacdo, devido a migracao acil. No periodo de 9h
foi o menor teor de AGI de 41,5%, enquanto foi de 43,6% para 6h de reagdo. O
maior valor de AGI foi de 47,4% para o tempo de 3h da reacdo enzimatica. De
acordo com o estudo de Lee et al. [35] o minimo de migragédo acil foi obtido nas
condicbes da reacdo de 50°C, 3h e na proporcdo 5,5 molar do substrato por
interesterificacdo enzimatica de estearina de palma e oleato de etila. Na producao
de LE por aciddlise catalisada por lipase em dioxido de carbono supercritico também
foi reportado, que longos tempos de reacdo causam aumento de migracao acil [43].

M Insaturado Saturado

I z I 5 5 h = I I L

50,0%
52,6%
59,3% 57,9% 58,1% 57,8% 56,4% 58,3% 58,5% 60,1%

47,4%
41,9% 43,6% 41,7% 39,9%

Ml-sn2 Mil-snl,3 1Q-sn2 1Q-sn1,3 |IE 3H-sn2 IE 3H-snl1,3 IE 6H-sn2 IE 6H-snl1,3 I|E 9H-sn-2 IE 9H-snl1,3

Fig. 3. Distribuicao de acidos graxos (%) nas posicdes sn-2 e sn-1,3 dos TAG na mistura (MI) OGAO:OSTH
(50:50) apos interesterificagdes quimica (IQ) e enzimatica (IE) com 3h, 6h e 9h de reacdo. OGAO: 6leo de
girassol alto oléico; OSTH: 6leo de soja totalmente hidrogenado.

Uma predominancia de AGS nos LE por IE na posicdo sn-1,3 foi
observada, na faixa de 57,8% a 60,1%, enquanto os niveis de AGI foram de 39,9%
a 42,2%. Também foi observado que um maior tempo de reagcdo maior que 3 h,
resulta na migragcao de AGI a partir da posi¢ao sn-2 para a posic¢ao sn-1,3.

IE dos Oleos de girassol alto oléico e canola totalmente hidrogenado
foram estudados apés reacao a 68°C, com 5% lipase imobilizada sn-1,3 por 24h de

reacdo e comparados com |IQ. Os autores observaram que o valores de sn-2 eram
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iguais para ambas as reacOes e que possivelmente o longo tempo de reacgao
resultou em uma taxa alta de migracao acil, explicando a distribuicao aleatéria dos
AG [34].

4. Conclusao

Ambos o0s processos de interesterificagdo quimica e enzimatica
promoveram alteragdo dos produtos obtidos em relagdo as misturas, como
diminuicao do ponto de fusdo, reduziu o teor de sélidos em temperaturas elevadas, e
alteracao no comportamento térmico. O processo enzimatico no tempo de reacao de
3h apresentou como vantagem a seletividade na formagé&o de novos TAG, menor
migracdo acil em relacdo aos demais tempos, observado pelo monitoramento por
RMN *C e menores niveis de acilglicerdis parciais. Os LE obtidos através da IE
podem ter amplas aplicagdes em gorduras especiais para produtos de confeitaria e

padaria, e como proposito geral para margarina e gorduras.
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Interesterificacao enzimatica de 6leo de girassol alto oléico e 6leo de soja
totalmente hidrogenado: propriedades fisico-quimicas

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a interesterificagdo enzimatica (IE) de
misturas de Oleo de girassol alto oléico (OGAO) e o6leo de soja totalmente
hidrogenado (OSTH) nas proporcoes de 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p),
respectivamente. Foi utilizada a lipase imobilizada de Thermomyces lanuginosus
(Lipozyme TL IM) na dosagem de 7% a 70°C por 3h. As misturas originais e
interesterificadas foram avaliadas quanto a composicao triacilglicerdlica, conteudo
de gordura sélida, comportamento térmico, distribuicao regioespecifica, cinética de
cristalizacdo, microestrutura e polimorfismo. A interesterificagcdo proporcionou
diminuicdo na concentragao dos triacilgliceréis (TAG) trissaturados e trinsaturados e
aumento na proporgédo de mono e dissaturados. Os termogramas (eventos) de fusao
apresentaram ampla faixa de fusdo e houve diminuigdo no conteddo de gordura
sélida. O diametro médio dos cristais foi reduzido e alterada a morfologia dos lipidios
estruturados (LE). A variagdo da constante de Avrami (k) e do expoente (n) mostrou
que a interesterificacdo diminuiu a velocidade de cristalizagdo e modificou o
processo de cristalizagdo. As analises de difracdo de raios-X revelam que as
misturas interesterificadas apresentaram formas polimérficas e B. Os LE obtidos
através da IE podem ter amplas aplicacbes em gorduras especiais para produtos de

confeitaria e padaria, e como propésito geral para margarina e gorduras.

Palavras-chave: Interesterificacdo enzimatica; 6leo de girassol alto oléico;
cristalizacao; distribuicao regioespecifica; difracao de raio-X.
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1. Introducao

Os 6leos e gorduras sao muito importantes na dieta humana fornecendo
energia, acidos graxos essenciais, vitaminas, antioxidantes, etc. Nas ultimas
décadas ha uma preocupagdo em diminuir problemas de saude como obesidade,
diabetes, ataques cardiacos e outras doencas, consequentemente, uma maior
consciéncia para consumir produtos com menor teor de calorias (Lee, et al., 2015).

Alteragbes na estrutura do lipidio na composi¢céo dos acidos graxos e/ou
sua distribuicao na molécula de glicerol € uma realidade na industria alimenticia, por
meio da reacao de interesterificacdo quimica ou enzimatica. A sintese via catélise
enzimatica, utilizando lipase especifica sn-1,3 imobilizada, apresenta vantagem no
controle do processo, seletividade e regioespecificidade (Garima, Sabir, Baeshen &
Akoh, 2013; Rodrigues et al., 2013 ). A modificacdo de gorduras e Oleos utilizando
lipases tem sido relatada por varios pesquisadores, bem como a influéncia desta
sintese nas caracteristicas reologicas dos lipidios obtidos (Ahmadi, Wright &
Marangoni, 2008; Adhikari et al., 2012; Shin, Akoh & Lee, 2009; Zhao et al., 2013).

O tamanho, a forma do cristal e a densidade podem alterar as
propriedades fisicas da gordura obtida. O crescimento de cristais, a nucleagéo
primaria, e a nucleagdo secundaria nos sistemas de gordura sao influenciados por
muitos fatores, incluindo a difusao, a compatibilidade molecular, estrutura dos TAG,
composicao dos nucleos e propriedades de superficie, 0 numero de nucleos e as
condicbes de processamento, como temperatura e / ou cisalhamento (Rye,
Litwinenko & Marangoni, 2005).

O OGAOQO apresenta uma grande estabilidade oxidativa (baixo teor de
acido linoleico e linolénico) e excelentes caracteristicas sensoriais, com grande
aplicacdo em frituras (Gupta, 2014). Nos Ultimos anos houve um aumento
consideravel no consumo deste 6leo, devido a busca de uma alimentagdo mais
saudavel.

O OSTH apresenta alto teor de &cido esteéarico (aprox. 85%), livre de
acidos graxos trans, grande disponibilidade no mercado e pregos competitivos.
Pacheco et al. (2013) estudaram os efeitos de determinados parametros de reacéo
(tempo, temperatura, agitacao etc.) da IE de éleo de soja e dleo de soja totalmente
hidrogenado. As variaveis mais importantes para a obtencdo de gorduras semi-
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sblidas com minimo de geracdo de subproduto foram: concentracdo de enzima,
tempo e propor¢ao de substratos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da IE sobre comportamento
térmico e propriedades de cristalizagdo das misturas binarias de OGAO:OSTH, com
a finalidade de compreender a estrutura da gordura e sua funcionalidade. A
interesterificagdo quimica foi realizada como controle, determinando-se composicao
em TAG, teor de sélidos, cinética de cristalizagdo, comportamento térmico (DSC),
regioespecificidade, microscopia de luz polarizada e difracdo de RX para todas as
sinteses. A pesquisa apresentada esta dentro do conceito de desenvolvimento de
processos sustentaveis, baixo consumo de energia, migracéo acil e produtos finais
especificos, para aplicacdo na industria alimenticia em shortenings, produtos de
confeitaria, como substitutos de manteiga de cacau, estabilizadores de estruturas

cristalinas, aditivos em margarinas, entre outras finalidades.

2. Material e métodos
2.1. Material

Oleo de girassol alto oléico desodorizado e pronto para consumo
(OGAO) foi fornecido pela empresa Dow AgroSciences — distribuido pela Empresa
Quantiq Ltda (Sao Paulo, Brasil) e éleo de soja totalmente hidrogenado (OSTH) foi
fornecido pronto para uso industrial pela Empresa Triangulo Alimentos S.A. (ltapdlis,
S&o Paulo, Brasil). A enzima imobilizada Lipozyme TL IM (lipase Thermomyces
lanuginosus, sn-1,3 especifico, atividade especifica de 329 IUN / g: IUN = unidade
de interesterificagao) foi doada pela Empresa Novozymes do Brasil Ltda (Araucéria —
Brasil) e o catalisador quimico utilizado foi metéxido de sédio em p6 anidro a 99% foi
adquirido de Sigma-Aldrich- St. Louis, MO, USA.



66

2.2. Métodos

2.2.1. Preparaco das misturas (Ml) e condicionamento da enzima

Foram preparadas duas amostras de 100g da mistura de 6leo de girassol
alto oléico (OGAO) e bleo de soja totalmente hidrogenado (OSTH) fundido para cada
proporcéo de 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p). As misturas foram mantidas a 80°C
durante 30 min sob agitacdo magnética para destruir a memdria cristalina. As
amostras obtidas foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a
temperatura de -5°C. Em escala laboratorial, primeiramente foi realizado o
condicionamento da lipase especifica sn-1,3 (Lipozyme TL IM) para remoc¢ao de ar e
umidade. A Lipozyme TM IM apresenta um teor de agua de 5% (p/p), sendo indicado
pelo fabricante (Novozymes) reduzir esta umidade antes de realizar os experimentos
para diminuir a formacéao de acidos graxos livres (AGL), mono (MAG) e diacilglicerois
(DAG) formados pela hidrélise da gordura. Foi adicionada 100 g da mistura binaria
para cada proporcao de 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p) em um baldo de fundo
redondo de 250 mL e, em seguida, as amostras foram aquecidas em um banho de
6leo mineral a 70°C. Quando a mistura atingiu a temperatura de 70°C foram
adicionados 7% (p/p) de enzima e iniciada a agitacdo magnética a 300 rpm sob
atmosfera de nitrogénio, durante 30 min. Foi observada a eliminagao do ar, até que
nao existissem mais bolhas saindo pelos granulos. A agitacdo foi desligada,
esperando a decantacdo da enzima e a mistura do 6leo foi retirada com uma pipeta
pela parte superior. A enzima condicionada foi utilizada imediatamente na secao
2.2.2.

2.2.2. Interesterificacdo enzimatica (IE)

100g da mistura binaria acondicionada (2.2.1.), para cada proporcédo de
60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p), foi adicionada no baldo de fundo chato contendo
7% da enzima condicionada e aquecida em um banho de éleo mineral a 70-75°C
com agitacdo magnética de 300 rpm sob atmosfera de nitrogénio. Foram realizados
testes preliminares, quanto a temperatura e tempo de reacao 3, 6 e 9h, avaliando
comportamento térmico (DSC) e migracéo acil. Foi definida a temperatura a 70°C e

3h de reacéo para o estudo e coletadas amostras de 30g em tubos com tampa para
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analises, mantendo a agitacédo. Foi injetado nitrogénio puro na mistura, fechou-se o
tubo submetendo-o, durante 10 min, a um banho de agua a 95°C para inativacdo da
enzima. O teor de AGL foi determinado como acido oleico (% em peso) pelo método
AOCS Ca 5a-40 (AOCS, 2009). Para a remocao de AGL, a amostra foi filirada
dentro de um funil de separacéao de parede dupla com banho de dgua aquecida para
evitar a solidificacdo da mistura. Foram adicionadas 5 gotas de solucdo de
fenolftaleina e em seguida uma solugdao de NaOH 0,2M, quantidade pré-determinada
na analise de acidos graxos livres. A mistura interesterificada foi lavada com agua
quente (50-60°C), até desaparecer a coloracao résea e, em seguida, foi filtrada em
papel de filtro contendo sulfato de sédio anidro para remog¢do da umidade e
particulas de biocatalisador. Os produtos foram secos sob vacuo a 110°C durante 30
min. As amostras obtidas foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a

temperatura de -5°C.

2.2.3. Interesterificacdo quimica (1Q)

As reacdes de IQ foram realizadas para as mesmas proporcoes de
OGAOQO e do OSTH da catélise enzimatica. Em escala laboratorial, 100g de cada
mistura, sob agitacdo magnética, foi interesterificada na presenca de 0,4% (m/m) de
metdxido de sbdio a temperatura de 100°C. O tempo de reacao foi de 20 min, sob
vacuo, de acordo com a otimizacdo realizada por Grimaldi, Gongalves & Ando
(2005). Para interromper a reacao foi adicionada uma solugédo de &cido citrico 5%.
As amostras interesterificadas foram lavadas com agua destilada (80°C). Para
remover a umidade dos produtos foi adicionado sulfato de sddio anidro no papel de
filtro e, em seguida, os mesmos foram filtrados e secos sob vacuo a 110°C por 30
min. As amostras obtidas foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a
temperatura de -5°C.

2.2.4 Caracterizagdo dos triacilglicerois

2.24.1. Composicdo em triacilglicerdis (TAG). A composigao triacilglicerdlica foi
obtida segundo método AOCS Ce 5-86 (AOCS, 2009), em cromatdgrafo fase gasosa
(CGC Agilent 6850 Series GC System). Coluna capilar DB-17HT Agilent Catalog

122-1811 (50%-fenilmetilpolisiloxano), 15m de comprimento, 0,25mm de didmetro
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interno, 0,15 pum de filme. Condicbes de analise: injecao split, razdo de 1:100;
temperatura da coluna: 250°C, programada até 350°C a razao de 5°C/min; gas de
arraste: hélio, em vazao de 1,0 mL/min; temperatura do injetor: 360°C; temperatura
do detector: 375°C; volume injetado: 1,0 pL; concentragcdo da amostra: 10 mg/mL de
tetrahidrofurano. A identificacdo dos grupos de TAG foi realizada mediante
comparacao dos tempos de retencdo segundo os procedimentos de Antoniosi Filho,
Mendes & Lancas (1995).

2.2.4.2. Distribuicdo regioespecifica. Aproximadamente 150 mg das amostras foram
liquefeitas por aquecimento com ar quente e, imediatamente, dissolvidas em
cloroférmio deuterado (500 uL, CDCIs) e desoxigenado por fluxo de nitrogénio,
contendo 1,0% de trimetilsilano (TMS) como referéncia de deslocamento quimico. As
misturas foram mantidas em ultrassom a 60 °C até obtencao de solucdes
homogéneas e transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Espectros quantitativos de
RMN '3C foram adquiridos sem giro a 30°C utilizando o sistema de automagédo ICON
NMR (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) com um espectrometro Bruker
Avance-lIl (500 MHz) operando a 125.69 MHz para o '3C, equipado com uma sonda
Broadband Observe (BBO) de 5-mm. Foram utilizados os seguintes parametros
experimentais: '°C pulso de excitagdo 90° para 10 ps, varredura de largura de 238
ppm, tempo de repeticdo de 25 s (tempo de aquisicdo 10 s + atraso de relaxamento
de 15 s), numero de exames 128 e ganho do receptor ajustado automaticamente. O
tempo experimental foi de 55 minutos. No espectro de RMN de '3C foi possivel
diferenciar acidos graxos insaturados (AGl) (170,88 ppm) e acidos graxos saturados
(AGS) (170,91 ppm) esterificados na posicao sn-2 do TAG, e AGI (171,29 ppm) e
AGS (171,32 ppm) esterificados nas posi¢des sn-1,3 do TAG. O assinalamento dos
AGI e AGS foi realizado com base no efeito indutivo da dupla ligagdo sobre o grupo
carbonila, método descrito por Vlahov, Giuliani & Del (2010). Todas as amostras
foram preparadas e analisadas em duplicata e cada resultado foi expresso como a

média das duas determinacoes.

2.2.4.3. Conteudo de gordura sdlida (CGS). Conteudo de gordura sélida foi
determinado utilizando espectrometria de ressonancia nuclear magnética com
equipamento Bruker Minispec pc 120 (Silberstreifen, Rheinstetten, Alemanha) e com

auxilio de banhos secos de alta precisao (0 — 70°C) Tcon 2000 (Duratech, Carmel,
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IN, EUA). O método AOCS Cd 16b-93 (AOCS, 2009) foi seguido, sendo este método
direto com leitura das amostras em série, nas temperaturas de 10, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60 e 65°C, com temperagem para gorduras nao estabilizadas. As
analises foram realizadas em duplicata e cada resultado foi expresso como a média
das duas determinagoes.

2.24.4. Analise térmica. Perfis de fusdo das amostras foram determinados em
calorimetro diferencial de varredura (Differential Scanning Calorimeter — DSC)
modelo Q2000 (TA Instruments) conforme o método AOCS Cj 1-94 (AOCS, 2009),
sendo as condicbes de analise: 8-12 mg das amostras foram pesadas em
recipientes de aluminio com capacidade volumétrica de 40uL e seladas. A calibragéo
foi realizada com indio (PF=156,5°C, AHf=28,45J/9). As amostras foram aquecidas a
80°C a 10°C/ min e mantidas durante 10 min. As amostras foram, em seguida,
resfriadas para -60°C a 10°C/ min e mantidas durante 30 min e finalmente aqueceu-
se a 80°C a 5°C / min. Os seguintes parametros foram utilizados para avaliacao dos
resultados: temperatura onset de fusdo (Tof), temperatura de pico de fusédo (Tpf),
entalpias de fusdo (AHf) e temperaturas finais de fusdo (Tff). As andlises foram

realizadas em duplicata.

2.2.4.5. Cinética de cristalizacdo. As amostras de matérias-primas e de misturas
interesterificadas foram fundidas em forno de microondas e, em seguida, mantidas
em banho seco de alta precisdo (TCON 2000 - Duratech, EUA) a 70°C durante 1h
para completa destruicdo de seu historico cristalino. O aumento do conteddo de
gordura sdélida, em funcdo do tempo de cristalizagcdo, foi monitorado por
Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) BRUKER pc20 Minispec,
com compartimento de leitura estabilizado a 25°C. A aquisicdo de dados foi
automatica, com medidas tomadas a cada min, durante 100 min. A caracterizacao
da cinética de cristalizacao foi realizada segundo o periodo de indugéo (tsrc) € teor
maximo de soélidos (CGSmax). A equacao de Avrami (Equacao 1) foi empregada para
o estudo da cristalizacao, sendo linearizada e aplicada aos resultados obtidos para
determinacao dos valores de ke n (Campos, 2005). As andlises foram realizadas em

duplicata.
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CGS (t) _ o —kt™
CGS ()

(equacéo 1)

Onde: CGS(t): conteudo de gordura solida (%) em fungéao do tempo; CGS(«) : limite
do conteudo de gordura sélida no tempo tendendo ao infinito; k: constante de Avrami
(min™), considera tanto a nucleagdo quanto a taxa de crescimento dos cristais;

n : expoente de Avrami que indica 0 mecanismo de crescimento dos cristais.

2.2.4.6. Microscopia sob luz polarizada. Para a morfologia e estudo das dimensdes
cristalinas as amostras foram fundidas a temperatura de 70°C em forno de
microondas. Com o auxilio de um tubo capilar, uma gota de amostra foi colocada
sobre uma lamina de vidro pré-aquecida em temperatura controlada (70°C), que foi,
em seguida, coberta com uma laminula. As laminas foram preparadas em duplicata
e mantidas durante 24h em duas estufas na temperatura de 25°C. A morfologia dos
cristais foi avaliada com o uso de microscépio sob luz polarizada (Olympus BX 51)
acoplado a camara de video digital (Media Cybernetics). As laminas foram
colocadas sobre o suporte da placa de aquecimento, mantida a mesma temperatura
de cristalizagcdo. As imagens foram capturadas pelo aplicativo Image Pro-Plus
(Media Cybernetics), utilizando luz polarizada e com ampliacdo de 40x. Para cada
lamina foram focalizados trés campos visuais. O diametro médio dos cristais foi
selecionado como parametro de avaliacdo para a analise quantitativa das imagens e
calculado usando o programa Image Pro-Plus versao 7.0 (Media Cybernetics,
Bethesda, EUA).

2.2.4.7. Difragdo de Raios-X. As amostras foram completamente fundidas e
cristalizadas a 25°C, em BOD durante 24h. As medidas foram realizadas no
difratdbmetro Philips (PW 1710), utilizando a geometria Bragg-Bretano (6:20) com
radiacdo de Cu-Ka (I= 1,5418 A, tensdo de 40 KV e corrente de 30 mA). As medidas
foram realizadas com passos de 0,03° em 2 © e tempo de aquisicao de 2 s e scans
de 14.5 to 27.5° (escala 206). A identificagdo das formas polimorficas foi realizada a
partir dos short spacings caracteristicos dos cristais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composigcao em Triacilglicerdis

Os resultados da composicao em triacilgliceréis das misturas e das
amostras ap6s as reacoes de interesterificagdo quimica e enzimatica nas
proporgdes OGAO:OSTH de: 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 sdo apresentados na
Figura 1. A interesterificacdo, tanto quimica quanto enzimatica, produziu em todas
as misturas uma reducao nos triacilglicerdis |3 (triinsaturados) e Ss (trissaturados),
bem como um aumento nos Szl (dissaturados-monoinsaturados), I>S (di-insaturados-
monossaturados). Em todas as propor¢des foram observadas tanto pela IE quanto
IQ surgimento de propor¢gdes maiores de Syl (31-39%) e de 1,S (14,3 — 31,7%). O
processo de interesterificagcdo é importante para a diminuigcdo Sj (trissaturados) no
desenvolvimento de novas gorduras com aplicacdo na industria alimenticia, pois
altera as propriedades fisico-quimicas, comportamento de fusdo e cristalizagdo,
CGS, textura e comportamento polimérfico.
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Figura 1. Composicédo TAG (%) antes e apéds a interesterificagdo quimica e enzimatica das misturas

do 6leo de girassol alto oléico (OGAQ) e 6leo de soja totalmente hidrogenado (OSTH).

Li et al. (2010) processaram OGAO e OSTH em diferentes proporgdes via

catdlise enzimatica comparando dois tipos de reatores, em batelada e continuo. Os
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resultados obtidos foram similares, tendo uma reducao dos TAG trissaturados (S3) e
triinsaturados (l3) e um aumento dos TAG dissaturados-monoinsaturados (Szl) e di-

insaturados-monossaturados (I2S), com relacao a mistura e ap6és a interesterificacao.

3.2. Distribuic&o regioespecifica

Na Tabela 1 é apresentada a distribuicdo em 4cidos graxos nas posicoes
sn-1,3 e sn-2 dos TAGs das misturas antes e apos interesterificacdo. Houve uma
diminuicdo de AGI na posicdo sn-2 em relacdo a misturas. Os menores valores
encontrados foram na IQ (reacao randémica). A IE apresentou maiores valores de
AGI na posicao sn-2 (reacao especifica). Na posicao sn-1,3 a maior quantidade
determinada foram dos AGS, que é padrao tipico dos 6leos vegetais. Na IE houve

pouca migracao acil nas posicoes sn-1,3 dos AGS.

Tabela 1: Distribuicao dos acidos graxos (%) nas posi¢des sn-1,3 e sn-2 dos TAG nas misturas antes

e apos interesterificagao.

Posicées sn-1.3 Posicdo sn-2
OGAO:OSTH(p/p%) Saturado Insaturado Saturado Insaturado

60:40

MI 51,4 48,6 43,6 56,4

Q 48,8 51,2 47,8 52,2

IE 51,8 48,2 46,4 53,6
50:50

MI 59,3 40,7 50,0 50,0

Q 58,1 41,9 57,9 42,1

IE 57,8 42,2 52,6 47 .4
40:60

MI 60,8 39,2 56,7 43,3

Q 66,9 33,1 66,6 33,4

IE 64,7 35,3 62,9 37,1
30:70

MI 75,5 245 71,8 28,2

Q 76,8 23,2 77,7 22,3

IE 741 25,9 72,0 28,0

MI: mistura; 1Q: interesterificagdo quimica; IE: interesterificacdo enzimatica apds 3h de reacdo; OGAO: 6leo de

girassol alto oléico; OSTH: 6leo de soja totalmente hidrogenado.
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A migracédo acil a partir da posicdo sn-2 para sn-1,3 ou vice-versa, pode
ocorrer de forma semelhante durante todas as fases de reacao devido a formacéao
continua de DAG (Xu et al., 1998). H4 muitos fatores que podem contribuir para a
migracao acil, tal como o teor de agua da lipase e o meio de reagdo, a natureza
quimica do material de suporte, o tempo de reacao, temperatura e o tipo de reator
utilizado (Pande & Akoh, 2013). No estudo de IQ e IE de misturas de OGAO e 6leo
de canola totalmente hidrogenado, Ahmadi, Wright & Marangoni (2008) observaram
que possivelmente, um longo periodo de reagao resultou numa elevada taxa de

migracao acila, explicando a distribuicao aleatéria dos acidos graxos na IE.

3.3. Conteudo de gordura sdlida

O CGS afeta propriedades fisicas, tais como espalhabilidade,
consisténcia e estabilidade que, por sua vez, afetam as caracteristicas sensoriais
(O’Brien, 2004). Os conteudos liquidos / sélidos em vérias temperaturas fornecem
boas indicagdes do comportamento da gordura, auxiliando no ajuste de formulacdes
e desenvolvimento de novos produtos (Lumor, Kim & Akoh, 2008). Os perfis de CGS
das misturas MI, 1Q e IE sdo mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Contelddo de gordura sélida (%) antes (MI-m) e apds a interesterificagdo quimica (IQ-A) e enzimatica
(IE-x) das misturas do 6leo de girassol alto oléico (OGAO) e éleo de soja totalmente hidrogenado (OSTH).
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Os CGS das MI, 1Q e IE sao significativamente diferentes entre si. A IE
apresentou um perfil CGS inferior em temperaturas acima de 35°C em todas as
misturas em relacao a IQ, devido aos novos TAGs obtidos Sal e I,S (Marangoni &
Rousseau, 1995). Foi observado, que a plasticidade da mistura IE 50:50 é maior do
que na 1Q e MI, os valores de CGS a 10°C e 40°C foram de 60,2% e 18,4%,
respectivamente. Para todas as propor¢coes a 10°C, nas amostras de IQ e IE
mostraram um valor maior de CGS em comparacao com as MI. A fusédo foi completa
na faixa de 55-65°C das amostras 1Q e |IE. Estas gorduras interesterificadas séo
apropriadas para serem utilizadas em produtos que necessitem de estrutura,
indicados em misturas com 6leos como base para gorduras industriais. Em estudos
anteriores, varios autores reportaram a diminuicao do CGS apds a interesterificacao
(Farmani, Safari & Hamedi, 2006; Soares et al, 2013; Kowalski et al, 2004; Jeyarani
& Reddy, 2010).

3.4. Andlise térmica

Ha uma relacéo direta entre a composicao dos TAG e as propriedades
fisicas de uma gordura (Rousseau & Marangoni, 2002). Os tipos de AG e a
distribuicao na molécula de glicerol irdao definir o comportamento de fusao,
conduzindo a diferentes formas polimérficas e intersolubilidade. Na Figura 3 sao
apresentados os perfis de fusdo das MI, 1Q e IE das misturas de OGAO e OSTH,
determinados por DSC. Foram identificados dois picos nos perfis de fusdo das
misturas fisicas (MI) nas diferentes proporcoes estudadas a temperaturas de
-47 a -6,8°C (AH= 16,5 a 44,2 J/g) como pico (a) e 63,3 a 66,2°C
(AH=74,3 a 112,7 J/g) como pico (b), correspondendo ao OGAO e OSTH,
respectivamente. Observa-se que apés as IQ e IE houve uma alteracéo o perfil de
fusdo com diminuigdo destes dois picos, formando outros novos tipos de TAG como
Sal e 1,S. Estes novos picos sdo mais largos, que os picos das misturas originais,
devido aos varios tipos de TAG formados ap6s 1Q e |E.



Endo —>

Fluxo de calor (W/g)

75

OGAO:0STH (60:40)

OGAOQ:0STH (50:50)

80 60 -40 -20 0 20 40 60 80 80 60 -40 20 O 20 40 60 80

OGAOQ:0STH (40:60) OGAO:0STH (30:70)

80 -60 -40 20 0 20 40 60 80 80 60 -40 -20 0 20 40 60 80
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figure 3. Eventos de fusao antes (MI) e apos a intersterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE) das

misturas do 6leo de girassol alto oléico (OGAO) e 6leo de soja totalmente hidrogenado (OSTH).

Na IQ houve formagéo de trés picos na faixa de -5°C a 63°C e na IE de
dois picos de 18°C a 55°C nas diferentes proporcoes estudadas. A IE é mais
especifica resultando em uma faixa mais estreita de fusdo do que na IQ, devido ao
tipo de reacédo randémica. A faixa de ponto de fuséo final para todas as proporcéao
da IE variou de 51,1 a 59,4°C e para IQ de 58,4 a 67,1°C. As misturas com maior
proporcdo de OSTH apresentaram maior ponto de fusdo final. Este tipo de
comportamento também foi observado por Lee, Akoh & Lee (2008) nas gorduras
obtidas por IE produzidas com uma mistura de OSTH, 6leo de canola e estearina de

palma em diferentes propor¢cdes para gorduras de confeitaria.

3.5. Cinética de cristalizacdo

A cinética de cristalizagdo € um indicativo do mecanismo de nucleacao e

crescimento do cristal e estd relacionada com as propriedades reoldgicas e de
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plasticidade das gorduras (Garcia et al., 2015). Na Tabela 2 sdo mostrados os
resultados do periodo de inducdo (Tcgs), conteldo de gordura sélida maximo

(CGSmax) € 0s parametros de Avrami das misturas antes e apos interesterificagao, a
partir das isotermas de cristalizagcdo a 25°C. A interesterificagdo modifica o
mecanismo de cristalizagdo das misturas originais. Em todas as misturas estudadas
apds a 1Q e IE, os CGSpax diminuiram, em funcado dos novos TAG e redugcao dos
TAG trissaturados, conforme demonstrado na Figura 1.

Tabela 2. Tempo de inducdo (Tsrc), conteldo de gordura sélida maximo (SFC.,), constante de

Avrami (k), expoente de Avrami (n) e coeficientes de correlacdo (R?) para as misturas antes e apds a
interesterificacdo, obtidos das isotermas de cristalizacdo a 25°C.

OGAO:OSTH(W/w%) Tsrc (Min) SFCinax (%) k (min™") n R?
MI S 33,3 8,99x10™ 3,6 0,9933
60:40 IQ 6 23,4 2,00x10 1,5 0,9788
IE 6 19,9 1,35x1072 1,4 0,9913
M 3 43,1 1,07x102 2,6 0,9935
50:50 IQ 3 39,8 6,96x10 2,7 0,9945
IE 4 30,7 4,18x107 1,2 0,9758
MI 3 54,9 1,31x107 2,4 0,9965
40:60 IQ 3 50,9 8,92x10° 2,6 0,9954
IE 4 38,8 6,99x10 1,1 0,9443
M 2 66,8 1,74x102 2,4 0,9977
30:70 IQ 3 62,6 1,72x1072 2,2 0,9930
IE 3 65,6 1,21x10™ 0,8 0,9554

MI: mistura; 1Q: interesterificacdo quimica; IE: interesterificagdo enzimatica; OGAQ: éleo de girassol alto oléico;
OSTH: 6leo de soja totalmente hidrogenado.

A cristalizacdo comega com a formagdo dos nucleos, seguido do
crescimento, provavelmente, controlada pela dindmica molecular e cinética dos
nucleos, na qual, através das interacdes de Van der Waals formam estruturas
maiores ou clusters com varios cristais entrelacados até resultar na rede cristalina da
gordura (Bouzidi & Narine, 2010). A nucleacao esta diretamente associada ao tempo
de inducgdo. A cinética de cristalizacao dos LE obtidos por IE mostrou um aumento
nos periodos de indugéo (3-6 min), sendo o maior resultado paraa propor¢céao 60:40,
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devido a menor concentracao de OSTH e uma diminuigdo nos CGSnax (20-62%) em
comparagao com as Mi.

O modelo de Avrami (Avrami, 1939, 1940 e 1941) fornece informacdes
sobre a natureza do processo de cristalizacdo. O expoente n descreve o tipo de
mecanismo de nucleacdo e crescimento do cristal em funcdo do tempo e a
constante k representa as taxas de nucleacdo e crescimento, que dependem
principalmente da temperatura. Os valores do parametro k aumentaram em todas as
proporcbes da IE com relacdo as misturas. Este aumento é diretamente
proporcional ao aumento do OSTH (hardstock) na mistura, devido o aumento de
TAG trissaturados. A triestearina tem uma velocidade de nucleacdo e crescimento
muito rdpida em comparagdo aos outros TAG na mistura (Ahmadi, Wright &
Marangoni, 2008). Os coeficientes de correlagao (R?) foram superiores a 0,94 em
todos os tratamentos, demonstrando que a equacgdo estd adequada aos dados
obtidos. Embora o resultado do expoente n deva ser um inteiro, valores fracionarios
sédo geralmente obtidos, mesmo nos casos em que o modelo se ajusta muito bem
aos dados muito bem. Os desvios de valores inteiros para n podem ser explicados
como o desenvolvimento simultdneo de dois ou mais tipos de cristais, ou cristais
semelhantes a partir de diferentes tipos de nucleos (Marangoni, 2005a).

O indice de Avrami diminuiu de n = 3 - 4 para n=1 em fungédo do aumento
do OSTH nas MI e IE em todas as proporcoes (Tabela 2). O valor de n na amostra
MI, por exemplo, 60:40 foi de 3,6, que indica formacdo de cristais esferuliticos a
partir de nucleos esporadicos. Nas amostras de |IE os valores de nvariaram de 1.4 —
0.8, que caracteriza a formacado de cristais em agulha a partir de nucleos
instantdneos. Nas amostras de IQ os valores de n variaram de 2.7 — 1.5, que
correspondem a cristais de disco a agulha a partir de nucleos esporadicos.

3.6. Microestrutura

A microscopia sob luz polarizada auxilia na visualizacao dos diferentes
tipos de cristais e alteragcbes morfolégicas no crescimento do cristal e
transformacdes nas formas polimoérficas, principalmente no que diz respeito as
gorduras interesterificadas. A microscopia sob luz polarizada (MPL) distingue as
fases sélida e liquida da gordura, que refletem a luz sob diferentes formas (Campos,

2005). A temperatura e a taxa de resfriamento durante a cristalizagdo da gordura
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interferem na estrutura cristalina e morfologia. Na Figura 4 sao apresentadas as
estruturas cristalinas das amostras MI, IQ e IE em todas as proporcdes das misturas
de OGAO:OSTH, por resfriamento rapido a 25°C/24h, com aumento de 40x. As
imagens das estruturas dos cristais nas misturas 60:40 (1) 50:50 (4), 40:60 (7) e
30:70 (10) mostram formas de esferulitos. Na 1Q na maioria das proporcdes, as
imagens sdo de cristais na forma de esferulitos e na IE as propor¢cées 60:40 (3),
50:50 (6), 40:60 (9) apresentaram cristais na forma de agulhas e propor¢cao 30:70
(12) na forma de esferulitos.

Figure 4. Imagens de cristalizagao antes (M) e apds a interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica

(IE) das misturas do 6leo de girassol alto oléico (OGAO) e 6leo de soja totalmente hidrogenado
(OSTH). Proporgdes 60:40 (1-3), 50:50 (4 -6), 40:60 (7-9) and 30:70 (10-12).
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Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de diametros médios e
maximos das misturas de OGAO:OSTH (MI, 1Q e IE). O processo de IE diminuiu o
tamanho do Dnax do cristal e, simultaneamente com aumento da concentracdo de
OSTH nas misturas houve aumento do tamanho Dpmng do cristal para ambos os
processos de |Q e IE. Este evento pode ser atribuido a maior quantidade de

triesterina na mistura e sua rapida cristalizagao.

Tabela 3. Diametros médio e maximo dos cristais (um) das misturas antes e apds interesterificagao,

obtidos pela isoterma de cristalizagao estatica a 25°C.

OGAO:0STH(p/p%) Ml IQ IE

Dmédio (um) Dmax (Hm) Dmédio (Hm) Dmax (Hm) Dmédio (Um) Dmax (I.lm)

60:40 16,7 52,4 18,2 46,5 18,9 41,6
50:50 18,3 59,4 20,0 65,7 19,5 56,7
40:60 20,2 74,0 22,0 75,0 20,0 56,9
30:70 21,2 82,5 21,2 73,2 22,6 81,6

MI: mistura; 1Q: interesterificacdo quimica; IE: interesterificagdo enzimatica; OGAOQ: éleo de girassol alto oléico;
OSTH= 6leo de soja totalmente hidrogenado.

Ahmadi, Wright & Marangoni (2008) estudaram misturas de 6leo de
girassol alto oleico e 6leo de canola totalmente hidrogenado por interesterificacédo via
quimica e enzimatica, obtendo resultados semelhantes, com diminuicdo nos
tamanhos dos cristais, ap6s ambos processos. Ribeiro et al. (2009) pesquisaram
misturas de 6leo de canola e 6leo de algodao totalmente hidrogenado por 1Q e

obtiveram resultados semelhantes com diminuigdo do tamanho do cristal.

3.7. Difrag&o de Raios-X.

Moléculas de triacilgliceréis tém a capacidade de empacotar em
diferentes conformagdes geométricas durante a cristalizacdo. Varios polimorfos
apresentam diferentes estruturas cristalinas com idéntica composi¢do quimica, mas
com propriedades fisicas diferentes. Existem trés tipos de polimorfos fundamentais
nas gorduras, denominados a (hexagonal), B’ (ortorrémbico) e B (triclinico), sendo
que a estabilidade e ponto de fusdo sao crescentes nesta sequéncia (Sato, 2001). A
difracdo de raios-X € usada na identificacdo do polimorfismo cristalino a partir de
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dimensdes das células unitarias formadoras de cristais e distancias e angulos
calculados. A Figura 5 mostra os padrées de difragdo de raios-X obtidos a 25°C para
as Ml e ap6s a 1Q e IE das misturas OGAO:OSTH a 60:40 e 30:70 obtidas a 25°C.

46A OGAO:0STH (60:40) 42A
43A OGAO:0STH (30:70)

39A

Intensidade (a.u.)

Intensidade (a.u.)

Mi

14 16 18 20 22 24 26 28 14 16 18 20 22 24 26 23
20 [°] 26 [°]

Figure 5. Difratogramas antes (MI) e apés a interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (El) das
misturas do 6leo de girassol alto oléico (OGAO) e 6leo de soja totalmente hidrogenado (OSTH) nas
proporcdes de 60:40 e 30:70 a 25°C/24h.

A mistura 60:40 (MI) apresentou predomindncia do polimorfo 3. As
misturas 60:40 1Q e IE apresentaram forma polimérfica B em maior intensidade,
contudo a forma B° em menor propor¢gao. A mistura 30:70 (MI) apresentou os
polimorfos 3 e B° com picos de alta e média intensidade, respectivamente. Apés a
interesterificagéo, em (IQ) e (IE) houve uma inversao, o pico de maior intensidade foi

o do polimorfo B* e polimorfo 8 apresentou um pico de menor intensidade (Tabela 4).

Tabela 4. Formas polimorficas das misturas antes e apos interesterificagao, obtidas a 25°C.

OGAO:OSTH (p/p%) MI 1Q IE
60:40 B B>>p B>>p
30:70 B>p B>>>p B>>>p

MI: mistura; 1Q: interesterificacdo quimica; IE: interesterificacdo enzimatica; OGAO: 6leo de girassol
alto oléico; OSTH: dleo de soja totalmente hidrogenado; “>” um pouco mais, “>>" muito mais e “>>>"
significantemente mais.
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Narine & Humphrey (2004) obtiveram resultados semelhantes em
misturas de 6leos interesterificadas, apresentando os dois tipos de polimorfos B e 3.
Zhao et al. (2013) produziram gordura plastica por interesterificacdo enzimatica dos
6leos de OSTH, perilla e Cinnamomum camphora seed. Observaram que a forma
polimorfica B foi reduzida durante a interesterificagdo e forma [° aumentou
significativamente. Isto foi atribuido ao rearranjo dos acidos graxos nos TAG apés a

reacao de interesterificacdo, diminuindo a simetria molecular dos TAG.

4. Conclusao

Ambos os processos de interesterificacdo promoveram alteracdo nas
propriedades fisico-quimicas em relacao as misturas. O presente estudo permitiu a
verificacdo da composicao triacilglicerdlica, perfil de sélidos, comportamento térmico,
regioespecificidade, microestrutura e cinética de cristalizagdo das misturas de
OGAQO:OSTH em diferentes propor¢cdes, com o objetivo de uso em produtos
alimenticios com aplica¢des definidas. O processo enzimatico apresentou vantagem
sobre a IQ com relacdo a menor temperatura de reacao e seletividade na formacao
de novos TAG. Esses produtos obtidos através da interesterificagdo enzimatica
podem ter amplas aplicagcdes em gorduras especiais para produtos de confeitaria e

padaria.
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Sintese enzimatica de lipidios estruturados a partir de 6leos de
girassol alto oléico e totalmente hidrogenado.

RESUMO

Lipidios estruturados (LE) foram sintetizados através de interesterificacdo enzimética
(IE) de o6leo de girassol alto oléico (OGAO) e totalmente hidrogenado (OGAOTH),
em diferentes propor¢des de peso (60:40, 50:50, 40:60 e 30:70), com Lipozyme TL
IM (Thermomyces lanuginose), a uma dosagem de 7% durante 3 h a 70°C e
agitacao de 300 rpm. A interesterificacdo quimica (IQ) foi realizada como controle. O
progresso da reacdo foi monitorado, segundo as mudancas na composicao
triacilglicerdlica, conteudo de gordura sélida (CGS), comportamento térmico (DSC),
distribuicdo regioespecifica, microestrutura e polimorfismo. A interesterificacao
promoveu um consideravel rearranjo das espécies de triacilglicerdis, reducao dos
conteudos dos trissaturados (Sz) e triinsaturados (l3) e aumento na dissaturados-
monoinsaturados (Sz:U) e diinsaturados-monossaturados (I.S) em todas as misturas.
As misturas interesterificadas, no geral, mostraram reducao do CGS e perfil de fusédo
mais linear, comparados com as misturas originais. Menor migracdo acil foi
observada na IE em relacdo a IQ. Os LE mostraram caracteristicas para aplicacao
como gorduras de padaria / confeitaria e aditivo na cristalizacdo de lipidios na

indUstria de alimentos.

Palavras chave
Lipidios estruturados, migracdo acil, Lipozyme TL IM, éleo de girassol alto oléico,

interesterificagdo enzimatica, triacilglicerois.
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1. INTRODUCAO

As caracteristicas fisicas de éleos e gorduras sdo determinadas pela sua
composigcao quimica, tais como os tipos de acidos graxos (AG) e a sua distribuicao
na molécula de glicerol. A maioria dos 6leos e gorduras possui aplicacao limitada em
suas formas originais. O 6leo de girassol alto oléico (OGAQO) apresenta maior
estabilidade termo-oxidativa, devido aos niveis elevados de &cido oléico (prox. 88%).
Estes tipos de Oleos sdo altamente apropriados para alimentos (por exemplo,
produtos fritos, padaria e margarinas, sobremesas congeladas).’

Diferentes estratégias podem ser usadas para modificar a composicao
original dos 6éleos, tais como hidrogenacdo parcial, interesterificacdo e
fracionamento. A interesterificacdo € um dos métodos mais importantes para
modificar a composicao dos triacilglicerois (TAG), visando a produgao de gorduras
‘low trans” ou “trans-free” com comportamento de cristalizacdo adequado e textura
desejavel.?

Lipidos estruturados (LE) s&o desenvolvidos para obter 6leos ou gorduras
reestruturados com maior valor nutricional e metabdlico pela adicdo de tamanhos
diferentes de cadeias de acido graxo na molécula de glicerol, bem como na sua
posicdo na molécula, de acordo com a finalidade da aplicagéo.®

LE podem ser obtidos por sintese quimica e enzimatica. Varios estudos
mostram que a interesterificagdo por catalise enzimatica é mais eficiente no que diz
respeito a seletividade e controle de reacdo em relagdo a catalise quimica.*® Esta
seletividade depende do tipo de enzima utilizada, como estd imobilizada e as
condicbes da reagdo. As reacbes enzimaticas sdo realizadas sob condicdes
brandas, necessitam de menor energia, facil recuperacéo dos produtos e produzem
lipidios de melhor qualidade nutricional.® Os 6leos e gorduras de origem vegetal sdo
preferencialmente ricos em &cidos graxos insaturados na posicao central sn-2 dos
triacilglicerdis (TAG), enquanto os acidos graxos saturados estdo principalmente,
nas posicdes sn-1 e sn-3. Acidos graxos saturados na posicdo sn-2 nos TAG podem
elevar as concentracdes de LDL, mais do que o0 mesmo acido graxo na posi¢ao sn-1
ou sn-3, porque o destino metabdlico é diferente nestas posigdes.” Pacheco et al.®
avaliaram a ocorréncia do fendmeno da migracdo acila durante a interesterificacéo
catalisada por lipase especifica dos éleos de soja liquido e totalmente hidrogenado.
Os autores observaram a migracao de acil na posicdo sn-2, mesmo usando lipase
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especifica sn-1,3 e este efeito foi relacionado ao tipo e concentracdo de lipase,
temperatura e adicdo de solvente. No entanto, este tipo de catalisador ainda é
preferido em comparagdo aos catalisadores ndo especificos ou quimicos, porque
este reage em menor temperatura e menor tendéncia a oxidagao, mantendo o valor
nutricional do produto. Varios pesquisadores tém estudado sobre a sintese
enzimatica utilizando uma lipase sn-1,3 especifica como o biocatalisador nas
diferentes aplicagbes como: substitutos de gordura no leite humano, equivalentes a
manteiga de cacau e gorduras plasticas “low-trans” ou “trans-free”.*®

Lipozyme TL IM é uma lipase sn-1,3 especifica imobilizada de
Thermomyces lanuginosus em silica granulada via adsor¢do idnica. Esta
imobilizagdo da lipase num suporte pode alterar o comportamento de uma enzima
em muitos processos, tais como hidrolise seletiva ou oxidagdes, misturas racémicas
de resolucdes cinéticas ou sintese controlada cineticamente (pH e temperatura).
Lipozyme TL IM é indicada na industria de alimentos, por exemplo, na sintese
enzimatica de triacilglicerdis médio e de cadeia longa, substitutos de gordura de leite
humano, gorduras plasticas “low-trans ou ftrans-free”, monoacilgliceréis e
diacilgliceréis.*'® Lee et al.'® otimizaram a reacdo de interesterificacdo enzimatica
das misturas de 6leo de palmiste e 6leo de palma com Lipozyme TL IM para obter
triacilglicer6is de cadeias média e longa, utilizando planejamento experimental. A
maior parte do estudo focou sobre as propriedades de fusdo das diferentes
proporcbes das misturas de lipidos para diversas aplicagcbes nas industrias
alimenticias, tais como produtos de confeitaria, margarinas e gorduras que sao
benéficas para a satde. Ifeduba et al.'” estudaram a interesterificacdo enzimatica do
6leo de girassol alto oléico e tripalmitina ou triestearina com Lipozyme TL IM para
produzir gorduras plasticas de “low-saturated” e “zero trans”.

O objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades fisico-quimicas dos LE
obtidos na interesterificagdo enzimatica (IE) catalisada por uma lipase sn-1,3
especifica, Lipozyme TL IM, de uma mistura bindria de OGAO e OGAOTH em
diferentes proporcées em peso (60:40, 50:50, 40:70, 30:70) com 7% (p / p) de
Lipozyme TL IM a 70°C durante 3 h. A interesterificacdo quimica (IQ) foi realizada
como controle. As propriedades fisico-quimicas do LE foram analisadas tais como,
composicao em TAG, teor de gordura soélida (CGS), comportamento térmico (DSC),
a migracao de acil, microscopia sob luz polarizada e difracdo de raio-X. Estes LE

foram desenvolvidos e avaliados visando obter uma ampla gama de aplicagdes em
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alimentos, como gorduras de padaria / confeitaria e aditivo de cristalizagdo de
lipidios.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1. Matérias primas. O o6leo de girassol alto oléico (OGAO) refinado e
desodorizado foi fornecido pela empresa Dow AgroSciences - distribuido pela
empresa Quantiq Ltda (Sado Paulo, Brasil). O 6leo girassol alto oléico totalmente
hidrogenado (OGAOTH) para uso industrial, foi fornecido pela empresa Sina S.A.
(Pirapozinho, Sao Paulo, Brasil). A enzima imobilizada Lipozyme TL IM
(Thermomyces lanuginosus lipase sn-1,3 especifica, atividade especifica de 329 IUN
/ g: = IUN unidade interesterificacédo) foi doada pela empresa Novozymes do Brasil
Ltda (Araucéria - Brasil), e como catalisador quimico foi utilizado metdxido de sodio
em pd anidro (99%) da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacao de misturas (MI) e condicionamento da enzima. Duas
amostras de 100 g da mistura de OGAO e OGAOTH foram preparadas e derretidas
nas seguintes proporcoes: 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p). As misturas foram
mantidas a 80°C durante 30 minutos com um agitador magnético para destruir a
memb©ria cristalina, e, em seguida, armazenadas em frascos de vidro e estocadas a
temperatura de -5°C. Em escala de laboratério, a lipase sn-1,3 especifica (Lipozyme
TL IM) foi condicionada para remover o ar e a umidade. Lipozyme TL IM apresenta
um teor de dgua de 5% (p/p). Assim, 100 g da mistura binaria foram adicionadas em
um baldo de fundo redondo, e aquecido em banho de éleo mineral a 70°C. Quando
a temperatura da mistura atingiu 70°C, 7% (p/p) da enzima foi adicionada e a
mistura foi agitada a 300 rpm, utilizando um agitador magnético, sob atmosfera de
nitrogénio durante 30 minutos. A eliminacao do ar foi evidenciada pela auséncia de
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bolhas nos granulos. A agitagdo foi desligada, a enzima foi decantada e a fase
superior de 6leo foi removida com uma pipeta. A enzima condicionada foi utilizada

imediatamente na interesterificacdo enzimatica.

2.2.2. Interesterificacao enzimatica (IE). 100 g de cada mistura produzida nas
proporcoes de 60:40, 50:50, 40:60 e 30:70 (p/p) foram adicionados a um baldo de
fundo redondo contendo 7% de enzima condicionada e aquecidas em um banho de
oleo mineral a 70°C com agitacdo magnética a 300 rpm sob atmosfera de nitogénio.
Foram realizados testes preliminares, quanto a temperatura e tempo de reacéao 3, 6
e 9h, avaliando comportamento térmico (DSC) e migracdo acil. Foi definida a
temperatura a 70°C e 3h de reacao para o estudo e coletadas amostras de 30g em
tubos com tampa para analises, mantendo a agitacédo. Foi injetado nitrogénio puro
na mistura, fechou-se o tubo submetendo-o, durante 10 min, a um banho de agua a
95°C para inativagdo da enzima. O conteudo teor de &cido graxo livre (AGL) foi
determinado em acido oleico (% em peso) de acordo com método oficial da
American Oil Chemists’ Society No. Ca 5a-40 (2009).'® Para remover o AGL, a
amostra foi filtrada em funil de separacdo de parede dupla com banho de agua
aquecida para evitar a solidificacdo da mistura. Foram adicionadas 5 gotas de
solucao de fenolftaleina e, em seguida, uma quantidade pré-determinada de NaOH
0,2M. A mistura interesterificada foi lavada com agua quente (50-60°C) até o
desaparecimento da coloragdo résea, e em seguida, foi filtrada em papel de filtro
contendo sulfato de sodio anidro para remog¢do da umidade e particulas de
biocatalizador. Os produtos foram secos sob vacuo a 110°C durante 30 min. As
amostras obtidas foram armazenadas em frascos de vidro e estocadas a
temperatura de -5°C.

2.2.3. Interesterificacao quimica (1Q). As reacdes de 1Q foram realizadas para as
mesmas propor¢des de OGAO e OGAOTH utilizadas na IE. Em escala laboratorial,
100 g de cada mistura sob agitacdo magnética foi interesterificada na presenca de
0,4% (p/p) de metdxido de sodio a uma temperatura de 100°C. O tempo de reacéo
foi de 20 min sob vacuo, de acordo com a otimizagdo efetuada por Grimaldi,
Gongalves & Ando. '° A reacdo foi entdo interrompida pela adicdo de uma solugéo
de acido citrico a 5% (59/100mL) e as amostras interesterificadas foram lavadas com
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agua destilada (80°C). Para remover a umidade foi adicionado sulfato de sodio
anidro no papel de filtro, por meio do qual as amostras foram filtradas sob vacuo e
secas a 110°C durante 30 min. As amostras foram armazenadas sob refrigeracao
em frascos de vidro e estocadas a temperatura de -5°C.

2.2.4. Composicao em acidos graxos (AG). Os ésteres metilicos de acidos graxos
(EMAG) foram preparados de acordo com o método de Hartman & Lago.?® A
composicao de acidos graxos foi determinado de acordo com o método oficial da
American Oil Chemists’ Society No. Ce 1f-96 (2009)." As condigdes de operagdo
do cromatografo foram : Cromatdgrafo Gasoso Capilar CGC Agilent 6850 Series GC
System, coluna capilar DB-23 Agilent (50% cianopropil-metilpolisiloxano),
dimensdes: 60m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25 pm.
Condicoes de analise: temperatura do forno: 110°C- 215°C (5°C/min), 215°C —
24min; temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor: 250°C; gas de
arraste: hélio; raz&o split 1:50; volume injetado: 1,0 uL. A composicao qualitativa foi
determinada por comparagdo do tempo de retencdo dos picos com 0s respectivos
padroes de AG. As analises foram realizadas em duplicata e cada resultado foi

expresso como a média das duas determinagées.

2.2.5. Analise do perfil de triacilglicerdis. A composicao dos triacilglicerois foi
determinada de acordo com o método oficial da American Oil Chemists’ Society No.
Ce 5-86 (2009)'® por cromatografia gasosa (CGC Agilent 6850 Series GC System).
Coluna capilar DB-17HT (Agilent Catalog 122-1811 - 50%-fenilmetilpolisiloxano),
15m de comprimento, 0,25mm de didametro interno, 0,15 um de filme. Condicdes de
analise: injecao split, razdo de 1:100; temperatura da coluna: 250°C, programada até
350°C a razdo de 5°C/min; gas de arraste: hélio, em vazdo de 1,0 mL/min;
temperatura do injetor: 360°C; temperatura do detector: 375°C; volume injetado: 1,0
uL; concentracdo da amostra: 10 mg/mL de tetrahidrofurano. A identificacdo dos
grupos de TAG foi realizada mediante comparacao dos tempos de retencao segundo
os procedimentos de Antoniosi Filho, Mendes & Langas.?’ As andlises foram
realizadas em duplicata e cada resultado foi expresso como a média das duas
determinagdes.
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2.2.6. Classes de lipidios. A determinacdo da classe de lipidios (TAG, DAG e
outros) foi realizada por cromatografia de alta performance em um instrumento
Perkin Elmer series 250 (Waltham, MA, USA), equipado com um Sicon Analytic
detector de indice de refragdo (Hitachi High Tecnologias América, Schaumburg, IL,
EUA), e duas colunas (500 A , 300 x 7,8 mm e 100 A ,300 x 7,8 mm) (Jordi Gel DVB,
Apple Valley, MN, EUA). Condigbes de andlises: as amostras foram diluidas na
proporcédo de 1:100 (v/v) em tetrahidrofurano; fase movel: tetrahidrofurano (grau
HPLC); fluxo: 1 mL/min; volume injetado: 20,0 uL.??> As andlises foram realizadas
em triplicata.

2.2.7. Distribuicao regioespecifica. Aproximadamente 150 mg das amostras foram
liquefeitas por aquecimento com ar quente e imediatamente dissolvidas em
cloroférmio deuterado (500 pL, CDCI3) e desoxigenado por fluxo de nitrogénio com
tetrametilsilano (1%,TMS) como referéncia de deslocamento quimico. As misturas
foram mantidas em ultrassom a 60°C até obtencdo de solugbes homogéneas e
transferidas para tubos de RMN de 5 mm. Espectros quantitativos de RMN C foram
adquiridos sem giro a 30°C utilizando o sistema de automagao ICON NMR (Bruker
Biospin, Rheinstetten, Germany) com um espectrometro Bruker Avance-Ill (500
MHz) operando a 125.69 MHz para o '*C, equipado com uma sonda Broadband
Observe (BBO) de 5-mm. Foram utilizados os seguintes parametros experimentais:
3G pulso de excitagdo 90° para 10 ps, varredura de largura de 238 ppm, tempo de
repeticdo de 25 s (tempo de aquisicdo 10 s + atraso de relaxamento de 15 s),
namero de exames 128 e ganho do receptor ajustado automaticamente. O tempo
experimental foi de 55 min. No espectro de RMN 13C foi possivel diferenciar acidos
graxos insaturados (AGlI) (170,88 ppm) e acidos graxos saturados (AGS) (170,91
ppm) esterificados na posicao sn-2 do TAG, e AGI (171,29 ppm) e AGS (171,32
ppm) esterificados nas posi¢des sn-1,3 do TAG. O assinalamento dos AGI e AGS foi
realizado com base no efeito indutivo da dupla ligacdo sobre o grupo carbonila
usando o método descrito por Vlahov et al?® Todas as amostras foram realizadas
em duplicata e cada resultado foi expresso como a média das duas determinacoes.

2.2.8. Conteudo de gordura solida (CGS). O conteddo de gordura sdlida foi
determinado por espectrometria de ressonancia magnética nuclear com o

equipamento Bruker Minispec PC 120 (Silberstreifen, Rheinstetten, Alemanha)
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juntamente com Banhos secos de alta precisdo Tcon 2000 (0 - 70°C) (Duratech,
Carmel, IN, EUA). O contetudo de gordura sélida foi determinado de acordo com
método oficial da American Oil Chemists’ Society No. Cd 16b-93 (2009)18, sendo
este um método direto com leituras das amostras em série em temperaturas de 10,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 65°C, com témpera para gorduras nao
estabilizadas. As analises foram realizadas em duplicata e cada resultado foi

expresso como a média das duas determinacoes.

2.2.9. Comportamento térmico. Perfis de cristalizagdo das amostras foram
determinados em calorimetro diferencial de varredura (Differential Scanning
Calorimeter — DSC) modelo Q2000 (TA Instruments) conforme o método oficial da
American Oil Chemists’ Society No.Cj 1-94,'"® pesando 8-12 mg de amostra em um
recipiente de aluminio com capacidade volumétrica de 40uL e seladas. O
instrumento foi calibrado com indio (PF=156,5°C, AHf=28,45J/g). As amostras foram
aquecidas a 80°C a 10°C/ min e mantidas durante 10 min. As amostras foram, em
seguida, resfriadas para -60°C a 10°C/ min e mantidas durante 30 min e finalmente
aqueceu-se a 80°C a 5°C / min. Os seguintes parametros foram utilizados para
avaliagao dos resultados: temperatura onset de cristalizagao (Toc), temperatura de
pico de cristalizagdo (Tpc), entalpias de cristalizagdo (AHc) e temperaturas finais de

cristalizacao (Tfc). As andlises foram realizadas em duplicata.

2.2.10. Microscopia sob luz polarizada. Para a morfologia e estudo das dimensdes
cristalinas, as amostras foram fundidas a temperatura de 70°C em forno de
microondas. Com o auxilio de um tubo capilar, uma gota de amostra foi colocada
sobre uma lamina de vidro pré-aquecida em temperatura controlada (70°C), que foi,
em seguida coberta com uma laminula. As laminas foram preparadas em duplicata
e mantidas durante 24 h em duas estufas na temperatura de 25°C. A morfologia dos
cristais foi avaliada com o uso de microscépio de luz polarizada (Olympus BX 51)
acoplado a camara de video digital (Media Cybernetics). As laminas foram
colocadas sobre o suporte da placa de aquecimento, mantidas a mesma
temperatura de cristalizacdo. As imagens foram capturadas pelo aplicativo Image
Pro-Plus (Media Cybernetics), utilizando luz polarizada e com ampliacao de 40 x.
Para cada lamina foram focalizados trés campos visuais. O didmetro médio dos

cristais foi selecionado como parametro de avaliacdo para a analise quantitativa das
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imagens e calculado usando o programa Image Pro-Plus versao 7.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, EUA).

2.2.11. Difracao de Raios-X. As amostras foram completamente fundidas e
cristalizadas a 25°C, em BOD durante 24h. A difracdo de raios-X foi determinada
conforme o método oficial da American Oil Chemists’ Society No. Cj 2—-95 (2009).
As medidas foram realizadas no difratdmetro Philips (PW 1710), utilizando a
geometria Bragg-Bretano (©:26) com radiagédo de Cu-Ka (I= 1,5418 A, tens&o de 40
KV e corrente de 30 mA). As medidas foram realizadas com passos de 0,03° em 2 ©
e tempo de aquisicdo de 2 s e scan de 14,5 a 27,5° (escala 20). A identificagdo das
formas polimérficas foi realizada a partir dos short spacings, que sao caracteristicos

dos cristais.

2.2.12. Analise estatistica. Os dados obtidos pelas analises de classes de lipidios
foram submetidos a uma anélise de variancia (ANOVA) com o sistema de software
STATISTICA versao 8 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). Testes de Tukey foram
aplicados para comparacdes estatisticas dos meios, com nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composicao de acidos graxos. Na Tabela 1 foram apresentadas as
composicoes de AG das matérias-primas e das misturas fisicas (MIl) em diferentes
proporgdes. O principal AG do OGAO foi acido oléico (C18:1) com 87,4%, seguido
por 5,8% de 4cido linoléico (C18:2) e 3,7% de 4acido palmitico (C16:0).
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Tabela 1. Composicdo em acido graxos (%) das matérias primas originais, éleo de girassol alto oléico (OGAO),
6leo de girassol alto oléico totalmente hidrogenado (OGAOTH) e das misturas binarias (OGAO:OGTH).

Acidos graxos (%) Matérias primas (%) OGAO:OGAOTH (% p/p)

OGAO OGAOTH 60:40 50:50 40:60 30:70
C16:0 (P-palmitico) 3,7 3,7 3,7 3,7 3,6 3,8
C18:0 (St-estearico) 3,2 96,3 40,4 49,7 58,7 68,2
C18:1 (O-oléico) 87,4 - 52,4 43,7 35,3 26,2
C18:2 (L-linoléico) 5,8 - 3,5 2,9 2,3 1,8
> Saturados 6,9 100,0 441 53,4 62,3 72,0
2 Insaturados 93,1 - 55,9 46,6 41,2 28,0

OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: 6leo de girassol alto oléico totalmente hidrogenado.

No OGAOTH, o principal AG foi o acido estearico (C18:0) com 96,3%
seguido por 3,7% do acido palmitico (C16:0). A composicdo das misturas
apresentou somente quatro tipos de AG (C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2) e variou de
3,6 - 3,8% de acido palmitico (C16:0), seguido por 40,4 - 68,2% de acido estearico
(C18:0), 26,2 - 52,4% de acido oléico (C18:1) e 1,8 - 3,5% de acido linoléico
(C18:2).

3.2. Composicao em triacilglicerdis. As espécies de TAG do OGAO, OGAQOTH,
misturas e dos produtos interesterificados sdo apresentados na Tabela 2. As
espécies predominantes de TAG no OGAO foram OOOQ (80,4%), seguidos por POO /
OPO (11,8%), OOL / OLO (5,8%), OLL (2,1%) e PPO / POP (0,5%). As principais
espécies TAG no OGAOTH foram StStSt (88,1%) e PStSt / StPSt (11,9%). As
principais espécies TAG das misturas fisicas foram StStSt (35,9 - 61,8%) e O0O
(24,2 - 48,7%). A interesterificacdo produziu alteracao significativa na composicéao de
TAG das misturas. Houve acentuada diminuicdo dos OOO e StStSt, enquanto novas
espécies TAG, como StStO / StOSt, StOO / OStO e PStO / POSt foram detectadas.
As principais espécies TAG da IQ foram StStO / StOSt (20,0 - 38,0%) e StOO / OStO
(14,4-30,0%), enquanto da IE foram StStO / StOSt (30,2 - 36,4%) e StOO / OStO
(14,0 - 30,5%). Uma pequena quantidade de PStO / POSt (4,5 - 5,3%) foi observada
também como uma nova espécie para ambas as reacoes de interesterificacao (IQ e
IE).
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Tabela 2: Composigao em TAG (%) do 6leo de girassol alto oléico (OGAO), 6leo de girassol alto oleico totalmente hidrogenado (OGAOTH), misturas (MI) e ap6s a interesterificagao quimica (1Q) e
enzimatica (IE).

OGAO:0GAOTH (%p/p)

Matérias primas 60:40 50:50 40:60 30:70
NC TAG OGAO  OGAOTH M IQ IE MI IQ IE M IQ IE MI IQ IE
50  PPO/POP 05 ND 0.2 ND ND 0.3 ND ND 0.2 ND ND 0.1 ND ND
52 PSSy ND 11,9 48 18 2,0 6.1 2.7 29 7.2 42 42 8,1 5,6 5,7
StPSt
P ND ND ND 53 5,3 ND 5,1 5,2 ND 5,2 5,1 ND 45 47
POO/OPO 1,2 ND 6,8 3,7 3,2 5,0 2,0 26 45 16 16 3,4 ND ND
54 Ststst ND 88,1 35,9 17,0 7,3 444 11,6 14,9 52,9 20,5 21,2 61,8 33,5 35,4
oo ND ND ND 20,0 30,2 ND 32,2 31,6 ND 38,0 36,4 ND 36,3 34,5
e ND ND ND 30,0 30,5 ND 29,8 26,6 ND 21,4 22,0 ND 14,4 14,0
000 80,4 ND 487 15,7 15,1 40,5 11,2 10,9 32,1 6,6 7,0 24,2 4,2 43
0OL/OLO 5,8 ND 2,4 4,2 4,1 28 3,8 3.6 23 25 25 18 15 14
oLL 2.1 ND 12 23 23 0.9 16 17 0.8 ND ND 0.6 ND ND

NC: nimero de carbono; ND: ndo detectado; P: acido palmitico; St: acido estearico; O: acido oléico; L: acido linoleico.
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Chae et al.®*

observaram também este tipo de comportamento na IE
de éleo de girassol alto oleico e éleo de soja totalmente hidrogenado com
Lipozyme TL IM. Foram identificadas significativas diminuicées dos 3 principais
TAGs (OOOQO, StStSt, e PStSt). Entretanto, aumentos acentuados nas espécies
TAGs recém-formados de POSt e StOSt, bem como, StOO também foram

observados.

3.3. Classes de lipidios. Em processos de interesterificagdo ocorre a
formacao de glicérideos parciais como diacilglicerdis (DAG) e monoacilglicerois
(MAG), os quais estao relacionados com certos parametros de reacao (tempo,
temperatura, suporte de imobilizagdo da enzima, proporcao de substrato e teor
de agua). 2% Os valores de TAG, DAG e MAG das misturas e os produtos das
IQ e IE estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de triacilglicerois (TAG), diacilgliceréis (DAG), monoacilgliceréis (MAG) e acidos graxos
livres (AGL) das misturas (Ml) e apds interesterificagcdao quimica (IQ) e enzimatica (IE).

OGAO:0GAOTH

(%pip) TAG DAG MAG/AGL
MI 99,4+0,1° 0,040,0 0,640,0°
60:40 IQ 89,7+0,0° 7,840,1° 2,440,0°
IE 89,9+0,0° 9,740,0° 0,440,0°
M 99,3+0,0° 0,040,0 0,7+0,0°
50:50 IQ 89,6+0,0° 8,0+0,0° 2,440,0°
IE 90,7+0,0° 8,6+0,4° 0,7+0,3°
M 99,3+0,0° 0,040,0 0,7+0,0°
40:60 IQ 89,7+0,3° 8,00,32 2,240,0°
IE 89,5+0,2° 9,940,2° 0,640,0°
M 99,3+0,0° 0,040,0 0,7+0,0°
30:70 IQ 88,1+0,1° 9,5+0,0° 2,440,1°
IE 89,8+0,4"° 9,4+0,1° 0,8+0,2°

Mesmas letras para as mesmas colunas indicam que ndo existem diferengas significativas entre as médias avaliadas
pelo teste de Tukey (p<0.05); OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: dleo de girassol alto oléico totalmente

hidrogenado.

Os valores DAG mais elevados foram observados na reacao
enzimatica (8,6-9,9%) comparados a reacdo quimica (7,8-9,5%), que estdo
relacionados com a quantidade de agua, temperatura, carga enzimatica e
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tempo de reacdo em processo por batelada. 2 Ahmadi et al.* estudaram as
interesterificagcdes quimica e enzimatica das misturas dos 6leos de girassol alto
oléico e canola totalmente hidrogenado e também encontraram niveis mais

altos da DAG na |IE comparados a Q.

3.4. Distribuicao regioespecifica. A distribuicdo estereoespecifica dos acidos
graxos em Oleos e gorduras produz efeito sobre as qualidades nutricionais e
tecnolégicas. A espectroscopia de RMN 'C provou ser uma andlise para
determinar as estruturas de TAG. A metodologia proporcionou bons resultados
com a preparacao minima da amostra € em menor tempo experimental. Os
célculos das composicdes e distribuicdo dos acidos graxos entre as posicoes
sn-1,3 e sn-2 dos TAG podem ser facilmente realizados, utilizando a
metodologia de alta resolucdo quantitativa de RMN '3C, baseada nos carbonos
da carbonila das cadeias acil dos TAG.?® Na Tabela 4 sdo apresentadas as
porcentagens de acidos graxos insaturados (AGl) e acidos graxos insaturados
(AGS) presentes nas posicoes sn-2 e sn-1,3 do glicerol antes e depois das IE e
IQ. Houve uma diminuicao nos AGI na posicado sn-2 nas misturas fisicas (Ml), a
medida que aumentou-se a proporcdo de OGAOTH. A IQ é uma reacédo
aleatoria, mostrando um menor teor de AGI na posigdo sn-2 nos TAG do que
na IE. As amostras da IQ apresentaram um teor de AGI entre 23,2 - 49,2%,
enquanto as amostras da IE o teor foi de 27,0 a 53,2%. A IE apresentou
migracao acil comparada com misturas fisicas (MI), mas em valor menor do
que na IQ. O teor de AGS aumentou na posi¢cédo sn-1,3 em todas as Ml com o
aumento na propor¢cdo de OGAOTH. A variagdo do AGS na IQ foi maior do que
na IE, respectivamente, 53,6-77,7% e 51,0-74,8%.
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Tabela 4. Distribuicdo dos acidos graxos (%) nas posigcoes sn-2, sn-1,3 dos TAG nas misturas

(MI), apés interesterificagdo quimica (1Q) e enzimatica (IE).

OGAO:OGAOTH (%p/p) Posicao sn-2 (%) Posicao sn-1,3 (%)

AGI AGS AGI AGS

MI 55,7 443 47,0 53,0

60:40 1Q 49,2 50,8 46,4 53,6
IE 53,2 46,8 48,9 51,1

Ml 52,0 48,0 43,6 56,4

50:50 1Q 421 57,9 421 57,9
IE 48,0 52,0 47,5 52,5

MI 38,5 61,5 32,9 67,1

40:60 IQ 33,1 66,9 33,4 66,9
IE 35,9 64,1 32,5 67,5

Mi 32,3 67,7 27,5 72,5

30:70 1Q 23,2 76,8 22,3 77,7
IE 27,0 73,0 25,2 74,8

OGAQO: 6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: oleo de girasol alto oléico totalmente hidrogenado; AGS: acido graxo
saturado; AGI: &cido graxo insaturado.

A migracéo acil € um processo termodinamico e espontaneo durante
a interesterificacdo enzimatica por lipase especifica, resultando na perda de
seletividade.?® Varios autores tém estudado a Lipozyme TL IM na IE,
analisando a migracédo acil. Os resultados desses estudos mostraram que a

especificidade da lipase pode ser influenciada pela migracéo acil.?>*

3.5. Conteudo de gordura soélida. A curva CGS versus temperatura é um
parametro importante para analisar muitas caracteristicas de gorduras, tais
como aparéncia, espalhabilidade, exsudacdo de 6leo e outras propriedades.*’
A interesterificacdo resultou numa diminuicdo da CGS nas misturas em todas
as proporcoes (Figural). Este efeito esta associado com uma reducao nos TAG
trissaturados (StStSt, PStSt / StPSt) e o surgimento de novas espécies de TAG
como os dissaturados-monoinsaturados (StStO / StOSt, PStO / POSt) e
monossaturados-diinsaturados (StOO / OStO) em quantidades consideraveis.
Apés a interesterificacdo houve uma grande diminuicdo em todas as curvas
das misturas de CGS a temperatura de 35°C.
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Fig. 1 Conteldo de gordura soélida (%) da mistura (MI-A) dos 6leos de girassol alto oléico (OGAO)
girassol alto oléico totalmente hidrogenado (OGAOTH) e apds interesterificagdo quimica (IQ-x) e
enzimatica (IE-m).

Nas temperaturas acima deste intervalo, as curvas de CGS da 1Q e |IE
sdo muito semelhantes, as quais diminuem linearmente até derreter
completamente entre 60°C e 65°C. As misturas fisicas em todas as proporcoes
em peso mostraram valores de CGS de 38,0-68,6% a 25°C. Enquanto que os
valores de CGS das gorduras obtidas por IQ foram de 29,8-78,9% e por El
foram 35,7-81,6% a 25°C. A 40°C, os valores de CGS das misturas foram
reduzidos a 29,7-61,5%, enquanto os valores de CGS dos LE obtidos por 1Q
foram entre 8,8-49,7% e por El foram entre 11,3-53,7%. Todos LE tém CGS
maior que 10% a 20°C e 22°C, um resultado que proporciona resisténcia a
exsudacdo.** Todos LE mostraram CGS acima de 25% (Figura 1) a
temperatura ambiente (25°C). Estes LE foram projetados para ter amplas

aplicacdes em alimentos, como uma base gordura para “shortenings’, em
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gorduras de padaria / confeitaria e como um aditivo de cristalizagdo para
lipidios.

3.6. Perfil de cristalizacao. O comportamento térmico das amostras de
gorduras pode ser estudado utilizando calorimetria de varredura diferencial
(DSC). Perfis térmicos de DSC podem ser utilizados para monitorizar a reacao
IE e explicar a mudanca das propriedades fisicas dos productos
interesterificados.®® Os perfis das curvas foram modificados por meio da
reagao, que reflete a alteracdo na composicéao dos TAG. A Fig. 2 mostra o perfil
de cristalizacao do M, IE e IQ das misturas de OGAO:OGAOTH. As misturas
fisicas (MI) mostraram um pico pronunciado, o que caracteriza a fragao
trissaturada (SSS) do OGAOTH com alta temperatura de cristalizacdo. As
temperaturas de cristalizagdo das misturas aumentaram em relagdo a
quantidade de OGAQOTH, portanto, acelerou o processo de cristalizacdo. As
temperaturas de cristalizacao iniciaram na faixa 44,5-49,1°C. O segundo pico
apresentou menor intensidade na fragdo triinsaturada (OOO) do OGAO com
menor temperatura de cristalizagdo. Resultados semelhantes foram

observados no estudo da IE a partir de OGAO e tripalmitina ou tristearina.’’
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Fig. 2 Perfis de cristalizagdo das misturas (MI) dos dleos de girassol alto oléico (OGAQ) e girassol alto
oléico totalmente hidrogenado (OGAQOTH), apds interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).

Apés interesterificacdo (IE e 1Q) o perfil de cristalizagdo mudou,
produzindo outros tipos de TAG intermediarios. As misturas interesterificadas
60:40 e 50:50 (OGAO: OGAOTH) apresentaram trés picos e nas misturas
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40:60 e 30:70 dois picos com valores de temperaturas de cristalizagao
proximos para IE e 1Q. Os segundos picos tiveram uma faixa de inicio de
cristalizacdo nas temperaturas entre 16,5-22,9°C, caracteristica de um
aumento substancial no conteido de TAG de ponto de cristalizagdo
intermediaria  como  monoinsaturados-dissaturados  (StStO/StOSt) e
diinsaturado-monossaturado (StOO/OStO). Este tipo de comportamento
também foi observado por Ribeiro et al.>* na interesterificacdo de misturas de

Oleo de soja e 6leo de soja totalmente hidrogenado.

3.7. Microestrutura. Microscopia sob luz polarizada é a técnica mais utilizada
para visualizar as redes microestruturais de gorduras, a fim de explicar as
diferencas de textura e cristais destes materiais, e as mudangas morfolégicas
que ocorrem durante o crescimento desses cristais. Através desta técnica,
também sdo observadas alteracbes nas formas polimérficas, resultantes da
interesterificacdo de gorduras.® A Fig. 3 apresenta as estruturas cristalinas das
misturas (OGAO:OGAQOTH) antes e depois da interesterificacdo obtidas por
cristalizacao a 25 °C / 24h e ampliacao de 40x. Nas misturas fisicas (MI) foram
observadas a formacé&o de esferulitos com maior tamanho nas misturas 40:60 e
30:70 (OGAO:OGAOHT), devido a maior proporcao de triestearina (StStSt). A
presenca de esferulitos grandes ou esferulitos aglomerados proporciona a
gordura uma textura granulada indesejavel e € funcdo principalmente da
triestearina nas misturas.® Observou-se que o didmetro do cristal diminui com
o aumento do teor de OGAO na mistura. A IE e IQ alteraram a morfologia do
cristal de todas as misturas. Depois de interesterificacdo foram observados
cristal esferulitos menos densos com estrutura fortemente aglomerada nas
misturas 40:60 e 30:70 (OGAO:OGAOHT) comparadas as misturas fisicas. No
entanto, as misturas 50:50 e 60:40 (OGAO: OGAOHT) apés a
interesterificagdo mostraram formag&o de cristais esferulitos mais densos com

a estrutura fracamente aglomerada.
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Fig. 3 Imagens de cristalizagdo nas misturas (MI) de 6leo de girassol alto oléico (OGAQO) e éleo de
girassol alto oléico totalmente hidrogenado (OGAQOTH) e apds interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica
(IE) a 25°C/24h com aumento de 40x. Proporgdes: 60:40 (1-3), 50:50 (4 -6), 40:60 (7-9) e 30:70 (10-12).

Segundo os autores Ribeiro et al, a interesterificacdo de misturas de
6leo de canola e 6leo de semente de algodao totalmente hidrogenado provocou
uma diminuicdo no tamanho do cristal.¥’ As diferencas nas estruturas
cristalinas podem ser significativamente influenciadas por interagbes entre as
moléculas no estado cristalino e a quantidade de d6leo liquido em torno dos
cristais, fatores que promoveriam diferengas estruturais em muitos niveis
diferentes da formacao dos cristais e agregados até a formacao de

aglomerados.® Os processos de IE e 1Q diminuiram o0s Dpax dos cristais, mas,
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simultaneamente, o aumento da concentracdo do OGAOTH nas misturas
resultou em um aumento no Dnax dos cristais para ambos 0s processos. A
variacdo do diametro médio do cristal da IE e 1Q foi de 18,5 ym a 22,7um. O
didmetro médio dos cristais da gordura deve ser inferior a 30 um para evitar

uma sensagao arenosa na boca.**

3.8. Polimorfismo. As formas polimérficas de gorduras séo fases soélidas de
mesma composigado quimica, que mediante a fusdo produz fases liquidas
idénticas. A forma a é metaestavel e, assim, transforma-se em formas mais
estaveis. Duas formas cristalinas sdo chamadas "monotrépicas" quando uma é
mais estavel do que a outra, e a recristalizacdo ira tomar lugar somente na
direcdo da forma mais estavel. As trés formas polimoérficas podem diretamente
se formar a partir da massa fundida. Também é evidente a irreversibilidade da
transformacdo do a para B para B.*° A difracdo de raios-X é utilizada para
diferenciar entre os polimorfos de lipidicos. Os short spacings (SS)
representam a distancia entre planos adjacentes numa arranjo cristalino. *' A
Tabela 5 mostra o padréo de difragéo de raios-X com short spacing e formas
polimorficas a 25°C durante 24h das misturas fisicas 50:50 e 30:70
(OGAO:OGAQTH) (MI) e gorduras interesterificadas (IE e 1Q).

Tabela 5. Formas polimérficas a 25°C por 24h das misturas antes (Ml) e apds interesterificacéo

quimica (IQ) e enzimatica (IE).

Short spacing (A)

OGAO:OGAOTH 4,6 42 3,9 3,8 Forma
polimérfica
50:50 - MI 4,60 (fo) 4,28 (m) 3,93 (m) B>P
30:70 - MI 4,59 (m) 4,24 (m) 3,90 (m) B +B
50:50 - 1Q 4,60 (fo) 4,27 (m) 3,89 (m) B>Pp
30:70 - 1Q 4,59 (f) 4,28 (fo) 3,88 (m) B>B
50:50 - IE 4,60 (fo) 4,28 (f) 3,92 (m) B>P
30:70 - IE 4,59 (m) 4,25 (m) 3,90 (m) B +B

Intensidades: f: fraco; m: médio; fo: forte; OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: 6leo de girassol alto oléico
totalmente hidrogenado.



107

As misturas fisicas exibiram uma mistura de formas (3 (intensidade
forte ou média) e B  (intensidade média), enquanto que apds a
interesterificacdo na mistura 30:70 (IE e 1Q) a intensidade de curto
espacamento representando a forma 3 pareceu diminuir, e mostrou forma 3~ de
cristal mais dominante do que na mistura fisica. Na mistura 50:50 apds a
interesterificacdo (IE e 1Q) continuou uma mistura das formas B (intensidade
forte) e B° (média e fraca intensidade). De acordo com os resultados, o
polimorfo B' esta associado com o aumento do OGAOTH na mistura.

Difratogramas das misturas obtidos a 25°C durante 24h antes (Ml) e
apos a interesterificacao (IE e 1Q) sdo mostradas na Fig. 4. Os cristais ' sdo
pequenos e sua morfologia é apropriada as caracteristicas de plasticidade,
estabilizando ar em gorduras para produtos de padaria e confeitaria. A forma 3
compreende cristais grandes que dao dureza e que pode ser usado como um
aditivo de cristalizacao para lipidios. Outros estudos anteriores relataram

resultados semelhantes. 342
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Fig. 4 Difratogramas das misturas obidos a 25°C/24h antes (MI) e ap6s a interesterificagdo quimica (IQ) e
enzimatica (El) dos 6leos de girassol alto oléico (OGAQ) e girassol alto oléico totalmente hidrogenado
(OGAOTH) nas proporcdes de 50:50 e 30:70.

Concluindo, este estudo demonstrou que tanto a interesterificacao
enzimatica como a quimica modificaram significativamente a composi¢cao dos

triacilglicerois, e, consequentemente, o perfil de cristalizacdo e conteudo de
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gordura sélida das misturas. O processo enzimatico com 3h de tempo de
reacdo mostrou a producao de novos TAG e menor migracao de acil do que 1Q,
evidenciado por RMN ™C. Os LE obtidos apresentaram caracteristicas
adequadas para aplicagdo como gorduras para padaria e como um aditivo de

cristalizagao para lipidios.
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Gorduras especiais contendo acido behénico obtidas por
interesterificacao enzimatica do 6leo de Crambe abyssinica
totalmente hidrogenado

Resumo

Lipidios estruturados (LE) com baixas calorias ricos em acidos behénico e
oleico foram produzidos por interesterificacdo enzimatica (IE) e quimica (I1Q) de
0leo de girassol rico em acido oléico (OGAQO) e bleo de Crambe abyssinica
totalmente hidrogenadoo (OCTH) em propor¢cées de 60:40 , 50:50, 40:60 e
30:70 (p/p), respectivamente. A lipase imobilizada de Thermomyces
lanuginosus (Lipozyme TL IM) foi usada durante 3h a 70°C, a uma dosagem de
7% (p/p) livre de solventes organicos. A mistura inicial (MI) e os produtos da
reacdo foram avaliados quanto as composicbes em acido graxos (AG) e
triacilglicerdis (TAG), os conteudos de gordura sélida (CGS), andlise térmica,
distribuicéo regioespecifica dos AG, microestrutura e polimorfismo. A tendéncia
da reacao foi no sentido de uma reducao nos teores TAG Csp, Css, Cgo, Ce2 €
Css € um aumento nos conteudos TAG Csg, Css € Cgs, portanto, o contetudo de
gordura sélida foi reduzido. Menor migracao acil na posicao sn-2 dos TAG foi
obtida na IE, em comparacao a IQ em todas as propor¢cdes das misturas. Os
cristais em forma de agulha foram predominantes na IE, enquanto grandes
esferulitos simétricos foram observados nas MI. Foi observada a reducédo no
didmetro médio do cristal em todas as misturas interesterificadas, além das
modificacdes da morfologia dos cristais. A difracdo de raios-X mostrou uma
predominancia dos cristais na forma B', tanto na IE e IQ. Os LE foram
produzidos para aplicagdo na industria de alimentos como gorduras de
panificacdo / confeitaria nas propor¢cdes de 60:40 / 50:50 e como aditivo na
cristalizacao de lipidios nas proporg¢oes de 40: 60 / 30:70.

Palavras-chave: lipidios estruturados; interesterificacdo enzimatica; lipase;
6leo de Crambe abyssinica; 6leo de girassol alto oléico; regioespecificidade.
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1. Introducao

Crambe abyssinica (Hochst) € uma planta rica em 6leo que pertence
a familia das cruciferas. E nativa da regido do Mediterraneo, mas a espécie
mostrou boa adaptacao a outras condicdes climaticas (Souza et al. 2009). Esta
espécie tem sido cultivada no Brasil, devido ao interesse industrial em extrair o
6leo de semente (26-38%) e ao seu alto teor de proteina com grande potencial
para cultivo na entressafra, na regidao Centro-Oeste, j4 que a referida crucifera
apresenta caracteristicas favoraveis a rotacao de culturas com plantio direto
apds a colheita da soja (Panno et al. 2009). O dleo pode ser distinguido de
outros pelo seu elevado teor de acido erucico (50-60%). Este acido graxo (AG)
contem 22 atomos de carbono e apenas uma ligagdo dupla, e tem usos
industriais especiais (Laghetti et al1995). O 6leo de crambe totalmente
hidrogenado é um sélido branco que tem um potencial valor como componente
de composicdes de ceras. O processo de hidrogenacao converte o acido
erucico (C22:1) em acido behénico (C22:0). O &cido behénico pode ser usado
como um elemento funcional de gorduras de baixas calorias e nas gorduras
alimentares contendo este acido graxo é esperado a reducao, a deposicao de
gordura visceral (Kojima et al. 2010). Além disso, as gorduras contendo acido
behénico podem ser utilizadas como aditivos de cristalizacdo em sistemas
lipidicos (Mori 1989). O 6leo de girassol alto oléico tem cerca de 89% de &cido
oléico na sua composicdo em comparacao com o 6leo tradicional, que contém
menos do que 50%. Este aumento da quantidade de acido oleico fornece alta
estabilidade termo-oxidativa (Labalette et al 2012;. Alberio et al. 2016) e esse
Oleo é extremamente valioso para alimentos (por exemplo para produtos fritos,
padaria e margarinas).

A fim de corresponder a demanda dos alimentos industrializados
para desenvolvimento de diferentes gorduras e Oleos pode-se realizar a
modificacdo de dleos vegetais para produzir novos produtos que melhorem a
funcionalidade, a absor¢cédo, o metabolismo e a nutricdo (Akoh 1995). Os éleos
vegetais sdo geralmente ricos em acidos graxos insaturados (AGl) na posicao
sn-2 dos TAG e acidos graxos saturados (AGS) nas posigdes sn-1 e sn-3
(sn-1,3). Presume-se que os AGS na posicao sn-2 podem afetar o metabolismo
de lipidico hepético de maneira diferente do que os mesmos acidos graxo nas
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posicoes sn-1 ou sn-3 (Mu e Porsgaard 2005). A interesterificacdo enzimatica
dos Oleos e as hardfats foram estudadas nas ultimas décadas, utilizando
enzimas especificas imobilizadas em processos de batelada e continuos,
relacionados com as condicbes da reagdo (temperatura, concentragdo de
enzima, tempo, adicdo de solvente e velocidade de agitagdo), a fim de
incorporar o AG desejado na estrutura dos TAG. O objetivo foi diminuir a
migracdo do grupo acila na posi¢do sn-2 e reduzir a produgdo de produtos
intermediarios, tais como diacilgliceréis (DAG) e monoacilgliceréis (MAG)
(Ifeduba et al 2016;. Speranza et al 2015;. Pande et al 2013). Essas gorduras
podem ser aplicadas em produtos de panificagdo, margarina, gordura, e
também como aditivos de cristalizacao (Zhao et al. 2014; Meng et al. 2013).

A utilizacao de aditivos em sistemas de gordura tem sido investigada
por varios pesquisadores, como também a influéncia sobre as propriedades
fisicas das gorduras, reduzindo os custos e melhorando a qualidade do produto
final (Basso et al. 2010; Smith et al. 2011; Oliveira et al. 2015). Polimorfismo e
interacdes moleculares s&o propriedades especificas da cristalizacdo de
gorduras. Alta similaridade das caracteristicas da cadeia de acila desses
aditivos com as gorduras tais como, comprimento de cadeia e numero de
ligagbes duplas, permite a sua integragdo na matriz do cristal e / ou adeséao
para um local de crescimento do cristal (Sato 2001; Smith et al. 2011). Ribeiro
et al. (2013a) investigaram cinco hardfats como modificadores de cristalizagao
no processo de manteiga de cacau (MC). O melhor resultado foi encontrado
com 6leo de crambe totalmente hidrogenado, com um efeito estabilizador sobre
o polimorfismo da MC.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades fisico-
quimicas dos LE obtidos a partir da interesterificacdo enzimatica (IE) catalisada
por Lipozyme TL IM, especifica sn-1,3 em misturas binarias de OGAO e OCTH
em diferentes proporcées em peso (60:40, 50:50, 40:70, 30:70) utilizando 7%
(p/p) de Lipozyme TL IM a 70°C durante 3h. A interesterificacdo quimica (IQ) foi
realizada como controle. Foram analisadas as seguintes propriedades fisico-
quimicas dos LE: composicées em AG e TAG, conteludo de gordura soélida
(CGS), calorimetria exploratéria diferencial (DSC), migragdo de acila,
microscopia de luz polarizada e difracao de raios-X. Estes LE foram projetados
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para obter amplas aplicagbes em alimentos, como gorduras de padaria /
confeitaria e aditivos de cristalizagdo em sistemas lipidicos.

2. Material e métodos

2.1. Material

O dbleo de girassol alto oléico desodorizado (OGAO) foi fornecido
pela empresa Dow AgroSciences - distribuido pela empresa Quantiq Ltda (Sao
Paulo, SP Brasil). O 6leo crambe totalmente hidrogenado (OCTH), uso
industrial, foi fornecido pela empresa Cargill Agricola S / A (ltumbiara, GO,
Brasil). A enzima imobilizada Lipozyme TL IM (Thermomyces lanuginosus
lipase, especifica sn-1,3, atividade especifica de 329 IUN / g: IUN = unidade de
interesterificacdo) foi doada pela empresa Novozymes do Brasil Ltda (Araucaria
- Brasil), e o catalisador quimico , metdéxido de sédio em pd anidro (99%)
produzido pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.2. Métodos

2.2.1. Preparagéo das misturas (Ml) e condicionamento da enzima

Duas amostras de 100 g das misturas de OGAO e OCTH foram
preparadas, derretidas em cada uma das seguintes propor¢des: 60:40, 50:50,
40:60 e 30:70 (m/m). As misturas foram mantidas a 80°C durante 30 min com
um agitador magnético para destruir a memoria cristalina, e em seguida,
armazenadas em frascos de vidro e estocadas a temperatura de -5°C. Em
escala de laboratério, a lipase especifica sn-1,3 (Lipozyme TL IM) foi
condicionada para remover o ar e a umidade. O Lipozyme TL IM apresentou
um teor de umidade de 5% (p/p) e o fabricante (Novozymes) recomenda
reduzir este conteudo, antes de realizar a experiéncia com o objetivo de
diminuir o teor de acidos graxos livres (AGL) e mono (MAG) e diacilglicerois
(DAG) formados pela hidrélise da gordura. Uma aliquota de 100 g da mistura
binaria foi colocada em um baldo de fundo redondo de 250 ml e, em seguida,
aqueceu-se em banho de éleo mineral a 70°C. Quando a temperatura da
mistura atingiu 70°C, 7% (m/m) da enzima foi adicionada e a mistura foi agitada
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a 300 rpm, utilizando um agitador magnético, sob uma atmosfera de nitrogénio
durante 30 minutos. A eliminacéo do ar foi evidenciada pela auséncia de bolhas
nos granulos. A agitacao foi desligada, a enzima decantada e a fase superior
de dleo removida com uma pipeta. A enzima condicionada foi utilizada

imediatamente no IE.

2.2.2. Interesterificacdo enzimatica (IE)

100 g de cada mistura produzida nas propor¢des de 60:40, 50:50, 40:60 e
30:70 (m/m) foram adicionadas ao baldo de fundo redondo de 250 ml, contendo
7% (m/m) de enzima condicionado aquecido num banho de éleo mineral a
70°C com agitacdo magnética a 300 rpm, sob atmosfera de nitrogénio. Foram
realizados testes preliminares, quanto a temperatura e tempo de reagéo 3, 6 e
9h, avaliando comportamento térmico (DSC) e migracao acil. Foi definida a
temperatura a 70°C e 3h de reacao para o estudo e coletadas amostras de 30g
em tubos com tampa para analises, mantendo a agitacdo. Foi injetado
nitrogénio puro na mistura, fechou-se o tubo submetendo-o, durante 10 min, a
um banho de agua a 95°C para inativagdo da enzima. O teor de acidos graxos
livres foi determinado como o &cido oléico (% em peso) de acordo com o
método AOCS Ca 5a-40 (AOCS 2009). Para remover o AGL, a amostra foi
tratada usando um funil de separacdo de paredes duplas com banho de agua
aquecida para evitar a solidificacdo da mistura. Cinco gotas de uma solucao de
fenolftaleina foram entdo adicionadas, seguidos por uma quantidade pré-
determinada de NaOH 0,2M. A mistura interesterificada foi entdo lavada com
agua quente (50-60°C) até ao desaparecimento da cor résea e em seguida,
filtrada através em papel de filtro contendo sulfato de sédio anidro para
remover as particulas de umidade e biocatalisador. Os produtos foram secos
sob vacuo a 110°C durante 30 min, armazenados em frascos de vidro e
estocados a temperatura de -5°C.

2.2.3. Interesterificacdo quimica (1Q)

As reacbes 1Q foram realizadas com as mesmas proporgoes de
OGAO e OCTH utilizadas na IE. Em escala de laboratério, 100 g de cada
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mistura foram interesterificadas sob agitacdo magnética, na presenca de 0,4%
de metéxido de sbédio a 99% (p/p) na temperatura de 100°C. O tempo de
reacao foi de 20 min sob vacuo, de acordo com a otimizacado efetuada por
Grimaldi et al. (2005). A reacao foi entdo interrompida pela adicdo de uma
solucdo de acido citrico a 5% e as amostras interesterificadas foram lavadas
com agua destilada (80°C). Para remocao da umidade, as amostras foram
filtradas em papel de filtro contendo sulfato de sdédio anidro, seguida por
secagem sob vacuo a 110°C durante 30 min. As amostras foram armazenadas
em frascos de vidro e estocadas a temperatura de -5°C.

2.2.4. Composicdo em acidos graxos (AG)

Os ésteres metilicos dos acidos graxos (EMAG) foram preparados conforme
Hartman e Lago (1973) e separados utilizando o método AOCS Ce 1f-96. As
condicoes de operacao cromatograficas foram: Cromatografo de Gas capilar
Agilent Série 6850 equipado com uma coluna DB-23 Agilent capilar (50%
cianopropila-metilpolisiloxano), dimensdes: 60 m; 0,25 mm de d.i. e filme de
0,25 um. As condicdes de analise foram: temperatura do forno: 110°C - 215°C
(5°C/min), 215°C - 24 min; temperatura do detector: 280°C; temperatura do
injetor: 250°C; gas de arraste: hélio; razdo split 01:50; volume de injecéo: 1,0
uL. A composicéo qualitativa foi determinada pela comparagéo dos tempos de
retencdo dos picos com relacdo aos picos dos respectivos AGs padrdes. As
analises foram realizadas em duplicata e cada resultado foi expresso como a

média das duas determinacdes.
2.2.5. Composicao em triacilglicerois (TAG)

Um cromatografo gasoso Agilent 7890 equipado com detector FID e injetor split
/ splitless foi usado para separar os TAGs produzidos na reagcdo. As amostras
foram dissolvidas em heptano na concentracdo de 2 mg/mL e injetado numa
coluna capilar DB-5-HT (15m x 250 um x 0,1 um). A temperatura do forno foi
programada inicialmente a 360°C com aquecimento para 390°C a 5°C/min,
permanecendo nesta temperatura por 14 min. Hidrogénio foi utilizado como gas
de arraste a 40 cm.s™ e nitrogénio como make-up a 40 cm.s™'. As temperaturas
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do injetor e do detector foram mantidas a 360°C e 380°C, respectivamente. O
volume de injecao foi de 1 pL para razdo de split de 1:30. Os TAG trissaturados
(S3), triinsaturado (ls), dissaturados-monoinsaturado (Sgl) e diinsaturados-
monossaturados (1.S) foram separados de acordo com o numero de atomos de
carbono dos &cidos graxos e identificados por comparagcdo com os tempos de
retencé@o de tribehenina padrao (99% pureza) e 6leo de soja, o qual tem uma
composi¢do conhecida. As analises foram realizadas em duplicata e cada

resultado foi expresso como a média das duas determinacdes.
2.2.6. Distribuicao regioespecifica

Aproximadamente 150 mg das amostras foram liquefeitas por aquecimento
com ar quente e, imediatamente, dissolvidas em cloroférmio deuterado (500 pL,
CDCI3) e desoxigenado por fluxo de nitrogénio com tetrametilsilano (1%,TMS)
como referéncia de deslocamento quimico. As misturas foram mantidas em
ultrassom a 60°C até obtengédo de solugdes homogéneas e transferidas para
tubos de RMN de 5 mm. Espectros quantitativos de RMN '*C foram adquiridos
sem giro a 30°C utilizando o sistema de automacdo ICON NMR (Bruker
Biospin, Rheinstetten, Germany) com um espectrometro Bruker Avance-lIl (500
MHz) operando a 125,70 MHz para o '°C, equipado com uma sonda
Broadband Observe (BBO) de 5-mm. Foram utilizados os seguintes parametros
experimentais: "*C pulso de excitagdo 90° para 10 ps, varredura de largura de
238 ppm, tempo de repeticdo de 25 s (tempo de aquisicdo 10 s + atraso de
relaxamento de 15 s), numero de exames 128 e ganho do receptor ajustado
automaticamente. O tempo experimental foi de 55 minutos. No espectro de
RMN 13C foi possivel diferenciar acidos graxos insaturados (AGl) (170,88 ppm)
e acidos graxos saturados (AGS) (170,91 ppm) esterificados na posicao sn-2
do TAG, e AGI (171,29 ppm) e AGS (171,32 ppm) esterificados nas posicoes
sn-1,3 do TAG. O assinalamento dos AGI e AGS foi realizado com base no
efeito indutivo da dupla ligacdo sobre o grupo carbonila usando o método

|_23

descrito por Vlahov et al.=” Todas as amostras foram realizadas em duplicata e

cada resultado foi expresso como a média das duas determinagdes.
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2.2.7. Conteudo de gordura sdlida (CGS)

O conteddo de gordura soélida foi determinado por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear usando o PC120 Bruker Minispec
(Silberstreifen, Rheinstetten, Alemanha) juntamente com banhos secos de alta
precisao (0-70 ° C) Tcon 2000 (Duratech, Carmel, IN, EUA). O método AOCS
Cd 16b-93 (AOCS 2009) foi seguido, sendo este um método com leituras
diretas em série, nas temperaturas de 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e
65°C, com temperagem para gorduras ndo estabilizadas. As anadlises foram
realizadas em duplicatas e cada resultado foi expresso como a média das duas

determinacgoes.

2.2.8. Anélise térmica

Os perfis de cristalizagdo das amostras foram determinados usando um
calorimetro diferencial de varredura (Differential Scanning Calorimetry — DSC)
modelo Q2000 (TA Instruments) de acordo com o método AOCS Cj 1-94
(AOCS 2009), pesando 8 - 12 mg de amostra em recipientes de aluminio com
capacidade volumétrica de 40uL e selando-os. O instrumento foi calibrado com
indio (ponto de fusdo = 156,5°C, AH; = 28,45 J/g). As amostras foram
aquecidas a 80°C a 10°C / min, mantidas a esta temperatura durante 10 min,
resfriando para -60°C a 10°C / min, mantida a esta temperatura durante 30 min,
e, finalmente, aqueceu-se a 80°C a 5°C / min. Os seguintes parametros foram
utilizados para avaliacdo dos resultados: temperatura onset de cristalizagcao
(Toc), temperatura de pico de cristalizacdo (Tpc), entalpias de cristalizacdo
(AHc) e temperaturas finais de cristalizagdo (Tfc). As analises foram realizadas
em duplicata.

2.2.9. Microscopia sob luz polarizada

Com o propésito de estudar a morfologia e as dimensdes cristalinas,
as amostras foram fundidas em um forno de microondas a 70°C. Com o auxilio
de um tubo capilar, uma gota de amostra foi colocada numa lamina de vidro

pré-aquecida a uma temperatura controlada (70°C) e coberta com uma lamela.
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As laminas foram preparadas em duplicata e mantidas durante 24h numa
incubadora a 25°C. A morfologia dos cristais foi avaliada, usando um
microscépio de luz polarizada (Olympus BX 51) ligado a uma camara de video
digital (Media Cybernetics). As laminas foram entdo colocadas sobre o suporte
de uma placa de aquecimento mantido a mesma temperatura de cristalizagéo,
e as imagens capturadas pelo programa Image Pro-Plus aplicativo (Media
Cybernetics), usando luz polarizada e amplificacdo 40x. Trés campos visuais
foram focalizados em cada Iamina e o didmetro médio dos cristais selecionado
como o parametro de avaliacdo para a analise quantitativa das imagens
calculadas, utilizando o programa de imagem Pro-Plus, versdo 7.0 (Media
Cybernetics, Bethesda, EUA).

2.2.10. Difragao de Raios-X

Os habitos polimérficos das gorduras antes e apbés a
interesterificacdo (IE e 1Q) foram determinados por difracdo de raios-X, de
acordo com o método AOCS Cj 2-95 (AOCS 2009). As amostras foram
completamente derretidas e cristalizadas a 25°C em uma BOD durante 24h. As
medicoes foram feitas num difractobmetro Philips PW 1710 com o Bragg-
Brentano (©:26) geometria, e a radiacdo Cu-Ka (I = 1,5418 A, voltagem de 40
KV e corrente de 30 mA). As medidas foram tomadas em 0,03° etapas em 20
com um tempo de aquisicao de 2s e digitalizacao de 14,5-27,5 ° (escala 20).
As formas polimorficas foram identificadas a partir dos espagcamentos curtos,

que séo caracteristicos dos cristais.

3. Resultados e discussao

No presente trabalho, o efeito de interesterificagdo enzimatica (IE)
sobre as propriedades fisico-quimicas das misturas em diferentes proporgoes
de OGAO:OCTH foi avaliada, com o objetivo de compreender a estrutura da
gordura e a sua funcionalidade.
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3.1. Composicdo em acidos graxos (AG)

As composi¢des de acidos graxas das matérias-primas e as misturas
em diferentes proporcdes sao apresentadas na Tabela 1. Os principais AGs no
OCTH foram C22:0 (56,6%), C18:0 (32,0%), C20:0 (6,4%), C16:0 (2,8%) e
C24:0 (2,1%). O AG predominante no OGAO foi C18:1 (87,4%), seguidos pelo
C18:2 (5,8%), C16:0 (3,7%) e C18:0 (3,2%). Os teores mais elevados de AGs
nas misturas foram C18:1 (25,6 — 52,4%) e C22:0 (22,6-40,9%).

Tabela 1. Composigdo em &cidos graxos (%) das matérias primas, 6leo de girassol alto oléico (OGAO),
6leo de crambe totalmente hidrogenado (OCTH) e das misturas binarias (OGAO:OCTH).

Acidos graxos (%) Matérias primas OGAO:OCTH (% m/m)
OGAO OCTH 60:40 50:50 40:60 30:70
C16:0 (P-palmitico) 3,7 2,8 3,3 3,4 3,2 2,9
C18:0 (St-estearico) 3,2 32,0 14,5 17,0 20,0 22,9
C18:1 (O-oléico) 87,4 - 52,4 42,2 34,2 25,6
C18:2 (L-linoléico) 5,8 - 3,4 3,0 2,6 1,8
C20:0 (A-araquidico) - 6,4 2,7 3,2 3,8 44
C22:0 (B-behénico) - 56,6 22,6 30,0 34,9 40,9
C24:0 (Lg-lignocérico) - 2,1 1,1 1,1 1,3 1,5
> Saturado 6,9 100,0 44,2 54,7 63,2 72,6
2 Insaturado 93,1 - 55,8 45,3 36,8 27,4

O OCTH é rico em acido behénico (C22:0) e outros estudos também
mostraram altas concentracoes de acido behénico neste 6leo (Ribeiro et al.
2013b; Guedes et al. 2014).
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3.2. Composicdo em triacilglicerdis (TAG)

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos para as composicoes de
TAG das misturas, antes e depois IE e 1Q. O TAG predominante no OGAOQ foi a
trioleina (OO0, Cs4), com 88,3%, seguido pelo POO / PSO (Csz), com 11,4%.
No que diz respeito ao OCTH, o TAG na maior quantidade foi StBB (Cg2), com
61,3%, seguido de SAB (Cgo), com 15,6%.

Apos a interesterificagao foi observado um aumento nos TAG com
namero de carbonos Css, com predominadncia de OOB/StOB/StStB quando
comparado com as misturas, sendo maior apés IE (32,0-37,5%). Houve
também uma diminuicdo dos TAG com o numero de carbono Cg, como StBB,
sendo menor na IE (7,0-18,2%). Guedes et al. (2014) obtiveram resultados
semelhantes para a composicdo em TAG apdés a 1Q. Além disso, a
interesterificagdo resultou na formacdo de uma nova espécie de TAG (BBB,
Ces) N@o detectados anteriormente nas misturas fisicas. Tyne & Led6chowska
(2005) estudaram a interesterificacdo de éleo de oliva (como a fonte de acido
oleico) com Oleo de colza com alto erdcico totalmente hidrogenado (como fonte
de acido behénico), e a aciddlise de 6leo de oliva com &cido behénico
catalisada pela enzima Lipozyme RM IM. A interesterificagdo resultou na
formacao de novos TAG, principalmente como BOO, BOP e BOB.
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Tabela 2: Composigao em triacilglicerdis (%) quanto ao numero de carbono das matérias primas e das misturas binarias do 6leo de girassol alto oleico (OGAO) e 6leo de

crambe totalmente hidrogenado (OCTH), antes (MI) e apo6s interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).

OGAO:OCTH (%m/m)

Matérias primas 60:40 50:50 40:60 30:70
NC | OGAO OCTH MI IQ IE Mi 1Q IE Ml [e] IE Mi [e] IE
50 0,5 ND ND 0,4 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
52 11,4 1,5 7,8 6,7 6,9 6,5 5,7 5,8 5,8 5,7 4,6 4,5 4,0 4,2
54 88,3 2,7 53,1 42,2 42,0 45,7 34,0 33,6 36,9 26,4 24,2 28,5 18,9 20,7
56 ND 8,1 3,3 8,0 8,0 41 8.8 8.8 4,8 6.2 9,2 57 9,9 9,5
58 ND 7,2 3,4 31,2 32,0 3,5 34,4 35,0 4,3 35,5 37,5 5,0 35,8 37,2
60 ND 15,6 6,2 3,7 3,5 7,7 4,8 4,8 9,4 7,0 6,3 10,8 7,6 7,1
62 ND 61,3 24,7 7,2 7,0 30,8 10,6 10,5 36,7 16,8 15,9 42,9 19,2 18,2
64 ND 3,6 1,5 0,6 0,6 1,6 0,9 0,9 2,2 1,6 1,3 2,4 2,1 1,6
66 ND ND ND ND ND ND 0,8 0,6 ND 0,8 1,0 ND 2,5 1,5

NC: nimero de carbono; ND: ndo detectado; NC: 50: PPSt; 52: POSt/POQO; 54: SOO/000; 56: POB/StOA/OOA; 58: StStB/StOB/OOB; 60: StAB; 62: StBB/OBB; 64: ABB; 66: BBB

P: acido palmitico; St: &cido estearico; O: &cido oléico; L: &cido linoléico; A: acido araquidico; B: acido behénico; Lg: acido lignocérico.
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3.3. Distribuicao regioespecifica dos acidos graxos

A andlise regioespecifica dos TAG por RMN '3C mostrou a
distribuicdo e conteudo dos acidos graxos insaturados (AGS) e dos acidos
graxos saturados (AGl) na molécula de glicerol. Esta analise pode fornecer
informacdes importantes sobre como a estrutura estereoespecifica influencia o
metabolismo lipidico e a biodisponibilidade do acido graxo. A metodologia
proporcionou bons resultados com a preparacdo minima de amostra e um
tempo experimental significativamente menor. A técnica é bem adequada para
o estudo da interesterificacdo de Oleos vegetais e gorduras (Guedes et al.
2014; Speranza et al. 2015). A Fig. 1 mostra as porcentagens dos AGI e dos
AGS presentes na posicao sn-2 do glicerol antes e depois IE e 1Q. Houve uma
diminuicdo em AGI na posicao sn-2, das misturas a medida que se aumentou a
proporcao de OCTH. A migracao de acila foi menor apés |IE do que apés IQ, de
modo que os resultados AGI na posicao sn-2 na |IE foram mais elevados (31,0-
58,2%), em comparacdo com os resultados apds 1Q (25,5-56,2%). Os LE
obtidos ap6s IE na proporcao 40:60 tiveram mais AGI na posigao sn-2 do TAG

posicao sn-2

®Insaturado & Saturado

30/70 (IE) 31,0%

30/70(1Q) 25,5%

30/70 (MI) 28,6%

40/60 (IE) 37,3%

40/60 (1Q) 31,3%

40/60 (M) 41,8%

50/50 (IE) 47,7%

50/50 (1Q) 42,1%

50/50 (M) 51,4%

60/40 (IE) 58,2%

60/40 (1Q) 56,2%

60/40 (MI) 60,,8%

Fig. 1 Distribuigdo de acidos graxos (%) na posigao sn-2 dos triacilgiceréis nas misturas (Ml) de éleo de
girassol alto oleico (OGAO) e 6leo de crambe totalmente hidrogenado (OCTH) antes e apés

interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).
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A Fig. 2 mostra os resultados para AGl e AGS presentes nas posicoes
sn-1,3 do TAG, antes e depois IE e IQ. O teor de AGS aumentou nas posi¢des
sn-1,3 em todas as misturas com aumento na propor¢cdo de OCTH. Apds IE a
faixa para AGS foi de 47,3-71,4% e ap6s 1Q foi 45,9-74,1%. A maioria dos AGs
determinados nas posi¢oes sn-1,3 foram saturados, que é o padrao tipico para

os Oleos vegetais.

posicoes sn-1,3

M Insaturado K Saturado

30/70 (IE) 28,6% A%
30/70(1Q) 25,8% 4,2%

30/70 (M1) 24,4% 6%

40/60 (IE) 29,3% : 0,7%

40/60 (1Q) 34,1% 9%

40/60 (M) 35,8% 64,2%
50/50 (IE) 44,0% — 5,0%
50/50 (1Q) 43,8%

50/50 (M) 44,6% 6%
60/40 (IE) 52,7% A7,3%
60/40 (1Q) 54,1% /
60/40 (MI) 52,5% 47,5%

Fig. 2 Distribuicao de acidos graxos (%) na posi¢éo sn-1,3 dos triacilgicerdis nas misturas (M) de 6leo de
girassol alto oleico (OGAQO) e o6leo de crambe totalmente hidrogenado (OCTH) antes e apos
interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).

Pacheco et al. (2015) estudaram o fendmeno da migracdo acila
durante a interesterificacdo catalisada por lipase de 6leos de soja refinado e
totalmente hidrogenado. Sua pesquisa mostrou que mesmo com a utilizacao de
lipases especificas sn-1,3, a migragédo acila ocorreu na posicao sn-2 da TAG.
No entanto, este tipo de biocatalisadores ainda € preferido em comparacao
com as lipases nao especificas ou catalisadores quimicos, uma vez que eles

mantém o perfil de distribuicdo de AG nos TAG originais, em maior extensao.
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3.4. Conteudo de gordura solida (CGS)

A Fig. 3 mostra os perfis de CGS para todas as misturas antes e
apos IE e 1Q. As misturas 40:60 e 30:70 apés IE e 1Q, a 10°C apresentaram, no
geral, maior CGS em comparacdao com as MI. No entanto, nas temperaturas
mais elevadas (30-55°C) os valores foram inferiores de uma forma geral. Esta
diminuicdo no CGS foi devido as reacoes de interesterificagdo, formando novos
TAGs a partir das matérias primas iniciais. Os LE obtidos apés IE e 1Q foram
completamente fundidos na faixa de 55-65°C. A 35°C, o CGS das misturas IE
variou de 10,6-46,3%, enquanto que nas misturas de IQ variou de 23,6-58,0%.
A plasticidade das misturas 60:40 e 50:50 apds IE foi maior que a de 1Q.

g0 M EIQ IE 60:40 (OGAO:0CTH) gp " M mIQ IE 50:50 (OGAO:OCTH)
70 70
60 60
50 _.50 I i
g g i
:‘,9,‘40 i 2 40 .
© 30 = © 10
20 = 20 | -
10 il S 10 -

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
" M miQ IE 40:60 (OGAO:0CTH) m M miQ IE 30:70 (OGAO:0CTH)
80 80
70 = _ 70 @ i -
60 60 I
.50 _50 i
g £ |
«n 40 - @ 40 it
3 ! 8
30 o 30 =3
20 20 i
10 10 -
0 0
10 15 20 25 30 35 40 45 S0 S5 60 65 70 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Temperatura (°C) Temperatura(°C)

Fig. 3 Curva de sélidos (%) nas misturas (MI) de 6leo de girassol alto oléico (OGAO) e éleo de crambe
totalmente hidrogenado (OCTH) antes e ap06s interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).

A formacao de novos TAG apds a interesterificacdo com pontos de
fusdo intermediarios apresentou (POB/StOA/OOA e StStB/StOB/OOB) um
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declinio no CGS entre 25-45°C, mostrando perfis de fusdo mais lineares.
Varios estudos anteriores relataram uma diminuicdo no CGS com aumento da
temperatura ap0s a interesterificagdo enzimatica de misturas, devido a
diminuicdo de TAG trissaturados e aumento de TAG monoinsaturados e
diinsaturados (Lee et al. 2008; Zhao et al. 2014).

3.5. Propriedades térmicas

A Fig. 4 mostra os perfis de cristalizagdo das misturas (MI) de
OGAOQO:OCTH e apés IE e 1Q. O termograma do OCTH mostrou um pico de
cristalizacdo intensa em 56,6°C dos TAG saturados e o0 OGAO mostrou um

pico estreito de cristalizacdo em -36,2°C dos TAG insaturados.

a

60:40 (OGAO:OCTH) 50:50 (OGAO:0OCTH)

Fluxo de calor (Wg)
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Fig. 4 Eventos de cristalizagdo nas misturas (Ml) de éleo de girassol alto oléico (OGAOQ) e 6leo de crambe

totalmente hidrogenado (OCTH) antes e ap06s interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE).

As misturas fisicas (MI) mostraram perfis de cristalizacdo com dois
picos nas faixas de -30,7 a -33,2°C (a) e de 50,4 a 54,8°C (b). Apo6s a
interesterificacdo (IE e 1Q) os perfis de cristalizacdo mudaram, em decorréncia
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a formacgéo de TAG de ponto de fuséo intermediarios. Apos a interesterificagéo,
0 segundo pico indicou um aumento da concentracdo de TAG dissaturados-
monoinsaturados e monossaturados-diinsaturados, o que afetou a intensidade
do perfil de cristalizacdo. Os picos foram mais largos em comparagdo com 0s
componentes individuais (OGAO e OCTH), e apo6s a interesterificagao (IE e 1Q),
as misturas (60:40; 50:50 e 40:60) mostraram trés picos de cristalizacdo. O
primeiro pico foi de -29,5°C a -33,2°C (c,f), 0 segundo a partir de 29,1°C a
32,3°C (d,g) e o terceiro de 40,2°C a 50,6°C (e,h). A IE resultou em picos de
cristalizacdo menores do que 1Q, com a diferenca de 2-3°C (Tpc). Apos o
processo de interesterificacdo (IE e 1Q), somente a mistura 30:70 (OGAO:
OCTH) mostrou dois picos de cristalizacdo que foram a 32,3°C e 50,5°C (d,e)
apos IE e a 34,3°C e 50,6°C (g,h) , apds o 1Q. Este tipo de comportamento
também foi observado por Guedes et al. (2014).

3.6. Microestrutura

Microscopia de luz polarizada é uma técnica utilizada para visualizar
a rede microestrutural das gorduras. As propriedades reoldgicas
macroscopicas das redes formadas por lipidios sdo essenciais para a
consisténcia e a aceitabilidade dos produtos finais de gorduras plasticas
(Narine & Marangoni 2005). A Fig. 5 mostra as estruturas cristalinas de todas
as amostras em todas as proporcoes das misturas (MI) (OGAO:OCTH), 1Q e
IE, formadas pelo resfriamento rapido a 25°C / 24h. A microestrutura mudou
consideravelmente apds a interesterificacdo. As misturas fisicas (Ml)
apresentaram cristais como agulhas com nucleos compactos, agulhas longas e
distribuidas radialmente. Apds a IE e IQ, os cristais alteraram para o formato de
agulhas menores e aglomeradas.
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Fig. 5 Imagens de cristalizagdo nas misturas (Ml) de 6leo de girassol alto oléico (OGAQO) e 6leo de
crambe totalmente hidrogenado (OCTH) antes e ap0s interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE)
(60:40 e 30:70) a 25°C/24h com aumento de 40x.

Assim, os resultados sugerem que a quantidade de OCTH influencia
na estrutura e na rede dos cristais das gorduras interesterificadas e que o teor
crescente OCTH induziu a formacgao de cristais na forma de agulha longa com
nucleos compactos. De acordo com Marangoni et al. (2002), o diametro médio
dos cristais de gorduras em produtos alimentares deve ser inferior a 30 um
para evitar uma sensacao de aspereza na boca. O diametro médio do cristal de
todas as misturas OGAO:OCTH foi de 19,1 a 21,2um. Apds 1Q foi de 18,2 a
19,4um e apés IE foi de 16,5 a 18,7um, assim |IE promoveu uma diminui¢ao do

didmetro médio de cristal comparada a M.



134

3.7. Polimorfismo

Os tipos de polimorfos presentes numa gordura definitivamente afeta
as propriedades macroscopicas do cristal e irdo estabelecer o ponto de fusédo
da rede (Narine & Marangoni 1999). Os polimorfos apresentam composicoes
quimicas idénticas, mas diferentes estruturas cristalinas e diferentes
propriedades fisicas. Gorduras sdélidas apresentam trés polimorfos
fundamentais, designados como a (hexagonal), B' (ortorrdbmbico) e 8 (triclinico).
A estabilidade térmica destes polimorfos segue a ordem 3> > a, e B tem o
mais alto ponto de fusdao. A conversdo de uma forma para outra ocorre
geralmente na direcdo das formas mais estaveis (Timms 1984). A técnica de
difracdo de raios-X é utilizada para identificar o polimorfismo em cristais,
determinando espagamento curto para sua caracterizacdo. A Tabela 3 mostra o
padrao de difragao de raios-X com espacamento curto e as formas polimorficas
a 25°C durante 24h das misturas (Ml) 60:40/30:70 (OGAO:FHCO) e das
gorduras interesterificadas (IE e 1Q). O OCTH foi cristalizado sob a forma a,

mostrando espacamento curto muito forte de 4,14 A.

Tabela 3. Formas polimérficas e short spacings nas misturas (MI) de 6leo de girassol alto oléico (OGAO)
e Oleo de crambe totalmente hidrogenado (OCTH) antes e apds interesterificacdo quimica (IQ) e
enzimatica (IE) (60:40 e 30:70) a 25°C por 24h.

Short spacings (A)

Amostras 46 42 41 3.8 3.7 Eglrinr;?)rfica
OCTH 4,14 (fo) a

Ml 4,6 (>f) 4,13 (fo) 375(f) B >>B>a
?ooé/(?\o:ocm) 1Q 46 (>f)  4,23(m) 3,81(f) B> B

IE 4,6 (f) 4,15 (m) B>
30:70 MI 4.6 () 4,17 (fo) 3,78 (fo) B >>> B >a
(OGAO:OCTH) 1Q 4,6 (>f) 4,13 (fo) 3,83 (f) B'>>B>a

IE 4,6 (f) 4,11 (fo) B'>>B>a

“>” significa um pouco mais, “>>" muito mais e “>>>" mais; Intensidades: f: fraco; m: médio; fo: forte: OGAQ: éleo de

girassol alto oléico; OCTH: 6leo de crambe totalmente hidrogenado.

Lopes et al. (2015) encontraram a mesma forma polimérfica (a) para
OCTH. A mistura fisica de 30:70 (OGAO:FHCO) exibiu uma mistura das formas
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B' (intensidade forte) e B (intensidade fraca), enquanto que apds a
interesterificacdo a forma ' aparentemente diminuiu. A intensidade do
espacamento curto 3,83A diminuiu apds 1Q e desapareceu apds a IE. A mistura
fisica de 60:40 (OGAO:OCTH) apresentou uma mistura de formas
B' (intensidade forte, mas menor do que o 30:70 MI) e B (intensidade muito
fraca). Apds a interesterificacdo a forma B' também diminuiu. A intensidade
dos Short spacings em 4,23A e 3,81A diminuiu apds 1Q e a 3.81A desapareceu
depois da IE. As diferengas nos estados polimérficos encontradas apos a
interesterificacdo podem ser, devido a quantidade de OCTH, indicando que o
aumento na quantidade OCTH é proporcional ao aumento da forma de cristal
B'. Ahmadi et al. (2008) estudaram a IE e IQ das misturas de 6leo de canola
totalmente hidrogenado com 6éleo de girassol alto oléico e obtiveram uma

predominancia da forma cristais f3'.

4. Conclusao

Ambos os processos de IQ e IE promoveram modificacbes nos
produtos finais quando comparado com a mistura original, tal como, perfil CGS
mais linear e comportamento térmico diferente. O processo enzimatico aplicado
para 3h de reacdo mostrou a vantagem da seletividade para a producao de
novos TAGs, menor migracao de acila, tal como evidenciado por RMN 13¢C.
Apoés a interesterificagdo houve uma diminuicdo no tamanho dos cristais e do
polimorfo B'. Estes LE foram projetados para ter amplas aplicacbes em
alimentos como gorduras de padaria / confeitaria e aditivos de cristalizacdo
para lipidios.
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5. DISCUSSAO

Foram avaliadas as propriedades fisico-quimicas das misturas e dos
LE obtidos por interesterificagdo enzimatica de 3 grupos, utilizando
OGAO/OSTH, OGAO/OGAOTH e OGAO/OCTH em diferentes proporgoes
(60:40, 50:50, 40:60 e 30:70).

O acido graxo predominante do OGAO foi C18:1 com 87,4% e do
OSTH foi o C18:0 com 86,6%, seguido pelo C16:0 com 11,5%. Para OGAOTH
foi C18:0 com 96,3% e para OCTH foi C22:0 com 56,6%, seguido pelo C18:0
com 32,0%. O TAG predominante do OGAOQO foi OOO com 80,4%, do OSTH foi
StStSt com 65,1%, do OGAOTH foi StStSt com 88,1% e do OCTH foi
StBB/OBB com 61,3%.

Houve uma mudanca no perfil dos TAG em todas as propor¢oes dos
grupos estudados ap6s 1Q e IE, devido a formacao de novos TAG (S:zl e 1,S) e
a diminuicdo dos S; e I3. Nos grupos OGAO/OSTH e OGAO/OGAOTH os
novos TAG formados foram StStO/StOSt e StOO/OStO. No grupo do
OGAO/OCTH os novos TAG formados foram StStB/StOB/OOB/BBB.

Foram observados maiores teores de diacilgliceréis e
monoacilgliceréis em amostras interesterificadas no processo enzimatico
(5,1-9,9%) comparado ao quimico (4,8-9,5%) para todos o0s grupos e
proporcbes estudadas. Esses valores podem estar relacionados com a
quantidade de agua, temperatura, carga enzimatica e tempo de reacdo em
processo por batelada.

Houve uma diminuicdo de AGI na posicdo sn-2 em relagdo a
misturas. Os menores valores encontrados foram na 1Q (reacao randdémica). A
IE apresentou maiores valores de AGI na posicao sn-2 (reacéo especifica) na
reacdo com tempo de 3h. Na IE os valores de AGI na posi¢do sn-2 diminuem
em relacao ao tempo de reacédo, devido a migracao acil, menor valor com 9h de
reacdo. Na posicao sn-1,3 a maior quantidade determinada foram dos AGS,
que é padrao tipico dos 6leos vegetais.

O aumento da plasticidade nas gorduras dos produtos
interesterificados, deve-se ao alto teor de Sl e 1S, associado a reducao do S;
refletindo nas curvas de sélidos. No grupo OGAO/OSTH a IE apresentou um
perfil CGS inferior em temperaturas acima de 35°C em todas as misturas em
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relagéo a 1Q. No grupo OGAO/OGAOTH em todas as proporgdes os perfis de
CGS da 1Q e IE foram muito semelhantes, diminuindo linearmente até a fuséo
completa. No grupo OGAO/OCTH houve a formagéo de novos TAG apos a
interesterificacdo com pontos de fusdo intermediarios apresentou
(POB/StOA/OOA e StStB/StOB/OOB) um declinio no CGS entre 25-45°C,
mostrando perfis de fusdo mais lineares. Todos os grupos apo6s a IQ e IE em
todas propor¢coes mostraram CGS acima de 25% a temperatura ambiente
(25°C) e fusao completa na 55-65°C.

No comportamento térmico os perfis de fusdo e cristalizagdo das
misturas dos 3 grupos nas diferentes propor¢cdes estudadas apresentaram dois
picos, relacionados aos TAG insaturados e saturados. Observa-se que apés as
IQ e IE houve uma alteracédo no perfil de fusé@o e cristalizacdo com diminuicao
destes dois picos, formando outros novos tipos de TAG como Szl e I,S. Estes
novos picos s&o mais largos, que os picos das misturas originais, devido aos
varios tipos de TAG formados ap6s IQ e IE. Os LEs com maior proporcao de
OSTH, AGAOTH e OCTH apresentaram maior ponto de fusao final.

Nos grupos OGAO/OSTH e OGAO/OGAOTH apresentaram cristais
na forma de esferulitos, que apdés IQ e IE diminuiram de tamanho (prox. 20um),
mas que ao mesmo tempo com o aumento do hardfat nas misturas houve um
aumento no tamanho do cristal. No grupo OGAO/OCTH as misturas fisicas (Ml)
apresentaram cristais como agulhas com nucleos compactos, agulhas longas e
distribuidas radialmente. Apés a IE e IQ, os cristais alteraram para o formato de
agulhas menores (préx. 18um) e aglomeradas.

Houve a estabilizagdo do polimorfo ° como forma cristalina
predominante apds IQ e IE nos grupos OGAO/OSTH e OGAO/OGAOTH. No
grupo OGAO/OCTH houve uma diminuicdo do polimorfo B’ apds 1Q e IE,
aumentando com a proporcao de OCTH na mistura.

Enfim, a interesterificagdo enzimatica e quimica s&o processos
eficientes para a obtencdo de lipidios estruturados, modificando as
caracteristicas iniciais dos lipidios com a finalidade de atender as diversas

aplicacGes comerciais.
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6. CONCLUSAO GERAL

Em todas as misturas avaliadas de 6leo de girassol alto oleico na
presenca de gorduras totalmente hidrogenadas de soja, girassol e crambe,
tanto a interesterificacdo enzimatica como a quimica promoveram a diminuigao
nos teores de triacilgligerdis trissaturados e triinsaturados e aumento dos
triacilglicer6is monossaturados-diinsaturados e dissaturados-moninsaturados,
resultando no decréscimo do ponto de fusdo, conteudo de gordura sélida em
fungcéo da temperatura e na velocidade de cristalizagéo.

Houve diminuicdo do conteudo de gordura sélida e a formacao de
perfis mais lineares apos a interesterificacao.

Os perfis de fusdo e cristalizagdo mudaram apés 1Q e IE em
decorréncia a formacgao de novos TAG de ponto de fusdo intermediarios.

A cinética de cristalizacdo demonstrou alteracdo no periodo de
inducao e conteudo de gordura sélida maximo das gorduras interesterificadas.

A 1Q e IE acarretaram significativa diminuigdo nas dimensdes dos
cristais em todas as misturas.

O processo enzimatico em todas as misturas com 3h de reagéao
mostrou a vantagem de seletividade para producao de novos triacilglicerois e
menor migragdo acil na posicdo sn-2 do acido graxo insaturado, quando
comparado com 6h e 9h de reagdo, evidenciado pela analise de C'® RMN,
sendo produtos com maior valor nutricional e metabdlico.

A 1Q e IE alterou o polimorfismo das misturas a base de
OGAO/OSTH e OGAO/OGAQTH, com promocgéo significativa do polimorfo B'.
Para a mistura a base OGAO/OCTH apés 1Q e IE houve reducdo do
polimorfo B'.

Os resultados apresentados neste trabalho servirdo como base de
informacgdo para as industrias alimenticias, bem como para futuras pesquisas
cientificas que abordem a aplicacdo de gorduras interesterificadas via
enzimatica em alimentos com aplicagbes em produtos para confeitaria e

aditivos de cristalizacao para lipidios.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 Curvas de conteudo de gordura sélida versus temperatura da
proporcao 50:50 (OGAO:OGAOTH) mistura (MI), interesterificacdo quimica (1Q)
e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAOQO: 6leo de girassol alto oléico;
OGAQOTH: éleo de girassol alto oléico totalmente hidrogenado.
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ANEXO 2 Cinética de cristalizacado a 25°C da proporcao 50:50
(OGAO:OGAQOTH), mistura (MI), interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica
(IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAO: 6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: dleo de
girassol alto oléico totalmente hidrogenado.
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ANEXO 3 Eventos de cristalizacdo da proporcao 50:50 (OGAO:OGAOTH),
mistura (M), interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas.
OGAOQO: ¢6leo de girassol alto oléico; OGAOTH: 6leo de girassol alto oléico
totalmente hidrogenado.
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ANEXO 4 Eventos de fusao proporcédo 50:50 (OGAO:OGAOTH) mistura (Ml),
interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAOQO: 6leo
de girassol alto oléico; OGAOTH: 6leo de girassol alto oléico totalmente
hidrogenado.
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ANEXO 5 Distribuicao de acidos graxos (%) nas posicoes sn-2 e sn-1,3 dos
TAG na proporgao 50:50 (OGAO:OGAOTH) mistura (MI), interesterificagao
quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAQ: 6leo de girassol alto
oléico; OGAOTH: 6leo de girassol alto oléico totalmente hidrogenado.

M Insaturado = Saturado

IE 9h-sn1,3 41,0%
IE 9H-sn2 43,9%
IE 6h-sn1,3 42,7%
IE 6H-sn2 45,4%
IE 3H-sn1,3 42,8%
IE 3H-sn2 48,0%
1Q -snl1,3 42,1%
1Q-sn2 42,1%
Mi-sn1,3 43,6%

Mil-sn2 52,0%
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ANEXO 6 Curvas de conteudo de gordura solida da proporcao 50:50
(OGAO:OCTH), mistura (M), interesterificagdo quimica (IQ) e enzimatica (IE)
de 3, 6 e 9 horas. OGAO: éleo de girassol alto oléico; OCTH: éleo de crambe
totalmente hidrogenado.
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ANEXO 7 Cinética de cristalizacao a 25°C, proporcao 50:50 (OGAO:OCTH)
mistura (MI), interesterificagdo quimica (IQ) e enziméatica (IE) de 3, 6 e 9 horas.
OGAQ: ¢6leo de girassol alto oléico; OCTH: 6leo de crambe totalmente
hidrogenado.
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ANEXO 8 Eventos de cristalizacao proporcao 50:50 (OGAO:OCTH) mistura
(MI), interesterificacao quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAOQ:
6leo de girassol alto oléico; OCTH: 6leo de crambe totalmente hidrogenado.
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ANEXO 9 Eventos de fusao proporcdo 50:50 (OGAO:OCTH) mistura (Ml),
interesterificacdo quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 € 9 horas. OGAO: éleo
de girassol alto oléico; OCTH: 6leo de crambe totalmente hidrogenado.
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ANEXO 10 Distribuicao de &acidos graxos (%) nas posicoes sn-2 e sn-1,3 dos
TAG na proporcao 50:50 (OGAO:OCTH) mistura (MI), interesterificagao
quimica (IQ) e enzimatica (IE) de 3, 6 e 9 horas. OGAO: 6leo de girassol alto
oléico; OCTH: 6leo de crambe totalmente hidrogenado.

IE 9h-snl,3
IE 9H-sn2
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Mi-snl,3

Mi-sn2
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