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RESUMO

No Brasil, especialmente na Amazénia, a variedade de éleos vegetais pouco
explorados, com excelentes propriedades nutricionais, vem atraindo o interesse de
pesquisadores para o potencial biolégico destes 6leos. Somado a isto, ha o
crescente interesse da industria alimenticia na obtencao de lipidios estruturados,
com melhores propriedades fisico-quimicas e nutricionais. A interesterificacao
enzimatica é usada na reestruturacao dos ftriacilglicerdis, induzindo a troca dos
acidos graxos na estrutura do glicerol. O uso de lipases, em reacoes de
interesterificacdo tem apresentado resultados positivos na sintese de gorduras
zero-trans e também de produtos de alto valor agregado, como substitutos de
gordura de leite materno e manteiga de cacau. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial bioldgico, através da determinagao dos compostos minoritarios e
da capacidade antioxidante, dos 6leos amaz6nicos de buriti e murumuru, da mistura
destes e dos novos lipidios estruturados, gerados pelo processo de
interesterificacdo em trés sistemas enzimaticos diferentes: com lipase nao
comercial, produzida por fermentagdo em estado sélido do microorganismo
Rhizopus sp.; com lipase comercial Lipozyme TL-IM (NOVOZYME®); com a adicao
das duas lipases concomitantemente. Os resultados mostraram o 6leo de buriti
como fonte de carotenos e tocoferdis, sem efeitos citotoxicos e de boa capacidade
antioxidante, sendo superior a gordura de murumuru em todos estes quesitos. A
reacdo de interesterificagdo enzimatica originou lipidios estruturados ricos em
carotenos e tocoferdis, mantendo as caracteristicas do 6leo original. A capacidade
antioxidante dos lipidios estruturados, em relagéo a simples mistura foi preservada
ou melhorada de acordo com a lipase utilizada. As andlises in vitro mostram os
lipidios estruturados como substancias capazes de modular a atividade das enzimas
antioxidantes, podendo atuar no combate ao estresse oxidativo.

Palavras chave: Buriti, Murumuru, 6leos, interesterificacdo enzimatica, atividade

antioxidante
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ABSTRACT

In Brazil, especially in the Amazon, the variety of underexploited vegetable oils with
excellent nutritional properties has attracted interest in the study of the biological
potential of these oils. Added to this, there is growing interest in the food industry in
obtaining structured lipids, with better physicochemical and nutritional properties.
The enzymatic interesterification is used in restructuring the triglycerides, inducing
exchange of the fatty acids in the glycerol structure. The use of lipases in
interesterification reactions has shown positive results in the synthesis of zero-trans
fats as well as high value-added products, as a substitute for breast milk fat and
cocoa butter. Therefore, the purpose of this study was to assess the biological
potential, by determining minor compounds and antioxidant capacity, of the
Amazonian oils buriti and murumuru, of their blends and of the new structured lipids,
generated by the interesterification process in three different enzymatic systems:
with non-commercial lipase produced through solid-state fermentation by Rhizopus
sp.; with commercial lipase Lipozyme (NOVOZYME®); and with concomitant
addition of the two lipases. The results showed Buriti 0il as a source of carotenes
and tocopherols, without cytotoxic effects; and as an oil of good antioxidant capacity,
being superior to murumuru fat in all these points. The reaction of enzymatic
interesterification has originated structured lipids rich in carotenes and tocopherols,
keeping the characteristics of the original oil. Antioxidant capacity of the structured
lipids, compared to their simple mixture, was preserved or enhanced according to
the lipase used. In vitro analysis show the structured lipids as substances capable
of modulating antioxidant enzymes activity, being able to act on the combat of

oxidative stress.

Keywords: Buriti, Murumuru, oils, enzymatic interesterification, antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Amazobnia brasileira é extremamente rica e diversificada e possui um valioso
reservatério de palmeiras. No mundo tem-se registro de 3.000 espécies de
palmeiras, das quais 390 ocorrem no Brasil, com grande maioria nativa da
Amazbnia, onde ha 41 géneros e 290 espécies. Estas espécies vegetais sdo de
grande utilidade a populacado local como alimento, material para artesanatos,
cosmeéticos, remédios, utensilio doméstico e, no agronegécio de frutos, palmitos e
6leos comestiveis. Porém, a maioria das espécies ainda é pouco conhecida quanto
ao seu potencial biolégico e sua contribuicdo as populagdes locais e para a
sociedade de um modo geral (OLIVEIRA e RIOS, 2014).

As arvores oleaginosas diferem muito entre si em tamanho, forma e na
qualidade do oleo produzido. As descricdbes sobre propriedades destes 6leos
resultavam do conhecimento acumulado pela populacdo amazbnica e por sua
experiéncia empirica no uso cotidiano destes. Porém, acredita-se que os 6leos
amazodnicos possuem grande potencial para aplicacao nos diversos setores de
cosméticos, farmacos e alimentos funcionais. Estudos sobre a qualidade nutricional
destes Oleos sédo escassos, mas ja demonstram Oleos ricos em tocoferdis,
tocotriendis e carotendides, compostos capazes de proporcionar inumeros
beneficios a saude (BALLIC e GERSHOFF, 1981; ALBUQUERQUE et al., 2005;
SILVA et al., 2009; HERNANDEZ et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010)

Diante deste cenario, a avaliagdo do potencial biolégico dos déleos e gorduras
da Amazénia é de grande interesse. Além dos Oleos naturais, a produc¢ao de bases
gordurosas com caracteristicas fisico-quimicas mais apropriadas para aplicacao
industrial, apresentando também melhores propriedades biolégicas e nutricionais, é
uma necessidade iminente com grandes possibilidades de aplicagées nas industrias

de alimentos, farmacéutica e cosmética.

Dentre as técnicas disponiveis para a producédo destas bases gordurosas, as
reacOes de interesterificacdo enzimatica mostram-se uma opcao interessante.

Estas reacoes sao utilizadas na reestruturacéo de triacilglicerois (TAGs), induzindo

1



a troca de acidos graxos na estrutura do glicerol. As mudancas na composi¢cao do
TAG original, comparado a uma simples mistura de Oleo/gordura, modifica as
propriedades fisicas e nutricionais do TAG reestruturado, aumentando assim as
possiveis aplicacoes deste lipidio (IWASAKI e YAMANE, 2000; NUNES et al., 2011).

Muitos estudos tém sido realizados para a producao de lipidios estruturados
ou modificados utilizando lipases disponiveis comercialmente. Nestes trabalhos sao
produzidos lipidios que podem ser utilizados como substitutos de leite materno,
analogos ao de manteiga de cacau, margarinas zero trans, lipidios ricos em w-3,
entre outros (SENANAYAKE e SHAHIDI, 2002; RESHMA et al., 2008; SILVA et al.,
2009; ADHIKARI et al., 2010; SHIN, AKOH e LEE, 2010; BORHAN; SAID e SAHRI,
2011; DEBNATH et al., 2012).

Os 6leos e gorduras da Amazbonia podem entdo ser modificados para
aplicacdes especificas na industria de alimentos, na formagao de 6leos e gorduras
de uso nutricional e funcional, ou para as industrias de cosméticos e farmacos, com
a producao de bases gordurosas de aplicacdes especificas, como filtro solar,

antioxidantes e antimicrobianos.

O potencial biolégico das amostras serd avaliado em funcdo da sua
capacidade antioxidante, propriedade funcional ligada a diversos aspectos da
promogao de saude, como prevencdo de doencgas cronico degenerativas nao
transmissiveis, quimioprevencdo e antienvelhecimento. A determinacdo do
potencial antioxidante € uma ferramenta 0til na prospeccao de compostos e
alimentos bioativos. Os ensaios selecionados buscam levantar dados do potencial

nutracéutico e/ou cosmético das amostras.



2. OBJETIVO

Avaliar o potencial antioxidante do 6leo de buriti e da gordura de murumuru

provenientes da regido amazénica, assim como dos lipidios estruturados gerados

por via biotecnolégica, a fim de promover novos produtos para a industria

nutracéutica e/ ou cosmética.

2.1. Objetivos especificos

Quantificar os principais compostos antioxidantes do 6leo de buriti, da
gordura de murumuru, da mistura simples entre este 6leo e esta gordura
e dos lipidios estruturados formados apds o processos de
interesterificacdo enzimatica (carotendides, tocoferdis e fendlicos totais);

Avaliar a capacidade antioxidante via sequestro de radicais livres das
amostras originais, da mistura simples e dos lipidios estruturados geradas
por via biotecnologica (ORAC e DPPH);

Avaliar a toxicidade das amostras em cultura de células de hepatécito

humano;

Avaliar o potencial antioxidante das amostras por indugdo das enzimas

antioxidantes de hepatocitos (superdxido dismutase e catalase).






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O interesse em utilizar 6leos e gorduras da regido amazénica nao se sustenta
apenas no potencial bioldégico destes, mas também na manutencdo do bioma
amazodnico e na melhora das condi¢cdes de vida para a populacao local, que vive do
extrativismo. A utilizacdo de palmeiras nativas na regido amazénica traz a
perspectiva de melhorias no ambiente fisico, como foi o caso da utilizagao da palma/
dendé (Elaeis guineensis Jacq.), para recuperacao de areas devastadas no estado
do Para. Além da contribuicdo para o balanco do ecossistema, houve ainda a
melhora no padrao de vida da populacao local (BALLIC, 1979; LOPES et al., 2007).

s Buriti (Mauritia flexuosa L.f.)

A palmeira de buriti cresce em regides alagadas ao longo dos rios, em florestas
e savanas, principalmente na regido do Amazonas, onde existe uma grande
concentracdo destas palmeiras. E uma planta nativa do Brasil, mas adaptou-se bem
em paises da América do Sul. Seu fruto, o buriti, € um componente importante na
dieta dos indios Apinayé (BALLIC e GERSHOFF, 1981).

O fruto do buriti € duro, possui casca escamosa e vermelha e polpa de
coloracao laranja-avermelhada macia e oleosa (SILVA et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2010). Sua polpa é reconhecida como excelente fonte de carotendides (provitamina
A), superando em muitas vezes a quantia encontrada em cenouras e couve (LIMA,
1987; RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; MALHAES e SABAA-SRUR, 2011). A Figura 1
apresenta algumas das principais caracteristicas do fruto de buriti.

Além do alto teor de carotendides, diversos estudos apontam a polpa de buriti
como uma 6tima fonte de tocoferdis (vitamina E), possuindo ainda altas
concentragbes de fitoesteréis (COSTA et al., 2010; RODRIGUES, DARNET e
SILVA, 2010). A deficiéncia de vitamina A é um problema frequente na populacéo
brasileira e leva ao desenvolvimento de certas doencas como infec¢ao bucal, dor
de dentes, infeccdo ocular e xeroftalmia. No Nordeste, a polpa de buriti é usada na

preparagdo de doces e biscoitos visando suprir essa deficiéncia. O buriti pode
5



também fornecer uma boa quantidade de proteina na dieta humana. Sua polpa
possui 11% de proteinas, quase igual ao teor encontrado no milho. A fruta também
€ usada na prevencao e recuperacdo de criangas desnutridas (CORREIA, 1926;
MARIATH, LIMA, SANTOS, 1989, AQUINO et al., 2012a).

Figura 1: A: Fruto do buriti maduro integral. B: Fruto de buriti sem casca, expondo a
polpa comestivel (Fonte: SAMPAIO e CARRAZA, 2012).

O 6leo de buriti é extraido de forma artesanal em comunidades indigenas e
ribeirinhas e a composicao e o valor nutricional deste éleo pode variar com a estagao
e o processo de extracdo. Os frutos sdo descascados, despolpados e a polpa é
cozida em agua fervente, até a separacao total da fragdo oleosa. A extragcédo
industrial baseia-se em tecnologias convencionais e envolve etapas de
despolpamento, secagem e prensagem da polpa para extracéo do éleo, seguida de
extracdo solido-liquido da torta, em alta temperatura, utilizando n-hexano para
remover o 6leo residual. Apds a extracdo, segue-se o refino do 6leo com etapas de
degomagem, neutralizagao, clarificagdo e desodorizacao (RIBEIRO et al., 2010;
AQUINO et al., 2012b). Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas caracteristicas do
6leo de buriti extraido de forma artesanal, sem uso de solventes em laboratério de

pesquisa.



Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do éleo de buiriti.

Substancias Quantidade
Acidos graxos livres (%) 1,5
indice de peréxido (meq O2/kg) 7,4
indice de estabilidade do 6leo (h, 1002C) 16,9
Matéria insaponificavel (%) 1,3
Compostos polares (%) 3.3
Esterois totais (ppm) 2.332
Carotenos (ppm) 1.707
Tocoferodis (ppm) 800
Acidos graxos (%)
Saturados Miristico (C14:0) 0,1
Palmitico (C16:0) 17,3-19,2
Estearico (C18:0) 2,0
Insaturados Oleico (C18:1) 73,3-78,7
Linoleico (C18:2) 2,4-3,9

Fonte: SANTOS et al., 2013; SANTOS, ALVES e RUIZ-MENDEZ, 2013; ALBUQUERQUE
et al., 2005.

O dleo de buriti é de alta qualidade nutricional, com baixa acidez, devido a seu
baixo teor de 4cidos graxos livres. E rico em tocoferdis e possui concentracdes
altissimas de carotendides, principalmente o [-caroteno, responsavel pela
coloracdo vermelho alaranjada caracteristica deste 6leo, tornando-o uma das
maiores fontes de carotenos da natureza (RODRIGUEZ AMAYA, 1999).



Os acidos graxos presentes no 6leo de buriti sdo predominantemente de
cadeia longa, destacando-se, principalmente o acido graxo insaturado oleico, com
cerca de 75% do total, superior ao teor encontrado em azeite de oliva e o acido
graxo saturado palmitico com 18% do total de acidos graxos (ALBUQUERQUE et
al., 2005; SILVA et al., 2009).

Estudos de ALBUQUERQUE et al. (2003) sugerem a utilizacdo do 6leo de
buriti na prevencao do colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) devido a
semelhanca de seu espectro ao da trioleina, um triacilglicerol de acido oleico, rico
em 6mega 9, capaz de atuar na diminuicdo dos niveis de colesterol LDL no

organismo.

O interesse na utilizacdo de ingredientes naturais em farmacos e cosmeéticos
vem crescendo muito nas ultimas décadas e o buriti ganha atencao por ser um fruto
rico em carotendides bem como seu 6leo, que é frequentemente utilizado na
producao de cosmeéticos. Ensaios in vitro com cremes e logdes formulados com 6leo
de buriti apresentaram baixa citotoxicidade e aumentaram a viabilidade celular,
devido as suas altas concentracbes de carotendides e tocoferdis, capazes de
proteger a membrana celular contra o estresse oxidativo (ZANATTA et al., 2008).

KOOLEN et al. (2013) testou extratos de folhas, tronco e frutos de buriti quanto
a sua capacidade antimicrobiana, porém, os resultados mostraram apenas atividade
fraca ou moderada para Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, dois
patdgenos, gram-positivo e gram-negativo, respectivamente. Outro estudo similar
foi realizado com o 6leo do fruto de buriti e demonstrou resultados satisfatorios de
inibicdo de quatro patégenos, sendo um o S. aureus. Neste mesmo estudo,
verificou-se a capacidade cicatrizante de um creme formulado com 10% de dleo de
buriti, o qual demonstrou eficiéncia no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas
em ratos Wistar, levando a regeneracdo mais rapida quando comparado ao controle
(BATISTA et al., 2012). A utilizagdo de 6leo de buriti na formulacdo de cremes para
tratamento pds-sol também foi avaliada e este foi considerado um bom veiculo de
transporte de antioxidantes para regeneracdo da pele queimada, porém, sua



efetividade como protetor solar ndo foi observada, ao contrario do esperado, uma
vez que, este 6leo é fonte de carotenos (ZANATTA et al., 2010).

®,

% Murumuru (Astrocaryum murmuru Mart.)

O Murumuru ou muru-muru (Astrocaryum murumuru) € uma palmeira tipica de
areas de florestas primarias, tanto de terra firme quanto periodicamente alagadas,
podendo ainda ser encontrado em areas secundarias (capoeiras) e pastagens
cultivadas (BALLIC, 1979; SILVA, 1996). E uma arvore nativa da Amazonia, seu
fruto contém polpa amarela e semente em formato conico, de casca lenhosa, com
interior preenchido por gordura branca, rica em acidos graxos saturados laurico e
miristico e altamente nutritiva (PESCE, 1941). A Figura 2 apresenta algumas das
principais caracteristicas do fruto e da semente de murumuru. Os frutos e sementes
do murumuru sdo consumidos crus, cozidos e assados pela populagao indigena e
nao indigena no estado do Acre (CAMPOS e EHRINGHAUS, 2003).
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Figura 2: A: Detalhe do fruto de murumuru, casca e polpa. B: Semente preenchida de
gordura (Fonte: Bezerra VS, 2012).

A gordura de murumuru é inodora, sem gosto especial e de baixa acidez,

especialmente quando fresca. Esta gordura apresenta perfil de &cidos graxos
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semelhantes as gorduras da améndoa de tucuma, do palmiste e do éleo de coco,
com altos teores de acidos graxos saturados e ricas em acido laurico (C12:0).
Porém, tem vantagem de apresentar maior consisténcia devido ao seu ponto de
fusdo (32,5°C), superior ao do palmiste (25°C) e do 6leo de coco (22,7°C). A
qualidade dessa gordura possibilita a mistura com outras gorduras vegetais que
derretem em temperatura mais baixa, podendo participar no preparo de substituto
parcial da manteiga de cacau, na fabricacao do chocolates, proporcionando a este
produto uma consisténcia mais firme mesmo em locais com temperaturas mais
elevadas (MAMBRIM e BARRERA-ARELANO, 1997; D’AGOSTINI e GIOELLI,
2002; MENEZES, 2012).

Na literatura, sdo escassos os trabalhos com gordura de murumuru, apesar de
existirem diversas patentes de seu uso em logdes cosméticas. Segundo SOUZA et
al. (2004) a gordura de murumuru é comumente utilizada na industria de cosméticos
como constituinte na elaboragdo de sabonetes, cremes e xampus e ainda na

indUstria de tintas, como secativo.

O estudo de MAMBRIM e BARRERA-ARELLANO (1997) apresenta a
caracterizagao desta gordura, que se encontra detalhada na Tabela 2.

1V



Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas da gordura de murumuru.

Substéncias Quantidade
Acidos graxos livres (%) 0,1
indice de peréxido (meq/100g) 3,6
Ponto de fusao (2C) 32,7
Fésforo (ppm) 85,4
Matéria insaponificavel (%) 0,9
Esterdis totais (%) 0,8
Acidos graxos (%)
Saturados Laurico (C12:0) 51,6
Miristico (C14:0) 25,8
Palmitico (C16:0) 6,0
Insaturados Oleico (C18:1) 5,7
Linoleico (C18:2) 3,0

Fonte: MAMBRIM e BARRERA-ARELLANO, 1997.

A gordura de murumuru € rica em acidos graxos saturados de cadeia média,

contendo aproximadamente 52% de acido laurico, 26% de &cido miristico, enquanto

a quantidade de acidos graxos insaturados é bastante inferior - menos de 10% do

total, do quais destacam-se os acido graxos oleico e o linoleico. A baixa

porcentagem de acidos graxos livres (0,1%) € responsavel pela baixa acidez desta

gordura. Dos compostos minoritarios, apenas os carotenos totais foram

identificados, com valor baixo, de apenas 5 ppm. O rendimento da extracdo de

gordura é de 27,7%, considerado adequado para exploracao comercial (MAMBRIM

e BARRERA-ARELLANO, 1997).
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O estudo de SOUZA et al. (2004) descreve uma das formas de extracéo da
gordura de murumuru de modo semi-artesanal. Os frutos maduros sdo coletados e
mantidos imersos em agua por até 48 horas. Apds este periodo, os frutos séo
friccionados contra peneiras para a retirada total da polpa. As sementes entao sao
secas ao sol, por um periodo de uma a duas semanas, quando ha uma selecao
destas para a retirada de sementes ocas, germinadas ou com outros problemas. A
extracao da casca se da por processo manual ou automatico. As améndoas sao
entdo aquecidas ao sol ou em estufas e apos esta etapa sao prensadas para a
extracao de gordura em prensa continua (expellers). A gordura extraida é filtrada e

entdo armazenada.

R

% Interesterificacao de 6leos e gorduras

O desenvolvimento de métodos para melhorar as propriedades fisico-
quimicas, nutricionais e funcionais de 6leos e gorduras é de grande interesse para
as industrias de alimentos, farmacéutica e de cosméticos (WILLS e MARANGONI,
2002). Dentre os métodos atualmente disponiveis para a modificacdo de 6leos e
gorduras, a interesterificacdo mostra-se como alternativa que vém apresentando
bons resultados (YAZDI e ALEMADEH, 2011; TANG et al.,, 2012; REENA e
LOKESH, 2012).

O termo interesterificacdo refere-se a reacao entre déleos e gorduras no qual
os ésteres de acidos graxos reagem com outros ésteres ou acidos graxos a fim de
produzir novos ésteres devido a troca dos acidos graxos na estrutura da molécula
de glicerol (O'BRIEN, 2009). Na reacado de interesterificacdo os acidos graxos
permanecem inalterados, mas ocorre a redistribuicdo dos mesmos nas moléculas
de TAG. Essa redistribuicdo de acidos graxos tem como consequéncias mudancas
nas propriedades fisico-quimicas, nutricionais e/ou funcionais do lipidio estruturado
formado, aumentando muitas vezes o potencial de aplicagdo do mesmo (IWASAKI
e YAMANE, 2000; NUNES et al., 2011).
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A interesterificagdo pode ser quimica ou enzimatica. Na interesterificagao
quimica a redistribuicdo dos acidos graxos na molécula de glicerol ocorre de forma
aleatéria, ndo sendo possivel controlar os produtos da reacdo. Na interesterificacao
enzimatica, devido a alta especificidade de algumas enzimas em relacao ao tipo de
acido graxo e/ou a posicao na molécula de glicerol, obtém-se maior controle dos
produtos da reacdo, sendo possivel estruturar lipidios que nao poderiam ser
sintetizados utilizando métodos quimicos (WILLS e MARANGONI, 2002). A Figura
3 apresenta um esquema de produtos formados nas reacdes de interesterificacao
entre triacilglicerdis ou entre triacilgliceréis e acidos graxos livres em funcao do

agente catalisador da reagéao.
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Figura 3: Produtos resultantes da reagéo de interesterificacdo quimica e enzimatica de
diferentes lipidios. 3a. reagao de diferentes gliceridios por catalise quimica ou com lipase
nao especifica; 3b. reacdo de diferentes gliceridios catalisada com lipase 1,3 especifica; 3c.
reagao de gliceridios e acidos graxos livres por interesterificagdo quimica ou com lipase nao
especifica; 3d. reacdo de gliceridios e acidos graxos livres catalisada com lipase 1,3
especifica; 3e. reacdo de gliceridios e acidos graxos livres catalisada por lipase 1,3
especifica para os acidos graxos A e B (Fonte: CARVALHO et al., 2003).
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O enfoque biotecnolégico vem se apresentando como uma alternativa atraente
para exploracdo na industria de 6leos e gorduras, principalmente quando sao
consideradas algumas das vantagens desta rota, tais como: maior rendimento do
processo, obtencdo de produtos biodegradaveis, menor consumo de energia,
reducdo da quantidade de residuos e introducdo de rotas mais acessiveis de
produgao (CASTRO, MENDES e SANTOS, 2004).

Na literatura, interesterificacdo enzimatica tem sido utilizada para a producao
de lipidios estruturados com propriedades especificas (REENA e LOKESH, 2007;
RESHMA et al., 2008; CRIADO et al., 2008; ADHIKARI et al., 2010; TEICHERT e
AKOH, 2011; ZHAO et al., 2013; KANJILAL et al., 2013; RUAN et al., 2014). Estudos
vém sendo realizados principalmente com a fracao intermediaria do 6leo de palma
e com gorduras de frutos de plantas exéticas da india como sal, mahua, kokum,
manga e dhupa e de frutos brasileiros, como o pequi (FASCIOLI e GONGCALVES,
1998; MOMENY, VAFAElI e RAMLI, 2013). Além disso, a reagao de
interesterificacao enzimatica ocorre em condi¢des brandas, uma grande vantagem
para a producao de lipidios estruturados com melhores propriedades nutricionais e
funcionais. A seguir estdo relatados exemplos de produgcédo destes lipidios

estruturados, indicando o potencial desta técnica.

FASCIOLI e GONCALVES (1998) estudaram a transformacdo do 6leo de
pequi (Cariocar brasiliense Camb.) em um similar da manteiga de cacau, por meio
da interesterificacdo enzimatica usando a lipase comercial Lipozyme TL-IM®,
(Novozymes), que apresenta especificidade de posi¢cdo sn-1,3. A manteiga de
cacau € um produto de alto valor agregado com caracteristicas uUnicas de
cristalizacdo, derretimento e ponto de fusdo. Essas caracteristicas estdo
intimamente ligadas ao perfil de acidos graxos dessa gordura, que possui altos
teores de acido oleico, palmitico e estedrico. Dados da composicdo em acidos
graxos do 6leo da polpa e da améndoa do pequi mostram que 0S mesmos Sao
constituidos, em sua maior parte por &cidos oleico e palmitico. A reacdo de
interesterificacdo enzimatica ocorreu na presenca de acido estearico, o qual foi
incorporado com sucesso na posi¢ao sn-1,3-3,1 do novo triacilglicerol, gerando um
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lipidio estruturado com as caracteristicas desejaveis da manteiga de cacau,

essenciais na fabricacdo de chocolates e produtos de confeitaria.

RESHMA et al. (2008) produziram lipidios estruturados com caracteristicas
fisico-quimicas mais apropriadas para aplicagao industrial e com alto conteudo de
compostos bioativos através de reacao de interesterificagdo enzimatica utilizando
subprodutos agroindustriais. Os Oleos utilizados para as reagdes de
interesterificacdo foram estearina de palma e 6leo de farelo de arroz, que é
extremamente rico em fitoquimicos bioativos. A reacao foi catalisada pela lipase
comercial Lipozyme TL-IM®. Os lipidios estruturados apresentaram consideraveis
reducbes nos maiores picos de temperatura de derretimento e no contetudo de
gordura solida, o que possibilitou o aumento da espalhabilidade mesmo em
temperatura de refrigeragdo. Os lipidios estruturados apresentaram teores de
tocdis, esterdis, orizanol e carotenos, mantendo os compostos fitoquimicos
bioativos de seus 6leos de origem. Com isso, foi possivel o desenvolvimento de
gorduras técnicas (shortenings) para diferentes aplicacbes sem a presenca de

gorduras trans e ricas em fitoquimicos bioativos.

ADHIKARI et al. (2010) produziram margarina sem a presenca de gorduras
trans apods reagao de interesterificacdo enzimatica que ocorreu durante 24 horas a
65°C com 6leo de pinho e estearina de palma utilizando lipase comercial Lipozyme
TL-IM®, como catalisador. O éleo de pinho possui diversos compostos bioativos e
€ rico em acido pinoleico (C18:3 cis-5, 9, 12) que exerce diversas funcgdes
fisiolégicas como a prevencao da hipercolesterolemia, hipertensdo e trombose. Os
lipidios interesterificados produzidos apresentaram cerca de 40% de &cido
palmitico, 29% de acido oleico e até 5,9% de &cido pinoleico, além de teores de
tocoferdis e fitoesterdis. A analise de difracdo de raio-x indicou que a forma
polimérfica dos cristais nos lipidios estruturados apresentou-se na forma f',
caracteristica desejada para margarinas. Os resultados indicaram que os lipidios
estruturados sem a presenca de acidos graxos trans podem ser utilizados como
uma alternativa a gordura parcialmente hidrogenada, apresentando ainda, melhora
nas propriedades nutricionais dessa gordura.
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CRIADO et al. (2008) produziram lipidios estruturados através de reagéo de
interesterificacdo enzimatica entre azeite de oliva extra virgem e 6leo de palma
totalmente hidrogenado, utilizando como catalisador da reacao a lipase comercial,
descrita como nao-especifica, Novozym 435® (Novozymes). Foram utilizadas
diferentes concentracdes do 6leo e da gordura, o que proporcionou a formacéao de
lipidios estruturados com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e funcionais. Em
todos os lipidios estruturados houve maior concentracdo de acidos graxos
insaturados na posicao sn-2, o que eleva a qualidade nutricional, uma vez que 0s
acidos graxos insaturados apresentam diversos beneficios a saude e séao
absorvidos de forma mais eficiente pelo corpo humano quando na posi¢do sn-2. A
presenga de &cidos graxos na posi¢cdo sn-2 resultou ainda na diminuicdo na
temperatura de fusdo quando comparado a misturas fisicas correspondentes.
Todos os lipidios estruturados tém potencial para aplicagdo comercial, como
margarinas e 6leos para fritura, por serem ausentes de acidos graxos trans e serem

sintetizados com azeite de oliva, que apresenta diversos beneficios a saude.

TEICHERT e AKOH (2011) produziram substituto de gordura de leite materno
para formulagdes infantis através de dois lipidios estruturados de 6leo de soja com
acido estearidbnico, pré enriquecidos com acido palmitico na posi¢ao sn-2, pelas
lipases comerciais Novozym 435® e Lipozyme TL-IM®, de estudos anteriores. Os
lipidios estruturados foram entdo enriquecidos com acido y-linoleico (GLA) ou &cido
docosahexaenodico (DHA), através de reacao aciddlise em pequena escala com a
lipase Lipozyme TL-IM®. Os &cidos graxos poli-insaturados GLA e DHA favorecem
o desenvolvimento cerebral infantil, além de possuir agcdo anti-inflamatéria. Os
produtos obtidos, mantiveram altos niveis de acido palmitico na posicdo sn-2
(>50%), que contribui para a absorcao de gorduras e calcio em bebes e mais de
10% de GLA ou 9,7% de DHA nos lipidios estruturados, valores estes, superiores

aos encontrados na gordura de leite materno.

REENA e LOKESH (2007) produziram lipidios estruturados, com efeito
hipolipidémico em ratos através da reagdo de interesterificagdo enzimatica entre
6leo de coco e 6leo de farelo de arroz ou éleo de gergelim, utilizando a lipase
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comercial Lipozyme IM-RM®, sn-1,3 especifica (Novozymes) de Rhizomur miehei.
O objetivo foi produzir lipidios estruturados com igual proporcao de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, que apresentassem estabilidade
oxidativa e maior qualidade nutricional. Os constituintes minoritarios como o orizanol
presente no 6leo de farelo de arroz e a sesamina (tipo de lignana) presente no éleo
de gergelim contribuiram para a producdo de lipidios estruturados com maior
qualidade nutricional. Os lipidios estruturados apresentaram maior estabilidade
oxidativa e a capacidade de reduzir os indices de colesterol sérico e de lipidios no
figado dos ratos tratados.

ZHAO et al. (2013) realizaram a interesterificagdo enzimatica de 6leo de soja
altamente hidrogenado com éleo de semente de canfora (Cinnamomum camphora
(L.) Ness e Eberm) e 6leo de perila (planta do género botanico da familia das
mentas) utilizando a lipase Lipozyme TL-IM® a 10% (m/m). A reagdo ocorreu
durante oito horas a 65°C. O 6leo de semente de canfora é rico em acidos graxos
de cadeia média, que possuem uma série de efeitos fisiolégicos como a diminuicao
da deposicao de gordura corporal, a reducdo na secrecao de lipoproteinas e
atenuacédo da resposta pos-prandial, ja o 6leo de perila € rico em acido a-linoleico
(C18:3). O resultado foi um lipidio estruturado zero trans, com caracteristica de
gordura plastica e alta qualidade nutricional devido aos altos teores de acido a-
linoleico e da presenga de &cidos graxos de cadeia média.

KANJILAL et al. (2013) produziram lipidios estruturados com baixo teor de
calorias e com efeito hipocolesterolémico em ratos e coelhos. Os lipidios
estruturados foram produzidos atraves de reagdes de interesterificagdo enzimatica
entre etil behenato (éster metilico do acido behenico ou docosandico) e 6leos de
soja ou de girassol. Acidos graxos de cadeia muito longa, como o acido behenico,
apresentam absorcao limitada, em parte devido ao fato destes acidos apresentarem
ponto de fusdo mais elevado do que a temperatura do corpo e possuirem baixa
capacidade para formar emulsdes e se solubilizar (HASHIM e BABAYAN, 1978). Os
lipidios estruturados apresentaram aproximadamente 29% de &cido behenico e
quantidades elevadas do acido linoleico, apresentando redugéo no teor de calorias
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e também demonstraram capacidade de reduzir os teores de colesterol sérico e o
depdsito de gordura no figado de ratos e coelhos, além de reduzir o acimulo de
lipidios nas artérias de coelhos.

MOMENY, VAFAEI e RAMLI (2013), estudaram as propriedades fisico-
quimicas e a atividade antioxidante de um analogo de manteiga de cacau obtido
através da interesterificagdo enzimatica de 6leo de carogo da manga (Mangifera
indica Linn.) provindo da Malasia, com a fracado média de 6leo de palma. A reacao
de interesterificacao foi catalisada pela lipase comercial Lipozyme TL-IM®. O éleo
de caroco de manga, possui altos teores de acido estearico, oleico e palmitico com
baixos teores de &cido linolénico e linoleico e contém fitoesterdis, polifendis e
tocoferdis. Seu consumo foi associado a manutengédo da saude cardiovascular e
Ossea, a melhora da glicose sanguinea, a diminuigao do colesterol LDL e a perda
de peso. O lipidio estruturado apresentou caracteristicas fisico-quimicas, perfil de
acidos graxos e capacidade antioxidante semelhantes a manteiga de cacau com
boa estabilidade oxidativa e composigao nutricional desejavel para utilizacdo em
produtos de confeitaria.

RUAN et al. (2014) produziram margarinas zero trans com melhores
propriedades nutricionais a partir da interesterificacdo enzimatica de odleo de
semente de camélia (Cammelia oleifera Abel.) com estearina de palma e dleo de
coco, em diferentes concentracdes, utilizando a lipase Lipozyme TL-IM® a 10%
(m/m). A reagéo ocorreu por seis horas a 60°C e os acidos graxos livres foram
removidos apds o termino da reagdo. O dleo de semente de camélia € comumente
utilizada na alimentagdo em paises do sudeste da Asia e China e como adjuvante
no tratamento de dores de estomago e queimaduras. E um éleo rico em &cidos
graxos insaturados com alta capacidade antioxidante. Os lipidios estruturados
formados apresentaram modificagdes substanciais nos TAG quando comparados a
mistura fisica. A interesterificagdo enzimatica ocasionou a perda de tocoferdis, mas
o lipidio estruturado zero trans apresentou cerca de 5% de acidos graxos de cadeia
média e caracteristicas desejaveis para producdo de margarinas, como ponto de
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fusdo de deslizamento a 36,8°C, presenca de cristais na forma B’ e conteudo de
gordura sélida de 45% a 20°C-40°C.

«+ Atividade antioxidante

Durante processos metabdlicos normais do nosso organismo, como, por
exemplo, a fosforilacao oxidativa, reacdo mitocondrial responséavel pela geracao de
energia, sao geradas moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em seus orbitais externos. Estas moléculas sédo classificados
como radicais livres (HALLIWEEL, 1994). Porém, as vias metabdlicas nao sao as
Unicas a gerarem radicais livres, estes compostos podem ter origem exdgena,
proveniente de fontes fisicas e quimicas, como cigarro, poluicao, radiacao solar,
exposi¢cdo ao oz6nio, medicamentos e até mesmo alguns tipos de alimentos e
bebidas (BIANCHI e ANTUNES, 1999; ROVER JUNIOR et al., 2001; BIRBEN et al.,
2012).

Os radicais livres sao altamente reativos e ao reagirem com qualquer
composto proximo a sua oOrbita externa, passam a ter fungéo oxidante (redutora de
elétrons). Existem outros agentes reativos, que ndo necessariamente possuem
elétrons desemparelhados e sdo considerados oxidantes de grande importancia
bioldgica. A este grupo de compostos € dado o nome de Espécies Reativas do
Oxigénio (ROS) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1991). A Tabela 3 apresenta as
principais ROS.
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Tabela 3: Natureza e agéo das espécies reativas do oxigénio (ROS).

Anion , »
Radical Gerado continuamente por uma série de processos celulares, ou pela
superéxido reducdo monoeletrénica de O.. Desaparece rapidamente em solucéo
0, aquosa por reagao de dismutacao.

2

Intermediario formado pela reacdo de dismutacao do O." catalisada pela
enzima SOD, pela reducao de dois elétrons na molécula de O e pela
acdo de diversas enzimas oxidases, localizada nos peroxissomos. E
muito difusivel dentro e entre as células in vivo. E um fraco agente
oxidante e um fraco agente redutor. Em presenca de metal de transicéo,
gera *OH.
E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez
formado, o organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa,
Radical reage com uma série de endobibticos, causa modificagdo no DNA (com
hidroxila *OH modificacdo das bases e quebras das fitas), danos nas proteinas e
inativacao enzimatica, peroxidagao lipidica.
Ambito limitado de acédo (poucos diametros moleculares).

Peroxido de
hidrogénio
H.O.

Radicais
peroxila Formados durante a decomposicao de perdxidos organicos e reagoes
(RO2°) e de carbono radicalar com oxigénio, como na peroxidagao lipidica.

alcoxila(RO¢)
Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por reacdes

Oxigénio . . .

singlete fotoquimicas ou por outras radiagdes; reage com um grande ndimero de

10, moléculas bioldgicas, incluindo lipidios de membrana, iniciando
2

processos de peroxidagao.
Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz intensa de
Ozb6nio O3 algumas fotocopiadoras e outros equipamentos. E extremamente
danoso ao pulmao, oxidando rapidamente proteinas, DNA e lipideos.
Fonte: VASCONCELOS et al., 2007.

A presenca de ROS é importante em muitas func¢des fisiologicas normais
como, por exemplo, na fagocitose, onde os radicais livres sdo produzidos como
agentes de defesa necessarios ao combate de infec¢des e na regulacéo da resposta
proliferativa, desencadeada por fatores de crescimento (FINKEL e HOLBROOK,
2000).

O equilibrio entre a formacao e a remocado de ROS no organismo deve ser
regulado de forma que as reagdes e 0s processos metabdlicos dependentes das

mesmas ocorram em nivel adequado para manutengdo da fisiologia celular. A
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deficiéncia no processo de regulacdo pré-oxidante/antioxidante pode induzir ao
estresse oxidativo, condicdo na qual ha o aumento de ROS como anion superoxido
e peréxido de hidrogénio e a diminuicdo da atividade antioxidante, favorecendo a
ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares,
resultando, até mesmo, em morte celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1991;
BIANCHI e ANTUNES, 1999; FINKEL e HOLBROOK, 2000; FANG, YANG e WU,
2002).

Diante deste cenario, os antioxidantes tém sido extensivamente estudados
devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres e/ou quelar metais de
transicdo como ferro e cobre, que estdo envolvidos na formagdo de ROS e sua
atuacdo na prevencao ao estresse oxidativo, ao envelhecimento e as patologias a
ele associadas como aterosclerose, cancer, cardiopatias, artrite reumatoide e
doencas autoimune (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1991).

Existem diversas definicdes para antioxidantes. HALLIWEEL e GUTTERIDGE
(2007), definiram como antioxidante qualquer substancia que retarde, impeca ou
elimine danos oxidativo em uma molécula alvo. Os antioxidantes protegem o
organismo inibindo as reagdes ligadas a formagao de ROS, reparando lesdes ou
impedindo a perda da integridade celular. Diversas substancias fisiol6gicas
enzimaticas e nao enzimaticas sdo reconhecidas como antioxidantes. O sistema
antioxidante enzimatico € composto principalmente pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, além de NADPH-quinona
oxidoredutase, glutationa redutase e enzimas de reparo. Dentre os antioxidantes
ndo enzimaticos estdo o a-tocoferol, B-caroteno, acido ascérbico, flavonoides,
selénio, glutationa, clorofilina, L-cisteina e curcumina (SIES, 1993; BIANCHI E
ANTUNES, 1999).

A SOD é a enzima capaz de catalisar a conversao do anion superoxido (O2)
a perédxido de hidrogénio (H202), em uma reacao que envolve duas etapas. Na
primeira etapa o anion superéxido reage com o grupo prostético da SOD em sua
forma oxidada. Nesta etapa ha a aquisicdo de um préton e liberagdo de oxigénio

molecular. A segunda etapa da reacao é aligacao da enzima em sua forma reduzida
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a um segundo anion superéxido e um préton, liberando H20O2 e retornando a sua
forma oxidada (JOHNSON e GIULIVI, 2005). A Equacdao 1 mostra de forma

simplificada a reag¢ao de dismutacao do anion superoxido.

Equacao 1: 202" + 2H* S22 4H,0, + O2

A catalase foi a primeira enzima antioxidante a ser caracterizada. Em
organismos eucariontes, ela esta presente no peroxissomo, a principal organela
responsavel pela desintoxicacao celular e pela oxidacao de acidos graxos de cadeia
longa, responsavel pela producao de peroxidos organicos, produtos carbonilicos e
oxigénio singlet. A catalase também estd presente em mitocondrias do tecido
cardiaco. A enzima possui um grupamento heme que é responsavel por sua
atividade catalitica, convertendo duas moléculas de perdxido de hidrogénio (H202)
em duas moléculas de agua (H20) e oxigénio, conforme Equacao 2. A acao desta
enzima procede a da SOD no sistema de detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (COURSIN et al., 1985; BARBIOR, 1997; VASCONCELOS et al., 2007).

Equacdo 2: 2H:0, Caaase , O + 2H:0

Uma vez que o estresse oxidativo estd associado a varias doencas, reforcar
as defesas celulares contra espécies reativas de oxigénio, tais como radicais
superoxido e perdéxido de hidrogénio, através do aumento da capacidade
antioxidante, traria beneficios para a saude humana (HALLIWELL, 1994). A
capacidade de modular a resposta antioxidante enddégena através da indugéo de
moléculas e/ou enzimas antioxidantes € um dos possiveis mecanismos pelo qual os
antioxidantes nao enzimaticos exercem seus efeitos benéficos. Os antioxidantes de
natureza dietética sdo exemplos desta interacdo, compondo uma rede celular

antioxidante integrada, uma vez que estdo presentes em numero e concentracao
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maiores que os antioxidantes enzimaticos e distribuidos em ambientes lipofilicos e
hidrofilicos (VALKO et al., 2007, OLIVEIRA et al., 2009).

% Potencial antioxidante em 6leos e gorduras

Oleos e gorduras tem papel fundamental na alimentagdo humana, fornecendo
calorias, agindo como veiculo das vitaminas lipossoluveis A, D, E e K, como fontes
de acidos graxos essenciais e contribuindo para a palatabilidade dos alimentos
(CLAUSS, 1996).

O potencial antioxidante dos 6leos e gorduras é determinado por sua
composicao fisico-quimica e pela presenca de compostos lipofilicos de natureza
antioxidante. Os antioxidantes presentes em 6leos vegetais atuam protegendo-os
contra a agao de radicais livres, que levam a peroxidacao lipidica, principal forma
de degradacao de 6leos vegetais. Além da acao protetora ao préprio 6leo, estes
antioxidantes naturais apresentam bioatividade no organismo humano, com
potencial na prevencado de doencas cronicas (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al.,
2008; CASTELLO-BRANCO e TORRES, 2011).

Existe uma grande variedade de antioxidantes naturais em 6leos e gorduras
vegetais, como carotendides, tocdis (a, B, v, 0 tocoferdis e tocotriendis), compostos

fendlicos e esterdis.

% Carotenoides

Os carotenodides sdo pigmentos amplamente distribuidos na natureza, sendo
responsaveis pela coloracdo amarela, alaranjada e vermelha dos tecidos vegetais.
Do ponto de vista quimico, os carotendides podem ser divididos em dois grandes
grupos: carotenos e xantofilas (QUIROS e COSTA, 2006). No organismo humano,
os carotendides tem funcao de pré-vitamina A, sendo o B-caroteno a molécula mais
facilmente convertida em vitamina A, com atividade pr6-vitaminica de 100%
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). A vitamina A participa nos processos de viséo,
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crescimento, diferenciacdo de tecidos, fungdo imunoldgica, reprodugdo e
desenvolvimento embrionario (CAMPOS e ROSADA, 2005). A fungéo antioxidante
dos carotenos tem papel importante na reducdo do risco de cancer, catarata,
arterosclerose e no processo de envelhecimento (DALMODARAN, KIRK e
FENNEMA, 2007).

Diversos frutos e vegetais sdo rico em carotendides, entretanto os frutos de
buriti e de palma se destacam como as maiores fontes de carotenos do Brasil. A
forma de administracdo desses alimentos é fundamental no processo de absorcao
e metabolizacdo de carotenos pelo organismo. Sob a forma de éleo a
biodisponibilidade deste micronutriente € aumentada, uma vez que se encontra livre
da barreira da matriz vegetal. O enriquecimento de alimento com 6leos desses
frutos é uma alternativa eficiente no combate a hipovitaminose A (AMBROSIO,
CAMPOS e FARO, 2006).

Os carotenos protegem os sistemas biolégicos atuando como agentes
redutores, desativando o oxigénio singlet, de forma mais rapida e efetiva do que
outros antioxidantes nao enzimaticos, como os tocoferois, ou ainda, atuando como
sequestradores de radicais peroxila, reduzindo a oxidacdo do DNA e de lipidios.
Sua atuagao antioxidante se da em baixos niveis de oxigénio, condi¢ao fisiologica
ideal a maioria dos tecidos (BARREIROS et al., 2006).

% Tocois (tocoferdis e tocotriendis)

Os Oleos vegetais sdo as principais fontes de tocois (Vitamina E) na
alimentacdo, sendo os tocoferdis as principais formas de tocol encontrada na
maioria dos éleos. Dentre os 6leos vegetais comumente consumido pela populacao
brasileira, o éleo de palma apresenta o maior teor de tocotrienol, enquanto o éleo
de girassol parece ser 0 mais rico em a-tocoferol seguido pelos éleos de algodéo,
palma, canola, amendoim, oliva, milho, soja e coco. O y-tocoferol € o composto

predominante em 6leos de soja e de milho (GUINAZI et al., 2009).
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Os tocdis sdo considerados 0s mais potentes antioxidantes lipossoluveis,
desempenhando papéis importantes na reprodugdo e em mecanismos
antioxidantes de tecidos animais e vegetais e € frequentemente associado a
prevencdo de doencas neurodegenerativas como aterosclerose, inflamacao

cronica, cancer e envelhecimento precoce (FU et al., 2014; WALLERT et al., 2014).

Nao existe um consenso sobre qual isbmeros de tocoferol é o mais
antioxidante. O a-tocoferol é o isdbmero mais facilmente absorvido e metabolizado,
sendo portanto, a forma mais ativa de tocol no organismo humano. O y-tocoferol é
reconhecido como o mais ativo na remocao de espécies reativas de nitrogénio, com
atividade anti-inflamatéria e possivel agdo nos mecanismo de inibicdo da
carcinogénese. Alguns trabalhos indicam os isébmeros y e & como o0s melhores
antioxidantes (FRANKEL, 1996; MASUCHI et al., 2008; JU et al., 2010; GRILO, et
al., 2014;).

Os tocoferdis sao eficientes antioxidantes, bloqueando a etapa de propagacao
da peroxidacao lipidica dos acidos graxos poli-insaturados das membranas e
lipoproteinas e atuando como doadores de hidrogénio para o radical peroxila. Cada
tocoferol pode reagir com até dois radicais. Todos os isdbmeros de tocoferol sao
capazes de realizar esta reacao, porém o a-tocoferol € o isdbmero mais rapido € mais
potente dentre os demais (BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOQOS et al., 2007).

% Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sdo substancias que possuem anel aromatico comum
ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Ja foram
detectados mais de 8.000 compostos fendlicos, sendo que os principais podem ser
classificados em dois grupos: flavonoides (polifendis) e nao flavonoides (fendis
simples ou acidos). Estes compostos agem neutralizando e sequestrando radicais
livres e também quelam metais de transicdo (DREOSTI, 2000; BURNS et al., 2001;
MELO e GUERRA, 2002).
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Os compostos fendlicos sao produzidos através do metabolismo secundario
de plantas, como forma de protecao a patégenos e agrotdxicos. Estes compostos
exibem uma variedade de acdes bioldgicas, que diferem sensivelmente entre os
diferentes compostos devido a suas propriedades antioxidantes (BALASUNDRAM
et al., 2006). Os compostos fendlicos apresentam capacidade de inibicdo da
peroxidagao lipidica. Porém, testes in vitro demonstram que estes compostos
podem agir a favor do estresse oxidativo em determinadas condi¢cdes, atuando no
chamado paradoxo antioxidante, no qual pequenos niveis de estresse oxidativo
podem ser benéficos, uma vez que aumentam a producdo de enzimas
antioxidantes, culminando na rapida desativacdo ou remocao de espécies ROS
(HALLIWEEL, 2000; MOURE et al., 2001).

Os compostos fendlicos sdo facilmente encontrados em 6leos nao refinados
como o azeite de oliva, que pode conter mais de 30 compostos fendlicos (DEL
CARLO, 2004).

% Modelo experimental para avaliacao de atividade antioxidante

As células hepaticas sdo amplamente utilizadas em estudos de toxicologia
dado que o figado é o primeiro 6rgéao a entrar em contato com o sangue proveniente
da passagem pelo intestino, transportando compostos absorvidos pela dieta. Além
deste primeiro contato, o figado ainda exerce uma série de fungdes metabdlicas
importantes como a transformagéo, armazenagem e distribuicdo de metabdlitos e a
detoxificacao do organismo (PAROLIN, ZAINA e LOPES, 2002).

Varios modelos experimentais, como modelos animais e cultura de células,
sdo utilizados para avaliar a bioatividade de diversos compostos. Nos sistemas de
cultura de células existem células de cultura primarias e linhagens celulares
(culturas secundarias). As culturas de células primarias correspondem a células
provenientes de uma fonte viva e saudavel que sdao mantidas in vitro. Estas células
apresentam uma elevada similaridade funcional com o respectivo tecido in vivo. No

entanto, uma das principais desvantagens desse tipo de cultura é o fato das células
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apresentarem baixa frequéncia de divisdo, tal como no organismo vivo, 0 que
dificulta a sua utilizacdo por longos periodos de tempo (FRESHNEY, 1994;
GUILLOUZO, 1992). As linhagens celulares correspondem a células que
inicialmente foram extraidas de tumores. Devido a sua capacidade proliferativa
estdo em constante divisdo, o que permite a sua manutencao in vitro. Um dos
principais problemas das linhagens celulares € a perda de atividade enzimatica ao
longo do cultivo celular (UHL et al., 1999).

As células Hep-G2, apresentadas na Figura 4, correspondem a uma linhagem
celular isolada a partir de um hepatocarcinoma humano. Estas células conservam
ativas suas enzimas, apresentando atividade metabdlica similar ou um pouco menor
que a atividade de hepatécitos humanos saudaveis. Devido a competéncia
metabdlica, a linhagem celular Hep-G2 tem sido utilizada como modelo
experimental em muitos estudos, principalmente em ensaios de toxicidade. Esta
linhagem celular permite a detecgao de efeitos genotéxicos no interior das células
onde os metabolitos reativos sdo formados e podem interagir com lipidios, proteinas
e até mesmo com o DNA (KNASMULLER et al., 1998; UHL et al., 1999).

Figura 4: Células de hepatocarcinoma humano (Hep-G2) vista ao microscdpio em dois
momentos distintos, baixa confluéncia a esquerda e confluéncia maxima a direita. Barra de
escala = 100um. Disponivel em: ATCC < http://www.atcc.org/>. Acesso em: 11 de nov.
2014.
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4. MATERIAIS E METODOS

Oleo de buriti e gordura de murumuru foram doados pela empresa de
cosmeéticos "Naturais da Amazénia™ de Belém do Para - PA, Brasil. O processo de
interesterificacdo enzimatica, assim como a caracterizacdo das propriedades
tecnoldgicas e composicao de triacilgliceréis dos 6leos e gorduras antes e apds este
processo foi desenhado e desenvolvido em trabalhos anteriores no laboratério de
Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos — Unicamp, sob
supervisao da Prof? Dr? Gabriela Alves Macedo. Estes dados encontram-se
referenciados no Anexo I. A lipase imobilizada Lipozyme TL-IM® foi gentiimente
fornecida pela empresa Novozymes®, Dinamarca. A lipase semipurificada de
Rhizopus sp. foi produzida através de fermentagcdo em meio sélido pelo laboratério
de Bioquimica de Alimentos — Unicamp, conforme MACEDO et al. (2004). A
descricdo das amostras e dos sistemas enzimaticos utilizados neste estudo

encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4: Descricdo das amostras e dos sistemas enzimaticos avaliados.

Sistemas Composicao (m/m)
Oleo puro Buriti (10/0)

Gordura pura Murumuru (10/0)
Mistura simples Buriti/Murumuru (7/3)

Lipidio estruturado produzido com lipase comercial

TL-IM® a 2,5% (m/m) Buriti/Murumuru (7/3)

Lipidio estruturado produzido com lipase de

Rhizopus sp. 4 2,5% (m/m) Buriti/Murumuru (7/3)

Lipidio estruturado produzido com lipase comercial
TL-IM® a 1,5% (m/m) e lipase de Rhizopus sp.a 1,5%  Buriti/Murumuru (7/3)
(m/m)
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As reacOes de interesterificacdo enzimatica, para a producao de amostras,
foram realizadas conforme descritas em trabalho anterior de nosso grupo de
pesquisa (SPERANZA et al., 2015). Brevemente, as reac6es foram realizadas em
banho termostatizado, com agitacdo a 180 rpm durante 24h a 40°C. Ao fim da
reacao, os lipidios estruturados foram imediatamente filtrados (membrana filtrante
de 0,45 um) e nitrogénio gasoso foi adicionado a todas as amostras a fim de evitar
a oxidacao. As amostras foram congelados a -18°C para posterior analise.

Todos os reagentes utilizados nestes experimentos foram de grau analitico e
todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura, purificada em sistema
Milli-Q® (Merck Millipore, Alemanha).

4.1. Caracterizacao de compostos minoritarios bioativos

4.1.1. Teor de pB-Caroteno

O teor de B-caroteno foi determinado por espectrofotdmetria de acordo com a
metodologia descrita por Davies (1985) e adaptada pelo Laboratério de Oleos e
Gorduras da Faculdade de Engenharia de Alimentos — Unicamp (MAMBRIM,
BARRERA-ARELLANO, 1997). Aliquotas de amostra foram diluidas em hexano
100%, na concentragdo inicial de 4 mg/mL. A leitura foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis Agilent (Agilent, Alemanha) utilizando cubeta de quartzo
de 1 cm, em comprimento de onda de 453 nm. O ensaio foi realizado em triplicata

e o teor de 3-carotenos foi obtido conforme Equagéo 3.

Abs(amostra)*v+10.000
Exm

Equacao 3: B caroteno (ug/g) =
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Onde: v= volume final da amostra (mililitros)
m=massa da amostra (gramas)

E= 2.592 (Coeficiente de extincdo especifico para B-caroteno em

hexano).

A concentracao de 6leo, gordura, mistura ou lipidio estruturado na solucao de
hexano pode variar até que se obtenha valores de absorbancia dentro da faixa de
0,5a0,8 nm.

4.1.2. Teor de Tocois (tocoferdis e tocotriendis)

A andlise de tocdis totais foi realizada conforme metodologia da AOCS (2004)
e adaptada pelo Laboratério de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de
Alimentos - Unicamp. Inicialmente as amostras foram diluidas em hexano PA na
concentragcdo de 0,1 mg/mL. As amostras diluidas foram entdo injetadas em
cromatografo liquido UHPLC Ultimate® 3000 (Dionex, Estados Unidos). A coluna
micro particulada de silica possuia 250 mm de comprimento, 4 mm de diametro
interno, com cada particula medindo aproximadamente 5 p. O detector de
florescéncia foi ajustado em 290 nm com comprimento de onda de emissdes de 330
nm. A fase movel foi composta por hexano grau HPLC (99%) e isopropanol (1%). A
composicao qualitativa de tocois se deu pela comparagao dos tempos de retencéo
dos picos com os respectivos padrées de tocoferdis. A composicdo quantitativa foi
realizada através da normatizagdo da area sob o pico, sendo expressa em ug/g
(PEREIRA et al., 2013). A analise foi realizada em duplicata.

A conversdo para unidade de equivalente de a-tocoferol (a-TE) foi obtida
através do coeficiente 1 para o a-tocoferol; 0,5 para 3-tocoferol; 0,1 para y-tocoferol
e 0,03 para &-tocoferol, conforme DARNET et al. (2011).

31



4.1.3. Conteudo de fendlicos totais

Para a determinacdo de fendlicos totais foi utilizado o método de Follin-
Ciocaulteau descrito por HRNCIRIKI e FRITSCHE (2004). Este método baseia-se
na reducdo do acido fosfomolibdico e fosfotungstico pelas hidroxilas dos fenbis
produzindo uma coloragcdo azul, quantificada por espectrofotometria a 725 nm.
Aliquotas de 0,5 g de cada amostra foram dissolvidas em 2 mL de solugéo (1/1; v/v)
hexano/metanol 60%. Apo6s centrifugacdo, 40 uL da fase metandlica foram
coletados e diluidos em agua até o volume final de 1 mL. Em seguida adicionou-se
100 pL de reagente Follin-Ciocaulteau e, ap6s 3 minutos, 200 uL de carbonato de
sodio a 35% foram adicionados. Diluiu-se com agua até volume final de 2 mL e
manteve-se a solucao final ao abrigo de luz por duas horas. As amostras foram
alocadas em placas de 96 pocgos (BMG Labtech, Alemanha) e a leitura realizada em
leitor de microplaca ST-360 (KHB, China). O branco foi composto por todos os
constituintes da reagéao, substituindo-se a solugao fendlica por agua ultrapura. A
curva de calibracao foi realizada utilizando uma solucao padrao de acido galico, nas
concentragdes de 0,01 -0,1 pg/mL. A analise foi realizada em triplicata.

4.2. Avaliacao da atividade antioxidante através de ensaios de sequestro de
radicais livres.

4.2.1. DPPH

O potencial antioxidante das amostras foi medido através do método
colorimétrico de sequestro do radical DPPH (2,2, difenil, 1 picrilhidrazila). Esse
método se baseia na capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em
sequestrar o radical estavel DPPH, que é observado através do decaimento da
absorbancia ao longo da reagéo, de acordo com PESCHEL et al. (2007), adaptado
por MACEDO et al. (2011).

Diferentes concentracbes, variando de 5 a 100 pg/mL de amostra foram

diluidas em acetato de etila 100%. As misturas reacionais continham 50 uL das
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amostras oleosas e 150 uL do radical DPPH (Sigma-Aldrich, Alemanha) a 0.2 mM
em acetato de etila 100%. As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocgos
(BMG Labtech, Alemanha) e o decaimento da absorcao foi acompanhado ao longo
de 16 minutos em leitor de placas Fluostar Optimo (BMG LABTECH, Alemanha)
com filtro de absorbéancia ajustado em 520 nm. A leitura foi comparada a um branco
controle, onde a amostra oleosa foi substituida por acetato de etila 100%. As
andlises foram realizadas em triplicata (ESPIN, SOLER-RIVAS e WICHERS, 2000).

A atividade de sequestro do radical DPPH é equivalente ao decaimento da
absorbancia e foi expressa em porcentagem, conforme Equacéo 4, descrita abaixo.

Abs (controle)-Abs (amostra em 16m) *100
Abs (controle)

Equacao 4: Ativ. Seq. Radical (%)=

4.2.2. ORAC

Para realizacdo do ensaio ORAC (capacidade de absorcdo do radical
oxigénio) foi utilizada uma aliquota de amostra emulsionada em solugao de dimetil
sulféxido (DMSQO) e Tween 80 (9:1, v/v) na concentracao inicial de 80 mg/mL. Esta
emulséao foi entdo diluida em tampao fosfato (75 mM, pH 7,4) até as concentragdes
de 4 a 20 pg/mL utilizando dispersor ULTRA-TURRAX® (IKA, Alemanha) por cinco
minutos a 4.000 rpm.

O método ORAC proposto, com fluoresceina como “probe de fluorescéncia”,
foi descrito por OU et al. (2002), e adaptado por MACEDO et al. (2011). O método
automatico de ORAC foi realizado em leitor de placa Fluostar Optimo (BMG
LABTECH, Alemanha) com filtros de fluorescéncia com comprimento de onda de
excitagcdo de 485 nm e comprimento de onda de emissao de 520 nm. As medidas
foram realizadas em placa COSTAR® 96 pocos pretas (Corning, Estados Unidos).
A reacao acontece a 37°C e baseia-se na termo-decomposi¢cao do AAPH (Sigma-
Aldrich, Alemanha) em tampéo fosfato (75 mM, pH 7,4) devido a sensibilidade da

fluoresceina ao pH. A solugéo de fluoresceina (70 nM) em tamp&o fosfato (75 mM,
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pH 7.,4) foi preparada diariamente e mantida no escuro. A solugdo do padrdo de
controle 75 uM Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico)
(Acros Organics, Belgica) também foi preparada diariamente, em tampéao fosfato
(75 mM, pH 7,4), e diluida para solucdes de 1.500-1,5 umol/L para a curva padrao.
Em cada poco, 120 uL de solucao de fluoresceina (Ecibra, Brasil) e 20 uL de solucao
de amostra, ou tampéao fosfato no caso do branco, ou ainda solugdo padrao de
Trolox® foram adicionados de 60 uL de AAPH (12 mM). Todo o procedimento foi
realizado ao abrigo de luz. A florescéncia foi medida imediatamente apds a adicao
dos componentes da reacédo, e depois a cada minuto por aproximadamente 90
minutos. As andlises foram realizadas em triplicata. Os valores ORAC foram
calculados pela diferenca entre a area sob a curva de decaimento da fluorescéncia
de cada amostra e do branco (net AUC). As equagdes de regressao entre net AUC
e concentracdo antioxidante foram calculadas para todas as amostras. Os valores
de ORAC foram expressos como uMol de Trolox equivalente por grama de amostra.

4.3. Cultivo celular

A linhagem utilizada para este estudo foi de hepatocarcinoma humano (Hep-
G2) doadas pela Divisao de Farmacologia do CPQBA (Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas) - UNICAMP, e estabelecidas em nosso
laboratorio. Todos os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar
estéril PA 420 (Pachane, Brasil).

As células foram cultivadas em garrafas de cultivo celular (Ultra Cruz®,
Estados Unidos) de 75 cm?, utilizando o meio de cultura Minimum Essential Medium
Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich®, Alemanha) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (v/v) (Gibco BRL, Estados Unidos) e 1% de penicilina/estreptomicina (v/v)
(Gibco BRL, Estados Unidos), até atingirem confluéncia maxima, de cerca de 80%.
As garrafas de cultivo foram mantidas em incubadora PureCell (NuAire, Estados
Unidos) a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO2. A monocamada de células foi

rotineiramente observada em microscépio invertido Primovert (Zeiss, Alemanha).
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O repique celular foi realizado sempre que as células atingiam confluéncia
maxima. O procedimento consistia em aspiracdo do meio, lavagem das células em
5 mL de PBS (Gibco BLR, Estados Unidos) a 36°C, por duas vezes e adicao de 1
mL de solucdo tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich®, Alemanha), por
aproximadamente dois minutos. A solucao tripsina-EDTA era entdo inativada pelo
soro fetal presente no meio de cultura. Apds esse procedimento, as células eram
coradas com solucao de Trypan Blue (Gibco BLR, Estados Unidos) a 20% em PBS,
contadas em camera hemocitométrica de Neubauer (Fisher Scientific, Estados
Unidos) e inoculadas novamente em garrafas de 75 cm?, com concentracgao final de

24108 células por garrafa.

Para os ensaios celulares, assim como o ensaio ORAC as amostras foram
emulsionadas, utilizando uma aliquota de amostra em DMSO:Tween 80 (9:1, v/v)
na concentragéao inicial de 80 mg/mL, que foi entdo diluida em meio de cultura MEM
até as concentragfes utilizadas nos ensaios, com o auxilio do dispersor ULTRA-
TURRAX® (IKA, Alemanha), a 4.000 rpm durante 5 minutos. As células foram
incubadas em presenca de amostras emulsionadas pelo periodo de 5 horas antes
dos ensaios. Garantiu-se, atraves de testes, que as emulsdes eram estaveis durante

o periodo de tempo determinado para o ensaio.

Todas as solucdes utilizadas no cultivo celular foram esterilizadas em filtro
de seringa com membrana estéril de polietilsulfona de 0,2 um (GVS, ltalia).

4.3.1. Avaliacao da citoxicidade das amostras por ensaio de MTT

Uma possivel acao citotoxica das amostras emulsionadas foi monitorada
através do ensaio de MTT - brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]. O ensaio colorimétrico consiste na reducéo do sal de tetrazdlio, de
coloragdo amarela em meio aquoso a sal de formazan, composto insoluvel em meio
aquoso de coloracao violeta, descrito por MOSMANN (1983). E utilizado para medir
toxicidade, proliferacéo e ativacao celular. A reducédo do MTT se da através da acao

das enzimas desidrogenases mitocondriais, presentes em células ativas que leva a
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formacdo de sal de formazan. Neste ensaio, perdas de viabilidade celular de até
15% em relacao ao controle, sdo aceitaveis e consideradas como variacées da taxa

metabdlica celular.

As células Hep-G2 em confluéncia foram transferidas na densidade de 1,10°
cél/mL para placas de 96 pocos (Ultra Cruz®, Estados unidos) e cultivadas em
incubadora por 24 horas em condi¢cdes 6timas de crescimento (37°C, 5% CO-) antes
de receberem as amostras. Apds a adicdo das amostras emulsionadas em
diferentes concentracdes, a placa foi incubada pelo periodo de 5 horas e, por fim,
submetida ao ensaio de MTT. As amostras emulsionadas foram descartadas e as
aliquotas de células receberam 10 pL de solucdo de MTT (Sigma-Aldrich®,
Alemanha) em PBS (5 mg/mL) e foram mantidas em incubadora por 3 horas (37°C,
5% CO2). Em seguida foram adicionados 100 pL de sulfato dodecil de sédio (SDS)
10% em acido cloridrico (HCI) a 0,01 M. A placa foi incubada novamente por 18
horas, a 37°C, 5% de CO2. Apéds este periodo, a absorbancia das amostras foi lida
em 540 nm, usando leitor de microplaca ST-360 (KHB, China). Controles positivos
de viabilidade celular também foram avaliados, nos quais sé havia células e meio
de cultura MEM. Um controle da citotoxicidade dos solventes utilizados na emulsao

também foi avaliado, substituindo o 6leo da emulséo por agua.

4.3.2. Avaliacao da modulacao de enzimas em hepatécitos humanos

4.3.2.1. Preparo do extrato bruto enzimatico

Para os ensaios de avaliagdo das enzimas antioxidantes, as células nao
tratadas foram cultivadas em placas de 60 mm de diametro (TPP, Suica), na
concentracdo inicial de 8x10° células por placa, suplementadas com meio de cultura
MEM com 10% de soro fetal bovino e mantidas em incubadora, em condigcdes
6timas de crescimento até atingirem confluéncia de cerca de 80%. Apoés esta etapa,
o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com PBS e adicionou-se
as amostras emulsificadas. A placa retornou a incubadora pelo periodo de 5 horas.
ApGs esse periodo, o sobrenadante foi descartado e as placas lavadas com PBS
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gelado (4°C) por duas vezes. Com o auxilio de um raspador de células Cell Scraper
5 (TPP, Suica) as células foram cuidadosamente removidas da placa e alocadas
em tubos estéreis, tipo falcon (Ultra Cruz®, Estados Unidos), em banho de gelo.
Esse procedimento de remocao celular foi realizado trés vezes para cada placa. Os
tubos foram entéao centrifugados a 4°C, 1.300 rpm durante 10 minutos em centrifuga
Hereaus Megafuge® 16 (Thermo Scientific, Estados Unidos). O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspenso em 200 uL de tampéao fosfato de potassio (50
mM; pH 7,0) suplementado com 0,1% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich®,
Alemanha). Em seguida, os tubos foram levados ao banho ultrassénico (Thornton,

Brasil) e sonicados em banho de gelo, durante 5 minutos a 20 volts.

4.3.2.2. Dosagem de proteinas

A partir do extrato enzimatico bruto, seguiu-se a determinagao de proteinas,
pelo método colorimétrico de proteinas totais de Bradford (BRADFORD, 1976),
utilizando albumina sérica bovina para a curva padrao, em concentragdes variando
de 0,6 a 0,01 mg/mL. Para o volume final de 200 pL, adicionou-se 10uL de extrato
enzimatico bruto e 190 yL de reagente de Bradford e apds 5 minutos em agitagéo
constante no agitador multifuncional VDLR TS-2000A (Biomixer, Estados Unidos)
verificou-se a absorbancia a 630 nm no leitor de microplacas ST360 (KHB, China).
As andlises foram realizadas em triplicata.

O extrato enzimatico bruto foi adequado para a concentracao proteica de 2
mg/mL através da diluicdo com tampao fosfato de potassio (50 mM; ph 7,0)
suplementado com 0,1% de Triton® X-100 (Sigma-Aldrich®, Alemanha). Em todos
0s experimentos, utilizou-se extratos enzimaticos bruto frescos preparados no dia
do ensaio e mantidos em banho de gelo até 0 momento de seu uso e descartados

logo apos.
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4.3.2.3. Determinacao da atividade enzimatica de Superéxido dismutase
(SOD)

A atividade de SOD foi determinada através do SOD Determination Kit - 19160
(Sigma-Aldrich®, Alemanha), um ensaio colorimétrico indireto, cujo principio baseia-
se na redugdo do sal de tetrazdlio WST (WST-1 (2-(4-lodofenil)- 3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)- 2 H tetrazolio) a uma espécie de sal de formazan, solUvel em agua,
através do anion superéxido liberado pela enzima xantina oxidase. A atividade de
dismutacao do anion superdxido pela enzima SOD é diretamente relacionada a
reducao do sal de formazan. A reacgao foi realizada em placas estéreis de 96 pogos
(Ultra Cruz®, Estados Unidos) e iniciou-se com a adicdo de 20 pyL de extrato
enzimatico bruto a 200 pL de solugéo de sal WST e 20 L de solugéo enzimatica.
Trés brancos foram adicionados a placa, sendo o branco 1 composto por todos 0s
reagentes, exceto o extrato enzimatico - que foi substituido por agua; o branco 2,
para controle da cor dos compostos, que possuia todos os reagentes exceto a
solucdo de enzimas - que foi substituida por tampao de diluicao e por fim, branco 3
onde havia apenas 20 pL de agua, 200 pL de solucao de sal WST e 20 L de tampéao
de diluicdo. A curva padrao foi realizada pela diluigao da enzima SOD Cu-Zn de
eritrocitos bovino S2515 (Sigma Aldrich®, Alemanha), nas concentragdes de 0,01 a
10 U/mL. Apo6s o plaqueamento, a placa foi levada a estufa de cultura 002 CB
(Fanem, Brasil) por 20 minutos a 37°C. Todas as amostras foram testadas em
triplicata e a leitura foi realiza em leitor de microplacas ST360 (KHB, China) a 450
nm. A atividade de SOD foi mensurada em U/mL através da interpolagcéo de pontos

de absorbancia versus unidades de enzima.

4.3.2.4. Determinacao da atividade enzimatica de Catalase

A atividade da catalase foi determinada pelo Catalase Assay Kit — CAT 100
(Sigma-Aldrich®, Alemanha), cujo principio baseia-se na mensuracao do peréxido
de hidrogenio (H20>) restante apds a reacao da catalase. Utilizou-se H2>O2 para a
curva padrao, nas concentracdes de 0,0125 — 0,075 pumol/mL. A reacao iniciou-se
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com a adicao de 5 pL de extrato bruto enzimatico a 70 puL de tampéao fosfato de
potassio (500 mM; pH 7,0) e 25 uL de H202 & 200 mM, entdo, através da via
catalitica, ocorre a conversdo do H2O2 em oxigénio e agua. Apos trés minutos a
reacao foi interrompida pela adicao 900 pL de solucao de azida de sédio (15 mM).
Uma aliquota dessa reacao foi diluida dez vezes no reagente de cor contendo 0,1%
de solucao de peroxidase. O branco foi composto de todos os reagentes, exceto
extrato enzimatico bruto que foi substituido por tampao fosfato de potassio (500 mM,;
pH 7,0). A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-Vis Agilent (Agilent,
Alemanha) a 520 nm utilizando cubeta de quartzo de 1 cm. As analises foram

realizadas em triplicata e a atividade de catalase foi obtida através da Equacao 5.

Apmol (H202)*d*100
Vxt

Equacao 5: Atividade (umol/min/ml)=

Onde: Aumol(H202) = Diferenca entre a quantidade de H202do branco e da

amostra.

d = Diluigdo da amostra original para a reagao de catalase.

t = Tempo de duragéo da reacao (em minutos).

v = Volume da amostra na reacéo de catalase (em mililitros).

100 = Diluicdo da aliquota da reacdo de catalase na reacgao

colorimétrica.
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5. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram expressos com a média das andlises e o desvio padrao
das médias. A significancia estatistica das diferencas entre a média analisada foi
medida através da analise de variancia ANOVA seguida do teste de Tuckey. Foram
consideradas diferencas significativas quando P<0,05. Os célculos estatisticos
foram realizados pelo software GraphPed Prism 5.0®.

41



42



6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Caracterizacdao dos compostos minoritarios bioativos
6.1.1. Teor de B-carotenos

Os carotenos sao considerados antioxidantes naturais, assim como os tocois.
Quando presentes em 6leos, estes compostos atuam na prote¢ao contra o processo
de peroxidacao lipidica, agindo sobre os radicais livres. Além desta protecao, os
antioxidantes naturais também apresentam bioatividade no organismo humano,
com potencial na prevencado de doengas cronicas. Dentre todas as formas de
carotenos conhecidas, o 3-caroteno é o mais importante para o organismo humano,
pois tem funcdo como precursor de vitamina A (ALBUQUERQUE et al., 20083;
CASTELO-BRANCO e TORRES, 2011).

Os resultados obtidos para os teores de B-carotenos das amostras avaliadas
estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Teor de B-caroteno do 6leo e gordura amazdnicos, da mistura e dos
lipidios estruturados.

Amostras B caroteno (ug/g)
Oleo de buriti 781,632 + 67,32
Gordura de murumuru 21,78+ 1,58
Mistura simples 643,102 + 61,82
Lipidio estruturado produzido com TL-IM® 688,612 + 91,71
Lipidio estruturado produzido com Rhizopus sp. 666,322 + 26,69

Lipidio estruturado produzido com TL-IM® e

a4
Rhizopus sp. 668,012 + 24,66

Resultados apresentados com a média + desvio padrdo da meédia de trés andlises
independentes. Valores com letras iguais, ndo apresentam diferenca significativa a P<0,05.
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A polpa do buriti € considerada uma excelente fonte natural de pr6 vitamina A,
devido, principalmente, ao seu alto teor de B-caroteno, responsavel, também, pela
coloracao vermelho-alaranjada intensa de seu 6leo. A concentragdo de pigmentos
nos 6leos vegetais € um parametro de qualidade importante pois esta intimamente
relacionado a auto-oxidacao e foto-oxidagdo dos mesmos (RODRIGUEZ-AMAYA,
1999; HERNANDEZ, FREGAPANE e MOYA 2009).

O 6leo de buriti, como esperado, apresentou o maior teor de 3-caroteno dentre
as amostras testadas, com 781,63 pg/g. A gordura de murumuru nao € uma boa
fonte de carotendides, apresentando valor de 21,78 ug/g de B-caroteno apenas. A
mistura simples e os lipidios estruturados tiveram uma pequena reducao no teor de
B-caroteno quando comparadas ao 6leo de buriti, provavel efeito da diluicdo com a
gordura de murumuru. A menor reducdo foi observada no lipidio estruturado
produzido com a lipase comercial TL-IM® e a maior na mistura simples. Porém, os

resultados nao apresentaram diferencas estatisticas significativas.

O teor de B-caroteno na gordura de murumuru obtido neste estudo é superior
ao apresentado por MAMBRIM e BARRERA-ARELLANO (1997), que avaliaram
6leos de palmeiras da regidao amazénica do Brasil e utilizando a metodologia de
DAVIES (1976), a mesma utilizada neste estudo e obtiveram apenas 5 ug/g de

carotenos totais.

O resultado obtido neste estudo para o déleo de buriti € superior ao estudo de
SILVA et al. (2009), no qual amostras de 6leo de buriti industriais apresentavam
valores de carotenos totais variando de 225 a 664 ug/g enquanto amostras obtidas
de mercados locais através de processos de extracdo artesanal apresentavam
valores mais elevados, variando de 1.661 a 1.890 ug/g e também bastante proximo
ao estudo de AQUINO et al. (2012b) com 6éleo de buriti artesanal e refinado com
conteudo de B-caroteno de 911,424 e 792,1+4,54 ug/g, respectivamente. Estes
resultados demonstram que a amostra de 6leo de buriti avaliada provavelmente

sofreu um processo de refino brando.
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ALBUQUERQUE et al. (2005), extraiu 6leo de buriti em laboratério sem uso de
solventes e obteve 1.707 ug/g de carotendides na amostra avaliada através de
técnica de espectroscopia de absorcédo e emissao, sendo 672+10 pg/g apenas de
trans-B-caroteno. Estudos indicam que diferentes de processo de extracdo do éleo
podem resultar em teores de carotendides muito distintos. RIBEIRO et al. (2010),
ao estudar a extracao de carotenoides em polpa de buriti, constatou que este 6leo,
quando submetido ao processo de refinamento, sofre degradagéo, principalmente
de B-caroteno, que é convertido em apocarotenos, o que explica a reducao no teor
de carotendides dos 6leos refinados.

A interesterificacdo enzimatica é um processo que ocorre em condicoes
brandas maximizando a reten¢do de compostos minoritarios quando comparada ao
processo de interesterificacdo quimica, o que pode ser observado através de
nossos resultados, nos quais todas os lipidios estruturados mantiveram o alto teor
de B-caroteno do éleo de buriti. Estudos utilizando a lipase comercial TL-IM®
mostram resultados semelhantes, nos quais ocorrem apenas pequenas reducdes
no teor de carotendides em amostras submetidas ao processo biotecnolégico de
interesterificacdo (RESHMA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2010; KHATOON, KHAN
e JEYARANI, 2012).

6.1.2. Teor de Tocois (tocoferois e tocotrienodis)

Dentre os antioxidantes naturais, o mais utilizado em éleos vegetais
comestiveis € o tocoferol. A atividade antioxidante dos tocoferdis nos 6leos se da
pela capacidade de doar hidrogénios do grupo fendlico aos radicais livres lipidicos,
interrompendo cadeia de peroxidacdo lipidica (RAMALHO e JORGE, 2006).
Estudos anteriores apontam a polpa e o éleo de buriti como excelentes fontes de
tocoferéis (DARNET et al., 2011; SANTOS, ALVES e RUiZ-MENDES, 2013).

Todas as amostras foram testadas quanto ao seu teor de tocoferdis e

tocotrienodis. Os resultados obtidos estao descritos na Tabela 6.

45



‘(opejosjap
oeu) 0N ‘(josaj020}-n ap suajeanb3) 31-n (j018j020)) | G0'0=d € eajeoyiubis edusiayip wejuasaide oeu ‘sienbl sens| wod
‘eunjod BUWIS3LU BU S3I0[BA "Sajuapuadapul sasijeue senp ap eipal ep oelped OIAS3p F BIpaW B WoD sopejuasalde sopejnsay

‘ds sndoziyy @ @I
GZ0¥qClL8 6L'0Fa/8'C €00 -2l 89 600 ¥ <681 0€'0F452€L -1L wod opiznpoid
opeininisa olpidi

@I
LUV F48L°€8 0L'0F4qlG'E G6'C ¥:90'69 EP0FLED 0Ly F4l0'9L -1L wod opiznpoid
opeininisa olpidi

aN aN aN aN aN ninwninw ap einpioy

(8/6rl) 31-0 (8/6r) 1-9 (8/6r) 1-A (8/6r) 1-d (8/6r) 1-0 sensowy
"sopein)nise soipidi| Sop @ eimsiw ep ‘sodiugzewe einpiob & 08]0 Op SI018J0J0] 8p 109 9 ejaqel

46



A técnica utilizada nao detectou tocotriendis nas amostras testadas, assim
como nao detectou tocoferdis na gordura de murumuru. A amostra de 6leo de buiriti
apresentou valor mais altos quando comparada as demais amostras em todas as
fracOes de tocoferdis. Para todas as amostras, os isbmeros a e y-tocoferol foram
predominantes, seguidos dos isébmeros 3 e & que ocorrem em quantidades menos

expressivas.

O o6leo de buriti puro apresentou valores de 112,55 e 127,13 ug/g de a-
tocoferol e a-TE respectivamente. Estes valores sdo inferiores aos resultados
encontrados na literatura. COSTA et al. (2010), utilizando frutos obtidos do norte e
nordeste do Brasil, obtiveram 346,74 ug/g a-TE no éleo de buriti. Valores ainda mais
altos desta fragdao foram descritos nos estudos de SANTOS et al. (2013) que
detectaram 1.567 + 205 ug/g de tocoferdis totais, apenas com as fragdes de a e 3
tocoferol do 6éleo de buriti extraido de frutos coletados no Amapa; de SILVA et al.
(2011) que utilizando polpa do fruto de buriti comprada em mercado local de
Abaetuba (PA, Brasil) chegaram a valores de 1.491,00 + 22,57 mg/L de tocéis no
6leo e de DARNET et al. (2011) que obtiveram 641 ug/g de equivalente de a-
tocoferol da matéria seca dos frutos da regidao de Belém (PA, Brasil).

O baixo teor de tocoferdis no 6leo de buriti utilizado neste estudo pode ser
relacionado a um possivel processo de refino. O conteudo de tocoferdis e
tocotriendis em Oleos vegetais é diretamente relacionado com o tipo de
processamento aplicado. Oleos refinados contém um teor de tocéis reduzido em até
80% de acordo com as condi¢bes empregadas. A queda no teor de tocoferdis em
Oleos vegetais apos o processo de refino pode ser de até 33 % (MIRALIAKBARI e
SHAHIDI, 2008; GUINAZI et al, 2009; TEICHERT e AKON, 2011). SILVA et al.
(2009) caracterizaram alguns éleos comerciais de buriti da regido amazbnica,
comparando amostras de fornecedores industriais e artesanais. Os valores de a-
tocoferol variavam de 329+7 a 1.34316 pg/g. Os maiores valores estdo associados
a Oleos extraidos artesanalmente, mostrando uma grande queda no teor de
tocoferdis devido ao processo de industrializacao dos 6leos, que muitas vezes conta
com etapas como refino, branqueamento e desodorizagao.
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Observando as fracdes de tocoferdis podemos observar que: estatisticamente,
a amostra de mistura e os lipidios estruturados nao apresentaram diferencas entre
si no teor de a-tocoferol. Em y-tocoferol os lipidios estruturados apresentam valores
estaticamente iguais entre si e um pouco superior a mistura simples. Houve a
diminuicéo do teor de &-tocoferol nos lipidios estruturados quando comparados a
mistura simples, independente da lipase utilizada no processo. A lipase comercial
TL-IM®, quando utilizada sozinha, mostrou ainda, uma queda no teor de p-tocoferol.
Estes resultados apontam a possivel ocorréncia de interconversao dos isdmeros de
tocoferol nos 6leos interesterificados. Esse € um resultado inesperado, RESHMA et
al. (2008), relatou ndo haver influéncia da interesterificacdo enzimatica sobre a
mudanga no conteudo de nenhum isdbmero de tocoferol em particular e ndo ha
respaldo na literatura sobre a atuacdo de enzimas hidrolases sobre esses
compostos. Trata-se de uma questdo que necessita de mais investigagoes.

Dados acerca de 6leos e gorduras que passaram pelo processo de
interesterificacao utilizando a lipase comercial TL-IM®, variando de 3 a 10 % (m/m),
apontam uma queda no teor de tocoferdis em todas as fragdes, independentemente
do tempo de reacdo e das matérias primas envolvidas (KHATOON, KHAN e
JEYARANI, 2012, TANG et al., 2012; ZHAO et al., 2013, PANDE, 2013; RUAN et
al., 2014). Foi observado pequeno aumento nas fracbes de tocoferol, nao
ultrapassando 2,5% do total de tocoferdis e tocotriendis, no estudo de REENA e
LOKESH (2007), utilizando porém, a enzima comercial IM-RM® (Novozymes) a 1%

(m/m).

De forma geral, nossos 6leos possuem valores compativeis de tocoferois
comparado com os 6leos comerciais. Todas as misturas sofreram diluicdes com a
adicao da gordura e, por isso, apresentam menores teores de tocoferdis quando
comparadas ao 6leo de buriti puro. Porém, ao olhar para o conteudo de a-tocoferol
podemos perceber que a reagao de interesterificacdo ndo causou perdas do teor
deste isGmero que é de grande importancia biolégica.

48



6.1.3. Conteudo de fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo considerados os metabdlitos de plantas com
maior atividade antioxidante. Eles possuem habilidade de doar hidrogénios ou
elétrons para formar radicais estaveis. A palmeira de buriti € uma fonte rica em
compostos fendlicos, variando de 86 a 378 mg de equivalente de acido gélico (EAG)
a cada 100 gramas de extrato de fruto, casca e folhas (KOOLEN et al., 2013).

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para as amostras testadas.

Tabela 7: Teor de fendlicos totais do 6leo e gordura amazdnicos, da mistura e dos

lipidios estruturados.

Amostras EAG (ng/g)
Oleo de buriti 107,002 + 1,25
Gordura de murumuru 16,17+ 0,72
Mistura simples 80,75° £ 1,44
Lipidio estruturado produzido com TL-IM® 85,33° + 3,15
Llp_ldlo estruturado produzido com 70,33¢ £ 0,72
Rhizopus sp.

Lipidio estruturado produzido com TL-IM® 80,75¢ + 2.17

e Rhizopus sp.

Resultados apresentados com a média + desvio padrdo da meédia de trés andlises
independentes. Valores com letras iguais, ndo apresentam diferenga significativa a P<0,05.
EAG: Equivalente de &cido galico.

Dados da literatura sobre o teor de fendlicos do dleo de buriti s&o escassos e
controversos. O 6leo de buriti analisado neste estudo apresentou concentracao de
107 pg/g de EAG. Quando comparado aos dados do fruto de buriti apresentados
por KOOLEN et al. (2013) ha uma grande reducao no teor de compostos fendlicos.
Porém, é compativel aos valores de fendlicos totais apresentado por
MIRALIAKBARI E SHAHIDI (2008) para 6leos de diferentes oleaginosas como noz

49



(210 pg/g de EAG), améndoa (124 ug/g de EAG), avela (159 ug/g de EAG) e
castanho do Brasil (153 pg/g de EAG). HERNANDEZ, FREGPANE e MOYA (2009),
estudaram compostos bioativos e atividade antioxidante do 6leo artesanal de pataua
produzido por comunidades indigenas na Venezuela e obtiveram, através do
método de Follin-Ciocaulteau, mesma técnica descrita neste estudo, valores

inferiores de compostos fendlicos, variando de 31,6 a 64,0 ug/g de EAG.

A gordura de murumuru mostrou-se pobre em compostos fendlicos,
apresentando apenas 16,17 ug/g de EAG. Nao ha dados na literatura sobre valores

de fendlicos da gordura de murumuru.

O 6leo de buriti apresentou valor de fendlicos totais bastante superior ao da
gordura de murumuru. Esta diferenga ocasionou uma queda de cerca de 20% no
teor de fendlicos totais da mistura simples e dos lipidios estruturados. A comparacao
do teor de fendlicos totais nos lipidios estruturados e na mistura simples evidencia,
mais uma vez, a seguranca do processo de interesterificacdo enzimatica na
retencdo de compostos minoritarios bioativos. Dentre as diferentes lipases
utilizadas na reacao, a lipase de Rhizopus sp. parece ter a menor eficiéncia na
retencdo de fendlicos, enquanto a lipase TL-IM® apresentou maior eficiéncia,

porém, ndo ha diferencas estatisticas entre estes resultados.

A retencéo de fendlicos totais também foi descrita no estudo de NAGARAJU e
BELUR (2008), na reacgéo de interesterificacdo de 6éleo de coco e azeite de oliva,
catalisada pela lipase comercial IM-60® (Novo Nordisk — Danbury, CT). Utilizando
também a metodologia de Folin-Ciocalteau, obtiveram 112 e 115 pg/g de fendlicos
totais para a mistura e para o lipidio estruturado, respectivamente. Em
contrapartida, PANDE et al. (2013) constataram através de analise por HPLC-DAD,
a perda total de compostos fendlicos em lipidios estruturados apds duas reacao de
interesterificacdo com a lipases comerciais Novozym 435® e TL-IM®

respectivamente.

Oleos refinados apresentam menores concentragdes de compostos fenélicos
devido a baixa estabilidade destes compostos aos processos de refino,
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neutralizacdo e desodorizacdo (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al.,, 2008). Esta
observacao se faz valida frente aos baixos teores de fendlicos totais obtidos neste
estudo. Porém, mesmo com baixos teores de fendlicos totais, € importante ressaltar
que as amostras de 6leo de buriti, lipidios estruturados e de mistura apresentam
valores de EAG compativeis a outros 6leos vegetais, como pode ser observado no
estudo de MIRALIAKBARI e SHAHIDI (2008) apresentado anteriormente.

6.2. Avaliacdo da Atividade antioxidante através de ensaios de sequestro de

radicais livres

A capacidade antioxidante das amostras estudadas foi testada com os 6leos
integrais, sem separacao de fragcoes, por duas metodologias diferentes, DPPH e
ORAC, ambos adaptados para amostras lipofilicas.

6.2.1. DPPH

O ensaio DPPH vem sendo amplamente utilizado para determinar a
capacidade antioxidante em 0Oleos vegetais. Trata-se de um ensaio qualitativo, no
qual é possivel ranquear as amostras quanto a capacidade antioxidante das
mesmas (CASTELO-BRANCO e TORRES, 2011). O ensaio foi acompanhado ao
longo de 16 minutos, utilizando diferentes concentragbes de amostra. A Figura 5
mostra a atividade de sequestro do radical DPPH nas diferentes concentragbes de

amostra, apdés 16 minutos de ensaio.
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Figura 5: Atividade de sequestro do radical DPPH (%). Resultados apresentados com a
média de trés andlises independentes e desvio padrao da média representado pela barra
de erros. Valores com letras iguais, na mesma concentragdo, ndo apresentam diferenca

significativa a P<0,05.

Pode-se observar que a capacidade de sequestro do radical esta intimamente
relacionada a concentracdo das amostras no ensaio. As menores concentracoes, 5
e 10 mg/mL tiveram atividade de sequestro de radical em torno de 40% em qualquer
amostra analisada. Quando a concentragdo das amostra aumenta para 50 mg/mL
torna-se possivel distinguir a atividade de sequestro de radical nas diferentes
amostras. Mesmo nas maiores concentracdes, de 50 e 100 mg/mL, a gordura de
murumuru apresenta as menores taxas de sequestro do radical DPPH dentre as
demais. O destaque do éleo de buriti ja pode ser observado na concentragcédo de 50
mg/mL, sendo comparado apenas ao lipidio estruturado produzido com a lipase de

Rhizopus sp.
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Entre a mistura simples e os lipidios estruturados, os valores parecem muito
semelhantes, porém ha uma tendéncia clara para a reducdo da atividade de
sequestro do radical no lipidio estruturado produzido com a lipase TL-IM® e um
aumento na atividade de sequestro de radical do lipidio estruturado produzido com
a lipase de Rhizopus sp., que pode ser comparado a atividade do éleo de buriti puro.

A literatura ndo costuma indicar que o processo de interesterificacao
enzimatica afete significantemente a capacidade antioxidante dos 6leos. MOMENY,
VAFAEI e RAMLI (2013), formularam um equivalente de manteiga de cacau a partir
da reacao de interesterificacao do 6leo de caroco de manga com a fracdo média do
6leo de palma (50:50), utilizando a lipase comercial TL-IM®. Seus resultados
apontam um produto com capacidade antioxidante equivalente tanto a manteiga de
cacau, quanto ao 6leo de caroco de manga que foi utilizado em sua formulacgéao,
demonstrando que 0 processo enzimatico ndo levou a perda da capacidade

antioxidante do 6leo original.

Existe uma grande dificuldade em comparar os dados obtidos neste estudo
com a literatura. Estudos de atividade antioxidante com 6leos podem apresentar
grandes variagdes a depender da metodologia utilizada e da forma de analise de
dados (ESPIN, SOLER-RIVAS e WICHERS, 2000). Os estudos a seguir
apresentam seus resultados de DPPH em ECso — concentragdo de amostra
necessaria para reduzir em 50% a concentragdo inicial de DPPH, onde maiores
valores de ECsp indicam menores capacidades antioxidantes. O fruto de buriti, ainda
verde, foi analisado através da técnica de DPPH utilizando extratos metandlicos e
apresentou ECso 19,50+0,064 mg/mL. Um estudo anterior, analisando o éleo
artesanal de buriti, utilizando como solvente o cloroférmio, havia apresentado
capacidade antioxidante superior ao fruto, com ECsg 7,7+0,6 mg/mL. A dificuldade
em comparar os dados encontra-se principalmente na utilizacdo de diferentes
solventes e fragGes dos dleos (FERREIRA et al., 2011; CASTELO-BRANCO e
TORRES, 2011; KOOLEN et al., 2013;).

AQUINO et al. (2012b) comparou a atividade antioxidante do 6leo de buriti

artesanal da cidade de Picos — PI, antes e apds o processo de refino. Seus
53



resultados mostram uma queda acentuada na atividade antioxidante de cerca de
50%. O processo de refino de 6leos vegetais diminui a capacidade antioxidante,
mesmo que altere de forma pouco significativa o teor de fendlicos e/ou tocoferdis.
Entretanto, estudos apontam que a manutencao da atividade antioxidante de 6leos
vegetais refinados pode estar relacionada a concentracdo de alguns isémeros de
tocoferol, predominantes y e &-tocoferol (VALAVANIDIS et al., 2004, CASTELLO-
BRANCO e TORRES, 2011). Esta relacao parece ser sustentada pelos resultados
aqui apresentados, onde a gordura de murumuru, que nao apresentou teores
detectaveis de tocoferdis e apenas um pequeno teor de compostos fendlicos,
apresentou a menor atividade antioxidante quando comparada as demais amostras,
que apresentaram valores relativamente altos de y-tocoferol e presenca de &-

tocoferol.

6.2.2. ORAC

O ensaio ORAC mede a habilidade de um antioxidante em sequestrar radicais
livres através da doacao do atomo de hidrogénio. Trata-se de um ensaio bastante
relevante, pois serve como modelo da ag&o antioxidante em alimentos e também
em sistemas fisiol6gicos (PRIOR, WU, SCHAICH, 2005). O método foi adaptado,
utilizando-se uma emulsdo das amostras com 80 mg/mL de 6leo, gordura ou lipidio
estruturado em DMSO: Tween 80 (9:1) e posteriormente diluida em tamp&o fosfato.

Os resultados do ensaio de ORAC para as amostras oleosas apresentam-se

na Tabela 8.
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Tabela 8: Capacidade antioxidante do 6leo e gordura amazénicos, da mistura e dos

lipidios estruturados através de ensaio ORAC.

Equivalente de = Concen-

Amostras trolox tracao Slope Inter- R2
cept

(umol/g 6leo) (g/L)
Oleo de buriti 95,34 + 11,89% 4-20 757 1789 0,99
Gordura de murumuru 61,19 + 15,788 4-20 34,6 241.6 0,98
Mistura simples 77,40 + 4,3478 4-20 71,6 53,8 0,99
Lipidio estruturado A
produzido com TL-IM® 104,40 + 19,23 4-20 69,6 320,9 0,97
Lipidio estruturado
produzido com 97,50 + 13,444 4-20 74,8 217,4 0,98

Rhizopus sp.

Lipidio estruturado
produzido com TL-IM® 77,68 + 26,598 4-20 35,6 377,8 0,93
e Rhizopus sp.

Resultados apresentados com a média + desvio padrao da média de trés analises
independentes. Valores com letras iguais, ndo apresentam diferenca significativa a P<0,05.

A utilizagdo de um sistema de emulséo possibilitou esta andlise, porém causou
grande variabilidade nas respostas, devido a provavel instabilidade microscépica da

emulsdo ao longo do tempo de exposicao.

A capacidade antioxidante das amostras mostrou-se maior para os lipidios
estruturados que foram produzidos com a lipase de TL-IM® e com a lipase de
Rhizopus sp., respectivamente, seguidos do 6leo de buriti puro. A gordura de
murumuru, assim como nos outros ensaios antioxidantes, mostrou-se com menor

capacidade antioxidante, contudo, foi estatisticamente semelhante a mistura
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simples e ao lipidio estruturado produzido utilizando-se as duas lipases TL-IM® e
Rhizopus sp., concomitantemente. A grande variabilidade experimental dos
resultados do ORAC com os sistemas emulsificados nos permite apenas observar
tendéncias nos resultados, com os lipidios estruturados apresentando valores
comparaveis aos do 6leo de buriti puro, a gordura de murumuru apresentando a

menor capacidade antioxidante e a mistura simples em posicao intermediaria.

A gordura de murumuru apresentou a menor capacidade antioxidante neste
ensaio, assim como no ensaio de DPPH, o que ja era pressuposto, uma vez que
essa gordura tem se mostrado pobre em compostos minoritarios com potencial
antioxidante, porém apresenta algum teor de compostos fendlicos. O ensaio de
ORAC tem boa correlagdo com o teor de compostos fendlicos, quanto maior a
concentracao destes compostos, maior a capacidade antioxidante das amostras
(SANCHES et al., 2007; CASTELLO-BRANCO e TORRES, 2011; BATAGLION et
al., 2014; HAN et al., 2014). A mesma correlagao ndo ocorre com os tocoferois,
devido principalmente a diferenca na polaridade destes compostos (NINFALI et al.,
2002; HAY et al., 2006; SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2008). E importante ressaltar
que a contribuicdo de carotenos como antioxidantes nao pode ser observada no
ensaio ORAC uma vez que estes atuam no sequestro do oxigénio singlet, seguindo
um mecanismo de atuacgao diferente do avaliado neste ensaio (HUANG et al., 2002).

Outro ponto a ser ressaltado é a semelhancga nos resultados dos dois ensaios
antioxidantes. O lipidio estruturado produzido com lipase de Rhizopus sp. teve
destaque como uma das amostras com maior poder antioxidante no ensaio de
DPPH e também aparece no ensaio de ORAC como uma das maiores atividades
antioxidantes, estatisticamente semelhante a amostra de 6leo de buriti. Ja o lipidio
estruturado produzido com a utilizagdo das duas lipases concomitantemente
aparece nos dois ensaios com baixa capacidade antioxidante, estatisticamente

semelhante a gordura de murumuru e a mistura simples.
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6.3. Cultivo celular

6.3.1. Avaliacao da citotoxicidade das amostras por MTT

O ensaio de MTT é uma técnica simples e confiavel, que quantifica, através
de ensaio colorimétrico, a possivel citotoxicidade das amostras de interesse
(MOSMANN, 1983). A linhagem celular Hep-G2 de hepatocarcinoma humano foi
escolhida devido a sua aplicacdo no estudo da funcao hepatica.

Os resultados da viabilidade celular da linhagem celular Hep-G2 apés
exposicao as diferentes concentracdes de amostras estao ilustradas na Figura 6.
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Observando a Figura 6, pode-se perceber claramente que o efeito citotdxico é
dose dependente, onde as menores concentragdes de amostras 0,5 e 1,0 mg/mL
mantém a viabilidade celular em torno de 100% e observa-se uma queda acentuada
na viabilidade celular, em todas as amostras testadas, a partir da transicdo de 1 a 2
mg/mL. A diminuicdo da viabilidade celular se mantém em todas as amostras até a
concentragdo de 4,0 mg/mL. A viabilidade celular foi expressa em relagédo a um
controle positivo, no qual as células foram expostas, pelo mesmo periodo de tempo
do ensaio ao meio de cultura MEM, sem suplementacao. A média dos resultados
deste controle positivo de viabilidade foi considerada como 100% de viabilidade

celular.

No mesmo ensaio, foi também avaliada a toxicidade dos agentes
emulsionantes utilizados. A emulsao foi preparada com até 4,5% (v/v) de solvente
dimetil sulféxido (DMSO) e até 0,5% (v/v) do agente tensoativo Tween® 80, dois
reagentes comumente utilizados em ensaios celulares. Assim como nas demais
amostras, houve uma queda acentuada da viabilidade celular a partir da transicao
de 1 para 2 mg/mL, que se manteve até a maior concentragao testada de 4,0 mg/mL.
Acredita-se que esta queda tenha sido ocasionada pela adigéo destes solventes no
sistema de emulsdo. O reagente DMSO tem ampla utilizagdo em ensaio de MTT
como solvente e sua utilizacdo é comum em baixas concentragdes, cerca de 1%
(m/v) (MANOSROY, DHUMTANOM, MANOSROQY, 2006; BAYALA et al., 2014; LAN
et al., 2014; SALEH et al., 2014; METUGE et al., 2014; GOLFAKHRABADI et al.,
2015). Porém, existem controvérsias a respeito da toxicidade deste solvente quando
em concentracdes de cerca de 10% (SANTOS et al., 2006; YAN et al., 2009).

A partir da avaliagdo da citotoxicidade das amostras, foram escolhidas as
menores concentragdes, 0,5 e 1,0 mg/mL para os ensaios celulares, pois estas
mantém a viabilidade celular em torno de 100%, ndo apresentando sinais de

toxicidade por parte das amostras ou dos agentes emulsionantes.
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6.3.2. Avaliacao da producao de enzimas antioxidantes em hepatécitos

humanos

Oxidantes sao gerados através do metabolismo normal em organelas como
mitocondrias e peroxissomos e também através da acao catalitica de uma série de
enzimas citosélicas, além das fontes exdgenas de oxidantes. O aumento da
concentragao de oxidantes culmina com o estresse oxidativo, no qual ha o aumento
de espécies reativas de oxigénio como anion superoéxido e perdxido de hidrogénio
e a diminuicao de antioxidantes, resultando em dano e até mesmo morte celular. H4
uma busca continua pelo controle da homeostase oxidativa através da neutralizacao
de radicais livres por mecanismos enddgenos de defesa antioxidante (BIANCHI e
ANTUNES, 1999; FANG, YANG e WU, 2002). A acao das amostras nestes
mecanismos foram avaliados pela atividade das enzimas superéxido dismutase (EC
1.12.1.1) e catalase (EC 1.11.1.6) em hepatdcitos humanos.

% Superoxido dismutase (SOD)

Existem diferentes enzimas SOD no organismo humano, mas todas possuem
funcdo de auxiliar na prevencéo a danos oxidativos as células, causados através do
acumulo de radicais superéxidos. A enzima SOD-CuZn, tem localizacdo
citoplasmatica, enquanto a enzima SOD-Mg atua exclusivamente no interior da
mitocéndria e a SOD-EC, apenas no liquido extra celular (ZELCO, MARIANI e
FOLZ, 2002).

Os resultados obtidos para a modulacdo da atividade de SOD frente as
diferentes concentragdes das emulsées dos 6leos amazdnicos, da mistura e dos

lipidios estruturados estdo demonstrados na Figura 7.
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Figura 7: Atividade especifica in vitro da enzima superdxido dismutase citosélica (SOD-
CuZn) em linhagem celular Hep-G2, apds exposicdo das amostras por 5h, em
concentragdes de 0,5 e 1,0 mg/mL. Resultados apresentados com a média de trés andlises
independentes e desvio padrao da média representado pela barra de erros. Valores com
letras iguais, na mesma concentracdo, ndao apresentam diferenga significativa a P<0,05.

Controle: apenas meio de cultura MEM.

A adicao das amostras de 6leos e gorduras da Amazénia, mistura e lipideos
estruturados durante cinco horas em células de hepatécito humano resultou em
menor ativacdo da enzima SOD-CuZn, quando comparado ao controle (apenas
meio de cultura MEM).
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A atividade da enzima SOD-CuZn foi bastante homogénea para todas as
amostras, principalmente na concentragao de 0,5 mg/mL. Na concentracéo de 1,0
mg/mL observa-se menor atividade enzimatica de SOD nas amostras dos lipidios
estruturados produzidos com a lipase de Rhizopus sp. e com as duas lipases TL-
IM® e Rhizopus sp. concomitantemente; seguidos, do 6leo de buriti puro.

A diminuicao da acao da SOD observada neste estudo pode ser explicada pelo
longo periodo de exposi¢do das células frente as amostras emulsionadas antes da
medicao da atividade de SOD. A peroxidacao lipidica € uma das principais
caracteristicas do estresse oxidativo e culmina com a formagdo de &anions
superoxido. A enzima superéxido dismutase atua na primeira etapa da via
antioxidante, sendo a enzima responséavel pela detoxificagdo do anion superdxido,
liberando peréxido de hidrogénio e oxigénio (MOURE et al., 2001; VASCONCELOS
etal., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; VAZQUEZ et al., 2011). Esta reagéo enzimatica
ocorre tao logo se formam os radicais superéxido. Por isso, apds 5 horas de
exposicao, relativamente pouca atividade enzimatica pode ser detectada, indicando

que provavelmente a enzima tenha sido utilizada em momentos anteriores.

+» Catalase

Estudos sobre a atividade da enzima catalase em células hepaticas mostram
a sua importancia na prevencao da citotoxicidade e da morte celular induzidas por
estresse oxidativo através da conversdo do perdéxido de hidrogénio em agua e
oxigénio (BAl et al., 1999; YANG et al., 2005).

Os resultados referentes a atividade da enzima catalase em células Hep-G2,
quando expostas a amostras emulsificadas pelo periodo de 5 horas estédo
representadas na Figura 8.

62



9000

8000 de e

7000

6000

5000

4000

3000

Atividade de catalase (uMol/min/ml)

2000

1000

Concentragdo (mg/mL)
B Oleo de Buriti O Gordura de Murumuru

H Mistura M Lipidio estruturado (TL-IM)

Lipidio estruturado (Rhizopus sp.) M Lipidio estruturado (TL-IM e Rhizopus sp.)

@ Controle

Figura 8: Atividade in vitro da enzima catalase em linhagem celular Hep-G2 ap6s exposi¢ao
das amostras por 5h de ensaio, em concentracées de 0,5 e 1,0 mg/mL. Resultados
apresentados com a média de trés analises independentes e desvio padrdo da média
representado pela barra de erros. Valores com letras iguais, na mesma concentra¢do, ndo

apresentam diferenga significativa a P<0,05. Controle: apenas meio de cultura MEM.

A atividade de catalase ndo apresentou um padrao dose dependente
homogéneo para todas as amostras. Nossos resultados mostram o éleo de buriti
puro, na concentragdo de 0,5 mg/mL, como a unica amostra, estatisticamente
diferente do controle e que leva ao aumento da atividade de catalase. No entanto,
vemos uma expressiva perda da atividade de catalase para esta mesma amostra

quando a concentragdo de éleo aumenta para 1,0 mg/mL. A gordura de murumuru
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nao demonstrou diferencga estatistica do controle em nenhuma das concentracoes.
Assim como o 6leo de buriti, a mistura simples apresentou perda da atividade com
0 aumento da concentragdo de amostra. Porém mostrou-se estatisticamente igual

ao controle nas duas concentragoes.

As amostras que passaram pelo processo biotecnolégico de interesterificacao
mostraram perfil dose dependente, aumentando a atividade de catalase juntamente
com o aumento da concentracédo de 6leo. A analise isolada da concentracao de 1,0
mg/mL sugere que os lipidios estruturados aumentam de forma mais significativa, a
atividade de catalase, principalmente quando comparados a mistura simples, que
nao passou pelo processo de interesterificacdo enzimatica. O lipidio estruturado
produzido com a lipase comercial TL-IM® foi 0 mais responsivo, seguido do lipidio
estruturado produzido pelas duas lipases concomitantemente e, por fim, pelo lipidio
estruturado produzido pela lipase bruta de Rhizopus sp.

Apesar da semelhanca no teor de compostos minoritarios entre a mistura
simples e os lipidios estruturados apresentados neste trabalho, os resultados
apresentados nos ensaios in vitro sdo bastante distintos. Uma das possiveis causas
dessa diferenca estd na alteracdo da composicdao de TAG ocasionados pela
interesterificacdo enzimatica (Anexo I). Alimentos com potencial antioxidante, como
o caso do 6leo de buriti e dos lipidios estruturados apresentados neste estudo, sao
matrizes complexas. Enquanto os lipidios estruturados se apresentaram como
ativadores deste sistema antioxidante, a mistura e mesmo o 6leo de buriti
apresentaram pouco ou nenhum efeito sobre o sistema enzimatico (MELO-
SILVEIRA et al., 2014).

Estudos de O&leos vegetais comestiveis com avaliagdo de enzimas
antioxidantes s&o raros e a utilizacdo de processos biotecnolégicos como a
interesterificagdo enzimatica ainda mostram-se pouco estudados, trazendo
dificuldade em correlacionar nossos dados com a literatura. Contudo, em um estudo
de NAGARAJU e BELUR (2008), foram desenvolvidos lipidios estruturados e
misturas simples de 6leo de coco com 6leo de amendoim ou azeite de oliva com a

utilizacdo da lipase IM-60® como catalisadora do processo. A atividade enzimatica
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foi avaliada em figado de ratos alimentados com a mistura de éleos ou com o lipidio
estruturado e seus resultados mostraram que ndo houve diferencas estatisticas na
ativacao das enzimas SOD, catalase, glutationa peroxidase e glutationa transferase
para os diferentes processos biotecnolégicos.

A adicao de 6leos em um sistema biol6gico pode gerar reagdes B-oxidacao,
que aumentam a atividade de catalase para compensar a geracao de peroxidos
(OLIVERAS-LOPEZ et al., 2014). Estudos consideram que o aumento da atividade
basal de catalase é relacionado a um efeito protetor, de ativagdo da enzima para
rapida metabolizacdo e eliminacdo de agentes oxidantes (YANG et al., 2005;
CHANG et al., 2008). Todavia, quando a taxa de aumento desta atividade supera
em muitas vezes o valor de atividade basal pode culminar com morte celular e é
indicio de condi¢cdes patologicas ou deplecdo de outros componentes do sistema
antioxidante enddgeno (BAI et al., 1999). Este tipo de resposta exacerbada nao foi

observado neste estudo.

Além da ativacao da catalase, que auxilia na remocao de ROS, demonstradas
pelos lipidios estruturados, essas amostras, assim como o 6leo de buriti e a mistura
simples apresentaram teores de antioxidantes exdégenos como o (3-caroteno e os
tocoferéis que podem atuar no nivel celular através de mecanismos nao

enzimaticos, prevenindo o estresse oxidativo.

OLIVERAS-LOPEZ et al. (2014), analisaram os efeitos benéficos do
consumo de azeite de oliva extra virgem em adultos saudaveis. Seus resultados se
mostraram muito semelhantes aos descritos neste estudo, com aumento
significante na atividade antioxidante plasmatica, aumento na atividade de catalase
e diminuicdo na atividade de SOD, apds o consumo do azeite, o que indicou,
segundo os autores, que 0s compostos minoritarios polares e os tocoferois, contidos
na amostra de azeite estudado, diminuiram o estresse oxidativo em adultos

saudaveis.

O estresse oxidativo é uma das causas de uma série de doencas,
principalmente aquelas ligadas ao envelhecimento. A busca por fontes naturais

65



capazes de modular a resposta antioxidante enddgena visa reduzir os efeitos
deletérios do estresse oxidativo, através do aumento da atividade das enzimas
antioxidantes (HALLIWEEL e GUTTERIDGE, 2007). Este tipo de resposta foi
observado principalmente nos lipidios estruturados. O 6leo de buriti e a gordura de
murumuru, assim como a mistura simples, nao foram capazes de alterar de forma

significativa a atividade dessas enzimas.

Analisando conjuntamente os resultados das enzimas antioxidantes, temos a
diminuicdo da atividade de SOD e manutencdo e/ou aumento da atividade de
catalase nas diferentes amostras testadas. A hipétese que levantamos para a
reducdo da acdo da enzima SOD relaciona-se com o tempo de exposicdo das
células as amostras. Sendo a SOD a primeira barreira antioxidante enddgena, esta
pode ter sido consumida durante o tempo de exposicdo, liberando oxigénio
molecular e perdoxido de hidrogénio, que é o substrato utilizado pela enzima
catalase, e demonstrando assim menor atividade quando comparado ao controle. A
enzima catalase estava ativa no momento da medicéo, o que ficou evidente quando

comparamos as células que receberam as amostras, frente as células controle.

66



7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que:

O ¢6leo de buriti € uma excelente fonte natural de antioxidantes, com altas
concentracdes de B-carotenos e tocoferdis. Este 6leo, mesmo apds sofrer a diluicdo
com a gordura de murumuru, ainda apresentou resultados satisfatérios em todas as

andlises.

A gordura de murumuru é pobre em compostos minoritarios, porém
apresentou atividade antioxidante quando submetida a ensaios de DPPH e ORAC.
A emulsao de gordura de murumuru manteve estavel a atividade in vitro da enzima
catalase em células Hep-G2.

A reagao de interesterificagdo enzimatica nao levou a perda dos compostos
minoritarios analisados neste estudo em nenhum dos trés sistemas estudados. Em
geral, os lipidios estruturados e a mistura sofreram perdas de compostos bioativos
e de capacidade antioxidante quando comparadas ao 6leo de buriti, mas essa
queda deve-se a sua diluicdo com gordura de murumuru.

A utilizagdo das duas enzimas concomitantemente na reagdo de
interesterificacdo gerou resultados intermediarios entre as amostras que utilizaram
as enzimas separadamente, ndo apresentando sinergismo positivo da agao das

duas enzimas.

Nenhuma das amostras no sistema de emulsificagdo utilizado apresentou
efeitos citotdxicos in vitro, até a concentragao de 1 mg/mL em células de hepatdcitos

humanos.

A atividade da enzima antioxidante SOD apresentou diminuicdo apds a
exposicdo prolongada a emulsdo de amostras enquanto a atividade da enzima
catalase foi mantida, ou levemente aumentada, apdés o tratamento com as
emulsdes. A diminuicdo da atividade enzimatica de SOD pode ser explicada pelo
seu consumo anterior ao momento da medicdo, com liberacdo de perdxido de

hidrogénio, que levou a uma pequena ativacdo da catalase frente aos lipidios
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estruturados. Essa alteragdes brandas indicam que as amostras nao induzem ao

estresse oxidativo e parecem atuar a favor da homeostase oxidativa.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Dentre as sugestdes para trabalhos futuros, aconselha-se inicialmente buscar
alternativas para a emulsificacao dos 6leos amazdnicos e seus lipidios estruturados,
a fim de obter uma emulsdo mais duradoura e mais fisiolégica, que apresente baixa

citotoxicidade, mesmo em maiores concentracoes.

Sugere-se também estudos mais aprofundado dos sistemas enzimaticos de
SOD e catalase, realizando ensaios in vitro com adicao de componente agressor as
células, como o peréxido de hidrogénio, por exemplo, a fim de observar a
modulacao da atividade antioxidante frente aos compostos testados. Para a enzima
SOD recomenda-se ainda a realizagao de estudo cinético da atividade enzimatica,
a fim de obter sua maxima atividade. Um outro ponto importante consiste na analise
da forma mitocondrial da enzima, a SOD-Mg, que tem sua atividade aumentada

perante o estresse oxidativo sendo portanto, um marcador celular.

Para uma avaliacdo mais completa e aprofundada do sistema antioxidante
endogeno, recomenda-se a avaliacdo da atividade enzimatica da glutationa

peroxidase e também da glutationa redutase.

Por fim, confirmando a seguranga dos sistemas analisados, um préximo passo
seria a avaliagao dos 6leos e gorduras amazénicos e seus lipidios estruturados em

modelos animais.
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ANEXO |

PRODUCAO DE LIPiDIOS ESTRUTURADOS POR INTERESTERIFICACAO
ENZIMATICA DE OLEOS DA AMAZONIA

Em trabalho anterior, nosso grupo de pesquisa caracterizou as amostras de
6leo de buriti e gordura de murumuru, antes e ap0s a reacao de interesterificacao
enzimatica, utilizando as mesmas lipases comerciais € ndo comerciais utilizada
neste trabalho. Os resultados obtidos por SPERANZA et al., (2015) estédo

resumidamente apresentados nesta secao.

1. Reacao de interesterificacao enzimatica

As reacoes de interesterificacao foram catalisadas por duas lipases em trés
sistemas enzimaticos diferentes: lipase comercial Lipozyme TL-IM® (Novozymes),
lipase semi-purificada do microrganismo Rhizopus sp. € a mistura de ambas as
enzimas (comercial + Rhizopus sp.). A reag¢ao ocorreu durante 24 horas em banho
termostatizado a 40°C e 150 rpm.

2. Caracterizacao das lipases utilizadas

A lipases utilizadas foram caracterizadas quanto a sua atividade lipolitica e sua
especificidade para com o substrato. A lipase comercial, purificada e imobilizada em
silica mostrou atividade lipolitica especifica de 12,7 U/g, enquanto a lipase bruta,
obtida do fungo de Rhizopus sp. apresentou atividade lipolitica especifica menor de
8,0 U/g. A mistura das duas enzimas exibiu atividade lipolitica intermediaria, de 10,3
U/g. Quanto a especificidade, através da andlise de distribuicdo regioespecifica, a
lipase de Rhizopus sp. mostrou especificidade pelas posi¢des sn-1,3 do
triacilglicerol e foi especifica também para o tipo de acido graxo (insaturado). A
lipase comercial foi especifica apenas para o tipo de &cido graxo (insaturado),

enquanto que a utilizacdo de ambas as enzimas ndo apresentou efeito sinérgico
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(SPERANZA, 2014). Estas enzimas que apresentam diferentes atividades e
especificidade, produziram lipidios reestruturados com diferentes caracteristicas
fisico quimicas, como pode ser observado abaixo.

3. Composicao em acidos graxos dos oleos

A composicao de acidos graxos do 6leo de buriti, gordura de murumuru e
mistura estao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Composi¢cdo em &cidos graxos (%) do 6leo de buriti, da gordura de

murumuru e da mistura.

Acidos graxos Oleo de buriti Gordura de Mistura*
murumuru
Acido caprilico (C8:0) - 2.2+0.00 0.7
Acido caprico (C10:0) - 1.7 £0.00 0.5
Acido laurico (C12:0) - 49.6 £0.00 14.9
Acido miristico(C14:0) 0.5+0.00 26.7 +£0.00 8.4
Acido palmitico (C16:0) 19.2 £0.03 6.3 +0.01 15.3
Acido estearico (C18:0) 1.3+0.00 2.4 +£0.00 1.6
Acido oleico (C18:1) 65.6 + 0.0 7.5 +0.00 48.2
Acido linoleico (C18:2) 4.9+0.05 3.7+£0.00 4.5
Acido linolenico (C18:3) 8.2+ 0.01 - 5.7
> Saturado 21.0 88.8 41.3
> Monoinsaturado 65.6 7.5 48.2
> Poliinsaturado 13.2 3.7 10.3

*Composicéo: 70% de 6leo de buriti e 30% de gordura de murumuru.
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O 6leo de buriti continha 78,8% de acidos graxos insaturados totais, enquanto
a gordura de murumuru continha 88,8% de acidos graxos saturados. No éleo de
buriti, a maior contribuicdo de acidos graxos foi de acido oleico (65,6%), enquanto
na gordura de murumuru foram o &cido laurico com 49,6% e acido miristico com
26,7%, respectivamente. A mistura de 6leo de buriti com gordura de murumuru
apresenta concentragdes de acidos graxos saturadas de 41,3% e de
monoinsaturados de 48,2%, indicando que a mistura nao-interesterificada é
composta principalmente por acido oleico e os acidos graxos de cadeia média

laurico e miristico.

Os poucos estudos anteriores que abordam a composi¢ao de acidos graxos
do 6leo de buriti e da gordura de murumuru apresentam dados consistentes ao
encontrado neste estudo. O acido oleico monoinsaturado € o principal acido graxo
no 6leo buriti (61 a 74%) (PARDAUIL et al., 2011; SPERANZA e MACEDO, 2012).
Na gordura de murumuru os principais acidos graxos sao o acido laurico (52%),
seguido pelo acido miristico (26%) (MAMBRIM e BARRERA-ARELLANO, 1997).

4. Composicao em triacilgliceréis do déleo de buriti, da gordura de murumuru
e dos lipidios estruturados formados

A composi¢dao em TAG do 6leo de buriti, da gordura de murumuru, da mistura
e dos lipidios estruturados (lipase de Rhizopus sp., lipase comercial + lipase de
Rhizopus sp. e lipase comercial) estao apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Classe de triacilglicerdis no 6leo de buriti, gordura de murumuru, mistura

e lipidios estruturados catalisados por diferentes sistemas enzimaticos.

Classe de TAG (%)

Amostras

SSS S:U SuU: Uuu
Oleo de buriti 0,9 9,8 39,3 50,0
Gordura de murumuru 69,7 25,6 4,3 0,5
Mistura* 21,5 14.4 28,5 35,3
Lipidio estruturado* interesterificado

6,0 28,6 43,7 21,7
com 2,5% Rhizopus sp.
Lipidio estruturado* interesterificado

2,0 23,5 47,7 26,7
com 2,5% TL-IM®
Lipidio estruturado* interesterificado

4,7 25,6 44.6 25,1

com 1,4% TL-IM® e 1,5% Rhizopus sp.

*Composicao: 70% de 6leo de buriti e 30% de gordura de murumuru.

Os resultados mostram mudancas substanciais na classe de TAG ocorrida
apés a reacgéo de interesterificacdo enzimatica. No dleo de buriti, as principais
classes de TAG eram 50,0% tri-insaturados (UUU) seguido por 39,3% de di-
insaturado-monoinsaturado (SUU). Na gordura de murumuru 69,7% era tri-
saturados (SSS) e 25,6% monoinsaturados-di-saturados (SSU). Na mistura todas
as classes de TAG estavam presentes em concentragcdo elevada,
predominantemente UUU (35,3%) e SUU (28,8%). Apds a interesterificacao, em
comparag¢ao com a mistura, todos os lipidios estruturados produzidos com os trés
sistemas enzimaticos indicam redug¢des nas classes SSS e UUU de TAG e
aumentos de SSU e classe SUU de TAG. Estes lipideos estruturados tém um perfil
bastante semelhante de TAG, com predominio de TAG SUU e uma quantidade
muito baixa de TAG SSS. Esta mudanga na classe TAG esta diretamente
relacionada com as propriedades fisico-quimicas desses lipidios, podendo, assim,
influenciar as suas propriedades biolégicas.
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