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RESUMO GERAL

Os Lipidios Estruturados (LE) sdo triacilglicerdis reestruturados por métodos quimicos ou
enzimaticos com o objetivo de alterar a composi¢ao e/ou distribui¢do posicional dos dcidos
graxos na molécula de glicerol a fim de apresentar caracteristicas nutracéuticas e/ou
terapéuticas que justifiquem sua aplicacdo em &dreas como a producdo de gorduras de baixo
valor caldrico ou como agentes hipocolesterolémicos. Assim, este trabalho teve como objetivo
sintetizar por via enzimdtica, utilizando as lipases Lipozyme TL IM e Rhizopus sp., lipidios
estruturados funcionais de baixa caloria contendo 4cido behénico e 4cidos graxos mono e
poli-insaturados, tendo como fonte 6leo de crambe totalmente hidrogenado, azeite de oliva e
6leo de soja. Os LEs foram caracterizados fisico-quimicamente, quanto ao teor de
acilglicer6is, composicdo em triacilglicerdis, distribuicdo regioespecifica, isotermas de
cristalizacdo, comportamento térmico na cristaliza¢do e a sua microestrutura. Apods esta etapa,
foram avaliados quanto suas propriedades antiobesidade por meio de ensaios in vivo
utilizando camundongos C57B1/6, onde consumiram as dietas padrdo controle, padrdo com
LE, hiperlipidica controle e hiperlipidica com LE. Dentre as misturas avaliadas, a mistura
OSC (oliva, soja e crambe) apresentou a melhor combinacio, em relacdo as classes de acidos
graxos saturados, insaturados e poli-insaturados. A interesterificacdo causou modificacdes no
comportamento quimico e fisico das misturas lipidicas, devido ao aumento nos teores de
TAGs mono- e dissaturados com dcido behénico e diminui¢do dos tri-insaturados, o qual
provocou alteragdes associadas a formacao de cristais com morfologia tipica de esferulitos,
sendo essas alteracdes mais expressivas quando utilizou-se a Lipozyme TL IM. Em relacdo a
regioespecificidade, a lipase Lipozyme TL IM atuou de forma aleatdria, enquanto a lipase de
Rhizopus sp. foi especifica para posicdo sn-1,3. Na cinética de produ¢do do LE, a
estabilizacao se deu com 8h de reacdo, usando a lipase Lipozyme TL IM. O LE composto por
OSC e catalisado pela TL IM foi aplicado em um estudo in vivo e durante o experimento os
animais ndo apresentaram diarreia, inferindo que o LE foi parcialmente absorvido e nao
houve toxicidade na quantidade consumida e nem alteracdes no metabolismo. Os animais que
consumiram LE, tanto na dieta controle como na dieta hiperlipidica, ndo apresentaram
aumento de peso pela diminuicdo da absorcdo dos lipidios ingeridos, comprovado pela
excrecao destes nas fezes quando comparados aos seus controles. Os animais que consumiram
a dieta hiperlipidica contendo o LE apresentaram uma diminui¢do do colesterol total, aumento
da fracdo do colesterol HDL, diminui¢do do colesterol LDL, ndo desenvolveram esteatose
hepética e apresentaram aumento nos niveis dos 4cidos graxos araquidonico e
docosahexaendico no figado. Dessa forma, foi possivel desenvolver LE antiobesidade com
potencial para melhorar os niveis de 4cidos graxos necessdarios para um melhor
funcionamento do organismo.



ABSTRACT

The Structured Lipids (SL) are triglycerides restructured by chemical or enzymatic methods
in order to alter the composition and/or positional distribution of the fatty acids on the
glycerol molecule in order to provide nutraceutical and / or therapies characteristics which
justify its application in areas such as production of low calorie fat or as hypocholesterolemic
agents. So this study aimed to enzymatically synthesize using Lipozyme TL IM and Rhizopus
sp. lipases, structured functional low-calorie lipids containing behenic acid and mono and
polyunsaturated fatty acids, having as source the fully hydrogenated crambe, olive and
soybean oils. The SLs were physico-chemically characterized, as the glycerides content,
composition of triacylglycerols, regiospecific distribution, isotherms of crystallization,
thermal crystallization behavior and their microstructures. After this stage, were evaluated for
their anti-obesity properties by in vivo assays using C57BL/6 mice, which consumed the
Control Diet, Structured Lipids Diet, Hyperlipid Control Diet, Hyperlipid Structured Lipids
Diet. Among the tested mixtures the OSC (olive, soybean and crambe) had the best
combination, in respect of classes of saturated fatty acids, unsaturated and polyunsaturated.
The interesterification changed the chemical and physical behavior of lipid mixtures, due to
the increase in mono and desaturated TAG with behenic acid content and decrease in the tri-
unsaturated, which caused changes associated with spherulite like crystal formation, the more
significant changes occurred when we used the Lipozyme TL IM. In regard to
regiospecificity, the TL IM acted randomly while the Rhizopus sp. was specific for position
sn-1,3. In the SL production kinetics, stabilization occurred with 8h reaction, using Lipase
Lipozyme TL IM. LE composed of OSC and catalysed by Lipozyme TL IM was used in an in
vivo study and during the experiment the animals showed no diarrhea, inferring that the SL
was partially absorbed and no toxicity in the amount consumed and no changes in
metabolism. Animals that consumed LE, both in the control diet as the High-fat diet, did not
gain weight by decreasing the absorption of ingested lipids, which was demonstrated by its
excretion in the feces when compared to controls. The animals consumed the high fat diet
containing SL. showed a decrease in total cholesterol, increasing HDL cholesterol fraction,
lowering LDL cholesterol, did not develop hepatic steatosis and showed increased levels of
arachidonic and docosahexaenoic fatty acids in the liver. Thus, it was possible to develop
antiobesity SL with the potential to improve the levels of fatty acids necessary for a better
functioning of the body.
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INTRODUCAO GERAL

Os alimentos funcionais, além de possuirem funcdes nutricionais, contém em sua
composi¢do alguma substancia biologicamente ativa que ao ser adicionada a uma dieta usual,
desencadeia processos metabdlicos ou fisioldgicos, resultando em reducdo do risco de
doencas e manutencdo da saide melhorando as condi¢des de saide, promovendo o bem-estar
das pessoas e prevenindo o aparecimento precoce de doengas degenerativas, que levam a uma
diminui¢do da longevidade (GOLDBERG, 1994; MAzZzA, 1998).

Oleos e gorduras tém um papel fundamental na alimentacdo humana, fornecem
energia, agem como veiculos para as vitaminas lipossoliveis, como A, D, E e K, e sdo fontes
de 4cidos graxos essenciais como o linoléico, linolénico e araquidénico, e contribuem para a
palatabilidade e aceitacdo dos alimentos. Os componentes mais expressivos dos Oleos e
gorduras sdo os triacilglicer6is e suas propriedades fisicas dependem da estrutura e
distribuicao dos 4cidos graxos presentes na cadeia do glicerol (CLAUSS, 1996; DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010).

Os lipidios estruturados (LE) sdo triacilglicerdis reestruturados ou modificados que
apresentam alteracdo na composi¢do em dcidos graxos e/ou sua distribui¢cdo na molécula de
glicerol para obtengdo de bases lipidicas especificas, tanto no aspecto nutricional como no
tecnoldgico, pois afeta a natureza fisica e o comportamento dos lipidios. Podem ser obtidos
por interesterificacdo enzimadtica, quando o objetivo € obter um lipidio estruturado com
propriedades funcionais, devido a especificidade da enzima de realocar os 4cidos graxos nas
posicdes de interesse; e a baixa temperatura de catdlise, 0 que apresenta como vantagem a
preservacdo de compostos bioativos termossensiveis presente na matéria-prima de origem
(IWASAKI ¢ YAMANE, 2000).

Os LEs apresentam diversas aplicacdes como: o uso de LE antioxidantes em
alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos, assim como o aumento no consumo de
lipidios contendo &4cidos graxos essenciais na industria (FEDDERN, 2010); substitutos de
gordura em formulacdes infantis (DA SILVA et al., 2011); producdo de gorduras
hipocolesterolémicas com aplicacdo em produtos alimenticios (MOUNIKA e YELLA REDDY,
2012; ZHU et al., 2012; KANIJILAL et al., 2016); lipidios que fornecem rédpida energia e
diminuem os riscos de doencas cardiovasculares (NUNES, PIRES-CABRAL e FERREIRA-DIAS,
2011); aumentam a absorcdo de DHA (4cido docosahexaendico) e diminuem o risco de

aterosclerose e trombose no cérebro (RODRIGUEZ et al., 2012; BANDARRA et al., 2016); atuam



15

no controle da obesidade (BEBARTA et al., 2013; CAO et al., 2013; KANJILAL et al., 2013);
entre outras aplicacoes.

Os 4cidos graxos saturados esterificados as posi¢cdes sn-1 e sn-3 de triacilglicer6is
podem exibir diferentes padrdes metabdlicos devido a sua baixa absortividade. Isto significa
que as gorduras contendo 4cidos graxos saturados principalmente nas posi¢des sn-1 e sn -3
podem desencadear processos bioldgicos muito diferentes do que aquelas em que os dcidos
graxos saturados estdo posicionados majoritariamente na posi¢do sn-2. As diferencas na
localiza¢do estereoespecifica dos dcidos graxos deve, portanto, ser uma consideracdo
importante na concepcdo e interpretacdo de estudos de nutricdo envolvendo lipidios e na
producdo de produtos alimenticios especiais (DECKER, 1996).

Desse modo, este trabalho teve como objetivo sintetizar lipidios estruturados contendo
acido behénico e acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados em posi¢coes do TAG que
promovam melhora na absor¢do dos dcidos graxos essenciais € a0 mesmo tempo diminua a
absor¢do do excesso de lipidios ingeridos, promovendo um efeito antiobesidade sem ser

prejudicial a saude.
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RESUMO

A obesidade € considerada uma epidemia global, constituindo-se como um fator de risco para
muitas outras doengas debilitantes e de alto custo social. A utilizacdo de lipidios estruturados
contendo 4cido behénico no tratamento da obesidade funciona como um agente relacionado
ao desvio do metabolismo normal de nutrientes, por inibir a acdo da lipase pancredtica frente
aos triacilglicerdis no intestino, diminuindo a absor¢do destes e aumentando a excrecdo de
lipidios e do colesterol nas fezes, sem causar danos colaterais, como diarreia, 0 ndo
fornecimento de energia suficiente para o organismo e diminui¢do da absorcdo de minerais e
vitaminas lipossoliveis. A nova estrutura da molécula lipidica formada pela interesterificacao
apresenta a vantagem de agregar acidos graxos especificos, como os de alto valor nutricional.
Entretanto, estes acidos graxos dependem da posi¢do que ocupam no triacilglicerol para serem
mais biodisponiveis. Dessa forma, o uso do 4cido behénico se torna mais interessante, uma
vez que lipidios estruturados contendo pelo menos uma molécula de 4dcido behénico em
qualquer posicao do triacilglicerol podem ser utilizados como um agente com grande
potencial no tratamento da obesidade.

Palavras chave: Lipidios de baixa caloria, Inibidores da lipase pancredtica, potencial
antiobesogénico

ABSTRACT

Obesity is a global epidemic, constituting as a risk factor for many other debilitating diseases
with high social cost. The use of structured lipids containing behenic acid in the treatment of
obesity acts as a related agent as the deviation agent from the normal nutrient metabolism, by
inhibiting the action of pancreatic lipase in the intestine triglycerides, which reduces its
absorption and increases the excretion of lipids and cholesterol in the feces, without causing
collateral damages such as diarrhea, insufficient power supply to the body, and decreased
absorption of minerals and fat-soluble vitamins. The new structure of the lipid molecule
formed by interesterification shows the advantage of adding specific fatty acids, such as high
nutritional value. However, these fatty acids depend on the position they occupy in the
triacylglycerol to be more bioavailable, which makes use of the most interesting behenic acid,
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once structured lipids containing at least one behenic acid molecule in the triacylglycerol
position may be used as an agent has great potential in the treatment of obesity.

Keywords: low calorie lipids, inhibitors of pancreatic lipase, Anti-obesogenic potential

1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenga cronica complexa, caracterizada por excesso de gordura
corporal, em consequéncia do desequilibrio energético decorrente do aumento na ingestao
calérica somado a baixa/nenhuma atividade fisica e ao declinio concomitante do gasto
energético, onde o balanco entre adipogénese e adiposidade determina o grau de obesidade do
individuo. A adiposidade leva ao desenvolvimento simultdneo de hiperglicemia,
hiperlipidemia e hipertensdo arterial sist€émica que, coletivamente, compdem a chamada
sindrome metabdlica e estd diretamente relacionada ao desenvolvimento de doengas como
diabetes mellitus tipo 2, doenca coronariana, acidente vascular cerebral, osteoartrite, apneia
do sono e canceres de mama, colo e ovério, tornando-se um fator de risco, apesar da atual
consciéncia publica sobre as suas consequéncias (KAHN e FLIER, 2000; QUEIROZ et al., 2009;
BUSNELLO, SANTOS e PONTIN, 2016).

Embora a medicacdo antiobesidade possa ter valor potencial como um complemento
para as estratégias comportamentais e educacionais para reduzir a obesidade, muitas drogas
foram banidas pela FDA (Food and Drug Administration/EUA) devido aos efeitos colaterais,
e poucas ainda estdo no mercado para uso a longo prazo (DEL RE, FRAYNE e HARRIS, 2014).
Por isso, o uso de compostos naturais que possuem esse efeito, € muito atraente para pessoas
obesas ou acima do peso, justamente por ndo provocarem efeito colateral e apresentarem
outras propriedades nutricionais (LUNAGARIYA et al., 2014). O acido behénico € um acido
graxo de cadeia longa saturada presente em diversos 6leos e gorduras de origem vegetal, o
qual possui a acdo de inibir lipases digestivas e atuar como um agente antiobesidade,
melhorando e prevenindo os teores de colesterol e de triglicérides no sangue (KOJIMA et al.,
2013).

A utilizacdo de matérias-primas contendo dcido behénico, como o 6leo de crambe
totalmente hidrogenado, para obtencdo de lipidios estruturados pode resultar em
triacilglicer6is (TAG) com diferentes funcdes nutricionais e aplicagdes industriais, por meio
da reacdo de interesterificacdo deste com diversos 6leos e gorduras de origem animal e

vegetal. Dessa forma, o objetivo desta revisdo foi expor as propriedades do dcido behénico em
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composi¢cOes de lipidios estruturados frente a inibicdo da lipase pancredtica e seus diversos

beneficios ao tratamento da obesidade.

2. DESENVOLVIMENTO DO CONTEUDO
2.1 Obesidade

A obesidade estd associada a um quadro de inflamagdo cronica sistémica de baixo
grau, que predispde o individuo a resisténcia a insulina e ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2, o que implica aumento do risco para doencas cardiovasculares. Estd
diretamente relacionada a altera¢des nas func¢des enddcrinas e metabdlicas do tecido adiposo.
Entre os mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento da resposta inflamatdria
induzida pela obesidade, destaca-se a via de sinalizagdo do fator de transcricdo fator nuclear
kappa B (NF-kB), o qual aumenta a expressdo de diversos genes que codificam para proteinas
envolvidas na resposta inflamatéria e, consequentemente, estd ligado a patogénese de
diferentes doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) (BASTOS, ROGERO e AREAS, 2009).

O problema do excesso de peso e da obesidade tem alcancado proporc¢des epidémicas
no mundo todo e sdo definidos como o acimulo de gordura anormal ou excessivo que pode
prejudicar a sadde. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em 2014, 41
milhdes de criancas com menos de 5 anos de idade estavam acima do peso ou obesos, € mais
de 1,9 bilhdo de adultos (18 anos ou mais) estavam acima do peso, onde destes mais de 600
milhdes eram obesos. Em estudos epidemioldgicos, o diagndstico do estado nutricional de
adultos é feito a partir do Indice de Massa Corporal (IMC), obtido pela divisio do peso,
medido em quilogramas, pelo quadrado da altura, medida em metros (kg/m?), onde o excesso
de peso é diagnosticado quando o IMC alcanca valor igual ou superior a 25 kg/m”, enquanto
que a obesidade € diagnosticada com valores de IMC superiores a 30 kg/mz.

No Brasil, com a preocupacgdo do avanco da obesidade, foi implantado desde 2006 em
todas as capitais dos 26 estados brasileiros e no Distrito Federal, o Vigitel (Vigilancia de
Fatores de Risco e Prote¢dao para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico) que tem como
objetivo monitorar por inquérito telefébnico a frequéncia e distribuicdo dos principais
determinantes das DCNT. De acordo com o Vigitel de 2013, no conjunto dos 26 estados e no
Distrito Federal, a frequéncia de adultos obesos foi de 17,5%. No sexo masculino, a
frequéncia da obesidade duplicou da faixa de 18 a 24 anos para a faixa de 25 a 34 anos de
idade, declinando apds os 65 anos. Entre as mulheres, a frequéncia da obesidade tendeu a

aumentar com a idade até os 54 anos. A frequéncia de obesidade tendeu a diminuir com o
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aumento do nivel de escolaridade em ambos os sexos. O estudo também revela que a
obesidade cresceu no pais, pois em 2006, quando os dados comecaram a ser coletados pelo
Ministério, o indice era de 11%. Com o reconhecimento da obesidade como doenca epidémica
que aflige globalmente a populacdo emerge a necessidade de melhorar a qualidade e a eficécia

dos tratamentos disponiveis (BRASIL, 2014).

2.2 Acidos graxos na regulacio e/ou controle da obesidade

Os 4cidos graxos sdo os principais componentes dos lipidios e possuem uma cadeia
alifatica e um grupo carboxilico. Sdo encontrados facilmente na natureza e apresentam entre 4
e 24 atomos de carbono. Podem ser classificados quanto ao nimero de carbonos na cadeia, se
dividindo em 4cidos graxos de cadeia curta (4 a 6 carbonos), de cadeia média (7 a 12
carbonos) e de cadeia longa (13 carbonos ou mais). Em relagdo a auséncia ou presenca de
ligacdes duplas na cadeia, os dcidos graxos sdo classificados em saturados e insaturados,
respectivamente. Os insaturados sdo divididos ainda em 4cidos graxos monoinsaturados (1
dupla ligagdo - MUFA) e poli-insaturados (2 ou mais duplas ligacdes- PUFA) (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010).

O alto consumo de lipidios € um dos principais responsdveis pelo excedente calérico
acumulado no organismo, o que conduz o individuo a obesidade. Essa é a primeira vertente
que surge quando se relaciona lipidios versus obesidade. Contudo, existem diversos tipos de
lipidios interessantes, que figuram como estratégias nutricionais no controle e tratamento de
diversas doencas, como a obesidade.

A gordura presente na dieta, principalmente a saturada, pode influenciar a acdo da
insulina em armazenar lipidios no mdusculo, aumentar os niveis de colesterol sérico e
influenciar no aparecimento de doengas cardiovasculares. Um dos mecanismos proposto para
evitar a acdo deletéria desses acidos graxos € a reducdo do nimero de receptores hepéticos de
LDL-c, o que pode inibir a remocdo dessa lipoproteina e também aumentar os niveis de
triacilglicer6is no plasma (CINTRA, ROPOLLE e PAULI, 2011). Entretanto, existem dacidos
graxos de cadeia longa saturada de baixo valor calérico, como o acido behénico, que possui
baixa absor¢do e inibe lipases digestivas, promovendo o aumento de excre¢do e baixa
absor¢do de TAGs no intestino. Dependendo da composicao do TAG na dieta, essa absorcao
parcial aumenta os niveis de HDL-c, diminui os niveis de LDL-c e triacilglicerdis no sangue,

apresentando propriedades antiobesogénicas (KANJILAL et al., 2013; KOJIMA et al., 2013).
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Os acidos graxos de cadeia média saturada também possuem baixo valor caldrico por
serem absorvidos através da parede intestinal sem re-sintese do triacilglicerol nas células
intestinais, sofrendo, predominantemente, B-oxidacdo, e ndo sao estocados nas células
adiposas. Consequentemente, constituem boa fonte de energia para pacientes com
insuficiéncia pancredtica e ma absorcao de gordura (JENNINGS e AKOH, 2001). Porém, quando
voltado para pacientes obesos e com diabetes mellitus tipo 2, eles sdao limitados, por
disponibilizarem rapidamente energia, e alguns, como o 4cido l4urico, serem capazes de ativar
a via dos Toll like receptors (TLRs). Estd via engloba proteinas responsdveis pelo
reconhecimento de agentes invasores, provocando o estimulo de uma resposta inflamatdria
que exerce prejuizo em importantes vias de sinalizacdo, como as de controle da fome,
controladas pela leptina e insulina (CINTRA, ROPOLLE e PAULI, 2011).

Os 4cidos graxos monoinsaturados, encontrados principalmente no azeite de oliva, tem
demonstrado exercer efeitos benéficos para a saide, melhorando quadros clinicos também
relacionados a obesidade. O &cido oléico (18:1) € um 4cido graxo monoinsaturado, que
diminui as concentracdes séricas de triacilglicerdis, colesterol total e lipoproteinas de baixa
densidade (PEREZ-JIMENEZ et al., 2005; GILMORE et al., 2011; SALES-CAMPOS et al., 2013).
Previne a acumulag¢do de gordura no tecido adiposo através da diminui¢do dos niveis de
insulina no plasma e aumenta a atividade de enzimas lipoliticas hepaticas envolvidas na [-
oxidagdo (LIAO et al., 2010). Além disso, o 4cido oléico € capaz de aumentar a transcri¢ao da
interleucina 10, uma potente interleucina pro-inflamatdria, o que justifica seu potencial anti-
inflamatério (CINTRA, ROPOLLE e PAULI, 2011).

A desregulacdo do metabolismo dos lipidios nos tecidos leva a perturbacdo sistémica
da acdo da insulina e metabolismo da glicose. O acido palmitoléico (C16:1, »-7) também ¢é
um 4cido graxo monoinsaturado encontrado no azeite de oliva. Foi descrito como uma
lipocina sintetizada e secretada pelo tecido adiposo, que possui a habilidade de associar este
tecido ao controle do metabolismo sistémico, atuando como um sinal hormonal que estimula a
acdo da insulina muscular e suprime a esteatose hepatica (CAO et al., 2008; OLEFSKY, 2008).

Outros 4cidos graxos também envolvidos na imunidade e inflamagdo sdo os
eicosandides cldssicos, derivados dos PUFA ®-6, como o 4cido araquiddnico (AA), que
incluem leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos, cujo papel principal € o de ampliar ou
reduzir a inflamacdo, coordenando o recrutamento de leucdcitos, producdo de citocinas e
quimiocinas, formagdo de anticorpos, proliferacdo e migracao celular, e o reconhecimento de

antigenos (LOPEZ FARRE e MACAYA, 2006; CHIURCHIU e MACCARRONE, 2016)



21

De acordo com Queiroz et al. (2009) e Spite, Claria e Serhan (2014), na obesidade, o
tecido adiposo estd infiltrado por macréfagos ativados, os quais liberam quantidade excessiva
de citocinas pré-inflamatorias, tais como o fator-a de necrose tumoral (TNF-a), o inibidor 1
de ativador de plasminogénio (PAI-1), interleucina-6 (IL-6), proteina 4 ligadora de retinol,
proteina 1 quimioatrativa de macréfagos (MCP-1) e proteinas de fase aguda. Esses fatores
exercem agdes que perpetuam a inflamagao local no tecido adiposo, e induzem a resisténcia a
insulina e a disfuncdes vascular e cardiaca. Por outro lado Bastos, Rogero e Aréas (2009)
relataram que os dcidos graxos poli-insaturados da série ®-3, o 4cido eicosapentaendico
(EPA) e o acido docosaexaendico (DHA), apresentam acdo anti-inflamatéria, uma vez que
diminuem a atividade dos fatores de transcricdio NF-kB, o que aumenta a expressdo de
citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a); e da proteina ativadora-1 (AP-1), o que leva a
diminui¢do da resisténcia periférica a insulina, pois produzem mediadores lipidicos de pro-
resolucdo. Esses dcidos graxos podem ser encontrados diretamente em 6leos de peixe e de
microrganismos (Single Cell Oil -SCO) ou por biotransformacdo do 4cido linolénico no
figado, comumente encontrado em 6leo de soja, canola, girassol e linhaga.

As doencgas inflamatérias tém papel importante na satde publica, j4 que estdo
relacionadas com a redugdo da qualidade de vida e a altos custos para os sistemas de sadde.
Os medicamentos utilizados tém alto custo para os pacientes e muitas vezes estdo
relacionadas a multiplos efeitos adversos. Sendo assim, a utilizacdo de dleos que contem
naturalmente estes acidos graxos pode trazer novos horizontes no tratamento da obesidade,

com reduc¢do de custos e minimizagdo de efeitos colaterais.

2.3 Propriedades funcionais do acido behénico

O 4cido behénico ou 4cido docosandico € um acido graxo saturado constituido de 22
carbonos (C22:0), de aparéncia solido cristalino ceroso, com ponto de fusdo de 79,9 °C
(TIWARI € SAWANT, 2005). E encontrado na natureza, na gordura da semente do cacau bravo
ou jacaré, rana, cacaui (Theobroma microcarpum) (9,8%) (GILABERT-ESCRIVA et al., 2002);
Oleo de Pracaxi (1-16,2%) (POLONINI et al., 2012; DOS SANTOS COSTA et al., 2014); 6leo de
Baru (3,1-5,8%) (VERA et al., 2009) 6leo essencial de Lippia sidoides (nd) (MACAMBIRA et
al., 1988); Amendoim (1 a 5%) (CAMARGO et al., 2011; Dos SANTOS COSTA et al., 2014) e
apresenta tragos em gordura do leite dos animais e nos 6leos de origem marinha. Os derivados
de 4cido behénico tem ampla utilidade em surfactantes e detergentes, plésticos e aditivos

plasticos, materiais fotogréficos e de gravacgdo, alimentos e aditivos alimentares, cosméticos,
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medicamentos e produtos para cuidados pessoais, aditivos de tinta, papel, té€xteis, lubrificantes
e aditivos de Oleo combustivel (TIWARI e SAWANT, 2005). O 4cido behénico também é
produzido pela hidrogenacio do 4cido erdcico (C22:1) encontrado em sementes oleaginosas
da familia Cruciferae como colza, mostarda e crambe, apresentando em média 45% a 60%
(SONNTAG, 1991).

O é4cido behénico vem sendo utilizado por ser parcialmente absorvido pelo corpo
humano, devido inibir a acdo da lipase pancredtica, apresentando potencial para reduzir
calorias em Oleos e gorduras. Kanjilal et al. (1999) produziram lipidio estruturado utilizando
Oleo de girassol e etil behenato e notaram que este possuia baixo valor calérico (5.2-5.4
kcal/g), devido a baixa absor¢@o de 4cido behénico no intestino dos ratos Wistar (28%). Outro
estudo de Kanjilal et al. (2013) constataram que lipidios estruturados catalisados por lipase
Lipozyme TL IM, por meio de interesterificacdo de behenato etilico com 6leos de girassol e
de soja, separadamente, apresentavam baixo valor calérico 5,36 kcal/g e 5,2 kcal/g,
respectivamente. Kojima et al. (2013) comprovaram o efeito antiobesidade do dcido behénico
associado ao 4cido oléico em humanos.

Além do baixo valor caldérico demonstrado, o 4cido behénico também impede a
deposicdo da gordura visceral e do triacilglicerol hepatico, devido a diminuicdo e/ou
retardamento da absorcao intestinal de TAGs, como demonstrado no estudo utilizando 1(3)-
behenoil-2,3(1)-dioleoil-rac-glicerol (BOO) na dieta de ratos Wistar por Kojima et al. (2010).
Além disso, apresentou efeitos hipocolesterolémicos, tanto nos animais que receberam a dieta
normal quanto a dieta hiperlipidica, diminuindo a deposicao de lipidios nas artérias e os niveis
de colesterol, particularmente o LDL-colesterol, triglicérides e mantendo os niveis 4cidos
graxos essenciais necessarios no sangue e no figado (KANJILAL et al., 2013).

Apesar de o 4cido behénico diminuir a digestao de triacilglicerdis pela ndo atuacio da
lipase pancredtica, o qual leva ao aumento da excrecdo fecal de gorduras e dcidos graxos sem
diferenciac@o entre saturados e insaturados, este fornece energia suficiente para sustentar o
crescimento de ratos e hamsters, devido sua digestdao parcial. Além disso, ndo influencia na
absor¢do de minerais e vitaminas lipossoliveis, ndo apresentando efeitos adversos a saudde,
sendo considerado um material alimenticio seguro (WEBB et al., 1991; KOJIMA et al., 2013).

Quando os triacilglicerdis sao digeridos no intestino, os dcidos graxos provenientes de
sn-1 e sn-3 sdo liberados pela lipase pancredtica, resultando em dois dcidos graxos livres e um
monoacilglicerol sn-2, onde este tltimo € absorvido pelas células do endotélio intestinal. Se
acidos graxos saturados de cadeia longa (>16C) encontram-se em sn-1 e sn-3, sua

biodisponibilidade € menor, pois os dcidos graxos livres, apds a hidrélise pela lipase
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pancredtica, podem interagir com ifons divalentes (por exemplo: Ca*") formando sais
insoliveis que ndo sdo biodisponibilizados com facilidade. Assim como os 4cidos graxos
localizados em sn-1 e sn-3 sdo absorvidos com pouca efici€ncia, estes fornecem menos
calorias, causando menor impacto sobre o perfil lipidico sanguineo (DAMODARAN, PARKIN e
FENNEMA, 2010). Dessa forma, a utilizacdo do 4cido behénico na composicao de lipidios
estruturados é muito interessante, pois além de ter baixa absor¢do pelo organismo humano,
por ser um 4cido graxo saturado de cadeia longa, este também possui propriedades de inibi¢do
da lipase pancredtica, diminuindo ainda mais a sua absorcdo e a de outros dcidos graxos.
Portanto, trata-se de um 6timo composto para ser utilizado no tratamento da obesidade.

Sabe-se que o dcido behénico atua na inibi¢do da lipase pancredtica, entretanto nao ha
evidéncias claras de como essa atuacdo acontece. Arishima et al. (2009) e Kojima et al.
(2013) sugerem que o triacilglicerol contendo dcido behénico (BOO) reduz a absor¢do de
gordura através da inibicdo da hidrdlise de triacilglicerol no ltimen intestinal. Arishima et al.
(2009) ainda reportam que BOO pode influenciar tanto na formagdo do complexo enzima-
substrato quanto impedir a sua lipdlise pela lipase pancredtica. J4& Kojima et al. (2013)
apontam que isso leva a inibicdo da hidrdlise de outros triacilglicerdis, o que resulta na
diminui¢do da absor¢do de TAGs e na diminuicdo da deposi¢dao da gordura visceral em ratos.
Kanjilal ez al. (1999) propuseram que a baixa taxa de hidrdlise dos TAGs € devido a baixa
difusdo do acido behénico da fase oleosa para aquosa e o dcido behénico hidrolisado pode
inibir a atuacdo da lipase pancredtica, bloqueando a interface.

Yoshida, Aoyama e Yamamoto (1991) observaram essa diminui¢cdo da absorcdo de
triacilglicerdis em ratos alimentados por uma semana com uma dieta a base de 6leo de milho
e 18% TAG composto por behénico/caprdico/caprdico, e reportaram que a absor¢do aparente
de TAG foi de 39% e do acido behénico 8%, quando comparados com ratos alimentados
exclusivamente com o6leo de girassol. Webb et al. (1991) avaliaram os efeitos bioldgicos de
um triacilglicerideo randomizado compreendendo 4cido caprilico (C8:0), cdprico (C10:0), e
behénico (C22:0); e constataram que 75-82% do teor em acido behénico ndo foi absorvido,
tanto por ratos como por hamsters, e excretado nas fezes. O acido behénico foi metabolizado
rapidamente representando uma recuperagdo de 3-15% da absor¢do de 4cidos graxos na
gordura total das carcacas, nao apresentando toxicidade para ratos, quando consumido durante
28 dias consecutivos, em niveis de até 15% na dieta ou 83% na gordura total. Jandacek et al.
(1993) investigaram os efeitos do 4cido behénico no colesterol e apesar de ter sido
metabolizado (19-20%) por hamsters, notaram que ele diminuiu a acdo da lipase pancredtica

em hidrolisar TAGs, comprovado pela presenca deste intactos nas fezes. Afirmaram ainda que
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acidos graxos de cadeia longa pode alterar mais a absor¢do do colesterol do que 4cidos de
cadeia média, quando presentes em TAG contendo dcido behénico, comprovado num
segundo estudo, onde o colesterol fecal era quase trés vezes maior que o do grupo controle
alimentado com 6leo de cartamo. Estudo em humanos feito por Kojima et al. (2013) também
verificaram aumento na excrecdo fecal de gorduras sem diferenciacdo de 4cidos graxos
saturados e insaturados; quando ingeriram biscoitos contendo triacilglicerol estruturado de
dcido behénico e 4cido oléico (ingestdo de BOO - 2,46 g/dia representando 4,1% da gordura
total da dieta) durante 1 semana ou 7 dias. Segundo o autor, o dcido behénico pode ser

utilizado como um agente antiobesidade.

2.4 Lipidios Estruturados (LE)

As propriedades funcionais, nutricionais e sensoriais das gorduras naturais dependem
da sua composi¢do em 4cidos graxos (AG) saturado e insaturado, do comprimento da cadeia
do AG, e da distribuicdo organizada desses AG nos TAG (posi¢des sn-1,3 ou sn-2) (XU,
2000). A estrutura e composi¢do de dcidos graxos de TAGs afetam a sua absorcdo e a
distribuicdo de 4cidos graxos no organismo. Com isso, hd um crescente interesse em usar
Oleos e gorduras para o tratamento e prevencao de doengas, bem como para a melhoria da
saude (WILLIS et al., 1998;).

Os lipidios estruturados sdo definidos como triacilgliceréis (TAG) que sdo
normalmente obtidos por interesterificacdo quimica ou enzimdtica, que modifica a
composi¢ao de acidos graxos e/ou a distribui¢do posicional destes na estrutura do glicerol.
Esta modificacdo na estrutura dos lipidios pode melhorar ou modificar as caracteristicas
fisicas e/ou quimicas dos triacilglicerdis, bem como modificar uma ou mais propriedades
nutricionais (IWASAKI ¢ YAMANE, 2000).

A reacdo de interesterificacdo consiste na redistribuicdo dos 4cidos graxos nas
moléculas dos triacilglicerdis, por meio da hidrélise simultdnea de ligagdes ésteres existentes
e formacdo de novas ligagdes éster nas moléculas gliceridicas, resultando na modificagdo da
composi¢do triacilgliceridica, cuja caracteristica final € totalmente determinada pela
composi¢do total em dcidos graxos das matérias-primas iniciais (O'BRIEN, 2009). Essa
redistribuicio dos 4cidos graxos nas moléculas de TAG pode levar a uma alteracdo
substancial na funcionalidade da matriz lipidica, oferecendo contribui¢cdes importantes para o

aumento e otimizac¢ao do uso dos mesmos nos produtos alimenticios.
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As reagdes catalisadas por lipases ocorrem sob condi¢des suaves, a temperaturas
inferiores a 70 °C e pressdo atmosférica, com maior seletividade do que as catalisadas
quimicamente (XU, 2000). Sob a perspectiva de produzir lipidios com composi¢des muito
especificas para aplicacdes funcionais e medicinais, os métodos de interesterificacao
enzimadtica s30 mais interessantes.

A interesterificacdo de 6leos e gorduras pode ser aplicada por diversas razdes: para
influenciar o comportamento na fusdo, fornecendo consisténcia desejada em temperatura
ambiente e de refrigera¢do; para melhorar ou modificar o comportamento cristalino, de forma
a facilitar os processos de produgdo e, para diminuir a tendéncia a recristalizacdo durante a
vida util do produto (RIBEIRO et al., 2007).

Um novo grupo de substitutos de gorduras de baixa caloria vem ganhando
reconhecimento no mercado, como a familia dos lipidios estruturados que contém dacidos
graxos de cadeia curta, média ou longa ou dcidos graxos com propriedades ndo digestivas, ou
ainda 4cidos graxos com posicdes diferentes dos 6leos encontrados na natureza, que geram
novas propriedades nutricional, farmacéutica e fisico-quimica, com diversas aplicacdes e
mercados (AKOH, 1996).

Arishima et al. (2009) estudaram o potencial de diferentes TAGs em retardar a acao da
lipase pancredtica in vitro e verificaram que a taxa de lip6lise foi menor para TAGs contendo
acido behénico do que TAGs contendo 4cido palmitico e estedrico, misturados com &4cido
oléico. Porém, a taxa foi menor quando o acido behénico se apresentou em TAGs contendo
acidos graxos de cadeia longa, como linoléico e linolénico. Além do que, TAGs que sdo
capazes de derreter ou dissolver no 6leo liquido a temperatura do corpo, ttm um maior
potencial como um retardador digestivo. Assim, TAGs contendo 4cido behénico e 4cidos
graxos insaturados sdo capazes de retardar a acdo da lipase pancredtica, independente da
posicdo em que se encontram na estrutura do glicerol.

Encontramos diferentes tipos de lipidios estruturados de baixo valor calérico contendo
acido behénico na literatura. Kanjilal ef al. (1999) e Kanjilal et al. (2013) utilizaram behenato
etilico com o6leos de girassol e de soja, separadamente, para produzir lipidios estruturados de
baixo valor caldrico e com potencial hipocolesterolémico. Kojima et al. (2010) adicionaram
na dieta de ratos um lipidio estruturado formado por behénico-oléico-oléico (BOO) para
investigar se o composto possuia atividade antiobesidade e seus efeitos inibitérios na
absorcao de TAG. Arishima et al. (2007) estudaram individuos com hiperlipidemia para
avaliar o efeito supressor do LE BOO. Tynek e Ledochowska (2005) obtiveram LE com baixo

valor calérico com propriedades que podem ser usadas para a producdo de margarina e
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gorduras de fritura, utilizando como base o azeite de oliva e o 6leo de colza com alto teor de
erdcico totalmente hidrogenado. Mounika e Yella Reddy (2012) incorporaram a estearina de
palma, dcidos graxos de cadeia média como capréico, acido caprilico e 4cido behénico para
agregar valor a um subproduto da inddstria de 6leos e obter uma gordura com propriedade
diferenciada. Guedes et al. (2014), produziram gorduras interesterificadas a base de 6leo de
soja e Oleo de crambe totalmente hidrogenado na busca de gorduras alternativas com
baixo/auséncia de 4cidos graxos trans e obtiveram caracteristicas adequadas para certas
aplicagdes alimentares, tais como a substituicdo de gorduras parcialmente hidrogenadas.
Assim, sdo diversas as aplica¢des do 4cido behénico, podendo ser usado tanto na industria de

alimentos como na industria farmacéutica.

2.5 Drogas comerciais que diminuem a absorcao lipidica

A inibicdo da lipase pancredtica leva a uma diminui¢cdo na absorcdo intestinal de
gordura e pode ser utilizado no tratamento da obesidade. Existem diversos compostos
quimicos comerciais que diminuem esta absor¢do. Porém os principais que utilizam acidos
graxos em sua composicao sao: Caprenin, Salatrim, Olestra e Orlistat.

O Caprenin® (PAC) ou Caprocaprylobehenin, foi desenvolvido pela Procter &
Gamble em parceria com a Grinsted products, é um triacilglicerol contendo dcidos graxos de
cadeia média e longa, composto principalmente por dcido caprilico (C8:0), dcido cédprico
(C10:0), e 4cido behénico (C22:0) e prové 5 kcal/g. Webb e Sanders (1991) estudaram se o
PAC ¢€ qualitativamente digerido, absorvido, e reorganizado como outras gorduras € 6leos
alimenticios que contém &cidos graxos de cadeia média e de cadeia longa. Os testes in vitro
demonstraram que o PAC puro, 6leo de coco (OC) e o 6leo de amendoim (OA) foram
hidrolisados pela lipase pancredtica de suino. Todos os triacilgliceréis puros também foram
digeridos in vivo por ambos os ratos machos e fémeas. No entanto, substancialmente mais OA
(74%) e OC (51%) foram recuperados no sistema linfatico em relacdo ao CAP (10%). Estas
diferencas quantitativas sao devido a composicdo em &acidos graxos de cada triacilglicerol e
das principais rotas de captacdo de 4cidos graxos. Ndo houve evidéncia de rearranjo
significativo das posi¢es dos dcidos graxos no glicerol durante a digestdo e absor¢do, pois
esses 4cidos graxos recuperados em gordura linfatica tendem a ocupar as mesmas posi¢oes
gliceridicas de seus 6leos puros originais. Concluiu-se que o PAC € qualitativamente digerido,
absorvido e processado como qualquer gordura ou 6leo comestivel que contém &cido graxo de

cadeia média e 4cidos graxos de cadeia muito longa. Webb ez al. (1991) estudaram o potencial
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de toxicidade oral do caprenin, sendo administrado na dieta semipurificada a 0, 5, 10, e 15%
contrabalanceando com o 6leo de milho adicionado em 18, 13, 8, e 3%, respectivamente, para
manter o teor de gordura dietética total, com 18% e fornecer uma fonte de 4cidos graxos
essenciais. Os autores observaram que o Caprenin ndo era téxico para ratos, quando
consumido durante 28 dias consecutivos, em niveis de até 15% na dieta (83% de gordura total
da dieta).

O Salatrim, comercializado como Benefat®, desenvolvido pela Nabisco Foods Group
em parceria com a Pfizer Food Science, é um lipidio estruturado de baixa caloria,
aproximadamente 5 kcal/g, que € caracterizado pela combinagdo de 4cidos graxos de cadeia
curta (C,4) com 4cidos graxos de cadeia longa (Cj6.22, geralmente o estedrico) na molécula de
glicerol. Existem dois tipos de triacilglicerol (TAG) em sua composicdo, um composto
formado por dois 4cidos graxos de cadeia curta e um 4acido de cadeia longa, ligados ao
glicerol (CCL-TAG), e um outro composto contendo dois dcidos graxos de cadeia longa e um
de cadeia curta ligados ao glicerol (LLC-TAG) (HAN er al., 2011). E possivel que esta
combinacdo de 4cidos graxos de cadeia curta e longa na mesma molécula resulte em uma
hidrdlise parcial pela lipase pancreatica e uma formacdo de mono e diestearoilglicerol pouco
digestivel, o que leva a um aumento da excrecdo de lipidios pelas fezes (LIVESEY, 2000).
Sorensen et al. (2008) compararam os efeitos dos lipidios do Salatrim com o lipidio
tradicional no apetite, ingestdo de energia ad [libitum e hormdnios gastrointestinais. Foi
constatado que o Salatrim diminuiu moderadamente o apetite de jovens saudaveis e ndo foram
encontrados evidéncias de envolvimento com os hormonios gastrointestinais.

O Olestra, cujo nome comercial é Olean®, foi desenvolvido pela empresa Procter &
Gamble, e € uma mistura de hexa-, hepta- e octaesteres de sacarose obtidos pela esterificacdo
da sacarose com 4cidos graxos de cadeia longa provenientes de 6leos comestiveis. De acordo
com Peters et al. (1997) e Kanjilal et al. (2013) as propriedades fisicas desse poliéster de
sacarose sdo semelhantes aos triacilglicer6is normais e se adaptam para a maioria das
aplicagdes em que sdo utilizados 6leos e gorduras. No entanto, o grande inconveniente de
Olestra € 'vazamento anal', o resultado de uma gordura totalmente nio digerivel que passa
pelo sistema gastrointestinal. Estudos realizados por Roy et al. (2002) investigaram os efeitos
da substituicao do triacilglicerol da dieta pelo Olestra em jovens, o qual resultou em uma
perda de peso e de gordura corporal significativa, concluindo que a substitui¢cao de 1/3 da
gordura dietética com Olestra em periodos de até 10 semanas resulta em perda de peso tanto
em homens como em mulheres. Lovejoy et al. (2003) também estudaram o consumo de

Olestra em uma dieta de baixa gordura, por 9 meses, e obtiveram uma melhora significativa
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nos fatores de risco cardiovasculares, grande parte explicado pela perda de peso. Porém, o
consumo de dieta com baixo teor de gordura a longo prazo, com ou sem Olestra ndo diminui o
colesterol HDL.

O Orlistat, ¢ um medicamento conhecido como Xenical® produzido pela industria
farmacéutica Roche, € uma lactona altamente lipofilica com propriedades anfifilicas, sendo
um dos compostos mais utilizados no tratamento da obesidade. De acordo com Drent e Van
Der Veen (1995) o Orlistat em uma dose de 50 mg, trés vezes por dia, leva a um aumento
significativo na perda de peso em pessoas moderadamente obesas, devido a inibi¢ao da lipase
pancredtica. Estes resultados sdo confirmados em um estudo de doses multiplas, utilizando 10
mg, 60 mg e 120 mg de Orlistat trés vezes ao dia versus placebo. O uso deste na inibi¢do da
lipase ndo tem influéncia significativa sobre os niveis de varios sistemas hormonais, incluindo
hormonios da tiredide, catecolaminas e IGF-I em jejum. O mesmo € verdade para as respostas
de vérios hormonios gastrointestinais e pancredticos depois da ingestdao de um elevado teor de
gordura da refei¢do. Em geral, o Orlistat € muito bem tolerado, embora seja observado um

aumento da ocorréncia de efeitos colaterais gastrointestinais.

3. CONCLUSAO

O é4cido behénico demonstrou ter um grande potencial de inibir a lipase pancredtica
tanto in vitro como in vivo, apresentando efeito antiobesidade. Pode ser amplamente
empregado na forma de lipidio estruturado em conjunto com outros acidos graxos,

apresentando novas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais.
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RESUMO

A estrutura dos 6leos e gorduras naturais pode ser redesenhada, a partir da reorganizagdo dos
acidos graxos na molécula de triacilglicerideo (TAG), levando a modificacdes no
comportamento quimico, fisico e nutricional. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
produzir lipidios estruturados (LE), a base de azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe
totalmente hidrogenado, por meio de interesterificagdo enzimdtica; e avaliar as modificacdes
quimicas e fisicas perante as misturas originais. Dentre as misturas avaliadas, a mistura OSC
(oliva, soja e crambe) apresentou a melhor combinacdo, em relacdo as classes de 4cidos
graxos saturados, insaturados e poli-insaturados. A interesterificacdo causou aumento no
tempo da cristalizacdo e diminui a porcentagem de gordura sélida de todas as misturas,
principalmente pela lipase Lipozyme TL IM (TL), em funcdo do rearranjo dos dcidos graxos
nos TAG. A modificacdo das misturas simples pelas lipases provocou uma alteracdo no
comportamento térmico, levando a diminuicdo da temperatura do inicio e do fim da
cristalizacdo, e da entalpia, indicando que as amostras interesterificadas liberaram menos
energia ao cristalizarem. Em relacdo a regioespecificidade, a lipase TL atuou de forma
randOmica, enquanto a lipase de Rhizopus sp. foi especifica para posi¢do sn-1,3. Houve
aumento nos teores de TAGs monosaturados com 4cido behénico e diminui¢do dos tri-
insaturados pela dissociagdo do TAG trissaturado e dissaturado pela TL, o qual provocou
alteracdes associadas a formacdo de cristais com morfologia tipica de esferulitos. Na
avaliagcdo cinética de producdo do LE, a estabilizacdo se deu ap6s 8h de reacdo. Foi possivel
sintetizar um LE com 4cido behénico e dcidos graxos insaturados, com caracteristicas fisico-
quimicas diferentes da mistura original.

Palavras chave: interesterificagdo enzimatica; regioespecificidade; acido behénico.

ABSTRACT

The basic structure of the oils and fats can be redesigned from the reorganization of fatty
acids in the main chain of triacylglycerol (TAG), leading to changes in the physical, chemical,
and nutritional behavior. In this way, the objective of this work was to produce structured
lipids (SL), wich are the base of olive oil, soybean oil and fully hydrogenated crambe oil, by
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enzymatic interesterification and to evaluate the physical and chemical changes before in the
the original mixture. Among the evaluated mixtures, the OSC mixture (olive, soybean and
crambe) showed the best combination of the 3 fatty acids classes: saturated, unsaturated and
polyunsaturated. The interesterification increased the induction time and decreased the
percentage of all solid mixtures, mainly by lipase Lipozyme TL IM (TL), due to fatty acids
rearrangement in the TAGs. The modification of simple mixtures by lipases caused changes
in the thermal profile and enthalpy, therefore reducing the temperature at the start and finish
of crystallization. Which indicates that less energy was released in the interesterified samples
crystallization. In regard to regiospecificity, the TL acted randomly, while Rhizopus sp. was
specific in the position sn-1,3. There was an increase in monounsaturated TAGs with behenic
and reduction of triunsaturated by disaturated TAG dissociation, which is formed by behenic
acid in the interesterification reaction catalyzed by TL, developing spherulites crystals. In the
LE production kinetics, stabilization occurred after 8h of reaction. However, it was possible to
create an LE with behenic acid and unsaturated fatty acids, with different characteristics from
the original mixture.

Keywords: enzimatic interesterification; regiospecific distribution; behenic acid.

1.INTRODUCAO

Lipidios estruturados (LE) sdo definidos como triacilgliceréis (TAG) reestruturados ou
modificados, obtidos por meio de interesterificacdo quimica ou enzimdtica a partir de
triacilglicerdis de cadeias curta, média e/ou longa, de gorduras vegetais ou animais, ou ainda
por engenharia genética, com a finalidade de alterar a composi¢do em acidos graxos e/ou sua
distribuicdo posicional na molécula de glicerol. Sdo sintetizados com o objetivo de obter
lipidios nutracéuticos ou funcionais, que possam proporcionar beneficios especificos para a
saide, bem como melhorar ou modificar as caracteristicas fisicas, quimicas e reoldgicas de
Oleos e gorduras, além de alterar ou incrementar as propriedades nutricionais dos alimentos
(D'AGOSTINI e GIOIELLI, 2002; OSBORN e AKOH, 2002).

Os lipidios estruturados com baixa caloria t€ém sido amplamente utilizados em estudos
de absor¢do e empregados em nutricao clinica no combate a obesidade. Estudos anteriores
relatam sua obtencdo através de interesterificacdo de Oleos vegetais e o dcido behénico
(ARISHIMA et al., 2007; ARISHIMA et al., 2009; KOJIMA et al., 2010; KOJIIMA et al., 2013). A
lipase pancredtica € uma enzima digestiva que catalisa a hidrélise dos triacilglicerdis em
acidos graxos e monoacilglicer6is no intestino. O acido behénico inibe a atuagdo da lipase
pancredtica, através do impedimento da hidrélise dos triacilglicerdis, consequentemente a sua
absor¢do, que promove a redugdo das calorias e lhe concede o efeito antiobesidade (ARISHIMA
et al., 2009). Essa inibicdo pode ser explicada pela ndo formac¢do do complexo enzima-

substrato (KOJIMA et al., 2013); ou devido a baixa difusdo do acido behénico na fase oleosa,
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que bloquearia a interface de atuacdo da lipase (KANIJILAL et al, 1999); resultando no
impedimento da hidrdlise.

O 4cido behénico pode ser obtido por meio da hidrogenacdo do d6leo de crambe
(Crambe abyssinica Hochst), uma oleaginosa da familia Brassicaceae que possui 38% de 6leo
na composi¢do da sua semente. O 6leo de crambe € constituido por até 57% de 4cido ertcico
(C22:1), podendo ser aplicado em uma diversidade de produtos industrializados (PITOL,
2010). Contudo, ndo pode ser direcionado ao consumo humano, devido ao seu alto grau de
toxicidade, pois pode causar lesdes cardiacas e perturbar outros processos fisioldgicos.
Entretanto, quando hidrogenado completamente, a dupla ligacdo do dcido ertcico presente em
sua composicdo € eliminada e este é convertido em 4cido behénico (C22:0) que pode ser
ingerido sem restri¢des nutricionais (MCNEILL & SONNET, 1995 apud NO et al., 2013).

Outro papel importante dos lipidios estruturados € o fornecimento de acidos graxos
poli-insaturados e/ou 4cidos graxos essenciais (AGE), como o 4cido linoléico (18:2n-6) e o
acido linolénico (18:3n-3) (SILVA e GIOIELLI, 2009; RODRIGUES-RACT ef al., 2010; DA SILVA
et al., 2011; CAO et al., 2013), que sdo encontrados em 6leos vegetais, como o de soja. Esses
acidos graxos sdo essenciais para o crescimento € o desenvolvimento ao longo do ciclo da
vida humana, além de promoverem melhorias na saide (STEIN, 1999; WEN CHANG et al.,
2004). Da mesma forma, o acido oléico (18: 1n-9) (VISTISEN, MU e H@Y, 2006; NUNES et al.,
2012), encontrado no azeite de oliva, apesar de ndo ser essencial, desempenha um 6timo papel
na reducgdo de riscos de doengas cardiovasculares, obesidade, diabetes e sindrome metabdlica
(SALES-CAMPOS et al., 2013).

De acordo com Osborn e Akoh (2002), € interessante, do ponto de vista nutricional,
incorporar 4cidos graxos de cadeia longa insaturados na posi¢do sn-2, tornando-os mais
biodisponiveis, j4 que a lipase pancredtica exerce menor atividade sobre estes dcidos graxos
quando estdo presentes nas posi¢oes sn-1 e sn-3 dos triacilglicerdis. Por este motivo, a
localizacdo do dcido behénico nas posicdes sn-1 e sn-3 pode favorecer a baixa absor¢do dos
lipidios, sem comprometer os dcidos graxos localizados em sn-2. Com base nesta perspectiva,
a sintese deste tipo de LE, exige modificacdes especificas nas posi¢cdes desejadas na molécula
do glicerol. Embora a interesterificacdo quimica, catalisada por alc6xidos de metais seja
simples e de baixo custo, ndo possui cardter regioespecifico, mas sim aleatdrio, além de
apresentar a desvantagem de gerar grande quantidade de residuos quimicos, como os saboes.
Em contraste, as reagOes catalisadas por lipases sdo mais promissoras para a modificacdo
posicional especifica dos triacilglicerdis e geram menos residuos na producdo de LE. Além

disto, a enzima pode ser reutilizada repetidamente e os lipidios minoritdrios, assim como
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outros compostos com funcdo bioativa, sdo melhores preservados, uma vez que a reacdo
ocorre em temperaturas mais amenas quando comparadas as praticadas na interesterificacao
quimica (IWASAKI e YAMANE, 2000).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo sintetizar lipidios estruturados com
menor aporte caldrico resultante de sua ingestdo, visando a prevencdo e o tratamento da
obesidade, e com melhores propriedades nutricionais, promovendo melhor absor¢do de acidos
graxos das séries ®-3 e w-6. Foram utilizados como matérias-primas dleo de soja, por seu
baixo custo e alto teor de 4cidos graxos insaturados, azeite de oliva, por seu aroma e alto teor

de acido oleico, e 6leo de crambe totalmente hidrogenado, como fonte de dcido behénico,

devido a sua absorcao parcial durante a digestao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Matérias-primas (MP)

Foram utilizadas no experimento as seguintes matérias-primas: azeite de oliva extra
virgem, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente hidrogenado. O azeite de oliva, da variedade
Arbequina, do tipo extra virgem, foi doado pela empresa Olivas do Sul (Cachoeira do Sul, Rio
Grande do Sul, Brasil); o 6leo de soja foi adquirido no comércio local de Campinas/SP e o
6leo de crambe totalmente hidrogenado foi doado pela empresa Cargill. As lipases utilizadas
foram a Thermomyces lanuginosa imobilizada (Lipozyme TL IM) da Novozymes A/S e a
lipase bruta de Rhizopus sp. foi obtida por fermentagdo sélida no laboratdrio de bioquimica de

alimentos da FEA/UNICAMP.

2.2 Obtencao da lipase de Rhizopus sp.

A lipase bruta de Rhizopus sp. foi obtida conforme Costa (1997) e Macedo, Pastore e
Rodrigues (2004) utilizando o meio de cultura composto por 40% de dgua destilada e 60% de
farelo de trigo (m/m), e incubados a 30 °C por 120 horas. O meio foi filtrado, concentrado
com sulfato de amdnio até atingir 80% de saturacdo. Em seguida foi centrifugado e dialisado
utilizando membrana de celulose (Sigma-Aldrich), contra dgua destilada por 24 horas, sob-
refrigeragcdo. Posteriormente, o material foi congelado e liofilizado, sendo denominado de
preparagdo enzimadtica bruta.

A atividade da lipase foi determinada de acordo com Macedo, Park e Pastore (1997).

O substrato utilizado foi uma emulsado contendo 25% de azeite de oliva extra virgem e 75% de
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goma ardbica a 7% (v/v). Os 4cidos graxos liberados foram titulados contra solu¢cao de NaOH
0,05M usando fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade de lipase (U) foi
definida como a quantidade de enzima (mg) necessdria para liberar 1 pmol de 4cido graxo em

um minuto de reac¢do nas condi¢des do ensaio.

2.3 Caracterizacao das matérias-primas

O azeite de oliva, o 6leo de soja e o 6leo de crambe totalmente hidrogenado foram
caracterizados quanto a sua composicdo em 4cidos graxos (AOCS Ce 1f-96 -2009),
composic¢do triacilglicerdlica (AOCS Ce 5-86 — 2009 e comportamento térmico (perfil de
cristalizacdo) (AOCS Cj 1-94 - 2009). O indice de iodo e o de saponificagdo foram calculados
a partir da composi¢do em dacidos graxos segundo os métodos AOCS Cd 1C-85 (2009) e
AOCS Cd 3a-94 (2009), respectivamente.

2.4 Reacao de Interesterificacao

Os lipidios estruturados (LE) foram produzidos a partir da interesterificacdo de trés
misturas em diferentes proporcdes. A primeira foi preparada com azeite de oliva e 6leo de
crambe totalmente hidrogenado; a segunda com azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe
totalmente hidrogenado; e o terceiro com O6leo de soja e 6leo de crambe totalmente
hidrogenado, conforme descricdo apresentada na Tabela 1. A quantidade maxima de dleo de
crambe totalmente hidrogenado foi de 10% com intuito de manter as misturas fundidas a

temperatura maxima de atuagdo das lipases, que corresponde a 60 °C.

Tabela 1. Propor¢ao dos 6leos para obtengdo dos lipidios estruturados.

Sistemas \ Matéria-prima Proporcao (% m/m)
. Azeite de oliva 90
Mistura 1 (0C) Oleo de crambe totalmente hidrogenado 10
Azeite de oliva 45
Mistura 2 (OSC) Oleo de soja 45
Oleo de crambe totalmente hidrogenado 10
. Oleo de soja 90
Mistura 3 (SC) Oleo de crambe totalmente hidrogenado 10

As reacOes de interesterificacdo foram realizadas de acordo com Speranza, Ribeiro e
Macedo (2016) com modificacdes. A reagdo ocorreu em frascos de vidros ambar fechados

hermeticamente e adicionados de gés nitrogénio para evitar oxidacdo. A reacdo ocorreu em
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banho maria Dubnoff a 60 °C por 24 horas, sob agitacdo orbital de 180 rpm. As amostras
foram fundidas a 80 °C e depois resfriadas e mantidas a 60 °C por 10 min ou até estabilizar
nesta temperatura. Em seguida, foram adicionados 60 U por grama de substrato total de lipase
Lipozyme TL IM e 13 U por grama de substrato total de Rhizopus sp., onde uma unidade de
atividade de lipase (U) foi definida como a quantidade de lipase necessaria para liberar 1
pmol de dcido graxo em um minuto, por miligrama de enzima a 37°C. Apds a reacdo, a lipase
foi removida com membrana Millex hidrofilica de Fluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45
um de poro e 33 mm de didmetro e armazenada em freezer -20 °C. A reagdo foi feita numa

escala de 100g de substrato, utilizando 5% de enzima (m/m).

2.5 Estudo da cinética da producao de lipidios estruturados

Ao final do experimento foi realizada a cinética da reacdo com o intuito de otimizar a
producdo do lipidio estruturado, por meio da determinacdo do melhor tempo de reacdo e da
melhor quantidade de enzima a ser utilizada. A reacdo foi catalisada pela Lipozyme TL IM
em diferentes proporcoes (2,5, 5, 10 e 15% em relacio ao peso total do substrato) em
diferentes tempos de reacdo (0, 2, 4, 8, 12, 16 e 24 horas). A producao do lipidio se deu
conforme a reacdo de interesterificacdo descrita anteriormente e a avaliacdo do processo
empregou a técnica de comportamento térmico na cristalizagdo por calorimetria de varredura

diferencial (DSC) conforme o método AOCS Cj 1-94 (2009).

2.6 Caracterizacao fisico-quimica das misturas simples e dos lipidios estruturados
2.6.1.Purificacdo dos lipidios estruturados

Ap6s remocgdo da lipase por filtracdo, os lipidios estruturados foram purificados
visando a remocao dos dcidos graxos livres. Foi adicionado etanol aos LEs na propor¢ao 3:1 e
a mistura foi mantida em banho Maria a 80 °C por 5 min. Por fim, uma vez separadas as
fases, a fase alcodlica foi descartada e o procedimento repetido por mais duas vezes

(FARMANI, SAFARI e HAMEDI, 2006).

2.6.2. Composicao em 4cidos graxos

A composi¢do em dcidos graxos foi realizada em cromatdgrafo gasoso CGC Agilent

6850 Series GC System, apds esterificacdo realizada segundo Hartman e Lago (1973). Os
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ésteres metilicos de dcidos graxos foram separados de acordo com o procedimento da AOCS
Ce 1f-96 (2009) em coluna capilar DB-23 Agilent (50% Cyanopropyl-methylpolysiloxane),
de dimensodes: 60 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 pm de espessura
do filme. As condi¢des de operacdo do cromatdgrafo foram: gés de arraste: hélio, em vazdo de
1,0 mL/min; velocidade linear = 24 cm/s; temperatura do detector = 280 °C; temperatura do
injetor = 250 °C; temperatura do forno = 110-215 °C a 5 °C/min, 215 °C por 24 min; volume
de injecdo = 1,0 uL; injecdo split, razdo 1:50. A composicdo qualitativa foi determinada por
comparacdo dos tempos de retengdo dos picos com os dos respectivos padrdes de dcidos

graxos.

2.6.3.Teor de acilglicerdis parciais (HPSEC)

As andlises de classes de compostos gliceridicos foram realizadas segundo
Dobarganes, Velasco e Dieffenbacher (2000). As anélises foram realizadas em cromatégrafo
liquido Perkin Elmer LC-250 com detector de indice de refracdo Sicon Analytic. Foram
utilizadas as colunas Jordi gel de divinilbenzeno (DVB) de 100 e 500 A de porosidade, Su do
tamanho da particula, 30 cm de comprimento e 7,8 mm de didmetro interno. A fase movel
utilizada foi de tetrahidrofurano (THF) grau HPLC com fluxo de 1 mL/min. As familias de
compostos foram identificadas por comparacdo dos tempos de eluicdo com padrdes de:
triacilglicer6is (TAG), diacilglicerdis (DAG), monoacilgliceréis (MAG) e dcidos graxos livres

(AG).

2.6.4. Composicao triacilglicerélica

As composicdes em triacilglicerdis foram obtidas segundo o método AOCS Ce 5-86
(2009), em cromatégrafo gasoso CGC Agilent 6850 Series GC System. A coluna capilar
utilizada foi a DB-17 HT Agilent Catalog: 122-1811 (50% fenil-metilpolisiloxano), com
dimensdes de 15 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,15 um de espessura de
filme. As condicdes de operacdo do cromatdgrafo foram: fluxo da coluna = 1,0 ml/min;
velocidade linear = 40 cm/seg; temperatura do detector = 375 °C; temperatura do injetor = 360
°C; temperatura do forno: 280-340 °C a 2 °C/min e 340 °C por 40 min; gés de arraste: hélio;
volume injetado = 1,0 pL, injecdo split, razdo 1:100; concentragdo amostra = 10 mg/ml de
tetrahidrofurano. A identificacdo dos TAGs foi realizada segundo uma metodologia preditiva

utilizando o software PrOleos 2 segundo Antoniosi Filho, Mendes e Lancgas (1995) e
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comparando o tempo de retencdo com os possiveis TAG de maior porcentagem dentro dos

grupos com determinado nimero de carbono.

2.6.5.Distribui¢do Regioespecifica

A distribuicdo regioespecifica dos dcidos graxos na cadeia do triacilglicerol foi
determinada por Ressondncia Magnética Nuclear de alta resolu¢do do BC. Amostras de 250
mg foram dissolvidas em 0,5 mL de cloroférmio deuterado em tubos de RMN de 5 mm, e os
espectros foram registrados em um espectrometro Bruker Advance DPX operando a 300
MHz. A determinacdo foi realizada a frequéncia de 75,8 MHz com uma sonda multi-nuclear
de 5 milimetros operando a 30 °C, segundo método descrito por Vlahov (2005). Os resultados
mostraram as posi¢oes de dcidos graxos saturados, dcido oleico e a somatoria dos acidos

linolpeico e linol€nico nas posi¢des sn-2 e sn-1,3.

2.6.6. Isotermas de cristalizacdo

As isotermas de cristalizagdo foram realizadas a temperatura de 15 °C, segundo
Marangoni & McGauley (2003). Foi utilizado o equipamento de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) Bruker Mq20 NMR Analyzer, juntamente com o banho seco TCON 2000
Duratech. A amostra foi primeiramente fundida e entdo mantida por 60 min a 70 °C para
completa destrui¢do do seu histérico cristalino (RIBEIRO et al., 2009). Em seguida, as leituras

foram efetuadas automaticamente a cada minuto a temperatura de 15 °C.

2.6.7. Comportamento térmico de cristalizacio

A andlise térmica das amostras foi realizada em calorimetro diferencial de varredura
(Differential Scanning Calorimeters — DSC) modelo Q2000 (TA Instruments) conforme o.
método AOCS Cj 1-94 (2009), usando massas de amostras de 8 a 12 mg. A curva de
cristalizacdo foi obtida através do aquecimento a 80 °C por 10 min, com posterior
resfriamento de 80 °C a -80 °C com taxa de 10°C/min. Os dados foram processados no

software Platinum ™.
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2.6.8. Microestrutura cristalina

A morfologia e estudo das dimensdes cristalinas foram de acordo com Ribeiro,
Grimaldi, et al. (2009). As amostras foram fundidas a temperatura de 70 °C em forno de
micro-ondas. Com o auxilio de um tubo capilar, uma gota de amostra foi colocada sobre uma
lamina de vidro pré-aquecida em temperatura controlada (70°C) e coberta com uma laminula.
As laminas foram preparadas em duplicata e mantidas durante 4 h em BOD a temperatura de
15 °C. A morfologia dos cristais foi avaliada com o uso de microscépio de luz polarizada
(Olympus BX 53) acoplado a camara de video digital (Media Cybernetics). As ldminas foram
colocadas sobre o suporte da placa de aquecimento, mantida a mesma temperatura de
cristalizacdo. As imagens foram capturadas pelo aplicativo Image Pro-Plus 7.0 (Media
Cybernetics), utilizando luz polarizada, com ampliacdo de 40 vezes. Para cada ldmina foram
focalizados trés campos visuais. O didmetro médio dos cristais € o numero de elementos
cristalinos foram os parametros de avaliacdo selecionados para a andlise quantitativa das

imagens.

2.7 Analise Estatistica

As andlises estatisticas foram baseadas na Andlise de Varidncia (ANOVA) e Teste de
Tukey, para determinar as diferengas significativas das médias ao nivel de probabilidade de

5% (p<0.05), utilizando o software Minitabl6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao fisica e quimica das misturas antes e apds a interesterificacao

A escolha das matérias-primas, 6leo de soja e azeite de oliva, foi realizada de acordo
com os beneficios nutricionais proporcionados pelo seu perfil lipidico, uma vez que possuem
dcidos graxos insaturados de cadeia longa (®-3, @-6 ¢ ®-9). Ja a escolha do 6leo de crambe
totalmente hidrogenado foi realizada por conter 4cido behénico, um inibidor natural da
enzima lipase pancredtica, na sua composicdo. A distribuicdo desses dcidos graxos na
estrutura do glicerol é de grande importincia tecnoldgica, pois o 6leo de crambe totalmente
hidrogenado € sélido e possui alto ponto de fusdo (TIWARI e SAWANT, 2005); e nutricional,
pelo fato dos acidos graxos na posicao sn-2 serem melhores absorvidos do que os da posi¢ao

sn-1 e 3 (MCCLEMENTS, DECKER e PARK, 2008). Portanto, a interesterificacao pode facilitar o
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uso do 4cido behénico e aumentar a biodisponibilidade dos dcidos graxos poli-insaturados e
monoinsaturados.

Diante do exposto, verificou-se primeiro a composi¢do em 4cidos graxos das matérias-
primas para encontrar as melhores combinagdes entre os 6leos e a gordura escolhidos, como
apresentado na Tabela 2.

O ¢6leo de crambe totalmente hidrogenado apresentou os &cidos, estedrico (31,7%),
araquidico (5,9%) e behénico (57,0%) como os principais dcidos da sua composi¢do, estando
de acordo com Guedes (2014). Esses dcidos se formaram a partir da saturacdo das ligacdes
duplas dos acidos graxos originais do 6leo de crambe. No perfil lipidico do 6leo de soja foram
predominantes os 4cidos, palmitico (11,1%), oléico (26,4%), linoléico (51,5%) e linolénico
(5,4%), sendo semelhantes com Ribeiro et al. (2009) e Guedes (2014). Para o azeite de oliva
os 4acidos graxos que formam sua composi¢do sdo principalmente os dcidos palmitico
(16,5%), oléico (67,7%) e linoléico (10,0%), apresentando dentro das estimativas da ANVISA
(1999).

Tabela 2. Composicdo em dcidos graxos (% m/m) das amostras de 6leos puros e das misturas

simples de 6leo de soja (S), azeite de oliva (O) e 6leo de crambe totalmente hidrogenado (C).

. OLEO PURO MISTURA SIMPLES

ACIDO GRAXO CRAMBE SOJA OLIVA OC OSC SC
Ac. Laurico C12:0 0,1 - - - - -
Ac. Miristico C14:0 0,1 0,1 - - 0,1 0,1
Ac. Palmitico C16:0 2,4 11,1 16,5 15,0 12,6 10,2
Ac. Palmitoléico Cl6:1 - 0,1 2,2 2,0 1,1 0,1
Ac. Heptadecandico C17:0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Ac. Heptadecendico C17:1 - 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1
Ac. Estearico C18:0 31,7 3,4 1,8 4,8 5,5 6,2
Ac. Oléico C18:1 0,2 26,3 67,7 61,0 42,3 23,7
Ac. Linoléico Trans C18:2t - 0,2 - - 0,1 0,2
Ac. Linoléico C18:2 - 51,5 10,0 9,0 27,7 464
Ac. Linolénico trans C18:3t - 0,6 - - 0,3 0,5
Ac. Linolénico C18:3 - 5.4 0,6 0,6 2,7 4,9
Ac. Araquidico C20:0 5,9 0,4 0,4 1,0 0,9 0,9
Ac.Gadoléico C20:1 - 0,2 0,3 0,3 0,2 0,2
Ac. Behénico C22:0 57,0 0,4 0,2 5,9 6,0 6,1
Ac. Ertcico C22:1 0,4 - - - - -
Ac. Lignocérico C24:0 2,1 0,2 - 0,2 0,3 0,4
Indice de Todo (gl,/100g) 0,5 132 83 - - -

Indice de saponificacio (mgKOH/g) 169 192 193 - - -
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Os indices de iodo e saponificacdo estdo representados na Tabela 2, foram calculados
a partir da composi¢do em acidos graxos e apresentaram resultados similares com Ambiel
(2013) e Guedes (2011) para o 6leo de crambe totalmente hidrogenado, com os parametros de
qualidade e identidade do Codex (2003) para o azeite de oliva virgem e dentro do Codex
(2005) para o 6leo de soja. O indice de iodo representa o grau de insaturacdo dos Oleos e
gorduras e estdo de acordo com o esperado, uma vez que o 6leo de soja apresentou um indice
maior, seguido do azeite de oliva e crambe hidrogenado de acordo com o grau de insaturagdo
da amostra. O indice de saponificagdo é uma indicacdo da quantidade relativa de acidos
graxos de alto e baixo peso molecular, e estd de acordo com os tamanhos das cadeias de
acidos graxos presentes nas matérias-primas.

A Figura 1 mostra a propor¢ao dos acidos graxos poli-insaturados, monoinsaturados e
saturados na composi¢ao das matérias-primas e misturas simples. A mistura de azeite de oliva
com 6leo de crambe totalmente hidrogenado apresentou mais dcidos graxos monoinsaturados
e saturados, provenientes dos dcidos oléico e behénico, respectivamente. A mistura 6leo de
soja com Oleo de crambe totalmente hidrogenado apresentou quantidades semelhantes de
monoinsaturados e saturados e uma quantidade elevada de poli-insaturados, principalmente
linoléico. J4 a mistura das trés matérias-primas apresentou uma quantidade intermedidria das
3 classes de 4cidos graxos quando comparada com as misturas OC e SC, sobressaindo os

acidos graxos monoinsaturados (oléico).
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B Monoinsaturados 0,6 26,7 70,4 63,4 24,1 43,8
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Figura 1. Composicdo em classes de dcidos graxos (% m/m) do 6leo de crambe totalmente
hidrogenado (OCTH), do 6leo de soja, do azeite de oliva e das misturas simples (MS) de OC,
SCe OSC.
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Ap6s a andlise de composi¢do em dcidos graxos foi feito a reacdo de interesterificacao
das misturas simples para modificar as caracteristicas de Oleos e gorduras, por meio da
alteracdo da distribuicdo dos 4cidos graxos na estrutura do glicerol, com o uso das lipase
Lipozyme TL IM e Rhizopus sp. A reacdo foi realizada a 60 °C, conforme testes preliminares,
adicionando a quantidade maxima de 6leo de crambe totalmente hidrogenado que mantivesse
a mistura liquida, a qual foi 10%, tanto para a mistura OC, SC e OSC.

Ap6s a reacdo de interesterificacdo foi feito primeiro a andlise das classes gliceridicas,
como mostra a Figura 2. Essa andlise separa os compostos em 3 classes: triacilglicerdis
(TAG), diacilglicer6is (DAG) e monoacilgliceréis (MAG) mais acidos graxos livres (AG).
Observa-se que a quantidade de triacilgliceréis € maior do que as outras, comprovando que
houve a hidrélise seguida de esterificacdo, deixando pouca quantidade de diacilglicerdis,
monoacilgliceréis e acidos graxos livres, tanto para a reacdo catalisada com a lipase
Lipozyme TL IM como com Rhizopus sp. Resultados semelhantes foram encontrados por
Guedes et al. (2014) num estudo de interesterificacdo quimica de misturas de 6leo de soja

(OS) e 6leo de crambe totalmente hidrogenado (OCTH) em diferentes proporgdes.
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Figura 2. Classe de compostos acilglicerdis (%) em misturas simples e interesterificadas de

OSC (Oliva, Soja e Crambe), OC (Oliva e Crambe) e SC (Soja e Crambe).

Apo6s a confirmacdo do alto teor de TAG, foi feita a avaliacio do comportamento

térmico destes por DSC para analisar a diferenca entre as misturas simples e interesterificada
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de Oliva e Crambe (OC), Soja e Crambe (SC) e Oliva, Soja e Crambe (OSC), como mostra a
Tabela 3, onde se pode visualizar a temperatura inicial (Ti), final (Tf), variacdo de
temperatura (AT), temperatura maxima de pico das duas cristaliza¢des (TMP), além da altura

do pico (AP) e a entalpia envolvida.

Tabela 3. Eventos de cristalizacdo (DSC) da mistura simples (MS) e mistura interesterificada
(MI) durante 24h, das misturas de OC (Oliva e Crambe), SC (Soja e Crambe) e OSC (Oliva,

Soja e Crambe).

AT TMP Entalpia AP
(°0O) (°C) J/g (Wig)
Pico 1 41,68 27,48 14,21 40,79 10,72 0,84

Amostra Enzima Cristalizacao Ti (°C) Tf (°C)

MS - Pico 2 -6,91 -56,99 -50,09 -46,51 37,23 0,25
Pico 3 - - - - - -
oC Lipozyme TL Pico 1 17,46 -23,39 -40,85 5,91 16,83 0,12
M Pico 2 -39,73 -56,92 -17,20 -50,16 13,46 0,30
MI Pico 1 26,41 15,68 10,73 22,96 1,68 0,06
Rhizopus sp. Pico 2 12,84 -4328 56,12  -2,62 21,97 0,11
Pico 3 -43,28 -45,89 50,53 -57,21 14,69 0,37
MS i Pico 1 39,91 23,855 16,06 38,945 7,975 0,52
Pico 2 -6,98 -64,17 -57,19 -40,12 20,58 0,10
Lipozyme TL Pico 1 17,03 -64,53 -81,56 -1,97 37,63 0,12
SC M Pico 2 -65,73 -71,63 -590 -70,14 0,35 0,01
MI Pico 1 29,18 16,46 12,72 25,77 2,61 0,09
Rhizopus sp. Pico 2 14,69 -69,57 84,26  -7,28 40,80 0,11
Pico 3 -69,57 -73,83 4,27 -72,64 0,40 0,02
MS i Pico 1 33,80 2244 -11,37 31,20 2,34 0,11
Pico 2 -127  -5444 47,17 -14,20 17,34 0,12
Lipozyme TL Pico 1 17,39 -49,18 091 -66,56 27,38 0,13
0SC M Pico 2 -58,35 -67,29 -63,06 -8,94 2,58 0,07
MI Pico 1 26,05 15,97 10,08 22,80 1,65 0,06
Rhizopus sp. Pico 2 12,70 12,59 2,76  -42.29 20,64 0,10
Pico 3 -4428 -4596 50,79 -57,92 14,48 0,35

Onde, Ti — Temperatura inicial; Tf — Temperatura final; TMP - Temperatura Maxima de Pico; AP — Altura do
Pico

Todas as misturas antes e apds a interesterificacio com a Lipozyme TL IM
apresentaram dois picos de cristalizacdo, caracterizados por seu retorno a linha base. As
misturas simples exibiram o primeiro pico de cristalizaciao intenso (altura do pico), o qual
diminuiu de intensidade apds a interesterificacdo. Este pico € caracteristico de TAGs de
elevado pontos de fusdo, originados, principalmente do o6leo de crambe totalmente
hidrogenado. Assim, as misturas simples foram caracterizadas pela presenca de TAGs

trissaturados e dissaturados com 4cidos graxos de cadeia longa no primeiro pico, e TAGs de
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ponto de fusdo intermedidrios no segundo. Ja as misturas interesterificadas ndo apresentaram
o primeiro pico referente aos TAGs tri e dissaturados, devido a redistribuicdo dos 4cidos
graxos, entretanto apresentaram também dois picos referentes aos novos TAGs formados.

A modificacdo das misturas simples por ambas as lipases provocou uma altera¢ao no
perfil térmico, levando a diminuicdo da temperatura do inicio e do fim da cristalizagdo, e da
entalpia, indicando que as amostras interesterificadas liberaram menos energia ao
cristalizarem, ou seja, a energia medida nesse processo se refere ao rearranjo das moléculas da
fase liquida, que perdem energia e reacomodam no estado sélido. Além disso, nota-se que
quanto mais dcidos graxos poli-insaturados nos TAGs das amostras, menor a temperatura
final e a entalpia de cristalizacdo, como pode ser observado para a mistura SC. Em relacdo a
atuacdo das enzimas, pode-se notar que a Rhizopus sp obteve 3 picos no perfil térmico das
misturas, provavelmente pela quebra e/ou redistribuicio incompleta dos TAGs tri e
dissaturados formados por 4cido behénico, apresentando um gasto de energia maior para
formacao dos cristais do que a lipase Lipozyme TL IM.

Para saber se houve modificacdo no contetido sélido de gordura pelos novos TAGs
formados ap0s a interesterificagdo, foi feita a andlise de isoterma de cristalizacdo das amostras
a 15°C, conforme Figura 3. O tempo de indu¢do de formacgado dos cristais foram de 3 minutos
das misturas simples para 13, 12 e 16 min utilizando a Lipozyme TL IM, e 7, 5 € 8 min
utilizando a Rhizopus sp. para as mistura interesterificadas OC, SC e OSC, respectivamente.
O teor de solidos também diminui apds a interesterificacdo, onde todas as amostras
interesterificadas OC (3,2 e 2,2%), OSC (2,5 e 1,6%) e SC (3,6 € 2,5%) com Rhizopus sp. e
Lipozyme TL IM, respectivamente, apresentaram diferenca significativa em relacdo as suas
misturas simples OC (10,0%), OSC (9,9%) e SC (5,9%). As misturas interesterificadas OC
ndo apresentaram diferenca entre as lipases, porém houve diferenca nas amostras
interesterificadas OSC e SC, onde a Lipozyme TL IM apresentou maiores modificacdes.

O azeite de oliva e o 6leo de soja sdo liquidos na temperatura analisada (15°C)
ocasionando a diluicdo da rede cristalina da gordura do crambe nas misturas simples,
diminuindo a interacgdo cristalina e, por consequéncia, a consisténcia, sendo mais intenso apos
a reacdo de interesterificacio, quando avaliado visualmente durante o experimento.
Entretanto, essa consisténcia também pode ser explicada pelo elevado ponto de fusdao do déleo
de crambe totalmente hidrogenado, provocado pela presenga de TAGs trissaturados, o qual foi
responsavel pela nucleacio e cristalizacdo do lipidio, pois a presenca de cadeias longas e
saturadas concorre para o aumento do ponto de fusdo da gordura devido a maior interacdo das

moléculas e ao empacotamento da cadeia (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2005). Apés a
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reacdo de interesterificac@o, as misturas apresentaram aumento no tempo de inducdo, ou seja,
ficaram mais liquidas, precisando de mais tempo para a formacdo de um nucleo estdvel de
tamanho critico; e diminui¢do na porcentagem de solido de todas as misturas, principalmente
pela lipase Lipozyme TL IM, em func¢do do rearranjo dos &cidos graxos nos TAGrs,
especialmente pela reducdo do conteido de TAG di e trissaturados (saturado-saturado-

insaturado; saturado-saturado-saturado), como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Isoterma de cristalizacdo a 15,0 °C de misturas simples e interesterificadas de OSC

(Oliva, Soja e Crambe), OC (Oliva e Crambe) e SC (Soja e Crambe).

De forma geral, observa-se que o desempenho da lipase bruta de Rhizopus sp. foi
inferior quando comparada com a comercial Lipozyme TL IM, devido possuir menor
atividade em relacdo a propor¢ao utilizada de 5% (m/m) em relacdo ao peso final do
substrato, o que provocou menores mudangas fisico quimicas das amostras, levando a uma
reacdo de interesterificacao incompleta no periodo de 24h, como pode ser bem observado nos
resultados de DSC e RMN. Fato que pode ser explicado por se tratar de uma mistura
semipurificada diferente da lipase Lipozyme TL IM.

Com os resultados obtidos sabe-se que as duas enzimas modificaram as misturas

simples e que estas apresentaram mudancgas fisicas e quimicas de acordo com o seu perfil
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lipidico. Portanto para aprimorar a caracterizacdo e dar sequéncia a este projeto, foi necessario
fazer duas escolhas, onde a primeira foi a matéria-prima e a segunda a lipase a ser utilizada.
Para a matéria-prima, escolheu-se a combinacido de azeite de oliva, 6leo de soja e crambe
totalmente hidrogenado, por conter um perfil de 4cidos graxos equilibrado entre saturados
(Ac. Behénico), monoinsaturados e poli-insaturados. J4 para a producdo do lipidio
estruturado, fez-se a selecdo da lipase de acordo com a determinagdo posicional dos 4cidos
graxos na molécula do glicerol através da técnica de ressondncia nuclear magnética BC. Este
método permite determinar a composicdo em grupos de dcidos graxos saturados e dos acidos
oléico (monoinsaturado) e linoléico/linolénico (poli-insaturados) nas posicoes sn-1,3 e sn-2

dos triacilgliceréis, conforme a Figura 4.
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Figura 4. Distribuicao regioespecifica das diferentes classes de dcidos graxos (%) das
misturas simples e interesterificadas, pelas enzimas Lipozyme TL IM (TL) e Rhizopus sp., de
azeite de oliva, 6leo de soja e Oleo de crambe totalmente hidrogenado (OSC). As letras
minusculas diferentes no grafico indicam diferencga significativa entre os grupos pelo teste

Tukey com 95% de significancia.

De acordo com Da Silva et al. (2011), o 6leo de soja analisado por RMN C mostrou
ser rico em 4cidos graxos poli-insaturados, contendo 23,6% de acido oleico e 73,7% de acido
linoléico mais acido linolénico na posi¢do sn-2. Entretanto, foi praticamente isento de dcidos
graxos saturados nesta posi¢do, uma caracteristica tipica de 6leos vegetais. Nas posicoes sn-

1,3, o dleo de soja apresentou 24,8% de acidos graxos saturados, principalmente palmitico e
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estedrico; 25,1% de acido oleico e 50,1% de écido linoléico + linolénico. J4 para o azeite de
oliva, Vlahov (2005) também determinou os grupos posicionais por RMN C e encontrou
para o azeite de oliva com médio teor de dcido oléico, 84,5% de dcidos monoinsaturados e
15,5% de linoléico na posicdo sn-2; e na posicdo sn-1,3 encontrou 28,4% de saturados,
principalmente 4cido palmitico; 66,8% de monoinsaturados e 4,8% de &4cido linoléico.
Levando em consideracdo que a mistura simples possui TAGs originais de cada 6leo e as
misturas interesterificadas apresentam TAGs diferentes, ndo pelo tipo de 4cidos graxos, pois
estes se mantém inalterados, mas sim pela modificacdo destes nas posi¢des do glicerol pela
lipase. Observa-se que os 6leos de soja e oliva praticamente ndo apresentaram acidos graxos
saturados na posicao sn-2, indicando que os presentes na mistura simples foram provenientes
do ¢6leo de crambe totalmente hidrogenado, assim como o aumento na posicdo sn-1,3.
Verifica-se também que a propor¢cdo de 4cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados foi proporcional a quantidade de Oleos adicionados na mistura simples
(45:45:10% m/m). Resultados semelhantes foram apresentados por Ambiel (2013) e Guedes
(2011).

Em relacdo a mistura OSC, o conteido de acidos graxos saturados na mistura simples
foi maior na posicdo sn-1,3 do que na sn-2, enquanto que a porcentagem de mono e poli-
insaturados foram maiores na posi¢do sn-2. Apds a interesterificacdo das misturas simples
houve diferenca dos grupos nas posicdes de acordo com a lipase utilizada. O contetido de
acidos graxos saturados nas posi¢oes sn-2 foi de 26,3% para Lipozyme TL IM e 0% para a
Rhizopus sp, comparado com 12,2% da mistura simples. Ja na posicao sn-1,3 foi de 26,6%
para Lipozyme TL IM e 31,9% para a Rhizopus sp., comparado com 37,7% da mistura
simples, mostrando que a Lipozyme TL IM atuou de forma ndo especifica ao randomizar o
grupo 4cidos graxos saturados nas duas posi¢des do TAG, enquanto a Rhizopus concentrou os
acidos graxos saturados apenas na posi¢ao sn-1,3, indicando que o acido behénico foi
preferencialmente incorporado nas posicdes sn-1,3 pela Rhizopus sp. e nas trés posicoes pela
Lipozyme TL IM. Para os 4cidos graxos monoinsaturados, ndo houve diferenca significativa
na posicdo sn-2 da mistura interesterificada por Lipozyme TL IM quando comparada a
mistura simples, porém houve um aumento de 9,6% na posicao sn-1,3. Ja a Rhizopus sp
aumentou os acidos monoinsaturados tanto na posi¢ao sn-2 (8,7%) como na sn-1,3 (4,1%).
Em relagdo ao grupo dos 4cidos poli-insaturados, a Lipozyme TL IM reduziu 14,8% na
posicdo sn-2, enquanto a Rhizopus ndo modificou este grupo nesta posi¢do, ndo havendo

diferenca significativa quanto a matriz. Na posicdo sn-1,3 ndo houve diferenca significativa
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na atuacdo entre as lipases, entretanto aumentaram aproximadamente 1,5% os &cidos poli-
insaturados nesta posi¢ao.

Segundo Macrae e Hammond (1985), as enzimas podem mostrar especificidade pelo
tipo de dcido graxo ou pela posi¢do ocupada na molécula do glicerol. As lipases dcido graxo
especificas catalisam a hidrdlise de tipos especificos de grupos acilas nas moléculas de TAG.
Ja as regioespecificas, possuem a capacidade de selecionar a posi¢do da ligacdo éster numa
molécula e sdo classificadas em dois grupos: Lipases ndo especificas, catalisam a hidrdlise de
TAG para dcidos graxos livres e glicerol, de modo aleatério, ndo mostram especificidade com
relacdo a natureza do grupo acil ou a posicdo em que este estd esterificado no glicerol; e
Lipases 1,3 especificas, que catalisam a liberacdo de 4cidos graxos especificamente nas
posicdes 1 e 3 dos acilglicerdis. Perante isso, nota-se que neste estudo a lipase de Lipozyme
TL IM atuou de modo aleatdrio nas trés posi¢oes (sn-1, sn-2 e sn-3) tentando randomizar as
quantidades dos 3 grupos, perdendo sua especificidade nas condi¢des testadas neste trabalho.
No entanto, a lipase de Rhizopus sp. apresentou especificidade na posi¢ao sn-1,3, pois atuou
especificamente nesta posi¢dao, porém mais nos TAGs provindos do dleo de soja e do azeite
de oliva, do que nos de O6leo de crambe totalmente hidrogenado, produzindo mais
monoacilglicerdis contendo 4cidos graxos insaturados e nenhum saturado na posi¢do sn-2,
indicando baixa especificidade desta enzima para esta posi¢do; a medida que na posi¢ao sn-
1,3 realocou os dcidos graxos, deixando-os proporcional aos grupos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados. A auséncia de acidos graxos saturados na posicao sn-2,
pode ser explicada pela instabilidade quimica das moléculas 1,2(2,3) diacilglicerol e 2
monoacilglicerol, durante a atuacdo da lipase sn-1,3, que provocou a isomerizacdo
espontanea, ocorrendo hidrélise de acordo com Macrae e Hammond (1985).

A ndo especificidade da lipase Lipozyme TL IM pode ter sido provocada pela
migracdo acil da posi¢do sn-2 para as posicoes sn-1 ou sn-3, ou o oposto, ocorrendo do
mesmo modo e até que o equilibrio dinamico fosse alcancado. A razdo para esta migracdo é a
existéncia de acilglicerdis parciais, especialmente diacilgliceréis, que sao intermedidrios
necessarios e inevitaveis. De acordo com Mu, Xu e Hgy (1998) a migragdo acil é um sério
problema na interesterificacdo catalisada por lipases e ocorre principalmente em reatores
descontinuos, o que resulta em menor pureza dos lipidios estruturados especificos, mesmo
que a lipase seja sn-1,3 especifica. A alta relagdo entre o substrato e a enzima exige longo
tempo para a reacdo alcangar o equilibrio, o que resulta consequentemente em migracao acil.
Gamboa e Gioielli (2006) e Cao et al. (2013) também verificaram que a ocorréncia da

migracdo acil em processos descontinuos pode ter promovido a randomizacdo da
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interesterificacdo enzimdtica, mesmo utilizando lipases regioespecificas na produgdo de
lipidios estruturados.

Resultados semelhantes foram encontrados por Speranza (2014), observando que a
lipase de Rhizopus sp., também produzida por fermentacdo sélida, foi especifica na posicao
sn-1,3, tanto para LE a base de 6leo de pataud e estearina de palma, como para o LE a base de
6leo de murumuru e buriti. Quanto a lipase Lipozyme TL IM também ndo foi observado
especificidade, atuando de forma aleatdria nas misturas. Da Silva et al. (2011) verificaram a
regioespecificade da Lipozyme TL IM em lipidios estruturados formulados por mistura de
banha de porco e 6leo de soja; e também perceberam que houve uma distribuicdo aleatdria
dos 4cidos graxos independente do tipo para a propor¢do 80:20, respectivamente.

Analisando de formal funcional os LEs obtidos por Lipozyme TL IM e Rhizopus sp.,
verifica-se que a lipase de Rhizopus sp. atuou conforme esperado e de acordo com a literatura,
tendo inserido o dcido behénico nas posicdes sn-1 e sn-3, e os dcidos insaturados na posicao
sn-2. Por outro lado, a lipase Lipozyme TL IM atuou posicionando o dcido behénico e os
acidos graxos insaturados na mesma propor¢do nas trés posicdes do TAG. O que também ¢é
interessante, pois a inibicao da lipase € parcial e ndo total, ou seja, uma parte do lipidio sera
absorvida e outra parte nao, e de qualquer forma a Lipozyme TL IM adicionou dcido behénico
nas posicoes sn-1 e sn-3 e insaturados na posicdo sn-2. Além disso, o 4cido behénico na
posicdo sn-2, pode aumentar a capacidade de inibicdo, umas vez que a nao absor¢do do
monoacilglicerol impede a absorcdo de outros dcidos graxos, pela ndo formacgdo dos
quilomicrons (BERRY, 2009). Assim, podemos notar que os dois LEs possuem capacidade
tanto de inibicdo da lipase pancredtica, como para a absor¢do dos lipidios insaturados.
Entretanto, para a continuacdo do estudo, a lipase escolhida foi a Lipozyme TL IM por
questdes de seguranca, por ser considerada GRAS e por ji ser um produto comercial,
produzido pela empresa Novozymes na forma imobilizada. Entdo, descartou-se a lipase de
Rhizopus sp, pois a producdo no laboratério é de pequena escala e principalmente por ser uma
enzima bruta o qual poderia apresentar toxicidade aos animais nos testes in vivo.

Com as modificagdes causada pela interesterificacdo catalisada pela Lipozyme TL IM,
no comportamento da mistura simples de azeite de oliva, 6leo de soja e dleo de crambe
totalmente hidrogenado foi analisada feito a composi¢do de triacilglicerdis para saber quais
classes foram formadas baseadas no ndmero de carbono. Os TAGs que representam as
misturas foram obtidos com a ajuda do programa PrOleos, por isso os TAGs da mistura
interesterificada sdo possibilidades baseadas na maior porcentagem dos possiveis TAGs que

poderiam ser formados, uma vez que a enzima Lipozyme TL IM trabalhou de maneira
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aleatéria como foi observado nos resultados de especificidade por RMN BC. A Tabela 4
mostra a composicao em triacilglicerdis das misturas simples e interesterificadas de oliva, soja

e crambe, variando de 50 a 66 atomos de carbono.

Tabela 4. Composi¢do em triacilgliceréis (TG% m/m) individuais e quanto ao nimero de
carbono (NC) das matérias-primas e das misturas antes e apds a interesterificacdo de oliva,

soja e crambe (OSC) catalisada pela lipase Lipozyme TL IM (TL).

Mistura simples - OSC Mistura Interesterificada — OSC — TL
Grupos (NC) TAG* — .
Individual (%) Total (%) Individual (%) Total (%)
50 POP 3,5 6.2 2,6 47
PLP 2,6 2,1
POS 0.4 2,0
POO 16,7 10,4
52 PLO 9,9 35,6 11,5 28,4
PLL 7,3 4.5
PLnL 1,3 0,0
SSS 1,0 0,0
PPBe 0,0 0,5
SOS 0,0 2,9
SO0 0,0 8,6
54 000 19,3 52,6 51 52,1
OLO 11,3 18,1
OLL 8,9 12,2
LLL 9,2 4,9
LLnL 2,4 0
LLnLn 0,47 0
POBe 0,0 3,5
56 PLBe 0,0 0,0 1,6 5,6
OLA 0,0 0,5
SOBe 0,0 0,8
OOBe 0,0 3,6
58 SSBe 0,6 0,6 0,0 9,2
OLBe 0,0 3,6
LLBe 0,0 1,3
62 SBeBe 1,0 1,0 0,0 0,0
66 BeBeBe 4,0 4,0 0,0 0,0

*Para os TAGS, onde: P — palmitico (C16:0); S — estedrico (C18:0); O — Oléico (C18:1); L — Linoléico (C18:2);
Ln — Linolénico (C18:3); A — Araquidico (C20:0); Be — Behénico (C22:0)

A mistura simples apresentou 49,74% de triacilglicerdis com 54 dtomos de carbono e
35,61% com 52 atomos de carbono, indicando que esta fragdo apresentou predominancia de
triacilglicerdis di-insaturados e tri-insaturados, compostos em grande parte por dcido oléico e

linoléico, de acordo com a Figura 5. A interesterificacio da mistura OSC formou novos
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compostos com a desintegracdo de outros, como o desaparecimento dos grupos 62 e 66;
diminui¢do dos grupos 50 e 52; e aumento dos grupos 56 e 58. Essa nova formacgdo se deu
pela redistribuicdo dos acidos graxos, principalmente pelo dcido behénico e estedrico que
compde o Oleo de crambe totalmente hidrogenado. Assim, nota-se que houve aumento nos
TAGs monossaturados formados com dcido behénico e diminui¢do dos Tri e di-insaturados.

A formacgao dos novos TAGs monossaturados deve-se pela dissociagdo dos TAGs tri e
dissaturados e sua redistribui¢do com outros dcidos graxos, principalmente o oléico provindo
do azeite de oliva e o linoléico do 6leo de soja. Isso explica os eventos de cristalizagdo por
DSC, pois o desaparecimento do primeiro pico da mistura simples apds a interesterificacdo
coincide com o desaparecimento dos TAGs 62 e 66; e o aumento da extensdo do primeiro
novo pico se da pelo aumento dos grupos 58 e 56 e o segundo novo pico continua com o
grupo 54, o qual sofreu pequenas modificagdes. Esses resultados também justificam as
mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas tais como o baixo ponto de fusio, baixo teor de
solidos e o surgimento de uma consisténcia semissélida a temperatura ambiente observada a
olho nu no laboratério durante as andlises, bem diferente da mistura simples, e de suas
matérias-primas individuais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Guedes (2011), onde os dcidos graxos
ficaram distribuidos predominantemente em TAG 52, 54, 56 e 58, em todas as misturas
interesterificadas quimicamente com 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente hidrogenado.
Além dos grupos 56 e 58 apresentarem aumento em seu contetido apds a interesterificagao
como consequéncia da randomizagdo dos TAG, com a inser¢do de acido behénico nesses

grupos.

OSC MS OSCTL

Figura 5. Distribui¢@o de classes de TAGs das misturas simples (MS) e interesterificada com

E Monossaturado

40%

52% ODissaturado

OTrissaturado

/ B Tri-insaturado

1%

Lipozyme TL IM, de azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente hidrogenado

(OSO).
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Para explicar as diferencas nas caracteristicas macroscOpicas da rede microestrutural
da mistura OSC antes e depois da interesterificacdo fez-se a andlise de microscopia sob luz
polarizada, com o objetivo de verificar diferentes tipos de cristais e as mudangas morfoldgicas
que ocorrem durante o crescimento dos mesmos (ROUSSEAU, HILL e MARANGONI, 1996). A
Tabela 5 mostra os resultados referente a variacdo no didmetro médio e ao nlimero de cristais

presentes na mistura OSC antes e ap6s a interesterificacao por microscopia sob luz polarizada.

Tabela 5. Diametro e drea dos cristais das misturas antes e depois da interesterificacdo, por

cristalizacdo rapida a 15 °C.

DMC* + DP FVDMC#** £ DP

Mistura Contagem total  Area + DP (%
8 (%) (um) (um)
Simples 2561 0,010+0,004 0,069+0,014 0,003 - 0,634
Interesterificada 170 0,018+0,002 0,337+0,456 0,003 - 0,861

Os dados estdo apresentados com Médias + Desvio padrado
DMC* - Diametro Médio dos Cristais
FVDMC#*#* - Faixa de varia¢ao dos didmetros médios dos cristais

As amostras de OSC apresentaram diferencas na forma cristalina, no tamanho e no
numero dos cristais em funcdo da diluicio da gordura do 6leo de crambe totalmente
hidrogenado no azeite de oliva e no 6leo de soja, e da interesterificacdo. Contudo, os cristais
da mistura simples ja apresentaram diferenca das matrizes, devido a diminui¢do das barreiras
fisicas que impedem o crescimento dos cristais, principalmente pela presenca de maior
quantidade de matriz liquida composta pelo 6leo de soja e pelo azeite de oliva (RODRIGUES-
RACT et al., 2010). Esta modificacdo aumenta apds a reacdo de interesterificacdo, devido
ocasionar a diminui¢do do nimero dos cristais, com correspondente aumento de didmetro, por
meio da redistribuicdo do 4cido behénico do 6leo de crambe totalmente hidrogenado com
outros 4cidos, principalmente ol€ico e linoléico, dos d6leos de oliva e soja, respectivamente,
como podem ser visto na Figura 5. Resultados semelhantes foram encontrados em estudos
com lipidios estruturados obtidos a partir de banha de porco com o6leo de soja (SILVA,
ESCOBEDO e GIOIELLI, 2008); gordura do leite e 6leo de girassol (RODRIGUES-RACT et al.,
2010); e 6leo de soja com 6leo de crambe totalmente hidrogenado (GUEDES, 2011). Assim, a
interesterificacdo enzimatica utilizando a lipase Lipozyme TL IM alterou a caracteristica da
rede cristalina quando comparada com os padrdes da cristalizacao antes da reacao.

A diferenca na estrutura dos cristais também foi consequéncia da temperatura de
andlise e da temperatura de fusdao da amostra. A formacdo de cristais menores € em maior

numero na mistura simples a temperatura de 15 °C se deve a temperatura de cristalizacdo ser
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distante do ponto de fusdo da amostra, uma vez que na andlise do perfil térmico a cristalizacao
comeca a 33,80°C. Ja a mistura interesterificada apresentou a formacdo de cristais maiores e
em menor quantidade, devido ao pequeno conteddo de gordura sélida e de estar préximo a sua
temperatura inicial de cristaliza¢do, que foi de 17,39°C. Deste modo, uma temperatura
intermedidria de cristalizacdo auxilia na formacdo de cristais maiores, em menor nimero e
com formas distintas (SILVA, ESCOBEDO e GIOIELLI, 2008).

A Figura 6 apresenta a estrutura cristalina das amostras, por cristalizacdo lenta a
temperatura de 15°C. As misturas simples e interesterificada apresentaram cristalizag¢des
diferentes, indicando mudanga no tipo de cristais presentes a 15°C apds a reacdo de
interesterificacdo. Os esferulitos observados na mistura simples foram caracterizados por
cristais com nucleo compacto, cercado de agulhas longas e finas distribuidas radialmente. Por
outro lado, os esferulitos observados nos lipidios estruturados foram caracterizados por
pequenos nucleos cercados de cristais orientados aleatoriamente (BERGER, JEWELL e POLLITT,

1979).

Figura 6. Imagens de cristalizagdo digitalizadas das misturas simples (A) e interesterificada

(B) de oliva, soja e crambe por resfriamento lento a 15°C/24h, com aumento de 40X.

3.2. Estudo de cinética de reacao por DSC

Com a caracterizacdo do LE concluida, fez-se uma cinética de producao (0, 2, 4, 8, 12,
16 e 24 horas) catalisada pela Lipozyme TL IM em diferentes proporcdes (2,5, 5, 10 e 15%
em relacdo ao peso total do substrato). A reacao foi avaliada por meio da andlise de DSC para

otimizacdo da reacdo. No Anexo 1, pode-se observar os resultados dos eventos de



57

cristalizacdo das misturas simples e interesterificada de oliva, soja e crambe totalmente
hidrogenado.

Pode-se notar que a mistura simples apresenta dois picos distantes um do outro, pois o
primeiro comeca com 33,8°C e termina com 22,4°C; e o segundo se forma sé a -7,3°C e vai
até -54,4°C. Ap6s a reacao de interesterificacdo, inicialmente os picos sdo distribuidos em 3 e
com o passar do tempo ou com o aumento da quantidade de enzima, este nimero volta para 2
picos novamente, porém com caracteristicas diferentes. O primeiro pico comega a estabilizar
em 17°C e terminar com -48°C aproximadamente; e o segundo pico com -60 até -68°C
aproximadamente; e a energia gasta para cristalizacdo aumenta no primeiro pico e a diminui
no segundo. Isto fica claro a partir de oito horas de reacdo com 5% de enzima, repetindo os
resultados até 24 horas de reacdo de interesterificagdo. Dessa forma se escolheu produzir o LE
com oito horas de reacdo utilizando 5% de enzima imobilizada Lipozyme TL IM, pois foi o
menor tempo com a menor quantidade de enzima utilizada que foi capaz de hidrolisar os
TAGs tri e dissaturados e redistribui-los para obter os mesmos resultados, conforme a Figura
7. De acordo com De Martini Soares et al. (2013), o longo tempo de reacdo de
interesterificacdo ndo sdo adequados, uma vez que observaram aumento considerdvel do teor
de 4cidos graxos livres nas misturas interesterificadas, sem quaisquer alteragdes nos valores
de SFC, além da diminuicdo progressiva da atividade de lipase na reacdo de interesterificacdo

ao longo da operacdo e migracdo acil que pode afetar na especificidade da enzima.
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Figura 7. Termograma da mistura OSC interesterifica com diferentes quantidades de enzima

e 8h de reacdo.
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4. CONCLUSAO

Foi possivel obter por interesterificacdo enzimdtica mais de um lipidio estruturado a
base de azeite de oliva, 6leo de soja e Oleo de crambe totalmente hidrogenado com
caracteristicas fisicas e quimicas diferentes da mistura original, que contivesse tanto dcido
behénico, como dcidos mono e poli-insaturados no triacilglicerol. A adi¢do do azeite de oliva
e do dleo de soja promoveu a dilui¢do dos dcidos graxos saturados de cadeia longa do 6leo de
crambe totalmente hidrogenado. A reag@o de interesterificacdo proporcionou a mistura dos
6leos uma menor cristalizagdo a temperatura ambiente e consequentemente um menor ponto
de fusdo, pela redistribuicdo do 4cido behénico nos TAGs. Essa distribui¢do foi modificada
conforme a especificidade da lipase utilizada, uma vez que a lipase de Rhizopus sp.
apresentou especificidade por 4cidos graxos insaturados e especificidade na posi¢ao sn-1,3
dos TAGs da mistura simples, enquanto que a Lipozyme TL IM atuou de forma aleatdria. No
entanto, as duas enzimas foram bem sucedidas ao adicionar o d4cido behénico nas posicoes sn-
1 e sn-3 e os acidos graxos insaturados na posi¢ao sn-2. Porém, devido a lipase de Rhizopus
sp ser uma enzima bruta, optou-se por trabalhar com a lipase comercial Lipozyme TL IM na
producdo dos LEs. O melhor tempo e a melhor propor¢cdo de enzima foi com 8h e utilizando

5% da lipase, respectivamente, para a produgdo do LE.

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMBIEL, H. C. 1. Desenvolvimento de hardfat a base de 6leo de algodao e dleo de
crambe totalmente hidrogenado pra aplicacio em spread de chocolate. 2013. 84 Tese
(Doutorado). Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas/SP.

ANTONIOSI FILHO, N. R.; MENDES, O. L.; LANCAS, F. M. Computer prediction of
triacylglycerol composition of vegetable oils by HRGC. Chromatographia, v. 40, n. 9, p.
557-562, 1995. ISSN 1612-1112. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1007/BF02290268 >.
Acesso em: 10/04/2014.

AOCS. Official methods and recommended practices of the American Oil Chemists'
Society. Champaign: American Oil Society, 2009.

ARISHIMA, T.; TACHIBANA, N.; KOJIMA, M.; TAKAMATSU, K.; IMAIZUMI, K.
Screening of resistant triacylglycerols to the pancreatic lipase and their potentialities as a
digestive retardant. Journal of Food Lipids, v. 16, n. 1, p. 72-88, 2009. ISSN 1745-4522.
Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1111/].1745-4522.2009.01133.x >. Acesso em:
06/05/2015.



http://dx.doi.org/10.1007/BF02290268
http://dx.doi.org/10.1111/j.1745-4522.2009.01133.x

59

ARISHIMA, T.; TSUIJIL, S.; KOHNO, M.; TAKAMATSU, K.; SAGI, N.; IMAIZUMI, K;;
OKUDA, H. Suppressive effect of 1-behenoyl-2,3-dioleoyl-rac-glycerol (BOO) on
postprandial serum triacylglycerol elevation. Japanese Pharmacology and Therapeutics, v.
35, p. 1069 - 1075, 2007. ISSN  03863603. Disponivel em: <
https://www.scopus.com/inward/record.uri?eid=2-s2.0-

36849074143 &partnerID=40&md5=59280e10d88cb151252ceaf034284ccO >. Acesso em:
06/05/2015.

BERGER, K. G.; JEWELL, G. G.; POLLITT, R. J. M. Em Food microscopy; Vaughan, JG,
ed: Academic Press: London 1979.

BERRY, S. E. E. Triacylglycerol structure and interesterification of palmitic and stearic acid-
rich fats: an overview and implications for cardiovascular disease. Nutrition Research
Reviews, v. 22, n. 01, p. 3-17, 2009. ISSN 1475-2700. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1017/S0954422409369267 >. Acesso em: 12/05/2015.

CAO, Y.; QL S.; ZHANG, Y.; WANG, X.; YANG, B.; WANG, Y. Synthesis of structured
lipids by lipase-catalyzed interesterification of triacetin with camellia oil methyl esters and
preliminary evaluation of their plasma lipid-lowering effect in mice. Molecules, v. 18, n. 4, p.
3733-44, 2013. ISSN 1420-3049.

CODEX. Codex Standard for olive oils and olive pomace oils - CODEX STAN 33, 1981.
Codex Alimentarius - FAO/WHO 2003.

. Codex Standards for named vegetable oils - CODEX STAN 210, 1999.
FAO/WHO, C. A.-. 2005.

COSTA, V. D. S. R. D. Producio, purificacio e caracterizacao bioquimica de lipase de
uma nova linhagem de Rhizopus Sp. 1997. 78 Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas/SP.

D'AGOSTINI, D.; GIOIELLI, L. A. Distribuigdo estereoespecifica de lipidios estruturados a
partir de gorduras de palma, palmiste e triacilglicer6is de cadeia média. Revista Brasileira de
Ciéncias Farmacéuticas, v. 38, p. 345-354, 2002. ISSN 1516-9332. Disponivel em: <
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
93322002000300010&nrm=iso >.

DA SILVA, R. C.; SOARES, F. A. S. D. M.; FERNANDES, T. G.; CASTELLS, A. L. D,
DA SILVA, K. C. G.; GONCALVES, M. L. A;; MING, C. C.; GONCALVES, L. A. G;
GIOIELLI, L. A. Interesterification of Lard and Soybean Oil Blends Catalyzed by
Immobilized Lipase in a Continuous Packed Bed Reactor. Journal of the American Oil
Chemists' Society, v. 88, n. 12, p. 1925-1933, 2011. ISSN 1558-9331. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1007/s11746-011-1869-x >.

DE MARTINI SOARES, F. A. S.; OSORIO, N. M.; DA SILVA, R. C.; GIOIELLI, L. A;
FERREIRA-DIAS, S. Batch and continuous lipase-catalyzed interesterification of blends
containing olive oil for trans-free margarines. European journal of lipid science and
technology, v. 115, n. 4, p. 413-428, 2013. ISSN 1438-9312.


http://www.scopus.com/inward/record.uri?eid=2-s2.0-36849074143&partnerID=40&md5=59280e10d88cb151252ceaf034284cc0
http://www.scopus.com/inward/record.uri?eid=2-s2.0-36849074143&partnerID=40&md5=59280e10d88cb151252ceaf034284cc0
http://dx.doi.org/10.1017/S0954422409369267
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-93322002000300010&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-93322002000300010&nrm=iso
http://dx.doi.org/10.1007/s11746-011-1869-x

60

DOBARGANES, M. C.; VELASCO, J.; DIEFFENBACHER, A. Determination of polar
compounds, polymerized and oxidized triacylglycerols, and diacylglycerols in oils and fats.
Pure and Applied Chemistry, v. 72, 2000.

FARMANI, J.; SAFARI, M.; HAMEDI, M. Application of palm olein in the production of
zero-trans Iranian vanaspati through enzymatic interesterification. European Journal of
Lipid Science and Technology, v. 108, n. 8, p. 636-643, 2006. ISSN 1438-9312. Disponivel
em: < http://dx.doi.org/10.1002/ejlt.200600025 >.

GAMBOA, O. W. D.; GIOIELLI, L. A. Comportamento de cristalizacdo de lipidios
estruturados obtidos a partir de gordura de palmiste e 6leo de peixe. Quimica Nova, v. 29, n.
4, p. 646, 2006. ISSN 0100-4042.

GUEDES, A. M. M. Gordura plastica obtida a partir de 6leo de soja e 6leo de Crambe
abyssinica (Hochst) 2011. 125 Tese (Doutorado). Faculdade de Engenharia de Alimentos
Universidade Estadual de Campinas, Campinas/SP.

GUEDES, A. M. M.; MING, C. C.; RIBEIRO, A. P. B.; DA SILVA, R. C.; GIOIELLL L. A.;
GONCALVES, L. A. G. Physicochemical Properties of Interesterified Blends of Fully
Hydrogenated Crambe abyssinica Oil and Soybean Oil. Journal of the American Oil
Chemists' Society, v. 91, n. 1, p. 111-123, 2014. ISSN 1558-9331. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1007/s11746-013-2360-7 >. Acesso em: 05/04/2016.

HARTMAN, L.; LAGO, R. C. Rapid preparation of fatty acid methyl esters from lipids. Lab
Pract, v. 22, n. 6, p. 475-6 passim, Jul 1973. ISSN 0023-6853 (Print)
0023-6853.

IWASAKI, Y.; YAMANE, T. Enzymatic synthesis of structured lipids. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 10, n. 1-3, p. 129-140, 10/4/ 2000. ISSN 1381-1177.
Disponivel em: < http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111770000120X >.
Acesso em: 05/04/2016.

KANJILAL, S.; PRASAD, R. B.; KAIMAL, T. N.; GHAFOORUNISSA; RAO, S. H.
Synthesis and estimation of calorific value of a structured lipid-potential reduced calorie
fat. 1999. 1045-55 ISBN 0024-4201. Disponivel em: <
http://www.biomedsearch.com/nih/Synthesis-estimation-calorific-value-
structured/10580332.html >.

KOJIMA, M.; ARISHIMA, T.; SHIMIZU, R.; KOHNO, M.; KIDA, H.; HIROTSUKA, M.;
IKEDA, I. The consumption of a structured triacylglycerol containing behenic and oleic acids
increases fecal fat excretion in humans. Journal of Oleo Science, v. 62, n. 12, p. 997-1001,
2013. ISSN 13458957. Disponivel em: < http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-
$2.0-84888633646&partnerID=40&mdS5=0aae616c88e0277b0179a5effdabbe37 >. Acesso
em: 10/04/2014.

KOJIMA, M.; TACHIBANA, N.; YAMAHIRA, T.; SEINO, S.; IZUMISAWA, A.; SAGI,
N.; ARISHIMA, T.; KOHNO, M.; TAKAMATSU, K.; HIROTSUKA, M.; IKEDA, L
Structured triacylglycerol containing behenic and oleic acids suppresses triacylglycerol
absorption and prevents obesity in rats. Lipids in Health and Disease, v. 9, n. 1, p. 77, 2010.


http://dx.doi.org/10.1002/ejlt.200600025
http://dx.doi.org/10.1007/s11746-013-2360-7
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111770000120X
http://www.biomedsearch.com/nih/Synthesis-estimation-calorific-value-structured/10580332.html
http://www.biomedsearch.com/nih/Synthesis-estimation-calorific-value-structured/10580332.html
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-84888633646&partnerID=40&md5=0aae616c88e0277b0179a5effda6be37
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-84888633646&partnerID=40&md5=0aae616c88e0277b0179a5effda6be37

61

ISSN 1476-511X. Disponivel em: < http://www.lipidworld.com/content/9/1/77 >. Acesso em:
10/04/2014.

MACEDQO, G. A.; PARK, Y. K.; PASTORE, G. M. Partial purification and characterization
of an extracellular lipase from a newly isolated strain of Geotrichum sp. Revista de
Microbiologia, v. 28, n. 2, p. 90-95, 1997. ISSN 0001-3714.

MACEDO, G. A.; PASTORE, G. M.; RODRIGUES, M. 1. Optimising the synthesis of
isoamyl butyrate using Rhizopus sp. lipase with a central composite rotatable design. Process
Biochemistry, v. 39, n. 6, p. 687-693, 2/25/ 2004. ISSN 1359-5113. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203001535  >.  Acesso  em:
02/03/2013.

MACRAE, A. R;; HAMMOND, R. C. Present and future applications of lipases.
Biotechnology and Genetic Engineering Reviews, v. 3, n. 1, p. 193-218, 1985. ISSN 0264-
8725.

MARANGONI, A. G.; MCGAULEY, S. E. Relationship between Crystallization Behavior
and Structure in Cocoa Butter. Crystal Growth & Design, v. 3, n. 1, p. 95-108, 2003/01/01
2003. ISSN 1528-7483. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1021/cg0255801 >. Acesso em:
04/03/2016.

MCCLEMENTS, D. J.; DECKER, E. A.; PARK, Y. Controlling Lipid Bioavailability
through Physicochemical and Structural Approaches. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, v. 49, n. 1, p. 48-67, 2008/10/27 2008. ISSN 1040-8398. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1080/10408390701764245 >. Acesso em: 05/08/2014.

MU, H.; XU, X.; HQY, C.-E. Production of specific-structured triacylglycerols by lipase-

catalyzed interesterification in a laboratory-scale continuous reactor. Journal of the
American Oil Chemists' Society, v. 75, n. 9, p. 1187-1193, 1998. ISSN 0003-021X.

NO, D. S.; ZHAO, T.; KIM, B. H.; CHOI, H.-D.; KIM, I.-H. Enrichment of erucic acid from
crambe oil in a recirculated packed bed reactor via lipase-catalyzed ethanolysis. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 87, n. 0, p. 6-10, 3// 2013. ISSN 1381-1177.
Disponivel em: < http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111771200269X >.
Acesso em: 18/01/2014.

NUNES, P. A.; PIRES-CABRAL, P.; GUILLEN, M.; VALERO, F.; FERREIRA-DIAS, 8.
Batch operational stability of immobilized heterologous Rhizopus oryzae lipase during
acidolysis of virgin olive oil with medium-chain fatty acids. Biochemical Engineering
Journal, v. 67, p. 265-268, 8/15/ 2012. ISSN 1369-703X. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369703X1200174X >.

OSBORN, H. T.; AKOH, C. C. Structured Lipids-Novel Fats with Medical, Nutraceutical,
and Food Applications. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, v. 1, n.
3, p. 110-120, 2002. ISSN 1541-4337. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1111/j.1541-
4337.2002.tb00010.x >.

PITOL, C. Tecnologia e producao: crambe Fundacdo MS, 2010.


http://www.lipidworld.com/content/9/1/77
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959203001535
http://dx.doi.org/10.1021/cg025580l
http://dx.doi.org/10.1080/10408390701764245
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S138111771200269X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1369703X1200174X
http://dx.doi.org/10.1111/j.1541-4337.2002.tb00010.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1541-4337.2002.tb00010.x

62

RIBEIRO, A. P. B.; BASSO, R. C.; GRIMALDI, R.; GIOIELLI, L. A.; DOS SANTOS, A.
0O.; CARDOSO, L. P.; GUARALDO GONCALVES, L. A. Influence of chemical
interesterification on thermal behavior, microstructure, polymorphism and crystallization
properties of canola oil and fully hydrogenated cottonseed oil blends. Food Research
International, v. 42, n. 8, p. 1153-1162, 2009. ISSN 0963-9969. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909001653  >.  Acesso  em:
14/09/2015.

RIBEIRO, A. P. B.; GRIMALDI, R.; GIOIELLI, L. A.; DOS SANTOS, A. O.; CARDOSO,
L. P.; GONCALVES, L. A. G. Thermal Behavior, Microstructure, Polymorphism, and
Crystallization Properties of Zero Trans Fats from Soybean Oil and Fully Hydrogenated
Soybean Oil. Food Biophysics, v. 4, n. 2, p. 106-118, 2009. ISSN 1557-1866. Disponivel
em: < http://dx.doi.org/10.1007/s11483-009-9106-y >. Acesso em: 14/09/2015.

RODRIGUES-RACT, J. N.; COTTING, L. N.; POLTRONIERI, T. P.; SILVA, R. C. D
GIOIELLI, L. A. Comportamento de cristalizagao de lipidios estruturados obtidos a partir de
gordura do leite e 6leo de girassol. Food Science and Technology (Campinas), v. 30, p. 258-
267, 2010. ISSN 0101-2061. Disponivel em: <
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-
20612010000100038&nrm=iso >. Acesso em: 10/04/2016.

ROUSSEAU, D.; HILL, A. R.; MARANGONI, A. G. Restructuring butterfat through
blending and chemical interesterification. 2. Microstructure and polymorphism. Journal of
the American Oil Chemists’ Society, v. 73, n. 8, p. 973-981, 1996. ISSN 1558-9331.
Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1007/BF02523404 >. Acesso em: 14/09/2015.

SALES-CAMPOS, H.; SOUZA, P. R.; PEGHINI, B. C.; SILVA, J. S. D.; CARDOSO, C. R.
An overview of the modulatory effects of oleic acid in health and disease. Mini reviews in
medicinal chemistry, v. 13, n. 2, p. 201-210, 2013. ISSN 1389-5575. Disponivel em: <
https://www.researchgate.net/publication/234029752 An Overview_of the Modulatory Eff
ects_of Oleic_Acid _in Health and Disease >. Acesso em: 15/05/2016.

SILVA, R. C. D.; ESCOBEDO, J. P.; GIOIELLI, L. A. Comportamento de cristalizacao de
lipidios estruturados por interesterificagdo quimica de banha e 6leo de soja. Quimica Nova, v.
31, n. 2, p. 330-335, 2008. ISSN 0100-4042. Acesso em: 14/09/2015.

SILVA, R. C. D.; GIOIELLI, L. A. Lipidios estruturados: alternativa para a produgdo de
sucedaneos da gordura do leite humano. Quimica Nova, v. 32, p. 1253-1261, 2009. ISSN
0100-4042. Disponivel em: < http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
40422009000500032&nrm=iso >. Acesso em: 14/09/2015.

SPERANZA, P. Production of special lipids by enzymatic interesterification of
Amazonian oils and influence on the biological activity. 2014. 156 Tese (Doutorado).
Faculdade de Engenharia de Alimentos Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP,
Campinas/SP.

SPERANZA, P.; RIBEIRO, A. P. B.; MACEDO, G. A. Application of lipases to regiospecific
interesterification of exotic oils from an Amazonian area. Journal of Biotechnology, v. 218,
p. 13-20, 1/20/ 2016. ISSN 0168-1656. Disponivel em: <


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996909001653
http://dx.doi.org/10.1007/s11483-009-9106-y
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-20612010000100038&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-20612010000100038&nrm=iso
http://dx.doi.org/10.1007/BF02523404
http://www.researchgate.net/publication/234029752_An_Overview_of_the_Modulatory_Effects_of_Oleic_Acid_in_Health_and_Disease
http://www.researchgate.net/publication/234029752_An_Overview_of_the_Modulatory_Effects_of_Oleic_Acid_in_Health_and_Disease
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422009000500032&nrm=iso
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-40422009000500032&nrm=iso

63

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165615301966 >.  Acesso em:
03/06/2016.

STEIN, J. Chemically defined structured lipids: current status and future directions in
gastrointestinal diseases. International Journal of Colorectal Disease, v. 14, n. 2, p. 79-85,
1999. ISSN 1432-1262. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1007/s003840050190 >.
Acesso em: 08/02/2016.

SZYDLOWSKA-CZERNIAK, A.; KARLOVITS, G.; LACH, M.; SZLYK, E. X-ray
diffraction and differential scanning calorimetry studies of f'— [ transitions in fat mixtures.
Food chemistry, v. 92, n. 1, p. 133-141, 2005. ISSN 0308-8146.

TIWARI, N. J.; SAWANT, S. B. Behenic acid esters: kinetics and properties. European
Journal of Lipid Science and Technology, v. 107, n. 1, p. 30-35, 2005. ISSN 1438-9312.
Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1002/ej1t.200401031 >. Acesso em: 10/04/2015.

VISTISEN, B.; MU, H.; HAY, C. E. Lymphatic recovery of exogenous oleic acid in rats on
long chain or specific structured triacylglycerol diets. Lipids, v. 41, n. 9, p. 827-834, 2006.
Disponivel em: < http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-
33751210319&partnerID=40&mdS5=2e1d72252¢72b07af632d4e4bd48eb19 >. Acesso em:
14/09/2015.

VLAHOV, G. 13C nuclear magnetic resonance spectroscopy to check 1,3-random, 2-random
pattern of fatty acid distribution in olive oil triacylglycerols. Spectroscopy, v. 19, n. 2, 2005.
Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1155/2005/765236 >. Acesso em: 05/05/2015.

WEN CHANG, N.; TEN WU, C.; NA CHEN, F.; CHAO HUANG, P. High polyunsaturated
and monounsaturated fatty acid to saturated fatty acid ratio increases plasma very low density
lipoprotein lipids and reduces the hepatic hypertriglyceridemic effect of dietary cholesterol in
rats. Nutrition Research, v. 24, n. 1, p. 73-83, 1// 2004. ISSN 0271-5317. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0271531703002057 >.  Acesso  em:
03/09/2014.



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168165615301966
http://dx.doi.org/10.1007/s003840050190
http://dx.doi.org/10.1002/ejlt.200401031
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-33751210319&partnerID=40&md5=2e1d72252e72b07af632d4e4bd48eb19
http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-33751210319&partnerID=40&md5=2e1d72252e72b07af632d4e4bd48eb19
http://dx.doi.org/10.1155/2005/765236
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0271531703002057

6. ANEXO

64

Anexo 1. Eventos de cristalizacdo (DSC) de amostra de mistura simples (MS) e

interesterificada (MI) de azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente

hidrogenado (OSC).
Amostra Tempo  Enzima Cristalizacao ;I‘ i ;I‘ f eT TEVI P Entalpia AP
(hora) (%) (&) (&) (O] O J/g) (W/g)
Pico 1 33,80 22,44  -11,37 31,20 2,34 0,11
MS OSC 0 0 Pico 2 727 5444 4717 -14,20 17,34 0,12
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 3565 22,64 13,01 3325 4,03 0,20
2,5 Pico 2 10,28 -64,59 74,87 -13,11 24,90 0,09
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 31,74 20,37 11,37 29,01 2,44 0,10
5,0 Pico 2 12,34 -60,55 72,89  -4,565 27,62 0,11
Pico 3 -62,82  -69,28 6,47  -66,61 1,50 0,04
MI OSC 2
Pico 1 24,07 14,12 9,95 20,05 1,25 0,05
10,0 Pico 2 14,12 -59,41 73,53 -2,495 30,00 0,12
Pico 3 -61,26  -68,01 6,75  -65,58 1,59 0,04
Pico 1 20,94 -5891 79,85  -1,09 33,07 0,13
15,0 Pico 2 -5891  -67,79 8,88  -63,89 2,67 0,07
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 30,10 20,66 9,45 27,71 2,21 0,12
2,5 Pico 2 12,13 -56,85 68,98  -4,68 26,74 0,10
Pico 3 -64,10 -69,57 547  -67,58 0,59 0,02
Pico 1 21,01  -51,52 72,53  -048 28,58 0,13
5,0 Pico 2 -63,32  -68,01 4,609  -66,40 0,40 0,02
Pico 3 - - - - - -
MI OSC 4
Pico 1 16,96 -59,20 76,16  -0,67 30,45 0,13
10,0 Pico 2 -59,55 -68,22 8,67  -63,70 2,84 0,07
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 18,24  -53,772 71,96  -0,39 29,01 0,13
15,0 Pico 2 -58,20 -6743 923  -62,14 4,16 0,11
Pico 3 - - - - - -

Onde, Ti — Temperatura inicial; Tf — Temperatura final; TMP - Temperatura Maxima de Pico; AP — Altura do

Pico
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Anexo 1. Eventos de cristalizacdo (DSC) de amostra de mistura simples (MS) e

interesterificada (MI) de azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente

hidrogenado (OSC).
(continuagdo)
Amostra Tempo  Enzima Cristalizaciao ;I‘ i ;I‘ f eT TIZ/IP* Entalpia — AP**
(hora) (%) (&) °C) (O] () Jig)  (Wlg)
Pico 1 21,15 64,10 85,25 -0,53 28,62 0,12
25 Pico 2 -64,45  -68,08 3,63 -66,73 0,17 0,01
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 16,89  -49,68 66,57 0,43 27,27 0,12
5,0 Pico 2 -60,69  -69,14 8,46 -65,79 2,12 0,06
Pico 3 - - - - - -
MI OSC 8
Pico 1 17,10 47,33 64,43 1,10 26,26 0,12
10,0 Pico 2 -57,71  -68,36 10,66 -62,90 3,80 0,09
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 17,46 4790 6536 0,70 26,24 0,12
15,0 Pico 2 -57,07  -67,72 10,66 -61,88 4,14 0,11
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 16,75 -48,97 65,71 0,33 26,95 0,12
2,5 Pico 2 -61,61  -69,43 7,82 -66,35 1,65 0,05
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 17,32 -49,11 66,42 0,71 26,82 0,12
5,0 Pico 2 -59,41  -68,51 9,10 -65,45 2,25 0,06
Pico 3 - - - - - -
MI OSC 12
Pico 1 19,66  -51,52 71,18 0,08 27,22 0,12
10,0 Pico 2 -56,93  -68,43 11,51 -62,82 4,48 0,10
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 17,53  -5046 67,99 0,12 26,46 0,12
15,0 Pico 2 -56,85  -68,43 11,58 -62,01 4,88 0,11
Pico 3 - - - - - -

Onde, Ti — Temperatura inicial; Tf — Temperatura final; TMP - Temperatura Maxima de Pico; AP — Altura do

Pico
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Anexo 1. Eventos de cristalizacdo (DSC) de amostra de mistura simples (MS) e

interesterificada (MI) de azeite de oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente

hidrogenado (OSC).
(continuagdo)
Amostra Tempo  Enzima Cristalizaciao Inicio Fim AT TMP*  Entalpia AP**
(hora) (%) (°C) (°C) (°C) (°C) Jg  (Wig)
Pico 1 13,98 -51,60 65,58 11,82 26,17 0,13
2,5 Pico 2 -61,90 -69,29 7,39 -66,50 1,27 0,04
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 17,53 -50,74 68,27 0,71 27,02 0,12
5,0 Pico 2 -60,26 -68,15 7,89 -65,49 1,60 0,05
MIOSC 16 Pico 3 ) ) ) ) ’ )
Pico 1 16,89 -51,03 67,92 0,43 29,39 0,13
10,0 Pico 2 -57,99 -68,29 10,31 -63,09 3,72 0,09
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 16,82 -47,90 64,72 0,77 28,43 0,14
15,0 Pico 2 -57,35 -67,58 10,23 -61,86 4,32 0,11
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 16,75 -49,96 66,71 0,625 27,67 0,13
2,5 Pico 2 -62,18 -67,86 5,68 -65,84 0,70 0,027
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 16,82 -48,47 65,29 0,74 26,86 0,13
5,0 Pico 2 -59,13 -67,72 8,59 -64,73 1,75 0,05
MIOSC 24 P?CO 3 ' ) ' ) ) )
Pico 1 17,17 -50,245 67,42 0,46 24,97 0,12
10,0 Pico 2 -57,135 -67,86 10,73 -62,505 3,42 0,09
Pico 3 - - - - - -
Pico 1 17,39 -47,76 65,15 0,825 26,27 0,13
15,0 Pico 2 -56,85 -67,29 10,44 -61,59 4,317 0,12
Pico 3 - - - - - -

Onde, Ti — Temperatura inicial; Tf — Temperatura final; TMP - Temperatura Maxima de Pico; AP — Altura do

Pico
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CAPITULO 3: AVALIACAO IN VIVO DOS LIPIDIOS ESTRUTURADOS DE BAIXO
VALOR CALORICO NA PREVENCAO DA OBESIDADE E SINDROME METABOLICA.
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Artigo a ser submetido na revista Food Research International

RESUMO

A obesidade atinge todas as classes sociais, sendo necessario o desenvolvimento de produtos
eficazes que auxiliem na perda de peso ou na sua prevengdo. Este trabalho teve como
proposito estudar os efeitos antiobesidade do lipidio estruturado (LE) obtido por
interesterificacdo enzimdtica, a base de azeite de oliva, 6leo de soja e Oleo de crambe
totalmente hidrogenado. Foram utilizados 24 camundongos C57B1/6 distribuidos em 4 grupos
experimentais de acordo com a dieta consumida: Dieta Padrao Controle (DPC); Dieta Padrao
Lipideo Estruturado (DPLE), Dieta Hiperlipidica Controle (DHC); Dieta Hiperlipidica
Lipidio Estruturado (DHLE). Os animais que consumiram LE apresentaram um menor ganho
de peso, apesar de ingerirem uma quantidade maior de dieta. O menor ganho de peso se
refletiu em estoques reduzidos de tecido adiposo e redugdo do peso do figado. Verificou-se
um aumento significativo de lipidios excretados pelos animais nas fezes, embora nenhum
sinal de toxicidade ou a presenca de diarreia tenha sido detectado. Os animais que
consumiram DHLE apresentaram uma diminuicdo do colesterol total, aumento da fracao
HDL-c e dos 4cidos araquidonico e docosahexaendico no figado, diminuicdo do LDL-c e ndo
desenvolveram esteatose hepdtica. Portanto, o presente estudo demonstrou que o LE pode ser
um forte aliado no combate ou prevencdo da obesidade e consequentemente outras doengas,
ndo apresentando efeitos colaterais.

Palavras chave: lipidios antiobesidade; d4cido behénico; experimento in vivo

ABSTRACT

Obesity affects all social classes, making it necessary to develop effective products that aid
weight loss or help prevent weight gain. The objective of this work was to study the anti-
obesity effects of structured lipid (SL) obtained by enzymatic interesterification, based on
olive oil, soy oil and fully hydrogenated crambe oil. Twenty-four C57B1/6 mice were
distributed into 4 experimental groups according to the diet consumed: Control Diet (CD),
Structured Lipid Diet (SLD), Hyperlipid Control Diet (HCD), Hyperlipid Structured Lipid
Diet (HSLD). The animals that were fed SLs presented a smaller weight gain, despite a larger
intake of the diet. The lowest weight gain was reflected in reduced amounts of adipose tissue
and lower liver weight. A significant increase in lipids excreted by the animals in the feces
was observed, despite there being no sign of toxicity or presence of diarrhea. The animals that
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consumed the HSLD presented lower total cholesterol, and increased HDL-c, arachidonic acid
and docosahexaenoic acid in the liver, and lower LDL-c. In addition, they did not develop
hepatic steatosis. The study therefore showed that SLs could play a major role in combating
or preventing obesity and other resultant diseases, without producing side effects.

Keywords: anti-obesity lipids; behenic acid; in vivo experiment.

1. INTRODUCAO

A Organizacio Mundial de Saide aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de satide publica no mundo. A proje¢do é que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de
adultos estejam com sobrepeso e mais de 700 milhdes, obesos. No Brasil, a obesidade vem
crescendo cada vez mais. No levantamento publicado em 2015 realizado pelo IBGE, o indice
era de quase 60%, onde cerca de 82 milhdes de pessoas apresentaram o IMC igual ou maior
do que 25 (sobrepeso ou obesidade), tendo uma prevaléncia maior de excesso de peso no sexo
feminino (58,2%), que no sexo masculino (55,6%). Os dados anunciados pelo IBGE traduzem
a urgéncia de se pensar em politicas publicas adequadas a prevencdo e tratamento do
sobrepeso e obesidade (ABESO, 2015; IBGE, 2015).

A Obesidade nada mais € do que o acimulo de gordura corporal provinda do consumo
energético em excesso € baixo gasto caldrico associado a um quadro de inflamag¢do de baixo
grau crOnica e sist€mica. Isto é agravante, pois estd associada a vérios riscos de doencgas,
como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sist€émica, doenca cardiovascular,
dislipidemia, sindrome da hipoventilacdo, doencas osteoarticulares e alguns tipos de canceres,
0 que possuem efeitos deletérios sobre a qualidade de vida da populacdo (JEBB e PRENTICE,
1997; ECKERSLEY, 2001; BASTOS, ROGERO e AREAS, 2009).

Diferentes dietas t€ém sido propostas para o tratamento da obesidade, desde as de baixo
conteddo energético e equivalente nutricional, até as que propdem restricdo de nutrientes,
alterando a propor¢do de proteinas, carboidratos e gorduras (KLEIN ef al., 2004). Apesar dos
estudos demonstrarem efeitos positivos, o aumento dos niveis de obesidade no mundo indica
que estratégias mais eficazes de combate a obesidade precisam ser desenvolvidas. Dessa
forma, a utilizacdo de compostos naturais que possuem funcdo de bloqueadores da absorcao
de gorduras gastrointestinais ajuda a acelerar o processo de emagrecimento ou 0 ndo
desenvolvimento da obesidade de forma ndo agressiva, uma vez que sdo constituidos de
lipidios que estdo presentes na alimentacdo.

Com o aumento do conhecimento sobre os efeitos dos dcidos graxos relacionados ao

comprimento da cadeia, insaturacdo e distribui¢cdo estereoespecifica no metabolismo e sauide,
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ha crescente interesse em usar 6leos e gorduras para a reducdo do risco de doengas, bem como
para a melhoria da saide. Um tipo de modificacdo de dleos e gorduras, muito utilizado
ultimamente, ¢ o processo de interesterificacdo enzimdtica que dd origem aos lipidios
estruturados. Estes sdo normalmente misturas de triacilgliceréis modificadas para apresentar
composi¢do particular em dcidos graxos ou triacilglicerdis, a fim de obter alguma propriedade
desejavel, como o valor calérico reduzido ou o ponto de fusdo alterado (KuBow, 1996;
PETRAUSKAITE et al., 1998; BERRY, 2009).

A interesterificacdo de misturas entre gorduras sélidas e 6leos vegetais pode formar
produtos com excelentes caracteristicas tecnoldgicas e nutricionais. Assim, o objetivo desse
trabalho foi estudar os efeitos antiobesidade de um lipidio estruturado formulado a partir de
azeite de oliva, que é um excelente antioxidante, anti-inflamatério e combatente de doengas
cardiovasculares (PEREZ-JIMENEZ et al., 2005); 6leo de soja, que € rico em &cidos poli-
insaturados, que melhoram os indices de HDL-c e diminuem o LDL-c (RUSSO, 2009), além de
ser uma matéria-prima de baixo custo no Brasil; e gordura totalmente hidrogenada de 6leo de

crambe, que contém &4cido behénico, um inibidor natural da lipase pancredtica (KOJIMA et al.,

2010).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima

Neste experimento, utilizou-se um lipidio estruturado composto por dleo de soja (45%
m/m), azeite de oliva extra virgem (45% m/m) e 6leo totalmente hidrogenado de crambe (10%
m/m), obtido por interesterificacdo enzimadtica, por lipase Thermomyces lanuginosa
imobilizada (Lipozyme TL IM) da Novozymes A/S, na proporcdao de 60 U por grama de
substrato total. A reacdo ocorreu em banho Maria Dubnoff a 60 °C por 8 h a 180 rpm. Apos a
reacdo, a lipase foi removida e armazenada em freezer a -20 °C, até ser utilizada. A unidade
de atividade (U) de lipase foi definida como a quantidade de lipase necessdria para liberar

Iumol de 4cido graxo em um minuto, por miligrama de enzima a 37 °C.

2.2. Ensaio Biolédgico

Foram utilizados 24 camundongos C57B/I6 machos com 5 semanas de idade
adquiridos do CEMIB/UNICAMP. Os camundongos passaram por 2 semanas de adaptagdo e
depois foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos experimentais contendo 6 animais cada,

conforme Figura 1, sendo: Grupo Dieta Padrao Controle (DPC) — camundongos alimentados
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com racdo AIN-93M; Grupo Dieta Padrdo Lipidio Estruturado (DPLE) — camundongos
alimentados com dieta AIN-93M modificada pela substitui¢do do 6leo de soja pelo lipidio
estruturado (7% da dieta ou 16% da caloria total); Grupo Dieta Hiperlipidica Controle (DHC)
— camundongos alimentados com dieta hiperlipidica constituida por 6leo de soja e banha de
porco; e Grupo Dieta Hiperlipidica Lipidio Estruturado (DHLE) — camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica modificada pela substituicdo da banha de porco e 6leo de soja pelo
lipidio estruturado (29,8% da dieta ou 52,7% da caloria total). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica Animal da Universidade Sdo Francisco (CEUA/USF) de Braganca Paulista —
SP — Brasil, sob protocolo nimero 001.002.2014 (Anexo 1).

Camundongos Dietas Grupos

AIN-93 < M
(7g de lipidios/100g) Lipidio Estruturado
DPLE

C57B/L6

Hiperlipidica
(29,8g de lipidios/100g)

< DHC

Lipidio Estruturado
DHLE

Figura 1. Ilustracdo do modelo experimental, onde os animais receberam as dietas padrdo
controle (DPC), padrdo com lipidio estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle (DHC) e
dieta hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).

A composi¢do das dietas pode ser visualizada na Tabela 1. Os animais foram
acondicionados em isoletes individuais com ciclos artificiais de 12 horas claro e 12 horas
escuro e temperatura controlada (23 £ 2 °C). Os animais se serviram ad libitum de 4dgua e
racdo, foram pesados semanalmente e tiveram a ingestdo de ragdo monitorada durante 8
semanas. A ingestdo de alimentos foi monitorda subtraindo o volume consumido do volume

provido aos animais.
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Tabela 1. Composi¢do das dietas experimentais.

Composicio DPC DPLE DHC DHLE
(g/kg) (Kcal/kg) (g/kg) (g/kg)  (Kcal/kg) (g/kg)
Amido de milho 397.,5 1590,0 397.,5 169,8 679,2 169,8
Caseina 200,0 800,0 200,0 200,0 800 200,0
Sacarose 100,0 400,0 100,0 100,0 400 100,0
Maltodextrina 132,0 528,0 132,0 132,0 528 132,0
Banha de porco - - - 257,7 2319,3 -
Oleo de soja 70,0 630,0 - 40,0 360 -
Lipidio Estruturado - - 70,0 - - 297,7
Celulose 50,0 - 50,0 50,0 - 50,0
Mix de minerais 35,0 - 35,0 35,0 - 35,0
Mix de vitaminas 10,0 - 10,0 10,0 - 10,0
L-Cistina 3,0 - 3,0 3,0 - 3,0
Colina 2,5 - 2,5 2,5 - 2,5
Total 1000 3948 1000 1000 5086,5 1000

Onde: dieta padrao controle (DPC), dieta padrdo com lipidio estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle
(DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE)

2.3. Avaliacdo da calorimetria indireta

Para a avaliacdo da calorimetria indireta, na tltima semana do experimento os animais
foram acondicionados individualmente em gaiolas acopladas ao sistema Oxylet/Physiocage
(Panlab, Barcelona/Espanha) com temperatura = 22-23 °C, umidade = 45-55 %, ciclo claro
escuro 12/12 horas, fluxo de ar de 0,5 L/min, durante 24 horas de andlise, onde O, (%) e CO,
(%) foram medidos a cada 9 minutos. O volume de oxigénio consumido (VO,); volume de
gds carbdnico produzido (VCO,); coeficiente respiratério (RQ), que é uma relacdo entre
VCO,/ VO,, e gasto energético total (EE) foram calculados pelo Software Metabolism
(Panlab, Barcelona, Espanha).

2.4. Glicemia basal e teste de intolerancia a insulina (ITT)

Os animais foram colocados em jejum por 6 horas € a homeostase da glicose foi
avaliada pelos niveis basais de glicose sanguinea e pelo teste de tolerancia a insulina (ITT)
como descrito previamente por Acedo et al. (2015). Foi realizada uma pequena incisdo na
cauda de cada animal para coleta de uma pequena gota de sangue (tempo 0) para
determinagdo da glicemia basal utilizando o aparelho Accutrend Plus (Roche). Uma solugdo
de insulina (1,5 U/kg) foi administrada via intraperitonial e amostras de sangue foram
coletadas para determinacdo de glicose no soro a 0, 5, 10, 20 e 30 minutos. A constante de
velocidade da queda da glicose durante o teste de tolerancia a insulina (kITT) foi calculada
pelo programa GraphPad Instat, obtendo o coeficiente angular da curva e os valores

glicémicos ajustados em um modelo linear (BONORA et al., 1987).
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2.5. Sacrificio dos animais e coleta de materiais

Ap6s 6 horas de jejum, os animais foram anestesiados com uma mistura 1:1 v/v de
cetamina 100 mg/ml e xilasina 2 % no volume de 0,3 uL para cada 100 g de peso corpéreo,
visando uma anestesia profunda. Sangue periférico foi coletado por puncdo cardiaca. Os
estoques de tecido adiposo (epididimal, subcutaneo, perirenal e mesentérico), figado, intestino
e o miusculo gastrocnémio foram retirados, pesados e os valores expressos em grama.
Bidpsias dos tecidos coletados e congelados foram adequadamente armazenadas a -80 °C para

posterior utilizacdo.

2.6. Avaliacao histopatoldgica do figado

Fragmentos de figado foram armazenados em formalina tamponada a 10% até serem
analisados, sob-refrigeracdo. Estes foram desidratados com etanol, diafanizados com xilol e
emblocados em parafina. Cortes histologicos de 2um foram corados com hematoxilina e
eosina. A presenca de esteatose hepatica foi capturada utilizando microscéopio 6ptico acoplado
a sistema de captacdo de imagens e foi avaliada através da quantificacio de esteatose presente
em 144 pontos sobrepostos na imagem. A avaliacdo foi feita de acordo com Turlin et al.
(2001), usando uma escala de 5 graus: Grau 0 (G0), sem ou esteatose minima, G0 < 5%; Grau
1 (G1), 5% < G1 <25%; Grau 2 (G2), 25% < G2 < 50% ;Grau 3 (G3), 50% < G3 <75%; e
Grau 4 (G4), 75% < G4 < 100%.

2.7. Triglicerideos e Colesterol total

Foram medidos triglicerideos e colesterol total do soro e das fragdes lipidicas do
figado e tecido adiposo epididimal. As fracdes lipidicas dos tecidos hepdtico e adiposo
epididimal foram extraidas com isopropanol (100 mg/ml), homogeneizadas em turrax e
separadas em centrifuga 3000 rpm/10 min. Em seguida, foram determinadas pelos Kkits
fotocolorométricos comerciais da marca Laborlab® (Triglicérides GOD-PAP Liquid Stable;
Colesterol COD-PAP Liquid Stable e HDL Colesterol Direto). As lipoproteinas de baixa
densidade (LDLc) e as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLc) foram determinadas
de forma indireta conforme Friedewald, Levy e Fredrickson (1972). Foram utilizadas as
seguintes equagdes:

VLDL. = TG/5 Equacéo (1)

LDL¢ = Colesterol Total — HDL. — VLDL, Equacio (2)
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2.8. Extragdo e avaliacdo dos lipidios totais do tecido hepatico e das fezes

As fezes dos animais foram coletadas durante a avaliacdo da calorimetria indireta,
pesadas e armazenadas a -80 °C. A fracdo lipidica das fezes e do figado foi extraida pelo
método de Folch, Less & Sloane-Stanley (1957). Nesse método, 100 mg da amostra foram
trituradas em ultra turrax com 800 pl. de solucdo salina 0,9% até sua completa
homogeneiza¢do em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 5 ml de cloroférmio e metanol
(2:1) e misturou em vortex por 10 minutos. Acrescentou mais 0,5 ml de NaCl 1M, misturou
por mais 30 segundos e centrifugou em 2000 rpm por 10 minutos. A fase inferior foi coletada
e o solvente foi evaporado com nitrogénio gasoso. Os lipidios totais foram obtidos por anélise

gravimétrica.

2.9. Avaliacdo do perfil lipidico do figado e das fezes

As andlises de composicdo em 4dcidos graxos foram realizadas em cromatégrafo
gasoso, apos a esterificacdo realizada segundo Hartman e Lago (1973). Os ésteres metilicos
de acidos graxos foram separados de acordo com o procedimento da AOCS Ce 1£-96 (2009)
em coluna capilar DB-23 Agilent (50% Cyanopropyl-methylpolysiloxane), de dimensdes: 60
m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 mm de espessura do filme. As
condi¢Oes de operagdo do cromatdgrafo foram: fluxo da coluna = 1,0 mL/min; velocidade
linear = 24 cm/s; temperatura do detector = 280 °C; temperatura do injetor = 250 °C;
temperatura do forno = 110-215 °C a 5 °C/min, 215 °C por 24 min; gas de arraste — hélio;
volume de injecio = 1,0 pL; injecdo split, razdao 1:50. A composicao qualitativa foi
determinada por comparacdo dos tempos de retencdo dos picos com os dos respectivos

padrdes de dcidos graxos.

2.10. Analise dos Dados

Os dados obtidos foram organizados dentro dos 4 grupos experimentais, apresentando-
os na forma de média com seu respectivo desvio-padrdo. Foram calculadas andlises de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas e teste de Tukey com nivel de significancia em
p<0,05, para testar a significincia das diferencas entre os grupos. As andlises estatisticas

foram realizadas com auxilio do software Minitabl6.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O lipidio estruturado foi produzido enzimaticamente utilizando 45% de 6leo de soja,
45% de 6leo de oliva e 10% de gordura totalmente hidrogenada de crambe (m/m), onde os
dcidos graxos saturados (behénico), monoinsaturados (oléico) e poli-insaturados (linoléico e
linolénico) foram distribuidos igualmente nas posi¢des sn-2, sn-1 e sn-3 do glicerol, por meio
da interesterificacdo com a lipase Lipozyme TL IM, com o propésito de diminuir a absorcao
dos lipidios totais, sem prejudicar a absorcdo de d4cidos graxos insaturados (MUFA e
PUFA’s). Este trabalho utilizou dois grupos experimentais, o grupo dieta padrao, a fim de
esclarecer se o lipidio estruturado obtido mantém o aporte caldrico necessario para manter o
metabolismo dos animais; e o grupo dieta hiperlipidica, onde a questdo é saber se o consumo
de LE (29,8% de lipidios estruturados na dieta) € capaz de diminuir a absor¢ao dos lipidios
consumidos na dieta, evitando que esses animais engordassem, e se a estrutura do LE provoca
aumento na absorcdo de lipidios insaturados, consequentemente melhorando os niveis de
colesterol no sangue.

O balanco energético positivo € importante contribuidor para o desenvolvimento da
obesidade, que ocorre quando o valor caldrico ingerido € superior ao gasto, promovendo
aumento nos estoques de energia e peso corporal. A Tabela 2 mostra os resultados de peso

corporal final, ganho de peso, consumo de ragdo, glicose basal e teste de resisténcia a insulina.

Tabela 2. Dados antropométricos, parametros bioquimicos e avaliacdo da calorimetria

indireta dos animais que consumiram as dietas padrao e hiperlipidica.

Variaveis DPC DPLE DHC DHLE
Peso corporal final (g) 29,7+3,1% 28,242,1° 34,8+5,2° 29,743,0%
Ganho de peso (g/semana/animal) 0,7+0,2% 0,610,1* 1,6+0,4° 0,7+0,3*
Consumo de ragao (g/semana/animal) 26,1+2,0° 31,243,2° 23,6+2,4° 23,1+3,8°
Consumo de llPldIOS 1.840.2° 20403 7.0£0.6° 6.9+0.9°
(%/semana/animal)
Glicose basal (mg/dL) 175,5+27,0° 165,0+59,1*° 176,8432,5* 145,5+£20,3"
ITT (k) 2,1£0,8° 2,610,1° 2,1+0,2° 2,840,1°
VO, (ml/min/kg”0,75) 27,6+4,9" 28,7+4,0° 29,442.8" 29,5+2,9°
Calorimetria YCOZ 26,844,9" 27,1+6,1° 24,343.2° 24,8+3,1°
Indireta (ml/min/kg”0,75)
EE (kcal/day/kgr0,75)  199,4+353*  205,6+£31,8" 204,5+21,1° 206,2+21,5°
RQ 1,0+0,1° 0,9+0,1° 0,8+0,0° 0,8+0,0"

Onde, VO, - volume de O, consumido; VCO, - volume de CO, expirado; RQ - quociente respiratdrio; EE - gasto
energético.

Os valores estdo expressos em médias seguidas do desvio padrao.

As letras minusculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.
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Em relacdo ao ganho de peso, os animais que consumiram a Dieta hiperlipidica
controle (DHC) apresentaram uma alteracdo significativa (p<0,05) no peso corpéreo quando
comparados aos animais que consumiram as dietas padrdo e dieta hiperlipidica constituida
pelo lipidio estruturado, os quais mantiveram o mesmo peso. Quanto ao consumo de ragao, os
animais que receberam a dieta padrdo LE se diferenciariam significativamente dos demais
animais. Dessa forma, a adicdo do LE teve efeito tanto na dieta padrdo como na dieta
hiperlipidica, fazendo com que os animais ndo engordassem, mesmo consumindo uma
quantidade igual ou superior de ra¢do e consequentemente de lipidios, do que os demais.
Podemos observar na Figura 2 que na oitava semana os animais que consumiram a DHC
apresentaram ganho significativo de peso (11,2g), enquanto os que consumiram DHLE (5,0g)
apresentaram pesos semelhantes aos animais que receberam a dieta padrdo controle (4,9g) e

com LE (4,1g).
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Figura 2. Ganho de peso (GP) e Consumo de Racdo (CR) durante 8 semanas dos
camundongos que consumiram a dieta padrdo controle (DPC), dieta padrdo com lipidio
estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle (DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio
estruturado (DHLE).

O LE produzido se mostrou mais eficiente no combate ao aumento de peso do que
estudos para diminuir a absorcdo de lipidios, feitos por Webb et al. (1993) que analisaram o
caprenin, ¢ Han, Kimura e Okuda (1999) empregando quitina e quitosana, pois verificaram
que os animais testes nao se diferenciaram no peso corporal, porém ingeriram mais racao

quando comparados com os controles que consumiram dieta hiperlipidica. Além disso,
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Kanjilal et al. (1999), Kojima et al. (2010) e Kanjilal et al. (2013) demonstraram, em estudos
com ratos Wistar, que lipidios estruturados com 4cido behénico nas posicoes sn-1,3 de TAG
possuem baixas calorias, aproximadamente 5,3 kcal/g, devido a baixa absor¢do de 4cido
behénico no intestino dos animais.

Em relacdo aos niveis glicémicos encontrados no final do experimento, este nio
apresentou diferenca significativa entre as médias das dietas consumidas pelos camundongos,
conforme Figura 3. Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina foi feito um teste de tolerancia
a insulina (ITT de 30’) em animais submetidos a jejum prévio de 6h. O teste mostrou que os

N

grupos ndo apresentaram diferenca a sensibilidade a insulina (p<0,05), apesar da elevada
diferenca da quantidade de gordura central entre os grupos que consumiram DHC e DHLE.
Isto aconteceu, provavelmente, devido o tempo de ensaio nao ser suficiente para os controles

adquirirem diferenca significativa.

A B
3,5 - 300 -
3,0 1 250
—
2,5 A <,
2 200
7 20 E 150
215 E
= £ 100
X 1,0 Q
= 50 -
0.5 - O
0,0 ' 0 T T T T T 1
DPLE DHC DHLE 0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 3. KITT (A) e o Decaimento dos niveis glicémicos (B) durante o teste de tolerancia a
insulina dos animais que consumiram a dieta padrio controle (DPC), dieta padrdo com lipidio
estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle (DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio
estruturado (DHLE) (Médias com a mesma letra ndo se diferem das demais pelo teste de

Tukey com 95% de significancia).

De Leeuw Van Weenen et al. (2009) obtiveram uma obesidade induzida em
camundongos da linhagem C57BL6 com dieta hiperlipidica contendo 45% de lipidios do total
da caloria com 4 semanas; Moreira (2011) conseguiu uma obesidade induzida em
camundongos fémeas da linhagem C57BL6 com dieta hiperlipidica incluindo 35% de gordura
a partir de 3 meses de introducdo da dieta e Galloukabani et al., 2007 apds 5 meses foi

observado resisténcia a insulina. Isto demonstra a varia¢do existentes entre os protocolos que
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utilizam dietas hiperlipidicas e do tempo necessdrio para se conseguir o estabelecimento da

resisténcia a insulina como resultado da obesidade.
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Figura 4. Média e desvio padrdo dos resultados da calorimetria indireta para: (A) volume de
02 consumido (VO2), (B) volume de CO2 expirado (VCO2), (C) gasto energético (EE) e (D)
quociente respiratério (RQ) em camundongos que receberam as dietas padrao controle (DPC),
padrio com lipidio estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle (DHC) e dieta
hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE). (Médias com a mesma letra ndo se diferem das

demais pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de significancia).

Para avaliar se o consumo das diferentes dietas, controle e adicionada de LE, por
camundongos acarretariam em alteragdes no metabolismo foi monitorado o metabolismo
corporal por meio de calorimetria indireta, a qual estima o metabolismo por meio das medidas
dos volumes de oxigénio consumido (VO,) e gés carbdnico produzido (VCO,) durante o ciclo
respiratorio. Esses valores também permitem o cdlculo do coeficiente respiratério (RQ =
VCO,/VO,) e do gasto energético total (EE). Na Figura 4, podem-se verificar os valores de
VO,, VCO,, RQ e EE dos camundongos submetidos as dietas padrao controle (DPC), padrao
com LE (DPLE), hiperlipidica controle (DHC) e hiperlipidica com LE (DHLE). Nao houve
diferenca significativa no consumo de O; e na producdo de CO; para todos os grupos. O gasto

energético foi semelhante para todas as dietas, implicando que o LE nio aumenta ou altera o
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metabolismo energético dos animais. Apesar dos animais que ingeriram LE apresentarem
menor absorc¢do de lipidios e consequentemente menor aporte calérico numa dieta balanceada,
demonstrou fornecer energia utilizdvel suficiente para sustentar o metabolismo dos animais.

De acordo com Mcclave et al. (2003) € possivel calcular a taxa de oxidagdo dos
substratos energéticos glicidicos e lipidicos a partir da determinacdo dos volumes expiratérios
de oxigénio e gds carbOnico. Para cada substrato existe um valor de RQ, sendo 0,70 para o
consumo de gordura, 0,80 para proteina e 1,00 para carboidrato. Com base no RQ medido,
apesar de ndao haver diferenca significativa, pode-se dizer que os animais submetidos ao
consumo da dieta hiperlipidica controle (0,83%+0,03) e LE (0,84+0,03), preferencialmente
oxidaram menos proteina e carboidrato e mais lipidios, enquanto os animais que se
alimentaram da dieta padrdo controle (0,97+£0,07) e LE (0,94+0,12) consumiram mais
carboidratos para manterem seu metabolismo. O resultado obtido estd de acordo com a
ingestdo nutricional e dentro da faixa relatada por Diener (1997), onde o RQ encontrado deve
estar entre 0,67 e 1,30 (faixa fisiolégica).

A Tabela 3 mostra a avaliacdo da composi¢do corporal e a Figura 5 apresenta a
quantidade (%) de lipidios totais no figado e nas fezes dos animais que consumiram as
diferentes dietas. Os animais controles da dieta hiperlipidica apresentaram uma diferenca
significativa no peso em todos os estoques de tecido adiposo, assim como no peso total
quando comparado aos demais animais. Enquanto os animais que consumiram LE ndo se
diferenciaram do controle da dieta padrdo, mesmo os da DHLE. Entdo, os animais que
consumiram DPLE e DHLE ndo engordaram provavelmente pela diminui¢do da absor¢do dos
lipidios ingeridos, comprovado pelo aumento no consumo de ragdo para o grupo DPLE e o
mesmo consumo de racdo para o grupo DHLE, seguido pelo ndo aumento de peso, baixo
armazenamento de lipidios no tecido adiposo, além do aumento de lipidios excretados pelos
animais nas fezes. Nao houve diferenca significativa no acimulo de gordura no figado e no
musculo grastrocnémico avaliado pelo peso dos tecidos, apresentando assim, diferenca
somente no peso dos animais no armazenamento de lipidios no tecido adiposo. Durante o
experimento, os animais ndo apresentaram diarreia, inferindo que os lipidios foram

parcialmente absorvidos e nao houve toxicidade na quantidade consumida pelos animais.
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Tabela 3. Peso dos tecidos adiposo (TA), figado e musculo Gastrocnémico dos animais
alimentados com a dieta padrao controle (DPC), dieta padrao com lipidio estruturado (DPLE),

dieta hiperlipidica controle (DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).

Varidveis DPC DPLE DHC DHLE
Epididimal 0,5+0,2 " 0,440,1° 1,440,7° 0,5+0,2 "

Subcutineo 0,1£0,1° 0,140,0° 0,440,2° 0,140,0°

TA (g) Perirenal 0,1£0,0 ° 0,0£0,0 ° 0,10,1* 0,1£0,0°
Mesentérico 0,30,1° 0,3+0,2° 0,6+0,2 * 0,340,2°

Total 0,9+0,4 ° 0,8+0,3 ° 2,5¢1,2° 1,04£0,5°

Figado (g) 1,140,1° 1,040,2 1,140,2 1,1£02 ®
Musculo Gastrocnémico (g) 0,1+0,0? 0,1+0,0? 0,1£0,0° 0,1+0,1°

Os valores estdo expressos em médias seguidas do desvio padrio.
As letras mintusculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

Resultados semelhantes foram apresentados por um estudo sobre supressdo da
absorc¢do de triacilglicerol a partir de um lipidio estruturado contendo dcido behénico e dcido
oleico para prevenir a obesidade, conduzido por Kojima et al. (2010) em ratos, contendo 28%
de lipidios na dieta (6leo de soja - SO), onde 5,6% foi substituido por BOO (1(3)-behenoyl-
2,3 (1)-dioleoyl-rac-glicerol). Observaram que os animais que consumiram BOO promoveram
uma reducao significativa na deposi¢ao da gordura visceral, comprovado pelo menor peso dos
tecidos adiposo (epididimal e mesentérico) e hepatico; assim como excretaram mais dcidos
graxos nas fezes. Kojima et al. (2013) também observaram que o peso imido e o nivel de
gordura das fezes eram significativamente maiores no grupo dos individuos que ingeriram
cookies contendo o BOO durante 7 dias (2,46g/dia de BOO), em comparacdo com os do
grupo placebo, concluindo que o BOO aumentou a excrec¢do fecal de gordura alimentar em
humanos sem influenciar na absor¢do das vitaminas lipossoluveis e minerais. Arishima et al.
(2009) reportaram num estudo in vitro que o adcido behénico possui baixa biodisponibilidade,
0 que leva a uma reducdo da absor¢cdo e consequentemente causa a diminui¢do do peso

corporal e da deposi¢ao da gordura visceral.
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Figura 5. Lipidios totais (%) no figado e nas fezes dos animais que consumiram as dietas
padrdo controle (DPC), padrao com LE (DPLE), hiperlipidica controle (DHC) e hiperlipidica
com LE (DHLE). (As letras mintsculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo

teste Tukey ao nivel de 95% de significincia)

Resultados semelhantes foram apresentados por um estudo sobre supressdo da
absorc¢do de triacilglicerol a partir de um lipidio estruturado contendo dcido behénico e dcido
oleico para prevenir a obesidade, conduzido por Kojima et al. (2010) em ratos, contendo 28%
de lipidios na dieta (6leo de soja - SO), onde 5,6% foi substituido por BOO (1(3)-behenoyl-
2,3 (1)-dioleoyl-rac-glicerol). Observaram que os animais que consumiram BOO promoveram
uma reducao significativa na deposi¢ao da gordura visceral, comprovado pelo menor peso dos
tecidos adiposo (epididimal e mesentérico) e hepdatico; assim como excretaram mais acidos
graxos nas fezes. Kojima et al. (2013) também observaram que o peso timido e o nivel de
gordura das fezes eram significativamente maiores no grupo dos individuos que ingeriram
cookies contendo o BOO durante 7 dias (2,46g/dia de BOO), em comparacdo com os do
grupo placebo, concluindo que o BOO aumentou a excrecdo fecal de gordura alimentar em
humanos sem influenciar na absor¢do das vitaminas lipossoliveis e minerais. Arishima et al.
(2009) reportaram num estudo in vitro que o 4dcido behénico possui baixa biodisponibilidade,
0 que leva a uma reducdo da absor¢do e consequentemente causa a diminui¢do do peso
corporal e da deposi¢do da gordura visceral.

Apesar dos animais ndo terem se diferenciado significativamente quanto ao peso do
figado, estes obtiveram diferenca na composi¢ao deste tecido, apresentando mais gordura os
animais controle da dieta hiperlipidica e menos os que consumiram DHLE. Os animais que
consumiram DPLE ndo se diferenciaram do controle. Assim, a adi¢do do LE na dieta ndo
promoveu acimulo de gordura nos hepatdcitos dos animais, portanto ndo causou injurias e

nem perturbagdes metabdlicas no figado. Entretanto, os animais que consumiram DHC



81

desenvolveram esteatose hepdtica, apresentando 41,8% + 2,7, sendo tanto macro como
microvesicular e enquadrando-se no grau 2 de esteatose, de acordo com a avalia¢do da escala

de 5 graus, como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6. Avaliacdo histolégica do figado dos animais que consumiram as dietas as dietas
padrao controle (DPC), padrdao com lipidio estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica controle
(DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE). Coloracdo com hematoxilina-

eosina de cortes de figado de 2,0 um e ampliacdo da imagem de 200 X.

A presenca de baixo grau de esteatose hepdtica nos animais que consumiram DHC
confirma que o tempo de ensaio ndo foi suficiente para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, uma vez que existe forte correlacdo desta com o aparecimento de injurias no figado
(CHAN et al., 2007, EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF THE LIVER EUROPEAN
ASSOCIATION FOR THE STUDY OF DIABETES EUROPEAN ASSOCIATION FOR THE STUDY OF,
2016). De acordo com Marchesini et al. (2001) e Chan et al. (2007) a esteatose hepdtica nao
alcodlica deveria ser reconhecida como um componente da sindrome metabdlica, por estar

envolvida no contexto dos fatores de risco para o desenvolvimento do diabetes melito tipo 2 e
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da doenca cardiovascular precoce. Além disso, Scheen e Luyckx (2002) reportaram que a
reducdo abrupta da massa adiposa, como no caso da cirurgia baridtrica, pode provocar
alteracdes hepdticas indesejdveis ndo contorndveis dependendo do grau de obesidade,
diferentes do uso de auxiliadores na perda de peso, como o lipidio estruturado contendo
behénico, que provoca a redugdo da massa adiposa de forma mais branda.

Sabendo que o LE promoveu a diminui¢@o da absor¢@o dos lipidios ingeridos na dieta,
cabe agora entender se houve metaboliza¢do dos dcidos graxos posicionados na regido sn-2 e
se promoveram melhores niveis de colesterol e produgdo de outros dcidos graxos essenciais
pelo organismo dos animais.

O lipidio estruturado contém cerca de 6% de 4cido behénico na sua composi¢ao, isto
significa que a cada 100g de dieta, os animais consumiram 1,8g de 4cido behénico, uma vez
que a dieta € composta por 29,8% de LE. Os demais acidos graxos principais que compde o
lipidio sdo: palmitico (16:0 — 12,6%), estedrico (18:0 — 5,5%), oléico (18:1 — 42,3%),
linoléico (18:2 — 27,8%), linolénico (18:3 — 3,0%) e outros (2,8%). Sabendo a composicao
dos lipidios ingeridos e tendo conhecimento que o metabolismo destes € controlado pelo
estado dietético via um conjunto complexo de sinais hormonais, e que depois de uma refei¢ao,
eles sdo armazenados como TG no tecido adiposo, porém antes, os dcidos graxos provindos
da dieta s@o metabolizados pelo figado e liberado no sangue como VLDL e enviado para o
tecido adiposo para deposicio como TG. Entdo, para avaliar a influéncia do LE no
metabolismo dos lipidios no organismo dos camundongos, foi feita a andlise do perfil de
acidos graxos no figado dos animais, como demonstrado na Tabela 4 e no Anexo 2.

Os grupos que consumiram a dieta padrdo nio apresentaram diferenca na composi¢ao
e no percentual dos 4cidos graxos encontrados. J4 para os grupos que ingeriram a dieta
hiperlipidica, pode-se observar uma diferenca significativa nos resultados para os &cidos
palmitico, araquidonico (AA) e docosahexaendico (DHA). Porém ndo houve diferenca

estatistica na proporc¢do de dcidos graxos saturados e insaturados.
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Tabela 4. Perfil qualitativo de 4dcidos graxos do tecido hepético dos animais alimentados com
as dietas padrdao controle (DPC), dieta padrdo com lipidio estruturado (DPLE), dieta

hiperlipidica controle (DHC) e dieta Hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).

Acido Graxo (%) DPC DPLE DHC DHLE

Ac. Miristico C14:0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,7+ 0,0 0,0+ 0,0
Ac. Palmitico C16:0 25,8+ 0,7° 26,0+ 1,3° 26,4+ 0,3° 21,1+ 0,2°

Ac. Palmitoléico Cl6:1 52+ 1,0° 3,6£0,8% 2,7+ 0,0* 0,0+ 0,0
Ac. Estedrico C18:0 8,6+ 0,7° 9,3+ 0,4° 8,1+ 0,2° 13,5+ 4,6°
Ac. Oléico C18:1 22,8+ 2,6° 25,7+ 1,5° 30,3+ 1,3 22,5+ 57"
Ac. Linoléico C18:2 22,7+ 2,0 19,5+ 1,1° 21,9+ 0,1* 25,3+ 2,7°

Ac. Linolénico C18:3 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,7+ 0,0 0,0+ 0,0
Ac. Araquidénico C20:4 9,0+ 0,1® 9,5+ 1,4 6,2+ 1,0° 11,0+ 3,0°
gﬁiﬁcosahexaenmco C22:6 58+ 05 ab 6.4+ 1.8° 3.1+ O’7b 6.7+ 13°

Soma (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
Saturados (%) 34,4+ 1,3° 35,3+ 1,7* 35,1+ 0,5° 34,6+ 4,5°
Insaturados (%) 65,6+ 1,3° 64,7+ 1,7° 64,9+ 0,5° 65,4+ 4,5°

Insaturado/Saturado 1,9 1,8 1,8 1,9

Os valores estdo expressos em médias seguidas do desvio padrao.
As letras mindsculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

A maior quantidade de acido araquidonico (C20:4, w-6, AA) no figado dos animais
que consumiram DHLE foi decorrente do alto teor de acido linoléico da dieta, uma vez que
este d4 origem, entre outros, a0 AA. O mesmo aconteceu para os elevados teores de DHA,
porém seu precursor € o dcido linolénico, o qual permite a formacdo de trés importantes
acidos graxos de cadeia longa: o 4cido eicosapentaendico (C20:5, EPA), o é&cido
docosapentaendico (C22:5, DPA) e o 4cido docosahexaendico (C22:6, DHA). Estes formam
os PUFA, designados como 4cidos graxos essenciais (AGE) e derivam dos acidos graxos da
série ®3, 4acido linolénico (ALA; 18:3) e os da série w6, 4cido linoléico (LA; 18:2)
(VALENZUELA et al., 2011). Com estes resultados, podemos considerar que o LE ndo alterou o
metabolismo dos lipidios, pelo contrdrio, aumentou os niveis de dcidos graxos necessarios
para um melhor funcionamento do organismo dos animais. Nao houve perdas nutricionais em
relacdo ao 4cido linoléico, uma vez que nao houve diferenca no perfil entre as dietas
consumidas pelos camundongos. Além disso, a propor¢ao de acido graxo m6/®w3, que ¢ um
indicador qualitativo da dieta, foi de 27,8%:3,0% ou 9,3:1, o qual estd dentro da
recomendacdo da WHO/FAO, onde a razdo recomendada € de 5 a 10 unidades de w6 para 1
unidade de ®3.

Nao foi encontrado nenhum vestigio de dcido behénico na composic¢do lipidica do

figado, sugerindo que este ndo foi absorvido pelo sistema digestivo. Porém, resultados
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diferentes foram encontrados quando os lipidios foram analisados na carcaca dos animais.
Yoshida, Aoyama e Yamamoto (1991) alimentaram ratos com uma dieta contendo TAG
composto por Behé&nico/Capréico/caproéico, por 1 semana, e relataram que a aparente absorcao
de TAG foi 39% e do 4cido behénico 8%, quando comparados com ratos alimentados
exclusivamente com o6leo de girassol. Uma série de estudos sobre a alimentagdo de curto
prazo foi realizada por Webb ef al. (1991) para avaliar os efeitos bioldgicos do Caprenin® e
também verificaram que o dcido behénico foi metabolizado tanto por ratos como por
hamsters, indicado por uma recuperacdo de 3-15% da absorcdo de dcidos graxos na gordura
total das carcacas no final do estudo.

Com a avaliagdo do perfil de 4cidos graxos do figado verificou-se que a baixa
absorc¢do e a alta excregdo de lipidios pelos animais que consumiram LE, ndo interferiram no
metabolismo dos lipidios. Portanto, deve-se agora entender se houve alteracdo na quantidade
de TG e Colesterol total no figado, tecido adiposo e no sangue, assim como os tipos de
lipoproteinas encontradas no sangue (Tabela 5).

O alto consumo de colesterol na dieta pode promover alteracdes nos niveis séricos de
colesterol, levando ao desenvolvimento da colesterolemia e inducao da aterosclerose precoce.
Entretanto, o efeito do colesterol dietético no plasma pode ser modificado pela quantidade e
qualidade de 4cidos graxos ingeridos (KHOSLA e SUNDRAM, 1996; LOTTENBERG, 2009).
Portanto, a composicdo do lipidio total ingerido é tdo importante quanto a do colesterol da
dieta, na influéncia do Colesterol Total sanguineo e nos tecidos.

O conteddo de colesterol total (CT) e triglicérides (TG) no figado, tecido adiposo
epididimal (TAE) e sangue podem ser visualizados na Tabela 6, assim como os niveis de
HDL, LDL e VLDL. No experimento os animais que ingeriram a dieta padrdo apresentaram
diferenca significativa somente nos niveis de HDL, onde os valores do controle foram
maiores do que os da amostra. J4 os animais que consumiram a dieta hiperlipidica
apresentaram diferenca significativa na composicdo do tecido adiposo, resultando em niveis
de TG e de colesterol bem menores para os animais que consumiram LE, assim como os
teores de Colesterol total no sangue. A diferenca na quantidade de TG armazenada no tecido
adiposo dos animais mostra como o LE diminui a absorcao de lipidios e evitou o aumento da
deposi¢ao da gordura no TA.

Os animais que receberam a dieta padrdo, tanto controle como LE, receberam uma
alimentacdo regulada, onde a necessidade de se obter mais calorias estd na forma de TG
armazenado no TAE e no figado, principalmente apds um jejum prolongado de 6 horas. Por

isso, apresentaram uma maior quantidade de TG e VLDL em circulagdo no sangue.
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Tabela 5. Conteudo de colesterol total e triglicérides no figado, tecido adiposo epididimal
(TAE) e sangue; e fragdes do colesterol (HDL-c, LDL-c, VLDL-c) no sangue dos
camundongos alimentados com dieta padrdo (DPC), dieta padrdao com LE (DPLE), dieta
hiperlipidica (DHC) e dieta hiperlipidica com LE (DHLE).

Varidveis DPC DPLE DHC DHLE
Figado Triglicérides 68,5+2,8 59,5+10,1 * 60,9+20,4 * 70,2+10,0 *
(mg/dL)  Colesterol Total 20,1+6,4 * 16,3+3,3° 16,8+6,0 * 13,1+2,3
TAE Triglicérides 133,5+15,0° 94,746,5° 186,7447,4* 95,5484 °
(mg/dL)  Colesterol Total 21,40+3,6" 24,3+4,9° 44,6+6,0* 24,70+3,2°
Triglicérides 107,9+13,7° 96,5+16,9® 78,449,9° 79,4417 ,4°
Colesterol Total ~ 147,3+12,2° 147,9+18,7° 191,8427,5* 132,3+18,3"
(?2/%113 HDL-c 78,5+9,4° 61,4+5,5" 85,643,2° 77,8+12,2°
VLDL-c 21,642,7° 19,3434 15,841,0° 15,943,5°
LDL-c 47,2 67,2 90,4 38,7

Os valores estdo expressos em médias seguidas do desvio padrao.
AS letras mindsculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

O colesterol total possui vérias fracdes e as mais importantes que atuam como fatores
indicativos sdo o LDL-c, onde a elevada concentragdo no sangue indica aumento no risco de
doengas cardiovasculares (DCV), devido sua associagdo no plasma com 0s mecanismos
subjacentes a formacao de placa aterosclerética e o HDL-c, mostra uma associagdo negativa,
pois um alto nivel diminui a possibilidade do desenvolvimento desta doenga (KHOSLA e
SUNDRAM, 1996; SNIDERMAN et al., 2003). Sob esse ponto de vista, 0 Unico grupo que
apresentou risco de desenvolver uma DCV foi o DHC, uma vez que apresentou aumento nos
niveis de colesterol total e LDL-c e diminuicdo no HDL-c. Assim, o consumo de LE na dieta
hiperlipidica diminui o risco do desenvolvimento de DCV, pois ao contrdrio da DHC, nédo
apresentou aumento no colesterol total e no LDL-c, e elevou os niveis da fragdo HDL-c, como

pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7. Niveis de triacilgliceréis, Colesterol Total (CT), HDL-c, LDL-c, VLDL-c,
porcentagem de HDL (% HDL) e porcentagem de LDL (%LDL) no sangue dos animais
alimentados com a dieta padrdo controle (DPC), dieta padrao com lipidio estruturado (DPLE),

dieta hiperlipidica controle (DHC) e dieta hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).

Os animais que consumiram DPLE, apesar de apresentarem os mesmos niveis de TG e
colesterol total sanguineo do controle, apresentaram niveis maiores de LDL-c e niveis
menores com diferenca significativa na quantidade de HDL-c. Isto pode ter ocorrido, uma vez
que a dieta padrdo € uma dieta regulada que contém todos os nutrientes necessarios na
quantidade adequada para o desenvolvimento dos animais. O excesso de lipidios excretados
nas fezes pelos camundongos que ingeriram DPLE provocou uma descompensagdo nos
lipidios absorvidos, o qual levou a uma baixa quantidade de 4cidos graxos que pudessem
melhorar os niveis de HDL no sangue, apesar de que ndo houve diferenca significativa entre
os acidos graxos poli-insaturados do controle. Cabe ressaltar, que com o resultado obtido s6 €
possivel saber se houve diferenca e ndo quanto prejudicial foi para o organismo desse grupo.

A diminui¢do do colesterol total pelo 4cido behénico pode ser explicada pelo mesmo
mecanismo de acdo do Orlistat, uma vez que atuam na inibi¢do das lipases gastrointestinais. A
capacidade do farmaco em inibir lipases gastrointestinais estd em reduzir a disponibilidade de
acidos graxos e monoacilglicerdis, que sao formados pela hidrélise dos TGs e responsaveis
em formar micelas capazes de solubilizar o colesterol, permitindo sua absorcdo. Esta redugao

acontece devido a formacdo de uma fase oleosa persistente no intestino, constituida dos TG
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ndo hidrolisados, a qual retém o colesterol e impede a sua absor¢cdo, levando a uma
diminui¢do dos seus niveis no organismo (MULS et al., 2001; KOJMA et al., 2013) também
sugeriram que essa diminuicdo provocada pelo 4cido behénico resulta na diminui¢do da
absorcao de TGs e consequentemente na diminuicao da deposi¢do da gordura visceral.

Kojima et al. (2010) também notaram significativamente (P<0,05) a diminuicdo do
colesterol total no sangue e no figado dos animais alimentados com BOO (5,6% de BOO na
dieta). Assim como Kanjilal er al. (2013) verificaram a diminuicdo significativa dos lipidios
séricos e hepaticos, principalmente do colesterol total, LDL-c e TG em estudo contendo 10%
de lipidios estruturados a partir de dcido behénico e dleo de soja, e dcido behénico com 6leo
de girassol na dieta de ratos e coelhos machos, observaram ainda que os animais nao
apresentaram efeitos adversos sobre o crescimento e na ingestdo da dieta. Efeitos similares
foram encontrados por Lopes (2012) num estudo com orlistat, onde diminuiu o nivel de HDL-
c. Entretanto, para os niveis de glicose, colesterol, TG e LDL-c foram observadas apenas uma
diminui¢do ndo significativa (p > 0,05).

Almeida et al. (2011) estudou ratos alimentados com diferentes fontes lipidicas (6leo
de soja, gordura de peixe e porco, margarina € manteiga) e observou que a fonte lipidica que
apresentou os melhores resultados para TG, Colesterol total, HDL-c, e razdo Colesterol
Total/HDL foi o 6leo de soja. O consumo de gordura do peixe causou efeito sérico e tecidual
semelhante ao encontrado nas outras fontes lipidicas (gordura de porco, manteiga e
margarina), as quais podem contribuir para o surgimento e a progressdo das doencas
cardiovasculares.

O DHLE apresentou o melhor perfil lipoproteico do colesterol plasmatico, o qual
também pode ser uma resposta da adicdo de acido oléico na dieta, pois assim como os dcidos
poli-insaturados, os monoinsaturados também atuam no aumento do HDL-c e diminui¢do do
LDL, melhorando quadros clinicos relacionados a obesidade (PEREZ-JIMENEZ et al., 2005;
GILMORE et al., 2011; SALES-CAMPOS et al., 2013). Portanto, a quantidade de dcidos graxos
insaturados, tanto PUFA como MUFA, melhoraram o perfil lipoproteico dos animais que
consumiram LE.

Para avaliar o perfil qualitativo dos 4cidos graxos excretados, a Tabela 6 e o Anexo 3
mostram o perfil lipidico das fezes dos animais das diferentes dietas consumidas, indicando os
acidos graxos que nao foram absorvidos pelo organismo dos animais durante o experimento.
Os acidos graxos que predominaram nas fezes dos animais foram o acido palmitico, estearico,
oléico e linoléico, com diferenca do 4cido behénico para os animais que consumiram a dieta

contendo LE e 4cidos graxos tracos para os que se alimentaram com DH. Os animais
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eliminaram nas fezes, independente do tipo de racdao consumida, mais 4cidos graxos
saturados, principalmente estedrico e palmitico, do que insaturados, oléico e linoléico. Porém
os que consumiram a DPC eliminaram mais insaturados, uma vez que os lipidios base da dieta
sao formados por esses. A presenca de tracos de dcido behénico nos animais que consumiram

dieta DHC, pode ser explicada pela transformac¢dao metabdlica pela microbiota intestinal.

Tabela 6. Perfil qualitativo de dcidos graxos das fezes dos animais alimentados com a dieta
padrao controle (DPC), dieta padrao com lipidio estruturado (DPLE), dieta hiperlipidica
controle (DHC) e dieta Hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).

Acido Graxo (%) DPC DPLE DHC DHLE
Ac. Miristico C14:0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,8+ 1,0 0,0+ 0,0
Ac. Pentandico C15:0 0,00+ 0,0 0,0+ 0,0 0,7+ 0,1 0,0+ 0,0
Ac. Palmitico C16:0 419+ 1,0 31,1+ 0,4 20,7+ 1,0 33,4+ 1,8
Ac. Heptadecandico C17:0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,5+ 0,5 0,0+ 0,0
Ac. Estedrico C18:0 29,5+ 24 20,2+ 0,9 50,9+ 3,5 18,8+ 0,3
Ac. Oléico C18:1 153+ 1,1 8,5+ 0,6 17,1+ 1,9 15,9+ 0,5
Ac. Linoléico C18:2 13,3+ 0,7 3,0+ 0,1 5,3+ 0,3 6,1+ 04
Ac. Linolénico C18:3 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,3+ 0,5 0,4+ 0,0
Ac. Araquidico C20:0 0,0+ 0,0 6,1+ 1,7 1,6+ 0,0 3,7 03
Ac. Gadoléico C20:1 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 1,2+ 0,5 1,3+ 0,1
Ac. Behénico C22:0 0,0+ 0,0 31,1+ 1,7 0,9+ 0,2 19,1+ 2.2
Ac. Lignocérico C24:0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0 1,3+ 0,2

Soma (%) 100,0 100,0 100,0 100,0
Saturados (%) 714+ 1,5°¢ 88,5+ 0,5° 76,2+ 2.8° 76,2+ 1,0°
Insaturados (%) 28,6+ 1,5¢ 11,5+ 0,5 23,8+ 2,8b 23,8+ 1,0b

Insaturado/Saturado 0,4 0,1 0,3 0,3

Os valores estdo expressos em médias seguidas do desvio padrao.
Letras mintsculas indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste Tukey com 95% de significancia.

Kojima et al. (2013) também notaram nas fezes de humano que o BOO (triacilglicerol
com behénico, oléico e oléico) ndo aumentou a excrecido de dcidos graxos especificos e sim
um aumento geral na excre¢do de todos os 4cidos graxos de origem alimentar, o que levou a
diminui¢do ou o retardamento da absorcdo intestinal de lipidios. A eliminagdo parcial dos
lipidios nas fezes ndo teve impacto sobre os dcidos graxos necessarios para funcionamento
normal do organismo dos animais que consumiram DHLE. Provavelmente isto aconteceu
devido a localizacdo dos 4cidos graxos insaturados no glicerol do LE, o qual fica comprovado
pelo aumento na produgdo de AA e DHA no figado.

Analisando de forma geral os resultados para os animais que consumiram as dietas

com LE, os animais que se alimentaram com DPLE consumiram uma maior quantidade de
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racdo e ndo engordaram devido excretarem trés vezes mais lipidios nas fezes do que os
controles. Entretanto apresentaram baixos niveis de HDL-c e alto de LDL-c quando
comparado com o controle e os demais animais do experimento. Nao diferenciou do controle
em relacdo ao peso corporal, ganho de peso, glicemia basal, kITT, peso dos tecidos adiposo,
figado e musculo gastrocnémico; calorimetria indireta, lipidios totais no figado, perfil lipidico
do figado e fezes, diferenciando apenas na presenca de dcido behénico nas fezes; TG e CT no
figado, sangue e TAE; VLDL e ndo apresentaram esteatose hepatica.

Os animais que consumiram DHLE apresentaram um menor ganho de peso e
consumiram a mesma quantidade de racdo, porém maior quantidade de lipidios na dieta, em
relacdo ao controle. A diferenca no peso do tecido adiposo mostrou um menor
armazenamento de lipidios neste tecido, principalmente no epididimal, o qual apresentou
baixas taxas de TG. Os animais excretaram 4 vezes mais lipidios do que o controle, sendo que
os acidos graxos foram excretados de formal geral, conforme o perfil da dieta. A diferenca na
quantidade de gordura apresentada pelo figado, proporcionou ao DHLE o ndo
desenvolvimento de esteatose hepdtica, diferente do controle que apresentou grau 2. Em
relacdo ao perfil lipidico do figado os animais apresentaram melhores niveis de &4cido
linoléico, AA e DHA, resultando na melhora do perfil lipoproteico do sangue, pois apresentou
altos niveis para HDL-c e baixos niveis para o LDL-c e o colesterol total. Nao se
diferenciaram do controle para a taxa de glicose basal, kITT, calorimetria indireta, peso do
figado, peso do musculo gastrocnémico, TG e CT no figado, VLDL e TG no sangue; e
quantidade de dcidos graxos saturados e insaturados no figado e nas fezes.

Dessa forma, fica comprovado que o LE possui efeitos antiobesidade, apresentando

um quadro que pode levar a melhoria ou o ndo desenvolvimento da sindrome metabdlica.

4., CONCLUSAO

Lipidios estruturados a partir de 6leo de soja, azeite de oliva e crambe totalmente
hidrogenado obtidos por sintese enzimdtica, promoveram uma melhora na absor¢do de dcidos
graxos essenciais € uma diminuicdo nos demais pela excrec¢do nas fezes. Esta adi¢do do LE na
dieta padrio e na hiperlipidica permitiu que os camundongos ndo engordassem,
permanecendo eutréficos, provavelmente devido a inibi¢do da lipase pancredtica, o que levou
a baixa absor¢@o de lipidios pelo organismo, aumento na excrecao de lipidios nas fezes e a
nao deposicdo de gordura visceral, levando a ndo formagdo de esteatose no figado. Além

disso, a posi¢do dos dcidos graxos na cadeia ajudou no aumento da sintese de AA e DHA e
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apresentaram melhores resultados de colesterol total, HDL e LDL para os animais que
consumiram DHLE, permanecendo assim sauddveis. Dessa forma, o presente estudo
demonstrou que o LE pode ser um forte aliado no combate ou preveng¢do da obesidade e

consequentemente outras doencas, ndo apresentando efeitos colaterais.
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6. ANEXO

Anexo 1. Aprovagdo do comité de ética

4

COMITE DE ETICA NO US0 DE ANIMAL PESQUISA - CEUA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Sintese enzimdtica de lipidios de baixo valor calérico enriquecidos com
tleo de crambe hidrogenado: “ensaio in viva”

AREA DE CONHECIMENTO: Saide e Biologicas
Autor(es): Profa. Dra. Alessandra Gambero

Institui¢do: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Protocolo: 001.02.2015
IP. CIUCA: 200.223.122.34
CIAEP/CONCEA N”: 01.0226,2014

Prezado{a)(s) Pesquisador(a)(s).

0 Comité de Etica em Pesquisa com Uso de Animais de Pesquisa- CEUA, da Universidade
Sio Francisco, analisou em reunido ordindria no dia 26/02/2015 o projeto de pesquisa
supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:

Parecer: Aprovado

RN
P!
Michelle Darrieux Sampalo Bertoncini
Coordenadora do Comité deEtica wb Uso de Animal em Pesquisa

Universidade Sio Francisco
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Anexo 2. Cromatograma do perfil lipidico do figado dos animais que consumiram as dietas

hiperlipidica controle (DHC) e hiperlipidica com lipidio estruturado (DHLE).
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Anexo 3. Cromatograma do perfil lipidico das fezes dos animais que consumiram as dietas
padrdo controle (DPC), padrdo adicionada de lipidio estruturado (DPLE), Dieta hiperlipidica
controle (DHC) e dieta Hiperlipidica de lipidio estruturado (DHLE).
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DISCUSSAO GERAL

A mistura de azeite de oliva com o6leo de crambe totalmente hidrogenado (OC)
apresentou mais dcidos graxos monoinsaturados e saturados, provenientes dos dcidos oléico e
behénico, respectivamente. A mistura 6leo de soja com O6leo de crambe totalmente
hidrogenado (SC) apresentou quantidades semelhantes de monoinsaturados e saturados e uma
quantidade elevada de poli-insaturados, principalmente linoléico. J4 a mistura das trés
matérias-primas (OSC) apresentou uma quantidade intermedidria das 3 classes de dcidos
graxos quando comparada com as misturas OC e SC, sobressaindo os &4cidos graxos
monoinsaturados (oléico).

Ap6s a reacdo de interesterificacdo verificou-se que a quantidade de triacilglicerdis
permaneceu maior do que as de mono- e diacilglicerdis, indicando que houve a hidrélise
seguida de esterificacdo tanto para a reagdo catalisada com a lipase Lipozyme TL IM como
com Rhizopus sp. Quanto ao comportamento térmico, todas as misturas antes e apds a
interesterificacdo com Lipozyme TL IM apresentaram dois picos de cristalizacdo,
caracterizados por seu retorno a linha base. As misturas simples foram caracterizadas pela
presenca de TAGs trissaturados e dissaturados com dcidos graxos de cadeia longa no primeiro
pico, e TAGs de ponto de fusdo intermedidrios no segundo. J4 as misturas interesterificadas
ndo apresentaram o primeiro pico referente aos TAGs tri e dissaturados, devido a
redistribuicdo dos dcidos graxos, entretanto apresentaram também dois picos referentes aos
novos TAGs formados. Essa modificagdo levou a diminui¢@o no teor de solidos € aumento no
tempo de indugdo, ou seja, as misturas ficaram mais liquidas, precisando de mais tempo para
a formacdo de um ntcleo estavel de tamanho critico, devido a redu¢do do contetido de TAG
di e trissaturados (saturado-saturado-insaturado; saturado-saturado-saturado).

As duas enzimas, Lipozyme TL IM e Rhizopus sp., provocaram modifica¢des nas trés
misturas simples (OC, SC e OSC). No entanto, escolheu-se a combinacdo de azeite de oliva,
6leo de soja e crambe totalmente hidrogenado, por conter um perfil de &4cidos graxos
equilibrado entre saturados (Ac. Behénico), monoinsaturados e poli-insaturados, para
determinar a especificidade das enzimas.

A lipase de Lipozyme TL IM atuou de modo aleatério nas trés posicoes (sn-1, sn-2 e
sn-3) tentando randomizar as quantidades dos 3 grupos, perdendo sua especificidade nas
condi¢cdes testadas neste trabalho. No entanto, a lipase de Rhizopus sp. apresentou
especificidade na posi¢do sn-1,3, porém mais nos TAGs provindos do dleo de soja e do azeite

de oliva, do que no de O6leo de crambe totalmente hidrogenado, produzindo mais
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monoacilglicerdis contendo 4cidos graxos insaturados e nenhum saturado na posi¢cdo sn-2,
indicando baixa especificidade desta enzima para esta posi¢cdo. A auséncia de dcidos graxos
saturados na posicdo sn-2, pode ser explicada pela instabilidade quimica das moléculas
1,2(2,3) diacilglicerol e 2 monoacilglicerol, durante a atuacdo da lipase sn-1,3, que provocou
a isomerizacao espontanea, ocorrendo hidrélise de acordo com Macrae e Hammond (1985). A
ndo especificidade da lipase Lipozyme TL IM pode ter sido provocada pela migracado acil da
posicao sn-2 para as posi¢oes sn-1 ou sn-3, ou o oposto, ocorrendo do mesmo modo e até que
o equilibrio dindmico fosse alcangado. A razdo para esta migracdo € a existéncia de
acilglicerdis parciais, especialmente diacilglicerdis, que sdo intermedidrios necessérios e
inevitdveis.

Analisando a atuacdo das enzimas, verifica-se que a lipase de Rhizopus sp. atuou
inserindo o 4cido behénico nas posicoes sn-1 e sn-3, e os dcidos insaturados na posi¢ao sn-2.
A Lipozyme TL IM atuou posicionando o dcido behénico e os dcidos graxos insaturados na
mesma propor¢do nas trés posicdes do TAG. O que também € interessante, pois a inibi¢do da
lipase € parcial e ndo total, ou seja, uma parte do lipidio serd absorvida e outra parte ndo, e de
qualquer forma a Lipozyme TL IM adicionou 4cido behénico nas posicdes sn-1 e sn-3 e
insaturados na posicdo sn-2. Além disso, o dcido behénico na posi¢do sn-2, pode aumentar a
capacidade de inibi¢do, umas vez que a ndo absor¢do do monoacilglicerol impede a absor¢ao
de outros 4acidos graxos, pela nao formacdo dos quilomicrons (BERRY, 2009). Assim,
podemos notar que os dois LEs possuem capacidade tanto de inibi¢do da lipase pancredtica,
como para a absorcdo dos lipidios insaturados. Entretanto, para a continua¢do do estudo, a
lipase escolhida foi a Lipozyme TL IM por ser um produto comercial, produzido pela empresa
Novozymes na forma imobilizada.

Em relacdo a composi¢do de triacilglicerdis, a interesterificagdao da mistura OSC com
Lipozyme TL IM formou novos TAGs monossaturados pela dissociagdo dos TAGs tri e
dissaturados e sua redistribuicdo com outros dcidos graxos, principalmente o oléico provindo
do azeite de oliva e o linoléico do 6leo de soja. Isso explica os eventos de cristalizagdo por
DSC, pois o desaparecimento do primeiro pico da mistura simples apOs a interesterificacao
coincide com o desaparecimento dos TAGs 62 e 66; e o aumento da extensdo do primeiro
novo pico se da pelo aumento dos grupos 58 e 56 e o segundo novo pico continua com o
grupo 54, o qual sofreu pequenas modificagdes. Esses resultados também justificam as
mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas tais como o baixo ponto de fusdo, baixo teor de

sOlidos e o surgimento de uma consisténcia semissoélida a temperatura ambiente observada a
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olho nu no laboratério durante as andlises, bem diferente da mistura simples, e de suas
matérias-primas individuais.

A rede microestrutural da mistura OSC também sofreu modificacdes com a reacdo de
interesterificac@o catalisada pela Lipozyme TL IM. A quantidade de matriz liquida composta
pelo 6leo de soja e pelo azeite de oliva diminui as barreiras fisicas que impedem o
crescimento dos cristais (RODRIGUES-RACT et al., 2010), e apés a reacdo de interesterificacao
se torna mais acentuada, ocasionando a diminui¢cdo do nimero, com correspondente aumento
do diametro dos cristais. Isto pode ser explicado pela redistribuicdo do dcido behénico do dleo
de crambe totalmente hidrogenado com outros dcidos, principalmente oléico e linoléico, dos
Oleos de oliva e soja, respectivamente. Os esferulitos observados foram caracterizados por
cristais com nucleo compacto, cercado de agulhas longas e finas distribuidas radialmente, na
mistura simples; e esferulitos de pequenos nucleos cercados de cristais orientados
aleatoriamente, nos lipidios estruturados (BERGER, JEWELL e POLLITT, 1979).

Com a caracterizagdo do LE concluida, fez-se um estudo da cinética de producio
catalisada pela Lipozyme TL IM em diferentes propor¢des. Observou que para produzir o LE
o melhor tempo foi oito horas de reacdo utilizando 5% de Lipozyme TL IM, pois foi o0 menor
tempo com a menor quantidade de enzima que foi capaz de hidrolisar os TAGs tri e
dissaturados e redistribui-los para obter uma reagdo completa.

Ap6s a produgdo, fez-se um estudo in vivo para avaliar as propriedades antiobesidade
do LE de OSC. Os animais consumiram as seguintes dietas: padrao controle (DPC), padrao
contendo lipidio estruturado (DPLE), hiperlipidica controle (DHC) e hiperlipidica contendo
LE (DHLE).

A adicdo do LE teve efeito tanto na dieta padrdo como na dieta hiperlipidica, fazendo
com que os animais ndo engordassem, mesmo consumindo uma quantidade igual ou superior
de racdo e consequentemente de lipidios, do que os demais. Podemos observar que na oitava
semana os animais que consumiram a DHC apresentaram ganho significativo de peso,
enquanto os que consumiram DHLE apresentaram pesos semelhantes aos animais que
receberam a DPC e a DPLE. Entretanto, ndo apresentaram diferenga significativa em relacao
a avaliacdo da homeostase glicémica, provavelmente pelo tempo que os animais foram
submetidos a DHC (8 semanas).

O gasto energético, o consumo de O, e a produgcdo de CO, foram semelhantes para
todas as dietas, implicando que o LE ndo aumenta ou altera o metabolismo energético dos
animais. Também foi verificado que os animais que consumiram LE em valores normais ou

em excesso, em relacdo ao controle, mantiveram a mesma adiposidade observada para os
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animais que consumiram a DPC, ndo apresentando diferenca significativa no acimulo de
gordura no figado e no misculo gastrocnémio. Isto pode ser explicado pelo aumento da
excrecdo dos lipidios totais nas fezes dos animais, onde os que consumiram DHLE,
excretaram quatro vezes mais lipidios do que o controle, e os que consumiram DPLE,
excretaram trés vezes mais lipidios nas fezes do que os controles, sendo que os 4cidos graxos
foram excretados de formal geral, conforme o perfil da dieta. Os dcidos graxos que
predominaram nas fezes dos animais foram o 4cido palmitico, estedrico, oléico e linoléico,
com diferenca do dcido behénico para os animais que consumiram a dieta contendo LE e
dcidos graxos tracos para os que se alimentaram com a dieta hiperlipidica. Os animais
eliminaram nas fezes mais dcidos graxos saturados do que insaturados, independente do tipo
de racdo consumida. No entanto, durante o experimento, Os animais nao apresentaram
diarreia, inferindo que ndo houve toxicidade na quantidade consumida.

A adi¢do do LE na dieta ndo promoveu aciumulo de gordura nos hepatdcitos dos
animais, portanto niao causou injdrias e nem perturbacdes metabdlicas no figado, apesar do
peso do figado ndo diferir entre os grupos experimentais. Todavia, os animais que ingeriram
DHC apresentaram esteatose macro e microvesicular (Grau 2 =41,8% + 2,7) no figado.

A diminui¢do da absorc¢do dos lipidios ingeridos na dieta pelo LE, ndo afetou de forma
negativa o metabolismo dos lipidios no figado dos animais, pelo contrdrio, aumentou os
niveis de dcidos graxos necessdrios (Ac. Araquidonico e Ac. Docohexaendico) para um
melhor funcionamento do organismo. Além disso, a propor¢do de 4cido graxo w6/w3 no
lipidio estruturado foi de 27,8%:3,0% ou 9,3:1, o qual estd dentro da recomendagdo da
WHO/FAO, onde a razao recomendada ¢ de 5 a 10 unidades de w6 para 1 unidade de 3.
Assim, a quantidade de dcidos graxos insaturados, tanto PUFA como MUFA, melhoraram o
perfil lipoproteico no sangue dos animais que consumiram LE, aumentando os niveis de
HDL-c e diminuindo os niveis de colesterol total e de LDL-c, e consequentemente o risco do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Dessa forma, o lipidio estruturado, contendo acidos graxos saturados e insaturados de
forma randomizada na cadeia do glicerol, provenientes das misturas do azeite de oliva, 6leo
de soja e 6leo de crambe totalmente hidrogenado e sintetizado pela lipase Lipozyme TL IM,
apresentou efeitos antiobesidade, provenientes da eliminagdo parcial dos lipidios totais nas
fezes e a absorcao da quantidade necessaria de dcidos graxos essenciais para o funcionamento

normal do organismo dos animais.
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CONCLUSAO GERAL

Foi possivel obter um lipidio estruturado de baixo valor caldrico a base de azeite de
oliva, 6leo de soja e 6leo de crambe totalmente hidrogenado, com caracteristicas fisico-
quimicas diferenciadas da mistura simples dos 6leos e que apresentasse efeitos antiobesidade

sem comprometer a absor¢do dos 4cidos graxos essenciais.

SUGESTOES

Para projetos futuros sugere-se:

v'Testes com camundongos obesos para saber se o LE consegue reverter a obesidade e se
reverter, em quanto tempo e qual a quantidade.

v'Fazer um estudo com humanos, adicionando o LE na forma de capsulas ou de azeite na
dieta, para saber se o resultado condiz com o experimento.

v'Estudar se existe correlagio entre aumento de excregdo fecal e um melhor funcionamento
do transito intestinal.

v'Verificar se o efeito do LE no organismo é acumulativo ou tempordrio.

v'Verificar se o LE modifica a microbiota do intestino de animais obesos e/ou eutr6ficos e se

isso contribui na melhora no quadro da sindrome metabdlica.
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