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MODIFICATION OF OILS AND FATS BY BIOTRANSFORMATION. The oleochemical industry has a permanent interested in
controlling the physical, functional and organoleptical properties of their products and in producing useful derivatives from their

raw materials. The potential of biotechnology for developing novel or well-known products at more competitive costs meets the
need of this industrial segment in expanding their goals. In this work some technical aspects, problems and perspectives related
to the production of oil and fat derivatives using biotransformation techniques are discussed. Particular emphasis is given to the
description of biotransformation processes using lipase as catalyst, in view of the great versatility of this enzyme class to mediate

typical reactions in this technological sector.
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LIMITACOES ATUAIS DA TECNOLOGIA DE
MODIFICACAO DE OLEOS E GORDURAS

Oleos e gorduras t8m um papel fundamental na alimentacio hu-
mana. Além de fornecerem calorias, agem como veiculo para as vi-
taminas lipossoldveis, como A, D, E e K'. Também séo fontes de
dcidos graxos essenciais como o linoleico, linolénico e araquidonico
e contribuem para a palatabilidade dos alimentos??.

Nos ultimos quinze anos tem surgido um crescente interesse na
tecnologia de modifica¢do dos 6leos e gorduras'#®. Esta tendéncia
pode ser atribuida principalmente ao fato desses materiais serem
obtidos de fontes naturais e empregados como importantes matéri-
as-primas para as inddstrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias.
Mundialmente € estimada uma producdo anual de 6leos e gorduras
de aproximadamente 100 milhdes de toneladas’.

Os componentes mais expressivos dos dleos e gorduras s3o os
triglicerideos e suas propriedades fisicas dependem da estrutura e
distribuicdo dos 4cidos graxos presentes'®. Os dleos e gorduras na-
turais podem ser o Unico constituinte de um produto ou podem fazer
parte da mistura de diversos constituintes em um composto. Existem
casos, entretanto, que se torna necessario modificar as caracterfsti-
cas desses materiais, para adequé-los a uma determinada aplicacio.
Portanto, o setor industrial de 6leos e gorduras tem desenvolvido
diversos processos para manipular a composicdo das misturas de
triglicerideos®!".

A estrutura basica dos 6leos e gorduras pode ser redesenhada,
por meio da modificacdo quimica dos dcidos graxos (hidrogenacio),
pela reversao da ligacdo éster (hidrdlise) e reorganizacdo dos dcidos
graxos na cadeia principal do triglicerideo (interesterificagdo)!.

A hidrélise € geralmente conduzida sob pressdo da ordem de
4,83 MPa e temperatura ao redor de 250 °C, por um periodo maximo
de 2 h, obtendo-se rendimentos entre 96 a 99%. Os produtos resul-
tantes sdo dcidos graxos extremamente escuros e uma solug¢do aquo-
sa rica em glicerol, que necessitam ser redestilados para remocdo da
cor e de subprodutos. Depois da destilacdo, alguns desses produtos
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encontram aplicagdo direta e outros sdo quimicamente processados,
fornecendo uma variedade de outros produtos'*.

O processo de interesterificagio € normalmente empregado para
modificar as caracteristicas fisicas e propriedades das misturas de 6le-
os e gorduras, por meio da alteracdo da distribui¢ao dos grupos
glicéricos"!!. Nesse processo, catalisadores quimicos alcalinos como
sodio metdlico e metilato de s6dio sdo usados para promover a migra-
¢do dos grupos acila, de modo que os produtos formados sejam mistu-
ras de residuos acila de dcidos graxos, distribuidos aleatoriamente. O
processo € conduzido em grande escala, em regime descontinuo ou
continuo, em temperatura de 260 °C e pressdo de 5 MPa, particular-
mente, para produgdo de gorduras usadas em margarinas'.

Sem levar em consideragdo os outros processos existentes, como
hidrogenac@o e fracionamento, pode-se afirmar que as limitagdes na
obtencdo desses produtos estdo associadas aos tipos de catalisadores
quimicos empregados, que sdo pouco versdteis e requerem altas tem-
peraturas para atingir razodvel velocidade de reagdo. Além disso,
possuindo baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de
composi¢do quimica mista ou contaminada, que requerem uma eta-
pa posterior de purificagdo.

Nesse contexto, o enfoque biotecnolégico vem se apresentando
como uma alternativa atrativa para exploragao na inddstria de 6leos
e gorduras (Tabela 1)'!, principalmente quando sdo consideradas al-
gumas das vantagens dessa rota, tais como maior rendimento do pro-
cesso, obtengdo de produtos biodegradaveis, menor consumo de ener-
gia, redugdo da quantidade de residuos, introducdo de rotas mais
acessiveis de produgdo®!!3.

A drea da biotecnologia, que pode alcancar as metas acima
tracadas, é denominada de biotransformagdo'. O tépico abordado
neste trabalho insere-se nesta nova area de atuacdo da biotecnologia,
que explora a agdo especifica e diferenciada do imenso nimero de
catalisadores existentes na natureza, as enzimas'>'°.

BIOTRANSFORMACAO

O termo biotransformacio pode ser aplicado as modificagdes
especificas ou interconversdes da estrutura quimica realizadas por
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Tabela 1. Metas da biotecnologia no setor de 6leos e gorduras

Propriedade desejada Ponto de controle

Valor nutricional Composi¢do de 4cido graxo
Composi¢do de esterdides
Estrutura de glicerideos
Ponto de fusdo Tamanho da cadeia do 4cido graxo
Grau de insaturacio do 4cido graxo

Estrutura do glicerideo

Aroma Composicdo de dcido graxo
Estrutura de glicerideos
Pigmentos
Acidos graxos livres

Cor Pigmentos

Fonte: Adaptado da ref. 11

catalisadores bioquimicos'. Os dleos e gorduras sdo matérias-pri-
mas versdteis para aplicacdo desta tecnologia, sendo intimeros os
processos implementados em escala comercial'>'¢18, A escolha do
tipo de biocatalisador € efetuada entre microorganismos vivos inte-
gros ou outros materiais bioldgicos como RNA, anticorpos ou
enzimas isoladas ou contidas em células'*". O uso de enzimas isola-
das é preferivel, quando existirem limitacdes com relagdo a
permeabilidade do substrato na membrana da célula, ou quando ocor-
rerem reagdes secunddrias indesejdveis'®!s.

Enzimas isoladas ou purificadas possuem um nimero de proprie-
dades que tornam seu uso atrativo como catalisador em biotrans-
formagao, tais como alta eficiéncia catalitica (podem elevar a veloci-
dade de uma reac@o de 10% a 10" vezes); seletividade; atuagdo em
condi¢des brandas de temperatura (30 a 70 °C) e em press@o atmos-
férica'>"".

Com um mercado crescente e promissor, a maior parte da produ-
¢do de enzimas ainda € destinada as inddstrias de detergente e ami-
do. Num estudo realizado por Shanley”, o mercado mundial de
enzimas foi estimado em cerca de US$ 1.355 milhdes por ano, con-
forme dados apresentados na Tabela 2.

Enquanto o nimero de companhias que comercializam enzimas
estd proximo do milhar, o nimero de produtores € muito inferior. Ao
todo, nos Estados Unidos e parte oeste da Europa, existem apenas
cerca de 30 industrias produtoras de enzimas. Muitos produtores sao
do ramo da industria quimico-farmacéutica, para os quais o lucro

Tabela 2. Mercado global da inddstria de enzimas
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proveniente da comercializagdo das enzimas desempenha um papel
pouco significativo no seu faturamento global. Cerca de 90% da pro-
dugéo anual provém das maiores empresas produtoras de enzima®,
como Novozymes com sede na Dinamarca; Gist Brocades, na
Holanda; Amano, no Japao; Solvay, Pfizer e Genencor, nos Estados
Unidos.

O interesse industrial por tecnologias enzimdticas vem aumen-
tando gradativamente, principalmente, nas dreas de engenharia de
proteinas®' e enzimologia em meios ndo convencionais', as quais
ampliaram consideravelmente o potencial de aplicagio das enzimas
como catalisadores em processos industriais'®'8, Entre os processos
de maior interesse estdo as reacdes de hidrdlise, sintese e inter-
esterificac@o de lipideos por meio das lipases'®. As razdes do enorme
potencial biotecnoldgico dessa enzima incluem fatos relacionados
com: i) sua alta estabilidade em solventes organicos; ii) ndo reque-
rem a presenga de co-fatores; iii) possuem uma larga especificidade
pelo substrato e, iv) exibem uma alta enantiosseletividade®.

O reconhecimento dessas vantagens tem proporcionado um au-
mento considerdvel na produgio e comercializacdo de lipases, resul-
tando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes
para utilizagdo no setor industrial>*%. Atualmente, 0 maior consumi-
dor da enzima lipase € a indistria de formulacdo de detergentes!’*,
na qual € usada geralmente em combinagdo com outras enzimas
(proteases e celulases), sendo responsdvel pela remo¢do de manchas
de gordura tais como batom, fritura, manteiga, azeite, molhos e as
dificeis manchas em colarinhos e punhos. Lipolase (Humicola
lanuginosa lipase-Novozymes) ¢ empregada na formulacdo de um
grande nimero de marcas importantes de detergentes em todo mun-
do, desde 1988. Lipolase Ultra foi lancada, em 1995, com melhor
desempenho de lavagem!”. Dez anos apds a primeira Lipolase ter
sido comercializada, foi lancada uma nova versdo (LipoPrime) que
garante retirada completa das manchas gordurosas em um tnico ci-
clo de lavagem™®. Outros produtos, como o “Lumafast” (Genencor) e
o “Lipomax” (Gist Brocades), contém lipases extracelulares de
Pseudomonas com estabilidade e atividade 6timas sob as condi¢des
de lavagem®.

Embora, atualmente, as aplica¢des industriais das lipases este-
jam concentradas nas industrias de detergentes, novas aplicagdes vém
se estabelecendo nos mais diversos campos, tais como industria far-
macéutica®*3, quimica fina®*3, cosméticos*¥, oleoquimica® 3334,
couros®, polpa de celulose e papel?***3 e no tratamento de residuos
industriais**3¢¥. As lipases vém, deste modo, conquistando uma fai-
xa crescente do mercado de enzimas industriais.

O interesse crescente em lipases pode também ser constatado
pelo aumento no nimero de excelentes monografias e artigos de re-
visdo cobrindo aspectos referentes a biologia molecular®'*, proprie-

Setor Enzimas Milhoes de délares (US$)
Alimentos fermentados, cervejaria, educorantes, a-amilase, glucoamilase, glucose isomerase 500
panificacdo, etanol de cereais

Detergentes Protease, lipase, amilase 450
Téxteis Amilases 150
Tratamento de couro Enzimas diversas 25
Teéxteis, produtos alimenticios Celulases 25
Produtos lacteos Lactase 150
Alimenticio, cervejaria, panificagdo, terapéutico Papaina 25
Suco de frutas, vinicola Pectinases, pectina-esterases 30
Total 1.355

Fonte: ref. 20
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dades bioquimicas***** e, em particular, sua aplicagéo na inddstria
de 6leos e gorduras'-1*%¥,

LIPASES COMO CATALISADORES
Fontes e propriedades

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol
éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) e atuam sobre a ligacdo éster de varios
compostos, sendo os acilglicerdis seus melhores substratos®. Séo
comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbianas*. Inicialmente, eram obtidas
a partir de pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo para
consumo humano'?. Em fun¢io do baixo rendimento do processo
fermentativo, as lipases microbianas tinham também um custo bem
mais elevado quando comparado com outras hidrolases, como
proteases e carboxilases. Entretanto, os recentes avancos registrados
na tecnologia do DNA tém permitido aos fabricantes de enzimas
colocar no mercado lipases microbianas com atividade bem elevada,
a um custo bem mais acessivel'®. Atualmente, lipases microbianas
sdo produzidas por diversas industrias, como Novozymes, Amano,
Gist Brocades, entre outras. Uma publicac@o recente sobre a dispo-
nibilidade comercial de lipases listou enzimas de 34 diferentes fon-
tes, incluindo 18 a partir de fungos e 7 de bactérias®. Nesta mesma
publicagdo € destacada a existéncia de uma confusdo consideravel
sobre a origem de algumas lipases e de mudangas nos nomes siste-
maticos de linhagens flngicas e bacterianas que produzem estas
enzimas: Candida rugosa era anteriormente denominada de Candida
cylindracea; Thermomyces lanuginosus de Humicola lanuginosa;
Pseudomonas glumae e Pseudomonas cepacia foram renomeadas
como Burkholderia glumae e Burkholderia cepacia, respectivamen-
te. Além disso, a lipase Burkholderia glumae ¢é idéntica a
Chromobacterium viscosum.

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular va-
riando entre 20 a 75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em
temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C. Lipases sao usual-
mente estdveis em solugdes aquosas neutras a temperatura ambiente
apresentando, em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de tem-
peratura entre 30 e 40 °C'8. Contudo, sua termoestabilidade varia
consideravelmente em fun¢do da origem, sendo as lipases microbianas
as que possuem maior estabilidade térmica'®%,

Estrutura e mecanismo de atuacio

A estrutura tridimensional da lipase fingica de Rhizomucor
miehei e da lipase pancredtica foram determinadas em 1990?. Desde
entdo, mais de onze estruturas de lipases jd foram determinadas, das
quais, com excecdo da lipase pancredtica, todas sdo de origem
microbiana®?*, Estas enzimas mostram uma caracteristica padrdo
conhecida como o entrelacado de o/f3 hidrolase?*!.

O sitio ativo da lipase € formado por uma triade catalitica cons-
tituida pelos aminodcidos: serina, dcido aspdrtico (ou glutdmico) e
histidina; o residuo nucleofilico serina € localizado no C-terminal da
fita 5 de um pentapeptideo GXSXG altamente conservado, formando
uma caracteristica principal “B em torno de o, designada como a
cavidade nucleofilica?*!. O sitio € composto de uma folha 3 central
consistindo de 8 diferentes fitas f (f1-f8) conectadas com seis o
hélices (A-F)*.

A hidrélise do substrato inicia-se com o ataque nucleofilico pelo
oxigénio da serina no dtomo de carbono carbonilico na ligagao éster,
levando a formag@o de um intermedidrio tetraédrico estabilizado pelas
ligacdes do hidrogénio a d4tomos de nitrogénio de residuos da cadeia
principal pertencente a cavidade de oxianion. Um dlcool € liberado
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ap6s a formacdo do complexo acil-lipase, o qual é finalmente
hidrolisado com a liberacido dos dcidos graxos e regeneragdo da
enzima**,

As reagdes lipoliticas ocorrem na interface dgua-lipideo poden-
do, em alguns casos, impedir que as cinéticas das reagdes enzimaticas
sejam descritas pelas equagdes do tipo Michaelis-Menten, que s6
sdo vélidas se a reacdo catalitica ocorrer em fase homogénea®.
Substratos lipoliticos usualmente formam um equilibrio entre os es-
tados monomeéricos, micelar e emulsificados, resultando na necessi-
dade de um modelo de sistema adequado ao estudo da cinética da
lipase. A técnica de camada unica tem sido usada extensivamente e,
mais recentemente, a tecnologia gota-6leo foi proposta para estabe-
lecimento da cinética da lipase, que € monitorada pela analise auto-
madtica do perfil de uma gota de 6leo suspensa em dgua; a reducdo na
tensdo superficial entre o 6leo e a dgua causada pela hidrdlise da
lipase é medida em fun¢do do tempo®*.

O fendmeno mais conhecido originado de estudos cinéticos re-
centes de reacdes lipoliticas € a “ativag@o interfacial”, que relaciona
o aumento da atividade da lipase em fungdo de substratos insoluveis,
que formam emulsdo*?*. Lipases, diferentemente das esterases, sdo
definidas como carboxilesterases que atuam em substratos emulsifi-
cados®*!.

A determinacio da estrutura tridimensional da lipase fornece uma
explicagdo elegante para a ativacao interfacial. O sitio ativo das lipases
¢é coberto por uma superficie entrelacada, denominada de tampa (ou
borda). Quando hd ligagdo do substrato na superficie da enzima, esta
tampa move-se, alterando a forma fechada da enzima para a forma
aberta, com o centro ativo agora acessivel ao substrato e, a0 mesmo
tempo, expondo uma larga superficie hidrofébica que facilita a liga-
¢do da lipase a interface®*!.

Recentemente, revelou-se que a presenga de uma estrutura em
forma de tampa nio estd necessariamente correlacionada com a ati-
vacdo interfacial. Lipases de origem microbiana (Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica B) e uma
lipase pancredtica ndo especifica ndo mostraram ativagao interfacial,
embora apresentem uma “tampa’ anfifilica cobrindo seus sitios ati-
vos. Esta observagao sugere que a presenca de uma tampa dominan-
te e a ativacdo interfacial ndo sdo critérios adequados para classificar
uma enzima como a lipase. Portanto, a defini¢do atual é bastante
simples: uma lipase € uma carboxiesterase que catalisa a hidrélise de
acilglicerol de cadeia longa®.

Reacdes catalisadas pelas lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdes?*. Além
de quebrar as ligagdes de éster de triacilgliceréis com o consumo de
moléculas de dgua (hidrdlise), as lipases sdo também capazes de
catalisar a reacdo reversa sob condi¢des microaquosas, como por
exemplo, a formacdo de ligacGes éster, a partir de um alcool e dcido
carboxilico (sintese de éster)**?’. Estes dois processos bdsicos po-
dem ser combinados numa seqiiéncia 16gica para resultar em rea-
¢oes de interesterificacio (aciddlise, alcodlise e transesterificacio),
dependendo dos reagentes de partida empregados (Esquema 1)'84

Outros compostos, além de dgua e dlcool, podem ser utilizados
como nucledfilos em reagdes catalisadas por estas enzimas. Desta
forma, as lipases podem participar de reacdes como amindlises,
tiotransesterificagdes e oximdlises, em solventes organicos, com ele-
vada seletividade**. O uso deste biocatalisador em aminélise de
ésteres, em meios anidros, tem sido bem sucedido na sintese de
peptideos e amidas de dcidos graxos®. Esses resultados sdo promis-
sores para a utilizacao de tecnologia de lipases em sintese de peptideos
opticamente ativos, polimeros, surfactantes e novos detergentes com
baixo custo®?. A atividade hidrolitica da lipase pode ser diretamen-
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Esquema 1. Representagdo esquemdtica das reagoes catalisadas por lipases.
Adaptada das ref. 18 e 42

te relacionada com sua atividade de sintese, mas € independente de
sua atividade de interesterificacdo. Lipases de diferentes fontes sdo
capazes de catalisar a mesma reacdo, embora possam diferir no de-
sempenho sob as mesmas condi¢Ges reacionais®.

Especificidade das lipases

Para aplicacdo industrial, a especificidade da lipase € um fator
crucial*#. A enzima pode ser especifica com relacdo a molécula
dcida ou alcodlica do substrato. As lipases s@o divididas em 3 grupos
baseados em sua especificidade®**. Lipases ndo especificas (ex:
produzidas por Candida rugosa, Staphylococcus aureus,
Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.) quebram as molé-
culas de acilglicerol na posi¢ao randdmica, produzindo dcidos graxos
livres, glicerol, monoacilglicerdis e diacilgliceréis como interme-
didrios. Neste caso, os produtos sdo similares aqueles produzidos
por catdlise quimica, porém com menor grau de termodegradagdo,
devido a temperatura na biocatélise ser bem inferior?.

Lipases 1,3 especificas (ex: de Aspergillus niger, Mucor
Jjavanicus, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae,
Candida lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii) libe-
ram 4cidos graxos das posicdes 1 e 3 e formam, por esta razdo, pro-
dutos com composicdes diferentes daquelas obtidas pelas lipases ndo-
regiosseletivas, ou mesmo pelo catalisador quimico'®2*.

Lipases dcido graxo especificas sdo lipases com a¢do especifica na
hidrélise de ésteres, cujos dcidos graxos sdo de cadeia longa insaturada
com duplas ligacdes, em cis no carbono 9. Esteres com acidos graxos
insaturados, ou sem insatura¢do no carbono 9, sdo lentamente hidroli-
sados. Este tipo de especificidade ndo ¢ comum entre as lipases e o
exemplo mais estudado até hoje € a lipase de Geotrichum candidum®.
Esta habilidade de produzir novos tipos de misturas de triacilglicerideos
utilizando lipases regioespecificas € uma das caracteristicas mais inte-
ressantes para a aplicacéo no setor de 6leos e gorduras™!'7.

Também merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, a
capacidade que algumas lipases possuem de discriminar os enan-
tioméros de uma mistura racémica®*. A especificidade estrutural
ou regiosseletividade € decorrente da orientagdo imposta pelas di-
mensoes e pela estrutura do centro ativo a ligagdo do substrato’.
Estas restricdes levam a distincéo e a transformagio seletiva de fun-
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¢des quimicamente similares na mesma molécula. A seletividade e a
estereoquimica advém da prépria quiralidade da enzima, ou seja, de
sua simetria estrutural, que limita a acio em substratos que nao satis-
facam determinadas relacdes espaciais. Desse modo, a catdlise
enzimadtica permite transferir ou criar centros quirais nas moléculas,
assim como distinguir formas enantidmeras. Lipase tem sido empre-
gada para resolugdo de racematos, resultando em rendimentos eleva-
dos, para obtengéo de ésteres, dlcoois e dcidos opticamente puros®-.

PROCESSOS DE MODIFICACAO DE OLEOS E GORDURAS

A versatilidade das lipases tem sido explorada ou para substituir
processos existentes, ou para produzir uma série de compostos con-
siderados praticamente invidveis de serem obtidos por via quimica
convencional. Esta habilidade catalitica tem sido aplicada na hidrélise
de gorduras para producdo de 4cidos graxos, esterificacdo ou
interesterificacdo de gorduras e outros lipideos para preparagdo de
produtos alimenticios ou ndo alimenticios''*!7*. A Tabela 3 apre-
senta, de forma resumida, potencias aplica¢des das lipases no setor
de 6leos e gorduras'®.

Produtos obtidos em meio aquoso

A reagdo tipica catalisada pelas lipases em meio aquoso € a
hidrélise de éster. Esta reacdo ocorre via hidrélise seqiiencial dos
grupos acila no glicerideo, de tal forma que, num dado momento, a
mistura reacional contém ndo somente triglicerideo, dgua, glicerol e
acidos graxos, como também diacilgliceréis e monoacilglicerdis (Es-
quema 2)**, O processo enzimdtico ndo somente reduz os requeri-
mentos energéticos como também previne a decomposi¢ao de al-
guns 4cidos graxos'>'3,
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Esquema 2. Hidrolise seqiiencial dos grupos acila no glicerideo, catalisada
por lipases. Adaptada da ref. 49

O procedimento usual € realizado em reatores agitados, conten-
do gordura na fase liquida e solugdo aquosa da enzima. A duragio
global do processo € de aproximadamente 72 h, sendo alcangadas
taxas de conversdo variando entre 90-95% e concentragdes finais de
glicerol na fase aquosa entre 10-20%. Este grau de hidrdlise s6 €
aceitdvel para utilizagio dos dcidos graxos obtidos na manufatura de
sabdes, tendo em vista que, para esse tipo de produto, pequenas quan-
tidades de glicerideos sdo toleradas''. A empresa japonesa Miyoshi
Oil and Fat Co adota esse processo em escala industrial para produ-
¢do de sabdo, utilizando lipase microbiana (Candida rugosa)™.

Do ponto de vista comercial, a reacdo de hidrdlise de gordura
catalisada por lipase, € aparentemente menos econdmica que a técni-
ca convencional. Entretanto, considerando a possibilidade da obten-
¢do de produtos especificos de alto valor agregado, como por exem-
plo, a astaxantina (corante de alimentos), dcido 4-hidroxidecandico
usado como precursor de aromas, o éster y-decalactona (sabor de
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Tabela 3. Aplicacdes industriais das lipases

Quim. Nova

Setor Efeito Utilizado Produto
Alimenticio
Laticinio Hidrdlise da gordura do leite Agente aromatizante para manufatura de
produtos lacteos
Panificacao Melhoramento do sabor/qualidade, prolongamento Confeitos e bolos
do tempo de prateleira
Bebidas Melhoramento do aroma e aceleracdo da fermentagdo, Bebidas alcodlicas, ex: saque, vinho e outras

Processamento de derivados
do ovo
Processamento de carne e peixe

Processamento de dleos

por remogao de lipideos

Melhoramento da qualidade do ovo por hidrélise
dos lipideos

Desenvolvimento de aroma e remogdo de excesso
de gorduras

Transesterificacdo de 6leos naturais

Hidrdlise de 6leos (4cidos graxos), diglicerideos

e monoglicerideos)

Maionese, molhos e cremes
Produtos embutidos

Oleos e gorduras modificadas
(substitutos da manteiga de cacau)

Quimico

Quimica fina
Detergentes
Farmacéutico
Analitico
Cosmético
Curtume
Diversos

Sintese de ésteres

Remocdo de manchas de 6leo e gorduras
Digestao de 6leos e gorduras de alimentos
Andlise de triglicerideos no sangue

Remocao de lipideos

Remocao de gorduras das peles dos animais
Decomposi¢@o e remogao de substancias oleosas

Esteres

Detergentes

Digestivos

Diagndstico

Cosméticos em geral

Produtos de couro

Limpeza de tubulacdo, tratamento de efluentes

e outros, em combina¢io com outras enzimas

Fontes: refs. 18 ¢ 50

frutas), dcidos dicarboxilicos para inddstrias de pré-polimeros® e
acidos graxos polinsaturados (PUFAs) do tipo 6mega-3 e 6mega-0,
a partir da hidrélise de 6leos marinhos por lipases ndo especificas,
este tipo de processo pode tornar-se vidvel economicamente®!. Os
acidos mais importantes, contidos nos 6leos marinhos, sdo os
eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), que apresen-
tam aplicacdes terapéuticas no tratamento de enfermidades inflama-
térias auto-imunes e doengas cardiovasculares, e ndo podem ser ob-
tidos por métodos convencionais de aquecimento, sem sofrer uma
decomposicao substancial®’. Da mesma forma, o dcido y-linolénico,
um importante produto nutricional encontrado em sementes oleagi-
nosas, pode ser obtido pela hidrélise catalisada por lipases sob con-
di¢gdes moderadas de temperatura®.

Diversas patentes tém sido registradas, e descrevem o uso de
lipase em clivagem hidrolitica de dleos e gorduras, entre as quais
destaca-se a patente pioneira depositada em 1986 (N° 4.629.742)%
nos Estados Unidos, empregando reatores de membrana hidrofébica
microporosa, conforme ilustrado na Figura 1.

<+« Acido graxo

glicerol

fase 4c. graxo

Reator de leito fixo -fluxo

fase aquosa
concorrente

Lipase imobilizada

o B

Figura 1. Torre de hidrélise enzimdtica. Adaptada da ref. 59

Mais recentemente, Karleskind® descreveu um processo conti-
nuo (Figura 2) de hidrdlise enzimdtica de triglicerideos, constituido
de uma coluna encamisada para aquecimento, na qual uma suspen-
sdo aquosa de lipase era continuamente alimentada pelo topo da co-
luna, enquanto em sua base um difusor impulsionava a ascensdo de
finas particulas de 6leo em fluxo contra-corrente. Uma solugdo con-
tendo agua-glicerina e lipase era recolhida na base da coluna e os
dcidos graxos recolhidos no topo da coluna. A recuperagio da lipase
era processada por ultrafiltragdo. Na prética, este sistema € bem mais
complexo e ainda requer uma série de ajustes, tendo em vista que
fracdes de gordura e lipase sdo perdidas na fase aquosa. Além disso,
uma pequena fragdo de lipase carreada com os 4cidos graxos €

Acidos graxos

L

— :—r? Agua+Tipase
C—
Trighicerideos | Iy |
I Agua + glicerina
[
—
Lipase

Figura 2. Reator de membrana microporosa para hidrdlise de gorduras-
fluxo contracorrente. Adaptada da ref. 2
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destruida na etapa da destilagcdo. Progressos na tecnologia de
centrifugacio e de membrana seletiva para ultrafiltragdo podem me-
lhorar o desempenho do processo proposto.

A hidrélise seletiva da gordura do leite € um outro exemplo de
aplicac@o potencial de lipases. Segundo Balc@o e Malcata, o declinio
do consumo per capita de gordura de leite em diversos paises e a
demanda por leite e derivados com menor teor de gordura tém au-
mentado a necessidade e o interesse do setor industrial em encontrar
alternativas para o uso desta gordura. Neste caso, a lipase € respon-
sdvel pela formacdo do aroma distinto no preparo de queijos do tipo
Cheddar, para produzir substitutos de manteiga, aroma de queijo e
outros aditivos usados na manufatura de cereais, balas, aperitivos e
bolos. Hidrolisados deste tipo de gordura tém sido extensivamente
utilizados em cereais, molhos, aperitivos e assados em geral (um
exemplo cldssico € o uso em pipocas), resultando em produtos com
melhor aroma e maior aceitabilidade pelos consumidores. A adi¢io
desses hidrolisados aos alimentos confere uma variedade de efeitos
organolépticos e € dependente da quantidade empregada®. Em ni-
veis baixos, nenhum aroma de dcido graxo livre no alimento &
detectavel, ocorrendo apenas um enriquecimento caracteristico no
aroma; conforme o teor dessa adi¢io € aumentado, um aroma seme-
lIhante & manteiga comega a ser detectado e, em presenga de elevados
niveis, o aroma sugere queijo®. As caracteristicas dos hidrolisados
dependem da fonte da lipase utilizada, sendo adequadas as enzimas
oriundas do leite (lipase lipoprotéica), pancreas (lipase pancreatica),
fungos (Aspergillus niger, Geotrichum candidum, Penicillium
roquefortii), bactérias (Achromobacter lipolyticum, Pseudomonas
fluorences) e trato gastrointestinal®.

Outro campo de aplicacdo de lipase, com boa perspectiva de cres-
cimento, € na inddstria de panificagdo®. O uso de lipase 1,3-especi-
fica tem um excelente efeito condicionador da massa, facilitando o
seu manuseio em maquinas convencionais da industria de panifica-
¢do. Além disso, aumenta o volume do pao, melhora a textura do
miolo e confere a0 mesmo uma cor mais branca. Nesta aplicacdo, a
lipase degrada os lipideos do trigo, modificando sua intera¢do com o
gliten, permitindo que o gliten obtenha uma rede mais forte e mais
eldstica®. Na produc@o de salsichas fermentadas, a aplicagio de lipases
de Rhizomucor miehei apresenta também aspectos econdmicos posi-
tivos, uma vez que proporciona encurtamento do tempo de matu-
ragdo, com manutencdo de caracteristicas analiticas e sensoriais®.

O processo de hidrélise enzimdtica necessita de dois requisitos
para a operacdo: a formacao de uma interface lipideo/dgua e a absor-
¢do da enzima nesta interface. Assim, quanto maior a interface,
maior a quantidade de enzima adsorvida, acarretando taxas de
hidrélise mais elevadas***. Diferentes parimetros podem influenci-
ar o desempenho da hidrdlise de 6leos e gorduras e, conseqiiente-
mente, diversas técnicas t€m sido utilizadas para aumentar a taxa de
hidrélise de gorduras usando lipases como catalisadores™.

A hidrdlise do dleo de palma foi investigada para obtengdo de
mono e diacilglicerdis empregando preparagdes de lipases de fontes
microbiana (Candida rugosa), vegetal (gérmen de trigo) e animal
(pancreas de porco). Entre as lipases testadas, as taxas de conversio
de hidrdlise mais elevadas foram obtidas com a lipase de Candida
rugosa, com atividade 6tima a 37 °C e pH = 7,5%.

Linfield ef al.>" estudaram a hidrélise de sebo e éleos de coco e
oliva utilizando lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus. A reagdo em emulsdo foi conduzida em sistemas
de frascos agitados, obtendo-se altos valores de conversdo (97-99%
em 72 h). Em outro trabalho, Linfield et al.*® utilizando os mesmos
dleos e lipase de Candida rugosa, abordaram a influéncia do pH, da
temperatura e de aditivos sobre a atividade enzimadtica, determinan-
do também uma quantidade minima de enzima necessdria para o
alcance de taxas de hidrdlise superiores a 95% em 72 h.

Modificacio de Oleos e Gorduras por Biotransformagdo 151

A hidrélise de 6leo de soja com diferentes tipos de lipase foi
estudada por Park er al.*, tendo como principal objetivo a compara-
¢do das atividades dessas enzimas em sistemas isolados e combina-
dos. Apds 10 h de reagdo, foi verificado que os sistemas combinados
de lipases microbianas, tais como Penicillium sp. € Rhizopus niveous
ou Penicillium sp. e Rhizopus delemar, forneceram rendimentos mais
elevados (98,0 e 99,5% de hidrélise) que os obtidos em sistemas
contendo apenas uma lipase (7,2 e 44,4% de hidrdlise).

O uso de solventes no meio reacional também tem sido descrito
como um fator responsdvel no aumento das taxas de hidrdlise dos
triacilglicer6is®®. Mukataka er al.% testaram diferentes solventes no
processo de hidrdlise de dleos em sistema com emulsio e seleciona-
ram o isoctano como o mais adequado. Wang et al.®! verificaram que
a hidrdlise do dleo de oliva catalisada pela lipase de Candida rugosa
em um sistema emulsificado apenas por agitacdo mecanica apresen-
tou taxas de hidrdlise similares as obtidas nos sistemas reacionais
contendo emulsificante.

Bilyk er al.®* estudaram a hidrélise de diferentes Gleos vegetais e
animais por lipases de Candida rugosa, Rhizomucor miehei e de
pancreas suino, em sistemas contendo hexano como solvente. O sis-
tema adotado permitiu a recuperacdo da enzima por filtragdo e sua
reutilizagio no processo hidrolitico, ndo sendo verificado perda sig-
nificativa de atividade nos reciclos consecutivos.

A hidrdlise enzimdtica em &4cidos graxos, a partir de 6leos co-
merciais de alta acidez como de coco, soja, mostarda, girassol e ar-
roz, foi investigada por Ghosh e Bhattacharyya®. Acilgliceréis neu-
tros de 6leos de alta acidez foram hidrolisados por lipase de Candida
rugosa quase completamente, num periodo maximo de 48 h. O 6leo
de coco, com acidez inicial de 69,2% em 4cido laurico, foi hidrolisado
numa temperatura de 35 °C durante 48 h, atingindo acidez final de
80%.

Considerando que indmeras varidveis podem estar envolvidas
nesse tipo de processo, observa-se uma tendéncia pelo emprego da
metodologia de planejamento estatistico, que possibilita verificar a
influéncia das varidveis e suas interagdes no rendimento de um de-
terminado processo com grande economia de tempo, material e re-
cursos®. Como exemplo, cita-se o trabalho desenvolvido por Olivei-
ra et al.® no qual foi analisada a influéncia da concentragdo de lipase
e do tempo de reagdo no desempenho da hidrdlise da gordura de
babacu por lipase comercial empregando a metodologia de superfi-
cie de resposta, sendo obtidas taxas de hidrolise entre 6,52 e 41,44%.
O ponto 6timo do processo (maior porcentagem de hidrdlise no menor
tempo possivel), entretanto, ndo foi alcangado, tendo em vista que o
planejamento fatorial proposto ndo cobriu a faixa correspondente a
maiores tempos de reacao.

A aplicagdo de lipases tem sido também preconizada na degra-
dagdo bioldgica e remogdo de carga lipolitica de efluentes industri-
ais gerados em frigorificos, abatedouros, laticinios e industrias de
alimentos em geral®***%, Estas industrias produzem um elevado teor
de residuos liquidos e sélidos, com odores desagraddveis, que preju-
dicam intrinseca e extrinsecamente as unidades industriais. Além
disso, esses residuos contém elevados teores de demanda bioquimi-
ca e quimica de oxigénio (DBO e DQO), tendo em vista que o con-
teddo de gorduras aumenta a concentra¢io de matéria organica®®’,
Neste contexto, processos alternativos que visam a recuperacio ou
diminui¢do da carga de gorduras de efluentes sdo de extremo inte-
resse para a inddstria. Um tratamento preliminar desses efluentes
por meio da acdo das lipases reduz o teor de lipideos, o didmetro das
particulas de gorduras em até 60% e o tempo de residéncia do efluente
nas lagoas de estabilizagao™-’.

O uso de lipases em tratamento de efluentes fornece varias van-
tagens potenciais, entre as quais destacam-se simplicidade e facili-
dade no controle do processo; ndo hd necessidade de aclimatagdo de
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biomassa; ndo ha efeitos de choque por carga de poluentes; aplica-
¢do em processos com baixa ou alta concentragdo de poluentes; ope-
ragdo em amplas faixas de pH, temperatura e salinidade®®.

Produtos obtidos em meio organico

Produtos de esterificagdo

Em meio orgénico, as lipases catalisam a transferéncia de gru-
pos acila de compostos doadores para uma ampla faixa de compos-
tos aceptores diferentes da dgua®. Entre os possiveis processos
catalisados pelas lipases em meio organico, a sintese de ésteres apre-
senta-se como uma vertente bastante promissora, conforme atestam
os processos em fase de implantacdo industrial'®?7-,

Intimeros ésteres sdo considerados de grande importincia na vida
cotidiana. Produtos naturais, tais como triglicerideos, fosfolipideos,
esterdides, aromatizantes e fragrancias, apresentam em comum uma
ligacdo éster, apesar das diferentes propriedades fisicas e diversas
estruturas quimicas que possuem's.

Industrialmente, a esterificacio por lipase foi comercializada pela
Unichema International para producio de ésteres de dcidos graxos
de alto grau de pureza e qualidade, como o isopropilmiristato, isopro-
pilpalmitato e 2-etilexilpalmitato, que sdo ingredientes empregados
na formulacdo de cremes, cosméticos e outros produtos de higiene.
O processo em questdo € conduzido em reatores agitados, utilizando
uma preparagdo de lipase imobilizada numa temperatura entre 50-70
°C. A dgua gerada durante a reacdo de esterificagdo € removida por
destilac@o a vapor. O processo permite a recuperacdo da preparacio
enzimadtica e sua reutilizacdo em bateladas subseqiientes®>.

Uma das caracteristicas importantes de um produto para sua apli-
cacdo em alimentos, cosméticos ou farmacos € sua maior ou menor
facilidade de formar emulsdes estaveis. Lipideos, por exemplo, sido
insoliveis em meio aquoso devido a sua baixa afinidade quimica
com a dgua (nos lipideos predominam ligacdes apolares). Emul-
sificante € uma substancia que tem afinidade tanto por substancias
polares, quanto por apolares e permite a dispersdo de substincias
como lipideos em dgua. Dependendo de sua composi¢do, podem
fazer parte de sistemas para uso em cremes, molhos e logdes, tendo,
portanto, considerdvel uso industrial e sua producdo ultrapassa
350000 t/ano'”'®. Sdo, principalmente, mono e diglicerideos e sua
sintese quimica envolve temperaturas maiores que 200 °C, gerando
cor, gosto e aroma indesejdveis. A empresa Amano, no Japao, seleci-
onou uma lipase de Penicillium cyclopium para produ¢@o de emulsifi-
cantes™, possuindo alta capacidade de sintese, produzindo 95% de
monoglicerideos sob condi¢des de excesso de glicerol (1:15) duran-
te 100 h numa temperatura de 40 °C.

Lipases também podem catalisar a sintese de ésteres de
poliglicerol's. Esses tipos de ésteres sdo ingredientes multifuncionais,
sendo usados como emulsificantes, substitutos de gorduras, como
meio de solubiliza¢do de vitaminas lipossoliveis para facilitar a in-
corporagdo destas em sistemas lipofébicos; podem ser utilizados em
sorvetes, margarinas, coberturas, sobremesas e produtos de panifi-
cagao®.

Uma outra aplicagdo importante desta tecnologia € a produgio
de ésteres de dcidos graxos e agucares, que apresentam larga aplica-
¢do como emulsificantes em alimentos, cosméticos e produtos far-
macéuticos®’'3. Além de seu efeito conservante, ésteres de carbo-
idratos e dcidos graxos tém sido associados como agentes antitumor
e inibidores do crescimento de plantas. O processo € baseado na
esterificacdo de carboidratos (glicose, frutose, sacarose e sorbitol)
com 4cidos graxos (estedrico, oleico e linoleico) utilizando lipases
de diferentes fontes™7¢. A limitacdo deste processo € referente a alta
polaridade do solvente requerido para dissolugdo dos acicares, o
que pode ocasionar inativagéo da preparag@o enzimdtica®.

Quim. Nova

Finalmente, merece referéncia a producdo de ésteres aroma-
tizantes, ésteres de baixo peso molecular, principalmente para o uso
em diversos produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos”. O
mercado mundial para esses compostos estd avaliado em US$ 3 bi-
Ihdes, um montante que representa aproximadamente um quarto do
valor do mercado de aditivos alimentares'®”’. Além disso, quando
preparados por processos enziméaticos podem ser caracterizados como
naturais ou idénticos ao natural sendo, portanto, preferidos pelo mer-
cado consumidor®. Aproximadamente 50 ésteres, formadores de aro-
mas, foram sintetizados por reagdes catalisadas por lipases?*77. Em
principio, o processo pode ser realizado em meios reacionais con-
tendo mistura de dlcool e 4cido carboxilico em presenca ou auséncia
de solventes, resultando em altas produtividades e rendimentos pra-
ticamente quantitativos™.

Apesar das inimeras vantagens apresentadas por esta técnica, a
sintese de selecionados ésteres de baixo peso molecular apresenta
dificuldades técnicas, em fun¢@o do complexo mecanismo da acdo
enzimdtica em meios altamente polares. Diversos parametros, como
por exemplo, hidratacdo da enzima, temperatura, concentragdo do
substrato, tamanho da cadeia e estrutura quimica, podem afetar o
desempenho da sintese?.

Castro et al.”® estudaram a influéncia do tamanho da cadeia
alifdtica do dcido graxo (C, a C ) e obtiveram altas taxas de esteri-
ficag@o (95 a 98%) para dcidos contendo 4 ou mais carbonos. Resul-
tados similares foram obtidos por Habulin ef al.” e Janssen et al.®.

Hedstron et al.®' observaram que a atividade enzimatica da lipase
de Candida rugosa foi maior para dlcoois de cadeias curtas (propanol
e butanol) e longas (decanol e dodecanol) quando comparado a ca-
deias aliféticas intermedidrias (pentanol, hexanol e octanol).

Quanto a configuracio estrutural do dlcool utilizado, Fonteyn et
al B sintetizaram vdrios acetatos empregando a lipase de Candida
antarctica comercializada pela Novozymes (Novozym SP 435) em
meio de heptano, e observaram que ocorreram diferencas quanto a
estrutura e tamanho da cadeia dos dlcoois: linalol e mentol ndo fo-
ram esterificados, enquanto que, a esterificacido de 1-dodecanol teve
alta taxa de conversao (86%).

Diversos trabalhos de pesquisa estdo sendo realizados, visando
a otimizagdo e o desenvolvimento de processos em escala industrial
para a sintese de diversos ésteres de valor comercial. Recentemente,
Garcia et al.®* desenvolveram um modelo cinético que descreve a
sintese de oleato de cetila (um andlogo do dleo de cachalote, que
possui importantes aplicagdes em industrias de cosméticos, lubrifi-
cantes, alimentos e farmacos), usando como catalisador lipase
Novozym SP 435 (Novozymes). E também recente o desenvolvi-
mento de um processo continuo para esterificacdo de etanol e dcido
oleico catalisada pela lipase de Rhizomucor miehei imobilizada,
empregando um biorreator de disco rotativo perfurado®. Os resulta-
dos experimentais deste trabalho mostraram um decaimento na ati-
vidade enzimadtica, independente do tempo de residéncia utilizado.
A constante de desativagio obtida foi da ordem de 0,003 h"-revelan-
do um tempo de meia-vida de 10 dias.

Produtos de interesterificacdo

A interesterifica¢@o € o processo mais usado para a obtengdo de
Oleos e gorduras com funcdes desejdveis na manufatura de produtos
especificos. Esse processo consiste em um rearranjo na molécula de
glicerol possibilitando modifica¢des das propriedades dos dleos e
gorduras, por meio de um catalisador que, em sua forma ativa, pro-
move a separacdo dos dcidos graxos da cadeia inicial.

Um dos mais importantes usos da lipase, em processos de inter-
esterificagdo de 6leos e gorduras, é o aproveitamento de dleos de
baixo custo para producdo de andlogos de manteiga de cacau'8$%7.
A manteiga de cacau € um tipo de aditivo, que confere ao chocolate
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as caracteristicas necessdrias de cristalizagdo e fusdo. Geralmente,
os produtos de chocolate contém 30% de manteiga de cacau. Esta,
tendo um custo bem elevado, levou o setor alimenticio a buscar solu-
¢Oes mais econdmicas para a sua substitui¢do no processo, tendo os
chamados andlogos de manteiga de cacau alcancando uma posi¢ao
de destaque, sob o ponto de vista técnico e econdmico, para aplica-
¢do na producdo de chocolates e seus derivados®*’.

A interesterificagdo de 1,3-dipalmitoil e 2-monoleina, presente
em grande quantidade no 6leo de dendé, com 4cido estedrico ou
triestearina, utilizando lipases especificas, pode originar produtos
enriquecidos como 1,3-palmitoil-3,1-estearil-2-monoleina. Esses
triglicerideos sdo os principais componentes da manteiga de cacau®’.

Outro método consiste na mistura de fragdes de dleo de dendé e
um éster esterato, seguido de desidratagio e reagdo enzimatica®.
Depois da destilacdo, o triglicerideo formado € fracionado com
solventes e a fragdo obtida de baixo ponto de fusdo, € o produto
desejado. Uma comparacdo entre as caracteristicas da manteiga de
cacau e o seu andlogo € apresentada na Tabela 4, como uma forma de
ilustracéo da viabilidade técnica deste processo®. A valorizacio de
6leos de baixo custo, por meio da interesterificagdo, utilizando a
enzima Lipozyme (lipase imobilizada em resina de troca anidnica),
possibilitou a Cia. Loders Croklaan (grupo Unilever) a comercia-
lizagdo desse produto em 1993%. A recomendagio para manutencdo
da estabilidade da enzima € a utilizacdo da matéria prima com
um baixo teor de impurezas permitindo, desta forma, diversas
reutilizacdes da Lipozyme em reator de leito fixo, antes de ser des-
cartada.

Outros estudos estdo sendo realizados principalmente com a fra-
¢do intermedidria do dleo de palma e com gorduras de frutos de
plantas exdticas da India (sal, mahua, kokum, manga e dhupa) e do
Brasil (piqui)¥’. Dados da composicdo em dcidos graxos do 6leo da
polpa e da améndoa do piqui (Cariocar brasiliense Camb) mostram
que os mesmos sdo constituidos, na sua maior parte por dcidos oleico
e palmitico, enquanto que a manteiga de cacau apresenta altos teores
de 4cidos oleico, palmitico e estedrico. Facioli e Gongalves®*’ estuda-
ram a transformacdo do 6leo deste fruto em um similar da manteiga
de cacau, por meio da interesterificacdo enzimatica usando lipase
sn-1,3 especifica (Lipozyme) na presenca de dcido estedrico, o qual
foi incorporado na posicdo sn-1,3-3,1 do triglicerideo.

Vidrias patentes tém sido propostas, relatando a imobilizacio da
enzima e o reator utilizado neste processo. Entre as patentes
registradas, referentes a producio de substitutos de manteiga de ca-
cau, cita-se o método proposto (Patente n® 4.268.527)% para obten-
¢do destes substitutos a partir de gorduras e 6leos que possuem
triglicerideos ricos em residuos de dcido oleico na posicdo 2 com
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ésteres de acido estedrico e/ou palmitico empregando lipase 1,3 es-
pecifica, contendo teores de d4gua no meio reacional ndo superiores a
0,18% (p/v). O emprego desta metodologia forneceu um produto
rico em compostos 1,3-diestearil-2-oleil e 1-palmitil-2-oleil-3-estearil
com elevados rendimentos e baixa geragiao de subprodutos.

A semelhanca da composicio do andlogo de manteiga de cacau
com o produto natural tem originado intimeros estudos para a iden-
tificagéio da presenca deste andlogo na fabricagdo de chocolate?”'. A
necessidade de estudos se justifica, tendo em vista que a legislacio
brasileira proibe a adi¢do destes andlogos ao chocolate®. Esta adi-
¢do, entretanto, ¢ permitida em outros paises como a Inglaterra, Ir-
landa, Dinamarca e Japao®'.

Com a reduc@o do preco internacional da manteiga de cacau, o
interesse atual para producio de andlogos tem sido também reduzi-
do e direcionado para outras rotas de fabricacdo de produtos com
maior aceitagdo no mercado®.

O exemplo mais recente foi o lancamento no mercado japonés,
pela empresa Kao em 1999, de um azeite com propriedades funcio-
nais, denominado “Healthy Econa Cooking Oil”, que impede o au-
mento de gordura no corpo, especialmente gordura que se deposita
nos 6rgdos internos. Este novo 6leo pode ser usado de maneira simi-
lar aos azeites comestiveis convencionais, tendo alcangado, em ape-
nas trés anos, 80% do mercado de azeites de cozinha de primeira
classe”.

O ingrediente principal do “Healthy Econa Cooking Oil” € o
diacilglicerol (DAG), produzido enzimaticamente, a partir de dleo
natural, com a utilizacio de lipase imobilizada da Novozymes. O
DAG ¢ digerido e absorvido no intestino delgado, sendo consumido
como energia, sem voltar a se sintetizar como gordura neutra, como
acontece com os azeites convencionais. Em conseqiiéncia, reduz o
nivel de gordura neutra no sangue e o seu uso, a longo prazo, ajuda
a combater a obesidade®.

Um outro exemplo de interesse comercial € a interestificacio
enzimadtica do 6leo de algoddo com o dleo de soja completamente
hidrogenado’, conseguindo-se um produto no qual os cristais Beta
prima tém uma estabilidade relativa, servindo como matéria prima
para fabricacdo de margarina “trans free™. A interesterificacio ndo
altera a caracteristica fisica dos dcidos graxos, produzindo gorduras
com baixo teor em isOmeros trans. Este fato agrega valor as gordu-
ras, visto que estudos recentes da drea médica associam o consumo
exagerado de produtos ricos em isdmeros trans, a0 aumento do mau
colesterol no organismo humano. Ainda com relacdo a este fato, vale
ressaltar que isdmeros frans podem ser encontrados em dleos nio
hidrogenados, devido a altas temperaturas utilizadas na desodorizagio
dos 6leos.

Tabela 4. Composicio dos dcidos graxos e distribuiciio dos triacilgliceréis na manteiga de cacau natural e produzida por interesterificagdo

com lipase regioespecifica

Composi¢do dos dcidos graxos (%)

16:0 18:0 18:1 18:2 Outros
Fragdo de 6leo de dendé Total 57 6 32 3 2
Posicdo 1,3 1 9 8 1 1

Posicdo 2 10 1 81 8 Tracos
Manteiga de cacau original Total 26 34 33 3 4
Posicao 1,3 40 50 5 1 4

Posigdo 2 2 3 89 6 Tracos
Produto interesterificado Total 39 24 31 3 3
Posi¢do 1,3 54 36 6 1 3

Posigdo 2

Lipase regioespecifica, ndo libera 4dcidos graxos na posicao 2

Fontes: refs. 85 e 87
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Ressalta-se ainda a potencialidade do emprego da interesteri-
ficacdo catalisada por lipase na sintese de lipideos estruturados (LEs).
LEs sao triacilglicerdis reestruturados ou modificados pela mudanga
na composi¢ao de dcidos graxos e/ou sua distribuicdo na molécula
de glicerol, por processos quimicos ou enzimdticos>”**%*. Esses pro-
dutos possuem uma ampla aplicacdo nas industrias farmacéuticas,
de cosméticos e alimentos, sendo fontes de 4cidos graxos especifi-
cos e desejdveis para fins terap€uticos ou nutricionais. LEs podem
também ser sintetizados para mudar ou melhorar caracteristicas fisi-
cas e quimicas de triglicerideos, como ponto de fusdo ou indice de
saponificacdo!.

Um importante uso destes verdadeiros lipideos projetados rela-
ciona-se a sua aplicag@o para fins terapéuticos. Algumas vantagens
medicinais tém sido relacionadas ao uso de LEs, como aumento da
fun¢@o imunoldgica, ndo agressio ao tecido reticuloendotelial, di-
minuicdo do risco de cancer, ajuda na prevencdo de trombose, dimi-
nuicdo de colesterol e aumento do balango de nitrogénio®*.

Os lipideos estruturados podem ser produzidos por via quimica
ou enzimadtica, por meio da combinacdo de triglicerideos de cadeia
média (TCMs) e de cadeia longa (TCLs) ou da reacdo entre trigli-
cerideos e dcidos graxos. As misturas de TCMs e TCLs sdo reeste-
rificadas, obtendo-se uma mistura com composicdo quimica e, con-
seqiientemente, propriedades diferentes da original®****. A via
enzimdtica para produgao destes lipideos tem alcangado muitos pro-
gressos e desperta particular interesse, principalmente devido as re-
acdes regiosseletivas, as quais permitem a sintese de produtos im-
praticaveis de serem obtidos por via quimica’.

A obtencéo de TCMs por via enzimdtica € exemplificada no tra-
balho de Kim e Rhee®, que estudaram a sintese de glicerideos de
cadeia média por meio da reac@o entre os dcidos cdprico e oleico e
glicerol, utilizando lipase imobilizada (Lipozyme). A reagdo foi
conduzida na auséncia de solventes ou surfactantes. A velocidade
maxima da reag@o foi obtida a 50 °C para sintese de glicerideos do
acido céprico e 60 °C para o dcido oleico. A conversdo final foi bas-
tante influenciada pelos métodos de remocdo de dgua utilizados.

Ferrari er al.”” submeteram amostras de leos refinados de mi-
lho, soja e canola a interesterificagdo quimica (com metilato de sédio
por 30 min a 110 °C) e enzimética (Candida rugosa, Novozym SP
435 e Lipozyme) e observaram as alteracdes ocorridas na distribui-
¢do posicional dos dcidos graxos nas moléculas dos triacilgliceridios.
Alteragdes severas foram verificadas no produto obtido por interes-
terificacdo quimica, enquanto o mesmo nao foi constatado para o
produto obtido por via enzimética, independente da preparagdo de
lipase empregada.

A transesterificacdo com lipases pode ser usada para converter
misturas de lipideos em gorduras pldsticas usadas em produtos cos-
méticos. Lai et al.®® estudaram a transesterificacdo de misturas de
Oleos de palma-estearina e girassol (PS-SO) numa razao de 40:60
em meio isento de solvente, com lipases especifica-1,3 (Aspergillus
niger, Mucor javanicus, Rhizomucor miehei, Rhizopus javanicus e
Rhizopus niveus) e ndo-especifica (Pseudomonas sp. e Candida ru-
gosa). Os resultados indicaram que lipase de Pseudomonas sp. pro-
duziu altos graus (77,3%) e razdo (50 h') de transesterificac@o, se-
guido da Rhizomucor miehei a 32,7% e 27,1 h''.

Pesquisadores da Unilever desenvolveram um novo triglicerideo,
via interesterifica¢do enzimdtica, baseado em gorduras vegetais com
a finalidade de simular a distribui¢@o de dcidos graxos da gordura do
leite humano. Este TG s6 pode ser obtido por meio do uso de lipase
1,3 especifica, pela reacdo de tripalmitina com dcidos graxos
insaturados. O produto formado € um TG rico em palmitato na posi-
¢do 2, e de residuos de acidos graxos insaturados nas posicdes 1,3.
Este produto estd sendo desenvolvido industrialmente para uso em
formulagio infantil sob o nome comercial de Betapol’.

Quim. Nova

Destaque-se ainda os estudos recentes de aplicacdo de lipase na
geragdo de energia, como a producdo de biocombustivel, alternativo
ao Gleo diesel, a partir de 6leos vegetais brutos®!'?. O uso de lipases
para producd@o de biodiesel € de relevante importancia, consideran-
do-se o crescimento da utilizag@o desse biocombustivel em ambito
mundial, ndo somente pelo aspecto de meio ambiente mas, princi-
palmente, por se tratar de uma fonte de energia renovavel.

O diesel € constituido de hidrocarbonetos com niimero médio de
carbonos em torno de quatorze. Os 6leos vegetais sdo triésteres da
glicerina, ou seja, produtos naturais da condensagao da glicerina com
acidos graxos, cujas cadeias laterais de dcidos graxos t€ém nimero de
carbonos variando entre dez e dezoito, com valor médio de quatorze,
para os 6leos mais abundantes. Além da presenca do grupamento
funcional do tipo éster, os 6leos vegetais possuem peso molecular
cerca de trés vezes maior que o diesel.

Visando reduzir a alta viscosidade dos dleos vegetais, diferentes
alternativas tém sido consideradas, tais como dilui¢ao; microemulsao
com metanol ou etanol; decomposi¢do térmica; craqueamento
catalitico e reacdo de interesterificacdo com etanol ou metanol. En-
tre essas alternativas, a interesterificagdo € a melhor escolha, parti-
cularmente com monodlcoois (alcodlise), especificamente metanol
ou etanol, promovendo a quebra da molécula dos trigliceridios, ge-
rando mistura de ésteres metilicos ou etilicos dos 4cidos graxos cor-
respondentes, liberando glicerina como subproduto®-'%,

O peso molecular desses monoésteres € proximo ao do diesel.
Os ésteres de dcidos graxos obtidos sdo conhecidos como biodiesel
e apresentam caracteristicas fisicas semelhantes as do 6leo diesel,
podendo ser utilizados em motores do ciclo diesel sem nenhuma
adaptag@o® 1%,

Embora os processos de transesterificacdo enzimdtica para ob-
tengdo de biodiesel ainda ndo sejam comercialmente desenvolvidos,
novos resultados tém sido reportados em artigos e patentes'*'%. O
aspecto comum desses estudos consiste na otimizagdo das condi-
¢des de reacdo (solvente, temperatura, pH, enzima, entre outros), a
fim de estabelecer as caracteristicas para aplicagdes industriais. Con-
tudo, tanto o rendimento, como o tempo de reacdo ainda sdo desfa-
vordveis se comparados com o sistema de reac@o por catalise basica.

CONCLUSOES

Lipase pertence a um grupo de enzimas que, quando em presen-
¢a de dgua, catalisa as ligagdes de ésteres dos triglicerideos. Recen-
temente, o interesse comercial tem aumentado, em funcio da possi-
bilidade de reverter sua forma de atuagdo em meio orgénico, de tal
forma que reacdes de esterificaciio e interesterificagdo possam ser
conduzidas. Tais reagdes sdo de extrema importincia para o desen-
volvimento de novas rotas de processo, para obtengdo de produtos
novos ou conhecidos a custos mais competitivos ampliando, simul-
taneamente, o potencial de aplicagdo das enzimas em processos. Como
exemplo, foram descritos neste trabalho processos de biotrans-
formacdo para lipases em reagdes de esterificacéo, hidrdlise e
interesterificagdo, para obtencdo de produtos de interesse industrial
do setor de dleos e gorduras. Este setor tem um interesse permanente
em desenvolver técnicas capazes de modificar as propriedades fisi-
co-quimicas, funcionais e organolépticas das matérias-primas oleo-
sas ampliando, desta forma, a possibilidade de aplicacdo de seus
produtos. O potencial da biotecnologia para melhorar as proprieda-
des de matérias-primas naturais, ou submeté-las a transformacdes
profundas, vem ao encontro da necessidade deste setor em alcancar
as metas de expansdo. As lipases tendem a exercer, em futuro proxi-
mo, um papel fundamental na industria alimenticia, em processos de
producio de margarinas, 6leos comestiveis, queijos e manteigas com
caracteristicas nutricionais e funcionais desejaveis.
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