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BIOCHEMICAL MODIFICATION OF MILKFAT. Recent advances for improving physicochemical and nutritional properties
of lipids are reviewed, with emphasis on products attaining by biochemical processing of natural fats and oils. Enzymatic
interesterification provides an important route to modify physical and nutritional properties of milkfat without generating trans
isomers. This process makes use of lipases, a versatile class of enzyme that is able to perform efficiently the target modification in
both solvent and solvent free systems. The present review covers important features of lipases, lipase-catalyzed interesterification

reactions and their effects on the composition and texture of the resulting product.
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INTRODUCAO

As exigéncias do consumidor por produtos mais sauddveis,
associadas as novas descobertas cientificas sobre os efeitos na
saude humana de diversos alimentos, tradicionais ou desenvolvi-
dos mais recentemente pela inddstria, tém motivado a busca por
processos adequados a produgdo de alimentos com caracteristicas
especificas. Entre eles, os 6leos e gorduras modificados tém rece-
bido especial aten¢do, gragas a importancia do consumo adequado
dos mesmos na dieta visando a promoc¢ao e manutenc¢do da satde.
Destaque pode ser dado aos novos conhecimentos sobre os efeitos
metabdlicos das gorduras saturadas e dos isomeros trans presentes
em manteigas e margarinas.

A introdugio dos dcidos graxos trans em quantidades considera-
veis na dieta humana pode ser identificada com o desenvolvimento do
processo de hidrogenacdo parcial de 6leos vegetais para fabricacio
de margarinas ou shortening." Este processo consiste na insergao de
atomos de hidrogénio as duplas liga¢des dos dcidos graxos presentes
em 6leos, obtendo-se produtos sélidos ou semissélidos com maior es-
tabilidade em relacao a oxidac@o e prolongando o tempo de prateleira.?

Os dcidos graxos trans sio praticamente inexistentes em 6leos e
gorduras de origem vegetal ndo-refinados, entretanto estdo presentes
em pequenas quantidades em produtos derivados de leite e em outras
gorduras de origem animal, devido a hidrogenacgdo bioldégica no
estdmago dos ruminantes.> As gorduras parcialmente hidrogenadas
sdo as fontes principais destes dcidos, sendo encontradas em vérios
alimentos processados, como tortas, margarinas e produtos de pani-
ficagdo,** contribuindo com cerca de 80 a 90% de todos os isdmeros
trans ingeridos numa dieta alimentar normal.>>¢

Pesquisas t€ém mostrado que os dcidos graxos frans sdo tao ou
mais prejudiciais a saide do que os dcidos graxos saturados, prin-
cipalmente no que diz respeito a elevagdo dos niveis de colesterol
no sangue e, consequentemente, ao aumento do risco das doengas
cardiovasculares.*” O consumo de calorias provenientes de dcidos
graxos trans tem sido relacionado ao aumento da lipoproteina de baixa
densidade (LDL — Low Density Lipoprotein), e a redugao da lipopro-
tefna de alta densidade (HDL — High Density Lipoprotein), no plasma,
resultando em elevagdo da relagdo LDL/HDL mais significativa do
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que a ingestdo de dcidos graxos saturados e, consequentemente, em
efeito adverso a satide mais acentuado.**” Estudos tém revelado que
o0 acréscimo de uma unidade nesta relag@o estd associado a ascensio
em cerca de 50% do risco de doengas cardiovasculares.’

Por outro lado, a associacdio entre a ingestdo de gorduras trans
e a incidéncia de doencas cardiovasculares ndo estd ainda bem es-
tabelecida e uma das explicacdes para esta inconsisténcia pode ser
devida a fonte desses isdmeros, jd que as doengas coronarianas estdao
interligadas muito mais a ingestdo das gorduras trans provenientes
do processo de hidrogenacdo parcial do que aquelas advindas de
produtos de origem animal.® A diferenga entre os dcidos graxos trans
provenientes de gordura animal e os de gordura hidrogenada manu-
faturada nio se refere apenas as quantidades, mas também ao tipo de
isdmero predominantemente encontrado em cada uma delas. Entre os
acidos graxos frans resultantes do processo de bio-hidrogenacio, hd
o predominio do 4cido vacénico (C18:1-11t), enquanto na gordura
que sofre hidrogenacdo parcial prevalece o dcido elaidico (C18:1-
9t). Este ¢ considerado o principal competidor do 4cido linoleico no
metabolismo humano, podendo esta acgdo refletir-se sobre a redu¢do
do niimero de receptores de lipoproteina de baixa densidade, contri-
buindo para o aumento de seus niveis plasmaticos.’

Além das doengas cardiovasculares, a ingestao de gorduras trans
tem sido correlacionada a incidéncia de outros maleficios a saude,
como o aparecimento de asmas e alergias em criangas,!°a ocorréncia
de diabetes em adultos'” e a inibi¢do do metabolismo de dcidos graxos
essenciais influenciando o desenvolvimento infantil.>!!12

Muitos paises t€ém mostrado significativa preocupagdo com
respeito as informacdes nutricionais nas rotulagens de alimentos em-
balados, com a criagdo de legislagdes que evidenciem essa inquietude
com a satde futura.”” Baseada em estudos recentes, a Organizagdo
Mundial da Satde recomenda que o consumo maximo deste tipo de
gordura ndo deve ser superior a 1% das calorias totais ingeridas.®

Os produtos originados de 6leos hidrogenados comegaram a
serem produzidos no inicio do século XX, objetivando-se substituir
a manteiga que era um produto de alto valor agregado.'* Contudo,
em funcdo de todos os inconvenientes recentemente descobertos,
causados pela ingestdo de gorduras provenientes de dleos vege-
tais hidrogenados, tem-se buscado a substitui¢do do processo de
hidrogenagdo parcial por vias de produgdo que nédo resultem em
formacdo de isdmeros trans.
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Neste contexto, a gordura do leite tem tido destaque nova-
mente em diversos estudos recentes,'>?? visando a obtencdo de
produtos que aliem o sabor desta matéria-prima lipidica com as
caracteristicas fisicas e de composi¢do (menor teor de gordura
saturada, presenca de dcidos graxos essenciais) desejdveis para o
consumidor. Isto pode ser alcangado pela mistura da gordura do
leite com Oleos vegetais, possibilitando a aquisi¢do de lipideos
com melhores caracteristicas nutricionais pelo aumento da quan-
tidade de gordura insaturada e com melhores propriedades de
espalhabilidade sob temperatura de refrigeracdo doméstica. Esta
mistura, quando associada a interesterificagdo, pode resultar em
diminuic¢do na dureza e no carater s6lido da gordura do leite pela
inducdo da queda na quantidade de sdlidos presentes e mudanca
na estrutura da rede cristalina.?

Esta revisdo teve como objetivo descrever, comparar e discutir
o estado da arte deste processo, evidenciando sua importancia para
a obtencao de produtos com caracteristicas fisicas e nutricionais de-
sejaveis, sem a geracdo de gorduras frans. O reconhecimento dessas
vantagens tem proporcionado aumento consideravel no desenvolvi-
mento de tecnologias consistentes de interesterificaciio enzimética
da gordura do leite.

GORDURA DO LEITE

O leite tem sido descrito como um dos alimentos naturais mais
proximos da perfei¢do, devido particularmente ao seu elevado teor
de nutrientes, incluindo proteinas, gorduras, acicares, minerais e
vitaminas. Sua gordura € uma importante fonte de lipideos na dieta
e possui maravilhoso sabor e aroma.*

A gordura do leite € uma mistura de mais de 100.000 tipos de
triacilglicerdis nos quais estdo distribuidos diferentes dcidos graxos
(Tabela 1), sendo provavelmente a mais complexa de todas as gorduras
naturais.** Essa composigdo tdo variada é responsével por proprieda-
des organolépticas, fisicas e nutricionais exclusivas.? Este alimento &
uma mistura de fases sélidas e liquidas, sendo completamente sélido
a—40 °C e completamente liquido a 38 °C.*

Tabela 1. Composi¢do em dcidos graxos da gordura do leite (% em massa).
Adaptada da ref. 27

Composi¢do

Acidos Graxos gordura do leite
(%)

Butirico C4:0 2,8-4,0
Caproico C6:0 1,4-3,0
Caprilico C8:0 0,5-1,7
Céprico C10:0 1,7-3,2
Laurico C12:0 22-45
Miristico C 14:0 5,4-14,6
Miristoleico C 14:1 0,6-1,6
Palmitico C 16:0 25,0-41,0
Palmitoleico C 16:1 2,0-6,0
Estearico C18:0 6,0-11,0
Oleico C18:1 18,7-33,4
Linoleico C18:2 0,9-3,7
Linolénico C18:3 0,5
Saturados 45,0 - 83,0
Insaturados 22,7-452

Durante algum tempo essa gordura foi apontada como prejudi-
cial a saude por conter quantidades razodveis de colesterol e dcidos
graxos saturados, os quais t€ém implica¢d@o no aumento de doencas
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cardiovasculares, sendo este fator relevante para a substituicdo da
manteiga por outros produtos. O efeito hipercolesterolémico da
gordura do leite na dieta humana € associado principalmente aos
dcidos l4urico, miristico e palmitico.?

Por outro lado, deve-se ressaltar que esta gordura possui compo-
nentes benéficos e importantes para a manutencao da saide e redugao
do risco de doengas. Nela encontram-se quantidades aprecidveis de
acidos linoleicos conjugados (Conjugated Linoleic Acid - CLA),
um grupo de dcidos graxos que desempenham importantes efeitos a
saude, incluindo o combate a diabetes e a obesidade, a modulag¢ao do
sistema imunoldgico e do crescimento 6sseo,” e sua agdo anticarci-
nogénica, principalmente no que diz respeito ao cincer de mama.*
Igualmente benéfico € o acido butirico, que tem sido sugerido como
potente inibidor da proliferag¢do de células cancerigenas e indutor da
diferenciagéo e apoptose de diferentes linhagens destas células.?'

As caracteristicas nutricionais, todavia, nao sdo suficientes para a
aceitabilidade de um produto, sendo também fundamental que sejam
considerados aspectos como propriedades fisicas e organolépticas
de um alimento. Ao contrdrio da margarina, a manteiga tem faixa
de plasticidade limitada, comportando-se como um sélido pouco
espalhdvel a temperatura de refrigeracéo (0-10 °C), enquanto que a
temperatura ambiente (20-25 °C) hd separagdo do dleo e exsudagdo.
Sua espalhabilidade ideal ocorre em torno de 15 °C, temperatura na
qual seu contetido de gordura sélida estd em torno de 30%.%

Buscando-se obter um produto que alie os atributos organolép-
ticos e de composi¢do da gordura do leite, mas que contenha me-
nores quantidades de dcidos graxos saturados e que possua melhor
espalhabilidade a temperatura de refrigeracdo, tém sido realizados
estudos objetivando-se sua modificacdo. Dentre 0s processos em
estudo, destaca-se a interesterificacdo, a qual pode ser quimica ou
enzimdtica.*>** A Figura 1 apresenta um fluxograma representativo das
rotas quimica e bioquimica para obten¢do de um produto alimenticio
a partir da interesterifica¢do da gordura do leite com dleo vegetal.

A rota quimica, em geral, utiliza como catalisador sédio metélico
e metilato de sédio,'** conduzindo a redistribuig¢do aleatéria dos
dcidos graxos nas cadeias dos triacilglicerdis. A via enzimatica faz
uso de lipases como biocatalisador; nela, os dcidos graxos podem
ser redistribuidos, de forma aleatéria empregando-se lipases ndo
especificas, ou em posi¢des caracteristicas, quando sdo utilizadas
enzimas especificas.®

Ambas as vias, quimica ou enzimdtica, podem ser utilizadas na
inddstria de 6leos e gorduras para a fabricacdo de margarinas e shor-
tenings.> Entretanto, deve-se destacar que a rota enzimatica possui
vantagens se comparada a quimica (Figura 1), tais como a reogioes-
pecifidade que permite maior controle sobre a distribui¢do posicional
dos dcidos graxos no produto final, além de empregar condicdes de
reacdo mais suaves (temperaturas reduzidas), que podem ser menos
prejudiciais as qualidades organolépticas da manteiga.' 2

CATALISADOR BIOQUIMICO

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol
acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) e atuam na hidrdlise de triacilglicerdis
formando 4cidos graxos livres e glicerol em meio aquoso ou na reagao
inversa em meio organico. Estes biocatalisadores sdo comumente
encontrados na natureza, podendo ser obtidos a partir de fontes ani-
mais, vegetais ou microbianas.*37 As lipases provenientes de micro-
organismos sdo as mais utilizadas industrialmente, por apresentarem
procedimentos mais simples de isolamento e serem mais estdveis e
terem propriedades bem mais diversificadas que as de outras fontes.*
Estas enzimas néo requerem cofatores, sdo regioespecificas, atuam em
larga faixa de pH*® e apresentam a capacidade tnica de atuar apenas
na interface 6leo/dgua.”



Vol. 33, No. 2 Modificagdo bioquimica da gordura do leite 433
Via Quimica
Catalisador R
Gordura do leite Quimico Vapor/ Agua Argila Filtro auxiliar Argila
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Via Bioquimica
Catalisador

Gordura do leite Bioguimico

l l

Acidos graxos livres

Oleo Vegetal

Acidos graxos livres

Figura 1. Comparagdo das rotas quimica e bioquimica para obtengdo de produto alimenticio a partir da interesterifica¢do da gordura do leite e oleo vegetal

Com relagdo a especificidade, a literatura relata que € controlada
pelas propriedades moleculares da enzima, estrutura do substrato e
por fatores que afetam a ligagdo enzima-substrato.*’ As lipases po-
dem ser classificadas de acordo com sua especificidade posicional
(ndo especificas ou 1,3-especificas) ou quanto a especificidade por
dcidos graxos®?* (Tabela 2). Além disso, lipases podem apresentar
especificidade estereoquimica, atuando particularmente sobre um
isdmero 6ptico.*!

A versatilidade das lipases permite que estas enzimas sejam
selecionadas para aplicacdes potenciais em diversos setores, como
alimenticio, de detergentes, farmacéutico, téxtil, cosmético, combus-
tivel e inddstrias de papel, entre outros.** Para o setor de alimentos,
em especial, lipases de grau alimenticio tém sido empregadas.*

Lipases estdo disponiveis comercialmente nas formas livre e
imobilizada, sendo que para aplicacdes industriais é recomendado o
uso de lipases na forma imobilizada. Os métodos de imobilizagao,***
tipos de suporte,*“7¢ aplicacoes desses sistemas®*#*#¢sgo amplamente
descritos na literatura.

Lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes nao ape-
nas pela capacidade de atuarem sobre substratos insoliveis em dgua,
mas também pela capacidade de catalisarem diferentes reacdes, tais
como hidrélise, esterificag@o e interesterificagio (alcodlise, aciddlise
e transesterificagdo).*® A interesterificacdo em especial tem sido o
método mais usado para obtenc@o de 6leos e gorduras com fungdes
desejdveis para a manufatura de produtos especificos.®

MODIFICACAO BIOQUIMICA DA GORDURA DO LEITE
A interesterifica¢@o consiste de uma rea¢@o que promove a troca

e redistribui¢do dos 4cidos graxos entre os triacilglicerdis até que
equilibrio termodindmico seja alcangado, resultando em produtos

que apresentam a mesma composi¢do em dcidos graxos, porém com
diferente composi¢do em triacilglicerdis e, consequentemente, com
diferentes caracteristicas fisicas e nutricionais.***%

Nutricionalmente, esta reagdo promove beneficios quando compa-
rada a hidrogenagao, pois o processo de rearranjo dos dcidos graxos
ndo altera sua isomeria ou seu grau de insatura¢do,*® o que leva a
geracgdo de produtos com quantidade reduzida ou livre de isomeros
trans e que podem possuir maiores concentragdes de dcidos graxos
poli-insaturados.’

O uso da interesterificagdo € uma tendéncia que se apresenta como
alternativa promissora na industria de gorduras para alterar também
propriedades de espalhabilidade, pois modifica substancialmente as
propriedades fisicas das gorduras.?

A velocidade de reagao, o rendimento do processo e a obtengao
dos produtos desejados dependem de alguns fatores cruciais para
a realizac@o de reagdes de interesterificacio (Figura 2). A matéria-
prima e a preparacdo de lipase devem ser escolhidas adequadamente
para atingir a viabilidade técnica e econdmica do processo. O bio-
catalisador deve ser imobilizado para melhorar sua estabilidade e
eficiéncia catalitica. Em seguida, as condi¢des reacionais devem ser
estabelecidas, incluindo a necessidade de adi¢@o de solvente orgénico,
a otimizagdo da propor¢io massica das matérias-primas, temperatura,
quantidade de biocatalisador no meio reacional e configura¢ao do
reator, entre outros fatores.

Visando identificar a influéncia desses pardmetros na eficiéncia
da interesterifica¢do enziméatica da gordura do leite foi realizada uma
pesquisa bibliogrédfica em diferentes bases de dados cientificas (IS/
Web of Knowledge, Scopus, Scifinder Scholar) no periodo entre 1986 a
2008, utilizando como palavras-chaves: interesterificacdo enzimatica,
gordura do leite e lipases. Alguns dos principais trabalhos encontra-
dos sdo apresentados na Tabela 3, dispostos em ordem cronoldgica,

Tabela 2. Classificagio das lipases de acordo com sua especificidade. Adaptada das refs. 35 e 36

Lipase Atuacio

Exemplos

Catalisam a hidrélise de TAG gerando 4cidos graxos livres e

Nio especificas . -
P glicerol, de modo aleatério.

Catalisam a hidrdlise de TAG gerando dcidos graxos livres
provenientes especificamente das posi¢des sn-1 e sn-3.

1,3-especificas

Acido graxo especificas moléculas de TAG.

Catalisam a hidrélise de tipos especificos de acidos graxos nas

Candida cylindracea
Penicilium cyclopium, Staphylococcus aureus
Corynebacterium acnes Pseudomonas fluorescens
Mucor miehei
Rhizopus oryzae
Aspergillus niger
Rhizopus delemar
Lipase pancredtica
Penicillium roquefortii

Geotrichum candidum
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Escolha do Escolha do catalisador
suporte bioquimico (lipase)
Imobilizacio Escolha do Substrato
da lipase (gordura do leite + 6leo vegetal)
Meétodo Sistema Sistema
de com sem
imobilizacao solvente solvente
. ) v A
Conteido de agua emperatura
™ Condicoes ‘/T
Reacionais
Quantidade de /' \ Proporcio
biocatalisador no missica do
meio reacional substrato
Modo de 5 Sistema
conducio /v Conﬁgura("ao A/ de
do processo do Reator agitagio

Figura 2. Principais pardmetros que interferem na interesterifica¢do da
gordura do leite pela rota bioquimica

com os resultados mais relevantes descritos pelos autores. Os demais
trabalhos encontram-se dispostos no material suplementar na versao
on-line da revista.

Observou-se aumento no nimero de publicacdes nos dltimos 30
anos, sendo que 53% do total de artigos encontrados sobre o tema
em estudo foram publicados entre 2000-2008.

Nos trabalhos pioneiros efetuados na década de 80 a modificagio
enzimatica era conduzida com a gordura do leite pura,-° e apenas
a partir dos anos 90 outros componentes foram misturados a esta
gordura para a interesterificagéo.’!*3%6 Qs Gleos vegetais mais utili-
zados foram os de colza,!>171921.226467 canpla, 33906 ¢ girassol.!6:17:6468.69
O maior uso do 6leo de colza pode ser justificado pelo fato de que
este dleo ja é empregado comercialmente na preparagdo de spreads
a base de gordura do leite."

Destaque pode ser dado ao trabalho recente, desenvolvido por
Aguedo et al.,*no qual se empregou 6leo de linhaga, um 6leo impor-
tante nutricionalmente por apresentar alto contetido de dcidos graxos
insaturados C , [4cidos linolénico (C ), linoleico (C,,,), € oleico
(C ;)] Entretanto, o uso deste 6leo em alimentos € limitado em
alguns paises devido a sua instabilidade.?> Como forma de minimizar
este problema os autores utilizaram misturas terndrias de gordura do
leite com dleos de linhaga e colza.

Até o final da década de 1990, a maior parte dos pesquisadores
utilizava a técnica de adsor¢@o para a imobiliza¢do das enzimas
adquiridas sob a forma livre que catalisavam a interesterificacio da
gordura do leite e como suportes empregavam Celite,’"3% e polipro-
pileno.>¢13*Nos trabalhos desenvolvidos a partir de 2000, verifica-
se o uso predominante de enzimas j4 adquiridas comercialmente na
forma imobilizada. 52> 6+66.71

As enzimas mais empregadas para catalise da reagdo em estu-
do foram as lipases de Mucor miehei (anteriormente Rhizomucor
miehei),! >30T R oryzae (anteriormente R. javanicus, R. arri-
ZMS) 53,61-63,76 e Candlda antarctica. 15-17,65,67,69,72

Alguns autores avaliaram o uso de diferentes fontes de lipase
comparativamente, tais como Kalo et al.* que utilizaram as lipases de
M. miehei e Aspergillus niger, obtendo resultados em composi¢ao de
triacilglicerdis semelhantes para ambas as fontes de enzima, mesmo a
temperaturas de trabalho diferentes e com distintas técnicas de imobi-
lizaco. No trabalho desenvolvido por Lai et al.> sete diferentes fontes
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de lipases foram empregadas e apresentaram desempenhos distintos,
sendo que o melhor desempenho foi constatado para lipase de Pseu-
domonas sp., alcancando o mais elevado grau de interesterificagao.

Os estudos realizados envolvendo as reacdes de interesterificacdo
enzimadtica da gordura do leite foram conduzidos em sua maioria em
reatores operando em regime de batelada com velocidades de agitagdo
que variam de 100 a 400 rpm." Podem-se destacar os trabalhos
realizados por Ronne et al.'>'” e Zhang et al.,' nos quais as reagoes
foram conduzidas em reatores de leito empacotado e por Balcdo et
al.,”* no qual foi empregado reator do tipo fibra oca. Reatores de leito
empacotados tém sido utilizados em trabalhos de pesquisa recentes
tendo em vista que este processo € muito usado para fins comerciais,
pois permite operacdes de forma continua, o que industrialmente é
mais vidvel.'>8

Como condicdes reacionais, estudos mostram que a reagdo de
interesterificacdo enzimadtica da gordura do leite pode ser conduzi-
da em temperaturas que oscilam desde 35% até 80 °C!¢!7:%72 ¢ em
valores de pH que oscilam de 6 a 8.4 O uso de solvente ¢ varidvel
e, quando presente, 0s mais comumente utilizados sdo hexano,>> e
iso-octano.%*%5 O hexano também pode ser empregado em combi-
nag¢do com outros solventes, tais como cloroférmio e acetato de etila,
como no trabalho desenvolvido por Safari e al.® no qual esta mistura
promoveu aumento do rendimento de interesterificacao.

Em outro estudo realizado por Yu et al.*! foi utilizado o diéxido de
carbono supercritico, solvente geralmente recomendado nos setores
de alimentos e farmacéutico. Comparado aos solventes liquidos, di-
6xido de carbono supercritico ndo € toxico, possui baixa viscosidade,
altas taxas de difusdo e transferéncia de massa, propriedades que
sdo adequadas para reagdes enzimaticas.’! E um solvente que possui
baixo valor agregado, ndo € inflamavel e € lipofilico.”” Apresenta
temperatura critica relativamente baixa (31,2 °C), que permite que
ndo haja degradagdo térmica de produtos termossensiveis.”® Além
disso, devido a facilidade de separacdo dos produtos reacionais,
é considerado extremamente atrativo para uso como solvente em
processos quimicos ecologicamente mais aceitdveis. Entretanto, tem
também desvantagens, como a redugdo da atividade catalitica, a qual
tem sido atribuida a formagao de dcido carbdnico.”

Os métodos de andlise mais utilizados para avaliagio dos produtos
resultantes da interesterificagdo enzimdtica da gordura do leite sdo
cromatografia em fase gasosa para quantificagdo dos mono-, di- e
triacilglicerdis, ressonancia magnética nuclear (RMN) para a quan-
tificacdo do conteudo de gordura sélida, titulagdo para a determina-
¢do do contetido de dcidos graxos livres e calorimetria exploratéria
diferencial (Differential scanning calorimetry, DSC) para andlise do
comportamento térmico dos produtos interesterificados.

Pode ser dado destaque ao estudo desenvolvido por Zhang et
al.,'®* no qual nova abordagem € dada ao monitoramento da reagio
aplicando-se a espectroscopia de transformada de Fourier no infra-
vermelho proximo (Fourier transform near-infrared spectroscopy,
FT-NIR). Os autores utilizaram a lipase de Thermomyces lanugino-
sa para catalisar a interesterificacio da gordura do leite com 6leo
de colza em reator de leito empacotado. A reacdo foi monitorada
por FT-NIR para obtencdo do grau de conversdo e do conteddo
de gordura sélida das misturas e produtos interesterificados. Foi
observada boa correlacdo entre os resultados obtidos por NIR e os
resultados de conversdo obtidos pela razdo de pico, calculado pelo
perfil de triacilglicerdis, e os resultados de conteidos de gordura
s6lida a 5 °C, obtidos por RMN.

Alguns autores estudaram comparativamente o emprego da
interesterificagdo quimica e enzimatica. Kalo et al., por exemplo,
investigaram o uso de catalisador quimico em rela¢do a atuacio
da lipase de C. cilyndracea imobilizada por adsorcéio em Celite na
interesterificacdo da gordura do leite pura, com rea¢des realizadas



Vol. 33, No. 2

Modificagdo bioquimica da gordura do leite

Tabela 3. Exemplos de estudos realizados sobre interesterificacdo enzimatica da gordura do leite
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Biocatalisador

Matérias-primas

Condigdes reacionais

Principais Resultados

Ref.

C. cilyndracae imobili-
zada em Celite

Gordura do leite
Oleo de canola

40 °C; sob 30 MPa; solvente (CO2
upercritico).

Os produtos apresentaram aumento da concentragdo dos
TAGs C,,-C, eC
primas.

5,» émrelag@o a mistura fisica das matérias-

51

Mucor javanicus imobi-
lizada por adsor¢do em
fibras de polipropileno

Gordura do leite

40 °C; sem solvente; reator de
fibra oca.

O produto apresentou uma faixa de fusdo mais ampla que a
gordura do leite antes da reagdo. O total de TAGs saturados
decresceu 2,2%, enquanto que 0s TAGs C,-C, (que contém
dcidos ldurico, miristico ou palmitico) decresceram 13%.

52

R. arrhizus imobilizada
em polipropileno

Gordura do leite
Oleo de canola

Frascos agitados 50 °C.

Os produtos interesterificados apresentaram redugdo no CGS
na faixa de 5-40 °C e nos pontos de amolecimento (softening
points) comparativamente as amostras nao interesterificadas.
A andlise de textura revelou que os produtos apresentaram
aumento na profundidade de penetrag¢do do cone em relagao
as amostras antes da reagdo.

53

A. niger, M. javanicus
R. javanicus, R.niveus,
Alcaligenes sp. Pseu-
domonas sp.; C. rugosa
imobilizadas em Celite
Lipozime IM 60

Gordura do leite
estearina de palma

Frascos agitados (200 rpm); sem
solvente; 60 °C.

Os resultados indicaram que a lipase de Pseudomonas sp.
produziu o mais alto grau de interesterificagdo (33,9%)
seguida pela lipase de R. miehei (32,3%). A maior quantidade
de AGL foi liberada pela reacdo catalisada por lipase de Pseu-
domonas sp. (2,61%) seguida pelas lipases de Alcaligenes
(2,56%) e R. miehei (2,18%).

54

Lipozyme TL IM ; T.
lanuginosus imobilizada
em Accurel EP100; Li-

Gordura do leite
Oleo de colza

Batelada; frascos agitados (400
rpm); 50 °C. Reator de leito
empacotado 60 °C.

Entre as lipases avaliadas, as Lipozymes TM IM e RM IM
foram escolhidas para os estudos adicionais no reator con-
tinuo de leito empacotado. A lipase TM IM realizou a reagao

15

pozyme RM IM ; Novo-
zym 435; Burkholderia
cepacia PS-C-1e PS-D-1

de forma mais rdpida. Em relagio aos AG da posicao sn-2,
observou-se reducdo do contetido de AG saturados (C14:0
e C16:0) e aumento dos AG de cadeia longa saturados e
insaturados (C18:0 e C18:1).

Lipozyme TL IM Gordura do leite Reator de leito empacotado; O trabalho demonstrou a viabilidade da aplicacio de espec- 18
Oleo de colza 70 °C. troscopia de infravermelho por transformada de Fourier para
0 monitoramento da reacdo.
Lipozyme TL IM Gordura do leite Batelada; agitador do tipo hélice; A reagdo atingiu o equilibrio entre 4 a 6 h. O decréscimono 22

Oleos de linhaca nitrogénio gasoso.

e colza

CGS e no dropping point obtido com aumento no contetido
de dleo de linhaca e interesterificacdo resultou em boas
propriedades pldsticas para os produtos das misturas bindrias
contendo 70:30 e 60:40 de gordura do leite e 6leo de linhaga,
resultados estes confirmados pela textura. A mistura terndria
apresentou propriedades reoldgicas e oxidativas satisfatorias.

TAGs = Triacilgliceréis; AGL= Acidos graxos livres; AG= Acidos graxos; CGS= Contetido de gordura sélida.

em frascos agitados, em meio isento ou na presenga de solvente
(hexano) a 60 °C. Os resultados mostraram que os produtos obtidos
por catdlise quimica e enzimdtica foram bastante similares em com-
posicdo, visto que a lipase empregada nao apresentou especificidade
sob as condigdes estudadas. Entretanto, a gordura interesterificada
com biocatalisador apresentou-se mais macia devido a presenga de
mono e diacilglicer6is formados.

Em outro trabalho, Brys et al.® examinaram o emprego de cata-
lisador quimico comparativamente ao uso da lipase de C. antarctica
imobilizada comercialmente (Novozym 435) na interesterificacio
da gordura do leite com 6leo de colza, sendo a reagdo realizada a
60 °C por até 8 h. Foi verificado que ambas as vias conduziram ao
aumento do conteudo de dcidos graxos livres e de fragdes polares
(mono e diacilglicerdis). Entretanto, neste caso a via quimica foi a
que apresentou os teores mais elevados destes compostos.

Outro aspecto importante, que deve ser considerado em rela-
¢do a interesterificacdo de gordura do leite, ¢ a manutengdo de seu
aroma ja que o processo enzimatico, devido a elevada formagéo de
dcidos graxos livres, promove o surgimento de odor desagraddvel
no produto final.

Rousseau e Marangoni®® investigaram as mudangas promovidas
pela interesterificagdo enzimdtica no aroma da gordura do leite
comparativamente a esta mesma reacgao realizada pela via quimica e
os resultados mostraram que ambas apresentaram redu¢@o do aroma
da manteiga, sendo que a via enzimadtica foi a que apresentou maior
diminuicao desta propriedade. Ronne et al.' estudaram a influéncia
desta reacdo sobre as propriedades organolépticas da gordura do
leite e de suas misturas com 6leo de colza, analisando os efeitos de
diferentes condigdes de desodorizacio, temperatura e pressao sobre o
aroma do produto final, com objetivo de obter as melhores condicdes
de refino do produto, para remocao dos odores formados.

Entre as caracteristicas que devem ser consideradas na condugao
da interesterificacdo enzimatica da gordura do leite estdo suas pro-
priedades fisicas, as quais s3o muito importantes na determinagao da
adequacdo desta gordura aos seus vdrios usos. Muitas pesquisas que
relacionam a influéncia desta reacdo sobre as caracteristicas fisicas
do produto obtido tém sido desenvolvidas e, neste sentido, as pro-
priedades mais estudadas sdo o conteddo de gordura sélida,>¢-38:62:63.70
as propriedades térmicas e de cristaliza¢do,’>**" o polimorfismo®*% e
as andlises de textura, que estdo entre as principais técnicas utilizadas
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para verificar a melhora da espalhabilidade destes produtos?3626322.73
sob temperatura de refrigeracéo.

Rousseau e Marangoni®? estudaram a interesterificacdo enzimética
da mistura de gordura do leite e 6leo de canola para avaliar o poten-
cial da lipase de R. arrhizus como agente modificador da textura da
manteiga. Os estudos permitiram concluir que este processo € uma
ferramenta vidvel para modificar as propriedades de textura deste pro-
duto, resultando na redu¢do da dureza e do cardter sélido da gordura
do leite pela queda na quantidade de sdlidos presentes e pequena mu-
danga na estrutura da rede cristalina. Em outro trabalho, estes mesmos
pesquisadores®® investigaram o efeito da interesterificagdo quimica
e enzimadtica sobre as propriedades fisicas da gordura do leite pura e
de sua mistura com 6leo de canola. Na rota enzimadtica foi utilizada
a lipase de R. arrhizus imobilizada por adsor¢do em polipropileno.
Estes autores verificaram que os produtos interesterificados com
biocatalisador apresentaram redu¢@o nos pontos de amolecimento
(softening points) em relagdo as amostras nao interesterificadas,
enquanto que os produtos obtidos por via quimica apresentaram au-
mento desta propriedade. A andlise de textura por cone de penetragao
revelou que os produtos de ambas as vias apresentaram aumento na
profundidade de penetracdo do cone em relacdio as amostras antes
da rea¢@o demonstrando, portanto, o potencial do uso desta reacio
no aumento da espalhabilidade da gordura do leite.

CONCLUSAO

O interesse na substitui¢do da hidrogenacdo parcial de 6leos
vegetais por processos que ndo gerem gordura trans, aliado as des-
cobertas sobre efeitos benéficos a saide relacionados ao consumo de
manteiga, tem incentivado o processo de interesterificagdo enzimatica
da gordura do leite visando a obtencdo de um produto que alie suas
caracteristicas organolépticas agraddveis a melhores propriedades fisi-
cas e nutricionais. Neste processo, aspecto relevante € o uso de lipases
como catalisadores, que resulta em via de produ¢do ambientalmente
amigdvel e capaz de reduzir perdas na qualidade sensorial do produto.

Lipases de diversas fontes microbianas tém sido testadas,
avaliando-se também o emprego de enzimas imobilizadas como
biocatalisadores. Enquanto estudos iniciais empregavam apenas
a gordura do leite como matéria-prima, diferentes dleos vegetais
passaram a ser empregados na interesterificacdo com a gordura do
leite, em diferentes proporcdes.

Embora as mudancas composicionais, devidas a interesteri-
ficacdo, sejam preocupagdes constantes na literatura, os aspectos
relacionados as alteragdes nas propriedades fisicas, especialmente a
textura do produto sob temperatura de refrigeracdo, também tém sido
relatados em fung¢do de sua importincia. As modificagdes no teor de
gordura sélida, na consisténcia e na estrutura cristalina em funcdo da
mudanca na distribuicdo dos dcidos graxos nos triacilglicerdis presen-
tes, devem ser cuidadosamente estudadas e relacionadas visando-se
0 aumento no conhecimento do processo. A andlise dos trabalhos da
literatura revela que o estudo destes aspectos € uma tendéncia nos
trabalhos cientificos, que mostram também preocupac@o com o uso de
matérias-primas poli-insaturadas adicionalmente a gordura do leite.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Estd disponivel gratuitamente em http:/quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF, com acesso livre. Apresenta a Tabela 1S, que
¢ um complemento da Tabela 3 apresentada na versdo impressa deste
artigo; nela estd contido o restante dos trabalhos obtidos na pesquisa
bibliografica realizada em diferentes bases de dados cientificas (ISI Web
of Knowledge, Scopus, Scifinder Scholar) para o periodo entre 1986 a
2008, utilizando como palavras-chaves: interesterificacio enzimadtica,

Quim. Nova

gordura do leite e lipases. Os trabalhos estdo dispostos em ordem
cronoldgica, com os resultados mais relevantes descritos pelos autores.
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Tabela 1S. Exemplos de estudos realizados sobre a interesterificagdo enzimatica da gordura do leite

Biocatalisador Matérias-primas Condigdes reacionais Principais Resultados Ref.
Houve redugio dos TAGs C, e C,, e elevagio dos TAGs
Frascos agitados; C,, e C, . Os produtos obtidos por via quimica e enzimati-
C. cilyndracae Gordura do leite presenga e auséncia de ca foram similares em composicao, a lipase empregada 55
imobilizada em Celite solvente (hexano) ndo apresentou especificidade. A gordura interesterificada
a40°C. com biocatalisador apresentou-se mais macia devido a

presenga dos mono e diglicerideos formados.

Os produtos apresentaram composi¢do em TAGs diferen-
Frascos agitados solvente (iso- tes da gordura do leite antes da interesterificagdo, porém

Lipozyme TM o . . . N
. . octano); a 35 °C para lipase de  apresentaram composi¢oes semelhantes para a reaciao
A. niger Gordura do leite . o . : . - 56
. e . A.niger e 60 °C para catalisada por ambas as lipases. As enzimas estudadas ndo
imobilizada em Celite . . N . .~ ~
lipase de M. miehei. sdo especificas sob as condi¢des de reagdo empregadas.

Os produtos apresentaram composi¢do em TAGs diferen-
tes da gordura do leite antes da interesterificacdo, porém
apresentaram composicdes semelhantes para a reagao

P, fluorescens Gordura do leite Variacdo da quantidade de . . . - .
. i e . . ¢ d . realizada sob diferentes condicdes reacionais. O conteido 57
imobilizada em Celite 4gua do meio reacional. S ) .
de produtos hidrolisados € dependente da quantidade de
4gua presente no meio reacional.
Os produtos apresentaram composi¢iio em TAGs similares

. solvente (isooctano); ara a reacdo realizada sob as diferentes temperaturas

Pfluorescens Gordura do leite . ( P ) p ¢ ~ peratt ~
baixo teor de dgua; estudadas, portanto a temperatura nao afetou a posicdo 58

imobilizada em Celite diferentes temperaturas. especifica de rearranjo dos AG no TAGs.

Os produtos apresentaram composi¢do em TAGs

Baixo teor de dgua; L. . . ~ .
similares para a interesterificagio realizada sob

P. fluorescens . sem ou com solvente . . L
. . . Gordura do leite . diferentes temperaturas e meios reacionais (com e 59
imobilizada em Celite (isooctano); p .
o sem solvente). Apresentaram também propriedades
40-60 °C. ~
de fusdo semelhantes.
Lipozyme; . O grau de hidrdlise das misturas de gordura/6leo foi
pozy Gordura do leite &t . . g .. .
R. delemar p . . dependente da quantidade de dgua inicial no meio
. o . Oleo de girassol Frascos agitados . .
imobilizada em Celite; . . o reacional. O tempo de reacdo foi dependente da quan- 60
. . o enriquecido com (100 rpm); 60 °C. . . o -
G. candidum imobilizada P . tidade de enzima utilizada, mas ndo da temperatura
acido oleico
em AcurelEP 100 empregada.

*e-mail: jsant200@yahoo.com.br
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Tabela 1S. continuacio
Biocatalisador Matérias-primas Condigdes reacionais Principais Resultados Ref.
A adigdo de cloroférmio ou acetato de etila ao hexano
resultou num aumento de 25% do rendimento de inter-
L. Batelada; 37 °C; 145 rpm; esterificacdo. Além disso, a adi¢@o de 0,8 a 1% de dgua
M. miehei . . . L. :
. . hexano; hexano + cloroférmio, alterou a afinidade da lipase por 4cidos graxos de baixa
Lipozyme Gordura do leite . e ~ p 68
hexano +acetato de etila); massa molecular. A adi¢do de pequenas por¢des de dgua
diferentes teores de dgua. ao hexano (0,4%) aumentou a quantidade de 4cidos
graxos livres por grama de gordura do leite.
Os resultados mostraram a afinidade hidrolitica das lipases
por 4cidos graxos de baixa massa molecular (C4:0-
C14:0). A andlise da esterioespecificidade dos dcidos
graxos presentes nos TAGs da gordura do leite interesteri-
Lipozyme; R. delemar; Sistema de microemulsdo,  ficada catalisada pela lipase de R. niveus demonstrou um
Rhizopus niveus; Mucor Gordura do leite livre de cosurfatante; aumento de 46% na propor¢do de C18:1 cis A’ na posi¢do 73
Javanicus batelada; 37 °C; 145 rpm.  sn-2, enquanto que os produtos da reaco catalisada pelas
lipases de M. miehei, R. delemar e M. javanicus foram en-
riquecidos com 21, 35 e 41% de C16:0, respectivamente,
na mesma posi¢ao dos TAGs.
Os resultados mostraram que a lipase de A. niger teve o
mais alto rendimento de interesterificagio (26%). Esta
P. putida; A. niger; Gordura do leite Sistema de microemulsio. lipase foi tar}nt?em a que mostrou mais elevgdo decréscimo 76
R. oryzae (17%) dos acidos graxos de cadeia longa hipercolesterol-
emicos (C12:0, C14:0 e C16:0) na posi¢io sn-2.
A composi¢io em TAGs dos produtos obtidos foi distinta
P. fluorescens Frascos agitados da composi¢ao da matéria-prima, pois houve um decrésci-
imobilizada em Gordura do leite 42 °C, sem e com solvente mo dos TAGs C,-C,, e um aumento nos TAGs C ,-C, . 70
vidro poroso (hexano). O produto apresentou temperatura de fusdo e CGS mais
baixo que o apresentado pela gordura do leite.
Para misturas com maior propor¢ao de dleo de canola,
. Sem solvente; . -

. . ... Gordura do leite o maiores alteracdes em TAGs foram observadas. A taxa
Rhizopus arrhizus imobili- - 40-60 °C; pH 6-8; e . P
sadaem polipronileno Oleo de canola contetido inicial de deua de hidrdlise inicial foi dependente do contetido inicial 61

POTIpIop 0.1-1.0% J de dgua na faixa de 0-0,55% de dgua. Os AGL predomi-
e nantes foram C18:1 e C16:0.
Os produtos apresentaram perfis de CGS em fungio da
temperatura mais baixos que o das misturas. O ponto
. . Sem solvente; . . ~ ~
R. arrhizus Gordura do leite o de gota (dropping point) como funcao da proporcdo de
. - . P 40-60 °C; pH 6-8; . . ~ .
imobilizada em polipro- Oleo de canola L p 6leo de canola decresceu ap6s a reagdo de forma mais 62
. contetido inicial de dgua . .
pileno acentuada que para as misturas. Tanto a mistura quanto a
0,1-1,0%. . . o .
interesterifica¢do diminuiram a dureza da gordura do leite.
A interesterificacdo da gordura do leite levou ao decrésci-
. mo dos TAGs C,, — C, e aumento dos TAGsC,,—C_,. O
. : Meio isento de solvente; 2 4 . T
R. arrhizus Gordura do leite o CGS da gordura do leite e da mistura (80:10) apds reagdo
. e . < 40-60 °C; pH 6-8; . .
imobilizada em polipro- Oleo de canola P . enzimdtica reduziu para todas as temperaturas estudadas. 63
. contetddo inicial de dgua . .
pileno A dureza e 0 mddulo de estocagem da gordura do leite e
0,1-1,0%. . . ~
das misturas acima de (70:30) decresceram com a reacao.
A andlise por DSC indicou que a interesterificacdo reduziu
. Frascos agitados o nimero de picos distintos de fusdo e a entalpia de fusdo,
. Gordura do leite L. P
Lipozyme IM Estearina de palma (250 rpm) sendo observado um decréscimo no conteddo de gordura 74
p 60-70 °C. sélida na faixa de temperatura de 25-40 °C.
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Tabela 1S. continuagio

Modificagdo bioquimica da gordura do leite

Biocatalisador Matérias-primas Condigdes reacionais Principais Resultados Ref.
Ambas as enzimas foram capazes de produzir misturas
com um novo perfil de TAGs, que apresentaram geral-
Lo . mente um ponto de deslizamento e CGS mais baixos.
R. miehei . Frascos agitados . .
(células fntegras nio vidveis) G0r</:1ura do leite (200 rpm): Os termogra{nas (.)bt1<40s por DSC indicaram mucla.ngas 7
Lipozyme IM60 Oleina de palma 60°C na composi¢ao (.:nstahna dos TAG~s e uma.altera(;ao nos
TAGs de mais baixos pontos de fusdo. A Lipozyme IM60
produziu maior rendimento de interesterificagio (43-
51%).
. Os resultados indicaram que a emulsdo preparada usando
R. miehei Gordura do leite Frascos agitados a mistura interesterificada exibe um comportamento
h J ) (200 rpm); e . . 75
(células integras) Oleina de palma 60°C reolégico diferente da gordura do leite pura e da mistura
' ndo modificada.
Os resultados mostraram redugéo no contetido dos TAGs
C,,—C,, e aumento dos TAGs de cadeia longa. Houve de-
) Gordura do leite 65°C créscimo do contetido de gordura sélido em temperaturas
Lipozyme IM Oleos de soja, giras- Uh entre 0 e 15 °C e aumento desta propriedade acima de 22,5 64
sol, colza e palma. ’ °C.Os produtos apresentaram elevacao do ponto de fusdo e
diminui¢do da dureza a 5 °C.
Tanto a interesterificacdo quimica quanto a enzima-
Gordura do 60 °C; tica aumentaram o conteido de AG livres e de fragdes
Novozym 435 leite 2-8 h. polares (mono e diglicerideos), a via quimica apresen- 65
Oleo de colza tou os teores mais elevados.
Ap6s a interesterificagdo houve elevacdo do con-
Gordura do tetido AGL e da fragdo polar. O contetddo de gordura
Lipozyme RM- IM ; leite 2,4e8h; s6lida e a temperatura de fusdo dos TAGs resultantes da  ¢¢
Oleo de colza 50,60, 70 e 80 °C. reagdo decresceram quando comparados aos da mistura
inicial das matérias-primas.
Ap0s a reacdo houve elevagdo do conteido AGL e
dos mono e diglicerideos. O contetido de gordura sélida
Novozym 435 Gordura do 2,4e8h; e a temperatura de fusdo dos TAGs resultantes foram o)
leite 50, 60, 70 e 80 °C. mais elevados que da matéria-prima. A interesterifi-
cacdo melhorou as propriedades fisicas da gordura do
leite.
Os produtos apresentaram decréscimo da estabi-
Lipozyme RM- IM Gordura do lidade oxidativa em comparac@o a mistura inicial das
/leite 8 h; 70 °C. matérias-primas. Esse decréscimo foi mais relevante 69
Novozyme 435 Oleo de gi- quando foi utilizado catalisador quimico e menos
rassol acentuado na reagdo em que Lipozyme RM- IM foi
empregada como biocatalisador.
Lipozyme RM- IM Gordura do Os produtos apresentaram decréscimo da estabi-
leite 8 h; 70 °C. lidade oxidativa em comparacdo a mistura inicial das 67
Novozym 435 Oleo de colza matérias-primas.
Ap6s a interesterificag@o houve elevacdo do con-
Gordura do leite tetido AG livres para todas as misturas. O conteddo de
Novozym 435 Oleo de 2,4e8h gordura sélida e a temperatura de fusdo dos produtos | 6.17
girassol 70 e 80 °C. resultantes da rea¢@o foram dependentes da composi¢ao

da mistura antes do processo.
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Tabela 1S. continuacio

Biocatalisador Matérias-primas Condig¢oes reacionais Principais Resultados Ref.
Lipozyme TL IM Gorduradelete Reatorde leto e 190 por 19
pozy Oleo de colza empacotado 60 °C. P h ¢ P
Devido a regiosseletividade da lipase, a reacdo de in-
teresterificagcdo envolveu principalmente acidos graxos
. Batelada . ..
. Gordura do leite o nas posicdes sn-1 e sn-3. Entretanto, mudangas signifi-
Lipozyme TL IM p 60 °C . . L. e
Oleo de colza b cativas na composic¢do de dcidos graxos na posi¢ao

sn-2 foram detectadas ap6s 6 h de reagdo.

TAGs=Triacilglicerdis; CGS= Contetido de gordura sélida; AGL = Acidos graxos livres; DSC= Differential scanning calorimetry (calorimetria exploratoria diferencial);



