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RESUMO

Este trabalho consiste em um estudo sobre a utilizacdo de enzima lipase Eversa Transform
2.0 na interesterificacao do 6leo vegetal de soja com o objetivo de promover um rearranjo das
cadeias de acidos na molécula de triacilglicerol, visando obter um lipidio estruturado para
aplica¢do na industria de alimentos plant-based. A composi¢dao de diferentes oleos vegetais
com potencial para a formacao de blends foi analisada. Entretanto, os testes iniciais de sintese
foram realizados exclusivamente com 6leo de soja, a fim de estabelecer e otimizar as condi¢des
reacionais. Assim, estudou-se o efeito da temperatura e da quantidade de enzima adicionada
para a sintese por meio da analise de composi¢ao do 6leo vegetal e produtos da sintese, bem
como de sua conformacgdo estrutural. A metodologia adotada para essas andlises foi a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As mudangas estruturais foram
estudadas por meio da andlise da posicao sn-2 do triacilglicerol, utilizando a metodologia de
hidrélise com lipase pancredtica, enzima presente na pancreatina. Uma andlise critica de
adaptacdes simplificadoras dessa metodologia também foi realizada a fim de determinar um
caminho experimental mais reprodutivel. Essas adaptagdes envolveram a retirada da etapa de
cromatografia de camada delgada, a retirada dos sais biliares do sistema reacional e a utilizagao
do hexano como solvente alternativo ao éter etilico. Os resultados para a analise critica da
metodologia de hidrolise com lipase pancreatica foram favoraveis a manutengdo da etapa de
cromatografia de camada delgada na caracterizag@o da posic¢do sn-2 do triacilglicerol, dos sais
biliares no meio reacional e do éter etilico como solvente de extra¢do, embora a complexidade
do método limita sua aplicagdo em uma grande matriz de experimentos. Os resultados das
sinteses para 6 horas de reacdo foram mais favoraveis para as condigdes de 60 °C com 150 pL
de enzima, 70 °C com 300 pL de enzima e 80 °C com 150 pL de enzima, que ofereceram
aumentos de até 54% de acidos graxos saturados na posi¢ao sn-2 em compara¢do com o 6leo
de soja puro. Os resultados contribuem para a definicdo de condigdes reacionais adequadas a
interesterificagdo enzimatica do d6leo de soja com a enzima Eversa Transform 2.0 e para a
validagdo da andlise estrutural dos triacilglicer6is, fornecendo subsidios para o

desenvolvimento de lipidios estruturados com potencial aplicacdo em alimentos plant-based.

Palavras-chave: sintese enzimatica; Eversa Transform 2.0; lipidio estruturado; 6leo de soja.



ABSTRACT

This work presents a study on the use of the lipase enzyme Eversa Transform 2.0 in the
interesterification of soybean vegetable oil, aiming to promote a rearrangement of fatty acid
chains within the triacylglycerol molecule in order to obtain a structured lipid for application in
the plant-based food industry. The composition of different vegetable oils with potential for
blend formation was analysed. However, the initial synthesis trials were carried out exclusively
with soybean oil in order to establish and optimize the reaction conditions. Thus, the effects of
temperature and enzyme loading on the synthesis were investigated through the analysis of the
composition of the vegetable oil and the synthesis products, as well as their structural
conformation. The methodology adopted for these analyses was gas chromatography coupled
with mass spectrometry. Structural changes were evaluated through the analysis of the sn-2
position of triacylglycerols, using the pancreatic lipase hydrolysis methodology, an enzyme
present in pancreatin. A critical analysis of simplifying adaptations to this methodology was
also performed in order to determine a more reproducible experimental approach. These
adaptations included the removal of the thin-layer chromatography step, the exclusion of bile
salts from the reaction system, and the use of hexane as an alternative solvent to diethyl ether.
The results of the critical analysis of the pancreatic lipase hydrolysis methodology supported
the maintenance of the thin-layer chromatography step for the characterization of the sn-2
position of triacylglycerols, as well as the use of bile salts in the reaction medium and diethyl
ether as the extraction solvent, although the complexity of the method limits its application to
a large experimental matrix. The synthesis results after 6 hours of reaction were more
favourable under the conditions of 60 °C with 150 pL of enzyme, 70 °C with 300 pL of enzyme,
and 80 °C with 150 puL of enzyme, which led to increases of up to 54% in saturated fatty acids
at the sn-2 position compared to pure soybean oil. These findings contribute to the
establishment of suitable reaction conditions for the enzymatic interesterification of soybean
oil using the Eversa Transform 2.0 enzyme and to the validation of the structural analysis of
triacylglycerols, providing a basis for the development of structured lipids with potential
applications in plant-based industry.

Keywords: enzymatic synthesis; Eversa Transform 2.0; structured lipid; soybean oil.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescimento expressivo no mercado de
alimentos plant-based, impulsionado pela crescente demanda por alternativas alimentares mais
saudaveis, sustentaveis e éticas (Beacom; Bogue; Repar, 2021). Os alimentos plant-based tém
origem vegetal e oferecem uma alternativa a produtos de origem animal, como carnes, laticinios
e ovos. A principal diferenga entre os alimentos de origem animal e os plant-based esta na
composi¢ao nutricional e na origem dos ingredientes. Os alimentos de origem animal contém
proteinas e lipidios especificos, como os acidos graxos saturados, enquanto os alimentos plant-
based buscam replicar essas caracteristicas com fontes vegetais, como leguminosas,
oleaginosas e graos. (Hoek et al., 2011; Beacom; Bogue; Repar, 2021; Michel; Hartmann;
Siegrist, 2021).

Grandes avangos tecnoldgicos na industria desses alimentos ja foram obtidos,
principalmente em relacdo a mimetizacdo da textura dos alimentos de origem animal. No
entanto, outros fatores ainda necessitam de melhor desenvolvimento. E o caso de propriedades
como aroma e sabor (Hoek et al., 2011).

Os lipidios desempenham um papel essencial no sabor e nas propriedades sensoriais dos
alimentos de origem animal. Eles ndo apenas contribuem para a textura, como também sao
fundamentais para a liberagdo de compostos volateis responsaveis pelo sabor caracteristico dos
alimentos (Shahidi; Hossain, 2022). As gorduras de origem animal, como as que estdo presentes
em carnes e laticinios, possuem um perfil lipidico com uma maior propor¢ao de acidos graxos
saturados e monoinsaturados, que conferem uma textura mais firme. Assim, o tipo e a
concentracdo de lipidios sdo fatores essenciais para o sabor e o aroma desses alimentos
(Shahidi; Hossain, 2022).

Em contraste, os oleos de origem vegetal, ricos em dacidos graxos insaturados,
geralmente apresentam uma estrutura diferente, o que impacta a textura e o perfil sensorial
(Belitz; Grosch; Schieberle, 2004). Embora os 6leos vegetais possam oferecer beneficios
nutricionais, como o fornecimento de acidos graxos essenciais € a reducdo de gorduras
saturadas, eles podem ndo ser suficientes para reproduzir a experiéncia sensorial oferecida pelas
gorduras animais (Osborn; Akoh, 2002; Michel; Hartmann; Siegrist, 2021).

Neste contexto, os lipidios estruturados tém se destacado como uma ferramenta
promissora para a industria alimenticia (Hong et al., 2023). Esses lipidios resultam da
modificacdo da estrutura dos acidos graxos e sdo estudados para aplicagdo em diversas areas de

alimentos, incluindo para a produ¢do de margarinas, de produtos de panifica¢ao e de alimentos
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processados, sendo uma solugdo estratégica para aprimorar a qualidade dos alimentos plant-
based e facilitar a transi¢do para dietas mais sustentaveis, mantendo qualidades como o sabor
ou a textura.

A producgado de lipidios estruturados pode ser realizada por diferentes métodos, seguindo
uma rota quimica ou enzimatica, que permitem a formag¢do de novos arranjos moleculares de
acidos graxos e, consequentemente, a criacao de lipidios com propriedades fisicas e sensoriais
aprimoradas. As principais reacoes utilizadas na produgdo de lipidios estruturados incluem a
esterificagdo, transesterificacdo e interesterificacao. Essas reagdes podem ser promovidas por
diferentes tipos de catalisadores, como catalisadores quimicos e biocatalisadores, como as
enzimas (Osborn; Akoh, 2002; Hong et al., 2023).

A utilizagdo de enzimas como catalisadores na producao de lipidios estruturados tem
ganhado destaque nos ultimos anos. As enzimas oferecem uma série de beneficios sobre os
catalisadores quimicos tradicionais, incluindo maior especificidade, condi¢des de reagdo mais
brandas ¢ menor impacto ambiental (Zhou et al., 2022). Dentre as enzimas aplicadas na
producao de lipidios estruturados, as lipases sdo as mais utilizadas (Mandakar et al., 2025).
Essas enzimas catalisam a hidrélise ou a transesterificagdo dos lipidios, permitindo a
modificacdo de suas estruturas e a criagdo de novos produtos com propriedades fisicas e
sensoriais desejaveis.

O uso de lipases na modificacao de lipidios estruturados oferece vantagens como maior
seletividade e eficiéncia, o que possibilita a modificagdo de lipidios de maneira mais precisa,
sem a necessidade de altas temperaturas (Fernandez-Lafuente, 2010; Mandakar et al., 2025).

Dessa forma, deseja-se explorar o potencial de utilizacdo de uma lipase desenvolvida
incialmente para aplicagdo na producao de biodiesel como meio para o desenvolvimento de
lipidios estruturados com propriedades sensoriais aprimoradas para a industria de alimentos
plant-based. Assim, pretende-se avaliar o rearranjo das cadeias de 4cidos graxos nas moléculas
de triacilglicer6is catalisado pela enzima Eversa Transform 2.0, utilizando uma Unica fonte de

triacilglicerdis, no caso, submeter a reacdo apenas um 6leo vegetal, o 6leo de soja.
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2 OBJETIVO

Este trabalho busca promover um estudo sobre a atuagdo da enzima Eversa Transform
2.0 na interesterificagdo do dleo de soja, por meio de uma caracterizagdo quimica por
cromatografia gasosa e espectrometria de massas, visando obter um lipidio estruturado com
potencial aplicacao na industria de alimentos plant-based.
Almeja-se ainda com este trabalho:
i.  Avaliar diferentes condi¢des experimentais para a sintese do lipidio estruturado a partir da
interesterificagcdo do 6leo de soja catalisada pela enzima lipase Eversa Transform 2.0;
ii. Estudar e determinar uma metodologia para andlise conformacional das moléculas de
triglicerideos, a partir da metodologia desenvolvida por Luddy et al. (1964);
iii. Caracterizar 6leos vegetais de diferentes tipos e origens para utilizagdo em blends com 6leo
de soja.
iv. Caracterizar os produtos das sinteses a fim de determinar condigdes experimentais mais

viaveis.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Lipidios

Os lipidios sdo biomoléculas que se destacam por possuirem hidrofobicidade, essa
caracteristica difere de outros grupos de moléculas, como as proteinas, por exemplo, que sdo
caracterizadas por possuirem uma estrutura comum (Marques, 2014). A caracteristica de baixa
solubilidade dos lipidios em 4gua permite que essas moléculas sejam mais facilmente separadas
das proteinas e dos carboidratos, além disso, caracterizam-se por se solubilizarem em solventes
organicos, como o hexano e cloroférmio. No entanto, mesmo ndo possuindo uma estrutura em
comum, a maioria dos lipidios sdo derivados de acidos graxos, como € o caso dos aci/ lipidios,
dentre os quais os acidos graxos aparecem como ésteres (Bobbio, 2003; Belitz; Grosch;
Schieberle, 2004).

Os lipidios sdo denominados como gorduras, se estdo em estado solido, ou como 6leos,
se estdo em estado liquido. No organismo animal, desempenham diversos papéis bioldgicos
dentre estruturais e funcionais. Em termos estruturais, atuam como isolantes térmicos e
constituintes das membranas celulares. Funcionalmente, atuam principalmente como reserva
de energia, mas também como fontes de vitaminas e dcidos graxos essenciais (Mandakar et al.,

2025).
3.1.1 Triglicerideos

Uma das classes mais abundantes de acil lipidios sdo os triacilglicerdis (ou
triglicerideos), que podem ser encontrados depositados em tecidos animais ou em o6rgaos de
plantas. A estrutura da molécula de triacilglicerol pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura de uma molécula de triacilglicerol.
2 o 0o 2 _0_ 0
° j o o 0 O ol e
®a

323 ,2020%020%0%0%0%0
R W W W W .

Fonte: Turbosquid, modelos 3D.
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Sao constituidos por uma molécula de glicerol ligada a trés moléculas de 4cidos graxos,
formando um tri-éster. Os 4cidos graxos podem ser iguais ou diferentes entre si, € a composi¢ao
em termos de insaturagdo determinara se o triacilglicerol serd sélido (uma gordura) ou liquido
(um 6leo) a temperatura ambiente. (Damodaran, 2019).

A composicdo e a conformagao dos acidos graxos na molécula de triacilglicerol sdo
responsaveis por determinar varias das propriedades fisico-quimicas inerentes a essas
substancias. Algumas dessas propriedades que mais se destacam sdo o ponto de fusdo e o
polimorfismo. O ponto de fusdo dos triacilglicerois depende do empacotamento das moléculas,
quanto maior o empacotamento e o tamanho da cadeia, maior sera o ponto de fusdo. Outras
caracteristicas que influenciam sdo: o grau de insaturacdo e a simetria nas cadeias de acidos
graxos; e a estabilidade polimérfica (Yang et al., 2024).

Uma propriedade importante apresentada pelos triacilglicerdis € o polimorfismo. Essa
caracteristica diz respeito a capacidade do triacilglicerol de se manifestar em diferentes formas
de estrutura cristalina e empacotamento molecular. Existem trés tipos principais de
empacotamento das moléculas de triacilglicerdis, o hexagonal, o ortorrdmbico e o triclinico,
que sdao denominados como formas polimorficas o, B’ e B, respectivamente. A forma mais
estavel ¢ a B, seguida pela forma ° e por ultimo, a forma a. No entanto, incialmente, os
triacilglicerdis costumam cristalizar na forma a, devido a baixa energia de ativacao, e depois
assumem a forma mais estdvel, em uma taxa que depende das condigdes do meio onde estao
inseridos (Damodaran, 2019; Yang et al., 2024).

O conhecimento sobre as formas polimoérficas ¢ de fundamental importancia para o
estudo das propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos triacilglicerois. Como visto
anteriormente, o ponto de fusdo ¢ diretamente influenciado pela conformacao das moléculas,
adquirindo um valor mais elevado conforme o aumento da estabilidade da forma polimérfica.
Em se tratando de propriedades sensoriais, a textura e a aparéncia de alguns alimentos
dependem da manutengdo dos cristais de gordura em uma forma polimorfica especifica, como
¢ o caso das margarinas, onde deseja-se, preferencialmente, que os lipidios estejam na forma
[, pois esta forma gera cristais menores e de textura mais macia, ao contrario da forma f3, que

gera cristais maiores e de textura arenosa (Shahidi; Hossain, 2022; Yang et al., 2024).

3.1.2 Acidos Graxos

Os 4cidos graxos sd3o um dos principais componentes dos lipidios. Pertencem a familia

dos acidos carboxilicos, sendo formados por uma cadeia carbdnica que apresenta uma
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carboxila: uma molécula de carbono ligada a um atomo de oxigénio e a uma hidroxila. Essa
conformacgao confere aos acidos graxos a caracteristica de serem anfipaticos, ou seja, possuem
uma regido apolar, devido a cadeia carbonica, e outra regido polar, devido a hidroxila (-OH)
(Marques, 2014).

Podem ser categorizados de diversas formas, como por exemplo, em relagdo ao nimero
de carbonos, ao tamanho da cadeia, quanto a posicao das duplas ligagdes, entre outras formas.
Acidos graxos com numero de carbonos pares sio mais abundantes na natureza, enquanto
acidos graxos com numero impar de carbonos sao mais dificeis de serem encontrados,
aparecendo apenas em tragos em alimentos (Rustan; Drevon, 2005; Coniglio; Shumskaya;
Vassiliou, 2023). No entanto, sdo divididos principalmente em relagdo a existéncia ou ndo de
insatura¢des em sua cadeia, ou seja, acidos graxos saturados, representado pelo 4acido palmitico

na Figura 2, e insaturados, representado pelo 4cido oleico na Figura 3 (Rustan; Drevon, 2005).

Figura 2 - Representagio estrutural do Acido Palmitico.

Fonte: Free 3d, modelos 3D.

Figura 3 - Representacio estrutural do Acido Oleico.

Fonte: TodaCiéncia, Lipidios Cis e Trans.

Os acidos graxos saturados possuem cadeia carbOnica com ligagdes simples, sem
insaturagdes, ou seja, ndo apresentam duplas ligagdes. Sao mais frequentemente encontrados

em lipidios de origem animal, mas também podem ter origem vegetal. Os acidos graxos
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saturados de cadeias curtas (<14 carbonos) sdo encontrados na gordura do leite, no 6leo de coco
e em sementes de palmeira. Ja acidos graxos de cadeias longas (>18 carbonos) podem ocorrer
tanto em legumes e alimentos de origem animal (Rustan; Drevon, 2005; Coniglio; Shumskaya;
Vassiliou, 2023). As cadeias alifaticas dos acidos graxos saturados sdao extremamente
ordenadas, o que resulta em uma conformag¢ao mais rigida e confere as gorduras o estado solido.
Outra importante caracteristica resultante dessa conformag¢ao mais rigida, ¢ o ponto de fusdo,
que ¢ mais elevado para essa classe de acidos graxos (Yang et al., 2024).

Os acidos graxos insaturados, por sua vez, possuem insaturagdes em sua cadeia
carbonica. Sao mais abundantes que os acidos graxos saturados e mais facilmente encontrados
em Oleos de origem vegetal. Devido a insaturacao, as cadeias nao sdo ordenadas, de forma que
sdo também menos rigidas. Assim os 6leos que possuem uma composi¢ao majoritaria de 4cidos
graxos insaturados sdo encontrados em estado liquido e possuem ponto de fusdo menor em
comparagdo as gorduras de composicdo majoritaria de acidos graxos saturados. Os acidos
graxos insaturados podem ser classificados quanto ao nimero de insaturagdes, sao
monoinsaturados se possuem apenas uma dupla ligacdo na cadeia e sdo poli-insaturados se
possuem duas ou mais duplas ligagdes (Bobbio, 2003; Coniglio; Shumskaya; Vassiliou, 2023).

Quando se fala da conformacao dos acidos graxos na molécula do triacilglicerol, um
mesmo conjunto de acidos graxos saturados e insaturados podem resultar em texturas e
propriedades fisico-quimicas diferentes dependendo da posicao em que aparegam na molécula.
Garcés et al. (2023), em seu trabalho sobre a determinacdo de isdmeros de triacilglicerois com
dois 4&cidos graxos saturados, aborda, por exemplo, que uma composi¢cdo com dois acidos
graxos palmiticos (saturados) e um dacido graxo oleico (insaturado) distribuidos de forma
assimétrica, ou seja, Saturado-Saturado-Insaturado ou Insaturado-Saturado-Saturado, possui
um ponto de fusdo mais elevado e ¢ mais suscetivel a cristalizar na forma 3’ do que as gorduras

que possuem a forma simétrica, Saturado-Insaturado-Saturado.

3.2 Lipidios Estruturados

Os lipidios sdo muitas vezes associados como precursores de problemas de satude,
principalmente quando h4 acimulo de gordura no tecido adiposo. Isso se deve ao alto teor de
calorias que carregam, o que pode gerar questdes como o aumento de colesterol ou até mesmo
doencgas como hipertensao e diabetes (Zhou et al., 2022; Hong et al., 2023).

Devido a composicdo em acidos graxos, alguns triacilgliceréis podem ser mais

facilmente absorvidos. Cadeias curtas e médias de acidos graxos sao menos caloricas € mais
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facilmente absorvidas, no entanto, s3o menos abundantes. Os 4cidos graxos de cadeias longas
sdo mais faceis de serem encontrados em 6leos e gorduras, mas a absor¢ao no corpo € pior e
sdo mais caloricos.

Alguns desses acidos graxos de cadeia longa, no entanto, sdo considerados essenciais,
como por exemplo os acidos graxos linoleico (0mega-3) e linolénico (6mega-6). Esses acidos
adquirem essa denomina¢ao pois desempenham func¢des benéficas no organismo, mas nao
podem ser sintetizados no corpo. Sdo encontrados em maior abundancia em 6leos vegetais e
0leos marinhos (Zhou et al., 2022; Coniglio; Shumskaya; Vassiliou, 2023).

Visto que os lipidios apresentam propriedades benéficas, como fonte de energia ou fonte
de 4cidos essenciais, mas também podem oferecer maleficios devido ao acimulo de gordura,
estudos vém sendo realizados na tentativa de gerar lipidios com propriedades funcionais. Estes
sao conhecidos como lipidios estruturados (Zhou et al., 2022).

Os lipidios estruturados sdao Oleos modificados quimicamente para obterem
propriedades funcionais, seja promovendo uma redugdo caldrica seja aumentando a fonte de
acidos graxos essenciais, entre outras propriedades. Essencialmente, os lipidios estruturados
sdo Oleos que tém sua configuragdo e composicdo de acidos graxos alterada e assim, suas
propriedades fisico-quimicas também sofrem alteragdo (Osborn; Akoh, 2002; Zhou et al.,
2022).

Virios estudos vém sendo desenvolvidos nos ultimos anos para o desenvolvimento de
lipidios estruturados. Grandes avancos ja foram reportados, como a producao de lipidios com
maior percentual de acidos graxos de cadeia média, a incorporacdo de 4dcido docosahexaenoico
(DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA), que sdo acidos graxos polinsaturados importantes
para o desenvolvimento do feto, e ainda o desenvolvimento de lipidios com mesma composi¢ao
em 4cidos graxos que o leite humano, para aplicagdo em alimentag¢do infantil (Fernandez-
Lafuente, 2010; Zhou et al., 2022; Hong et al., 2023).

Muito embora esses avangos sejam reportados, a produgdo em escala industrial de
lipidios estruturados ainda nao ¢ uma realidade. Um dos motivos para que nao seja possivel a
producdo em larga escala, ¢ devido aos custos inerentes a produ¢do (Zhou et al., 2022).

Os lipidios estruturados podem ser obtidos por via quimica, enzimatica ou genética, mas

0s métodos mais comuns sdao os dois primeiros.
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3.2.1 Via Quimica

A rota quimica ¢ a mais utilizada para modificacao de lipidios e consiste na utilizagao
de um catalisador quimico inorganico, como o metoxido de sddio, durante o processo reacional.
Na sintese dos lipidios estruturados, o catalisador age rearranjando as cadeias de acidos graxos
de forma randomizada (Vieira, 2018).

Esse método ¢ mais econdmico, pois os catalisadores quimicos possuem menor custo
em comparacao as enzimas. Outra vantagem da via quimica ¢ a produgao mais simplificada e
rapida (Vieira, 2018).

No entanto, apresenta algumas desvantagens para a producao de alimentos, como um
maior risco de contaminag@o, o que acaba por exigir um maior nimero de etapas para garantir
a purificagdo do produto. Além disso, devido a necessidade de se utilizar altas temperaturas na
reacdo, tem-se que os reagentes podem ser degradados na reagdo e o gasto energético para
manter a temperatura também ¢ maior. Uma outra desvantagem ¢ a ndo especificidade dos

catalisadores quimicos, o que limita a influéncia na distribuicao posicional dos acidos graxos

do produto formado (Osborn; Akoh, 2002; Zhou et al. 2022; Mandakar et al., 2025).

3.2.2 Via Enzimatica

Uma alternativa para modificagdo de lipidios que tem ganhado destaque nos ultimos
anos € a rota enzimatica. A produg¢ado pela via enzimatica possui diversas vantagens em relagao
a quimica. Uma dessas grandes vantagens ¢ o fato das enzimas serem catalisadores mais
especificos, o que permite um maior controle sobre o produto que sera obtido da reagdo. Essa
especificidade ndo ¢ encontrada em catalisadores quimicos, que produzem produtos
randomizados (Sivakanthan; Madhujith, 2020; Zhou et al., 2022).

Outra vantagem em se utilizar enzimas como catalisadores ¢ a melhora no gasto
energético. Por necessitarem de uma menor temperatura de reacdo, o processo reacional
demanda menos energia e permite que os reagentes ndo sejam submetidos a condi¢des
extremas, que poderiam ocasionar a degradacdo dos materiais (Fernandez-Lafuente, 2010;
Sivakanthan; Madhujith, 2020).

Além disso, as enzimas oferecem um menor risco de contaminacdo e sao menos
poluentes que os catalisadores quimicos, consagrando-se, entdo, como uma rota mais benéfica

ao meio ambiente. A grande desvantagem da utilizacdo das enzimas ¢ seu alto culto, o que
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dificulta o crescimento de seu uso em grande escala (Fernandez-Lafuente, 2010; Zhou et al.,

2022; Hong et al., 2023; Mandakar et al., 2025).

3.2.2.1 Lipases

As lipases, conhecidas também como EC 3.1.1.3 triacilglicerol acil-hidrolase,
pertencem a familia das hidrolases e agem apenas na interface 6leo-agua (Monteiro et al., 2021).
Atuam na hidrolise dos triacilglicerois formando diacilglicerdis, monoacilglicerdis, acidos
graxos livres e glicerol (Kim; Hwang; Akoh, 2023).

Em um meio microaquoso, onde a umidade é mantida em menos de 1%, as lipases
podem catalisar reacdes de reestruturagao de lipidios, nesse caso, atuam na dire¢ao da
esterificagdo e nao da hidrolise do lipidio. As reagdes que podem ser catalisadas pela lipase
nessas condi¢des sdo conhecidas como acidolise, alcodlise, interesterificagao, transesterificagao
ou esterificagdo, a depender dos substratos presentes na reacdo (Fernandez-Lafuente, 2010;
Zhang et al, 2024).

Em compara¢do com outras enzimas, as lipases se destacam por apresentarem alta
seletividade, especificidade, por reconhecerem uma grande variedade de substratos, o que
permite seu uso como catalisador em diversas reacgoes, e por apresentarem maior estabilidade
quando em condi¢des adversas, como em presenca de solventes organicos. Por esses fatores, as
lipases sdo os tipos de enzimas mais aplicadas na produ¢ado de lipidios estruturados (Monteiro
etal., 2021; Zhou et al., 2022; Zhang et al, 2024).

Uma importante caracteristica presente nessas enzimas € a presen¢a de uma cadeia de
polipeptideos que separa seu sitio ativo do meio externo. Essa cadeia funciona como uma
“tampa” e pode apresentar diferentes tamanhos, a depender a origem da lipase. Quando
submetida a um meio hidrofébico, como por exemplo um 0dleo, a cadeia de polipeptideos se
move para permitir que essa superficie hidrofobica interaja com a regido hidrofobica da enzima,
de forma a expor do sitio ativo da enzima para o meio reacional (Fernandez-Lafuente, 2010;
Zhang et al., 2024). O sitio ativo ¢ o local onde efetivamente ocorrem as transformagdes, para
algumas enzimas ¢ denominado como uma triade catalitica, e para as lipases essa triade ¢ a
GLU(ASP) - SER - HIS (Damodaran, 2019).

A seletividade das lipases pode se manifestar de diversas formas. Pode ocorrer por
exemplo, em relacdo ao tamanho do triacilglicerol (mono, di ou triacilglicerol) ou a posigao
(sn) dos 4cidos graxos no esqueleto do glicerol. Em relacdo a essa caracteristica, dois grupos

principais sdo formados: as lipases especificas e as ndo-especificas.
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As lipases especificas atuam nas regides sn-1,3 do triacilglicerol, alguns exemplos sio
as lipases de Aspergillus niger, que possuem também preferéncia por acidos graxos de cadeia
curta, as de Rhizomucor miehei, as de Aspergillus oryzae e a lipase pancreatica, esta Gltima
possuindo especificidade estrita para essas posigdes.

As lipases ndo-especificas ndo possuem preferéncia em relagao a posi¢ao, podendo atuar
nas trés posi¢des do triacilglicerol. Alguns exemplos sdo as lipases de Candida rugosa, de
Geotricum candidum e de Pseudomonas spp. Ha ainda tipos raros de seletividade, como por
exemplo a lipase de Candida antarctica forma A, que ¢ especifica para a regido sn-2 (Monteiro

etal., 2021; Hong et al., 2023; Zhang et al., 2024).

3.2.2.1.1 Lipases de Thermomyces lanuginosus

As lipases produzidas pelo fungo filamentoso Thermomyces lanuginosus (TLL) estdo
entre as enzimas mais amplamente utilizadas e estudadas na biocatalise industrial,
principalmente devido a sua elevada termoestabilidade e a alta atividade catalitica. Por ter
origem em um microrganismo termofilico, essas enzimas possuem uma resisténcia superior a
temperaturas elevadas, caracteristica de grande interesse para aplicagdo industrial. Entre as
principais atribui¢des dessas lipases, destaca-se a utilizagdo em reac¢des de hidrdlise e sintese
de ésteres, tanto em meios aquosos quanto em ndo aquosos (Fernandez-Lafuente, 2010;
Monteiro et al., 2021; Kim; Hwang; Akoh, 2023).

Duas formulagdes comerciais relevantes dessa lipase sdo a Lipozyme TL e a Eversa,
produzidas pela empresa Novozymes. A Lipozyme TL encontra-se na forma solavel (livre) ou
imobilizada. A Eversa ¢ comercializada na forma solivel, embora estudos sejam realizados
acerca de sua imobilizacdo (Monteiro et al., 2021).

A linha Eversa representa uma geragao mais recente de formulagdes baseadas na lipase
de T. lanuginosus, incluindo produtos como Eversa Transform e Eversa Transform 2.0. A
preparacao liquida dessa enzima € obtida a partir da inser¢ao do gene da TLL no microrganismo
Aspergillus oryzae. Por meio dessa modificagdo genética, a producgdo industrial se torna mais
econdmica, o que permite a obten¢do de uma enzima de menor custo. A Eversa Transform 2.0,
evolugcdo da Eversa Transform, também apresenta desempenho aprimorado em termos de
termoestabiliadade e tolerancia a solventes como metanol, o que justifica seu uso na producao
de biodiesel (Monteiro et al., 2021; Kim; Hwang; Akoh, 2023).

Diversas sdo as aplicagdes industriais das lipases de 7. lanuginosus. Uma das principais

¢ a producao de biodiesel, onde essas enzimas atuam catalisando a transesterificagdo de 6leos
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e gorduras, permitindo a conversao de triglicerideos em ésteres de acidos graxos e glicerina. Na
industria de alimentos, essas lipases sdo empregadas na modificagdo de 6leos e gorduras para
diversos fins como: produg¢do de mono e diacilglicerois utilizados como emulsificantes;
otimizacgdo de propriedades fisico-quimicas através de reagdes de interesterificagdo; e sintese
de aromas através da formacgao de ésteres de baixo peso molecular. Essas enzimas podem ainda
ser aplicadas na industria farmacéutica, onde sdo valorizadas pela caracteristica da

estereosseletividade (Monteiro et al., 2021; Kim; Hwang; Akoh, 2023; Mandakar et al., 2025).

3.2.2.2 Pardmetros que influenciam a atividade enzimdtica

O controle de alguns parametros do meio reacional se mostra de fundamental
importancia para garantir uma boa atividade enzimatica. Os principais parametros de interesse
sdo a temperatura, o pH e a atividade de agua.

As enzimas apresentam atividade catalitica em uma faixa de pH 6timo. Cada tipo de
enzima tera sua propria faixa de funcionamento, para as lipases essa faixa ¢ entre 5,0 ¢ 7,0. A
sensibilidade em relagdo ao pH se deve a dois fatores, o primeiro seria porque pode acarretar
uma mudanga na estrutura da proteina, ocasionando a inativa¢do da enzima; o segundo seria
por conta da dependéncia da atividade catalitica com a quantidade de cargas eletrostaticas na
regido dos sitios ativos da enzima (Belitz, 2004).

A temperatura para a atividade enzimatica desempenha um papel importante, pois
interfere na velocidade de reacdo. O aumento da temperatura aumenta a velocidade da reagao,
mas acarreta uma queda na estabilidade proteica. As enzimas possuem uma faixa de
temperatura 0tima de operagdo, que varia para cada tipo de enzima, mas ¢ menor que a
temperatura necessaria para o processo com catalisadores quimicos. Para as lipases, a faixa de
temperatura o6tima ¢ entre 30°C e 60°C. Caso a temperatura ultrapasse o valor 6timo, ocorre a
desnaturagdo da enzima e elas perdem a atividade enzimatica. Para uma temperatura abaixo da
faixa otima, as enzimas podem perder a estabilidade e até sofrerem inativagao (Belitz, 2004;
Damodaran, 2019).

A influéncia da agua se da em varios fatores e o controle do teor de agua disponivel tem
um papel importante na conservagdo de alimentos. Essencialmente, a 4gua afeta a atividade e
estabilidade da enzima, pois interfere na taxa de reacdo a depender do papel que assume no
meio reacional. Essas fun¢des variam entre servir como meio para difusdo, servir como
cossubstratos em reacdes hidroliticas, controlar a dilui¢cao dos solutos ¢ estabilizar a enzima

(Damodaran, 2019).
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Quando se trata das reagdes de triacilglicerdis catalisadas por lipases, o teor de agua atua
diretamente no tipo de reacdo que ira se obter. Em presenca de agua, a enzima atuard na
hidrélise dos lipidios, formando acidos graxos livres e glicerol. Em um teor baixo de agua, a
enzima atuard em reacdes de reestruturacao das moléculas dos triacilglicerois (Belitz, 2004;

Damodaran, 2019).

3.2.3 Interesterificacao

A formagao de lipidios estruturados se da por reagdes de interesterificacdo, de acidolise,
de alcodlise, de transesterificacdo ou de esterificacdo (Monteiro et al., 2021).

A interesterificacdo ¢ uma rota de reagdo com apenas um substrato triacilglicerol. Nesse
caso, a enzima atua rearranjando os acidos graxos presentes na propria molécula, alterando suas
posigdes entre as regioes sn-1, 2 e 3. Na acidolise, o triacilglicerol ird reagir com acidos graxos
livres. Essas cadeias livres serdo incorporadas ao esqueleto de glicerol, formando uma nova
molécula de triacilglicerol e liberando novos 4cidos graxos. Na alcodlise, a reacdo se da entre
o triacilglicerol e um alcool e forma um triacilglicerol com uma nova composi¢do de acidos
graxos e alcool. A transesterificagdo ndo se diferencia muito das reagdes anteriores e ¢
caracterizada pela reagdo entre dois ésteres, no caso, duas moléculas de triacilglicerois reagem
formando novas moléculas de triacilglicer6is, com uma configuracao diferente de acidos
graxos. Ja a esterificagdo ¢ uma reacdo que promove a produgdo de um triacilglicerol, ou seja,
¢ uma reagdo entre o glicerol e 4cidos graxo (Fernandez-Lafuente, 2010; Monteiro et al., 2021).

No presente trabalho, serdo estudadas reacdes de interesterificagdo para a produgdo de
lipidios estruturados, analisando o rearranjo das cadeias de acidos graxos na molécula de

triacilglicerol.

3.3 Métodos de andlise de composi¢cdo e conformacdo de triglicerideos

Ao longo dos ultimos anos, diversas metodologias de analise de composi¢ao foram
desenvolvidas e estudadas. Em se tratando da composicao de lipidios, observa-se um avango
em técnicas como cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Analises
mais especificas, como as conformacionais, ou seja, as que estudam a conformagao e posi¢ao
dos 4cidos graxos nas moléculas de triglicerideos, sdo mais complexas e objeto de estudo ainda

nos tempos atuais.
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A cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massa tem sido uma das
metodologias mais exploradas nos ultimos tempos (Garcés et al., 2023). O método consiste em
uma técnica analitica de elevada sensibilidade e seletividade, aplicada na separagao,
identificacdo e quantificagdo de compostos volateis e semivolateis presentes em matrizes
complexas.

Na etapa cromatografica, a separacdo dos componentes ocorre em fungdo de suas
interacdes especificas com a fase estacionaria da coluna capilar e de sua volatilidade. A amostra
¢ inicialmente vaporizada em um injetor aquecido e conduzida por um gas de arraste,
normalmente hélio ou nitrogénio. Analitos com menor ponto de ebulicdo ou menor afinidade
pela fase estaciondria percorrem a coluna em menor tempo, o que acarreta tempos de retengao
reduzidos, enquanto compostos mais pesados ou com maior interacado com a fase estacionaria
exibem tempos de retencdo mais elevados. Para garantir que as espécies sejam vaporizadas sem
degradagdo, pode-se ser necessario uma etapa de preparagdo por meio de derivatizagdo
(Nascimento et al., 2018; Ali, 2025).

A espectrometria de massas fornece informagdes estruturais para a identificagdo dos
analitos. Ap0s a eluicdo na coluna cromatografica, as moléculas sdo introduzidas na fonte de
ionizagdo, sendo o impacto de elétrons (IE) o método mais comumente utilizado. Nesse
processo, elétrons de alta energia removem um elétron da molécula neutra, gerando um ion
molecular em estado excitado, o qual pode sofrer fragmentagdes subsequentes. O padrao de
fragmentacdo resultante ¢ altamente reprodutivel e caracteristico de cada composto. Os ions
produzidos sdo separados em um analisador de massas e registrados no detector, originando
espectros de massas que apresentam a abundancia relativa dos fragmentos em fung¢do de seus
valores de massa/carga (Ali, 2025).

O acoplamento entre cromatografia gasosa e espectrometria de massas € viabilizado por
uma interface que assegura a transferéncia eficiente dos analitos da coluna, operando a pressao
proxima da atmosférica, para o espectdometro, que funciona sob alto vacuo. O resultado consiste
em um cromatograma onde cada pico corresponde a um composto individualmente separado,
associado ao respectivo espectro de massas produzido no momento de sua eluicdo. A
identificacdo dos componentes pode ser realizada por meio de comparacdo dos tempos de
retencdo com padrOes analisados nas mesmas condigdes experimentais e, também, por
comparagdo com espectros obtidos com bibliotecas como NIST ou Wiley (Nascimento et al.,
2018).

Em se tratando da analise conformacional, uma das metodologias mais difundidas ¢ a

hidrélise do triglicerideo utilizando a lipase pancredtica. Essa metodologia ¢ utilizada para
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analise da posi¢do sn-2 do triacilglicerol. A lipase pancreatica ¢ uma enzima especifica para as
posicdes sn-1 e sn-3 da molécula de triacilglicerol, de forma que durante a reagdo de hidrélise
ela age liberando os 4cidos graxos presentes nessas duas posigdes e gera um 2-monoacilglicerol.
Luddy et al., em 1964, desenvolveu uma metodologia mais enxuta, com uma menor quantidade
de reagentes, para avaliar essa reacao.

O método utiliza a pancreatina como fonte da lipase pancreatica, e, a partir de
composi¢des conhecidas de triglicerideos (Ex.: um triacilglicerol produzido com acido graxo
palmitico nas posicoes sn-1 e sn-3 e acido graxo oleico na posi¢do sn-2), testa se uma reducao
de reagentes, 9,0 mg ¢ 0,9 mg de pancreatina, ainda permite a obtengao de resultados confidveis.
Com acurécias de 95-98%, o método foi eficaz na identificagdo correta dos acidos presentes na
posicao sn-2 das moléculas de triglicerideos. Esse método pode ser dividido em algumas etapas,
sendo a primeira a etapa da reagao, onde a pancreatina ¢ adicionada a um meio contendo tampao
TRIS com pH 8,0, cloreto de calcio, sais biliares e a amostra de triglicerideo, a uma temperatura
de 40 °C. Logo apoés, a mistura ¢é agitada por 1 a 2 minutos, pois esse tempo ¢ suficiente para
se obter 50% de hidrdlise e utiliza-se um 4cido para interromper a reacdo (Luddy et al., 1964).

Segue-se, entdo para a etapa de extracdo, onde se utiliza um solvente para extrair os
produtos da reacao e depois para a cromatografia liquida de camada delgada (TLC), que ird
separar em uma placa de silica os componentes da reacdo em 2-monoacilglicerois,
diglicerideos, acidos graxos livres e triglicerideos nao reagidos. O ponto de 2-monoacilglicerol
¢, entdo, marcado e recolhido para ser preparado para analise por cromatografia gasosa.

Ao se obter a composicdo e propor¢do dos acidos que ocupam a posi¢ao sn-2, calcula-
se € obtém-se os acidos que ocupam as outras duas posi¢des, muito embora ndo seja possivel

identificar separadamente o que esta na posi¢ao sn-1 ou sn-3.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e Reagentes

Conforme identificado na Tabela 1, os 6leos utilizados foram: 6leo de Abacate, 6leo de
Abodbora, 6leo de Améndoa Doce, 6leo de Amendoim, 6leo de Cartamo, 6leo de Castanha-do-
Para, oleo de chia, 6leo de Linhaca Dourada, 6leo de Linhaca Marrom, 6leo de Macadamia,
todos esses da marca Pazze, Rio Grande do Sul, Brasil; e o 6leo de Soja, da marca Soya, da

Bunge Alimentos S.A.

Tabela 1 - Oleos analisados no presente trabalho.

Oleos Analisados Marca
Abacate

Abbbora
Ameéndoa doce

Amendoim
Cartamo
, Pazze
Castanha-do-Para
Chia
Linhaga dourada
Linhaca marrom

Macadamia

Soja Soya

Fonte: Autora.

Para a etapa de sintese, o biocatalisador utilizado foi a lipase Eversa Transform 2.0,
lipase produzida de Aspergillus oryzae (SAE0065), da Sigma-Aldrich; e o substrato utilizado
para a medi¢do da atividade enzimatica foi o p-nitrofenil butirato (p-NPB), da Sigma-Aldrich.

Para a hidrolise dos 6leos vegetais e produtos das sinteses, utilizou-se a enzima
pancreatina de pancreas suino 8 x USP (SLCQ9805), da Sigma-Aldrich. Outros reagentes e
solucdes utilizados nessa etapa foram Cloreto de Calcio (CaCly), Sais Biliares, TRIS, da Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha; Acido Cloridrico P.A ACS., da Synth; Eter Etilico (Dietilico)
P.A. ACS, da Vetec Quimica Fina. O produto da hidrdlise foi revelado por Cromatografia de
Camada Delgada (TLC) através de placas de silica (silica gel 60800 — 20EA), com revelagao
por vapor de iodo.

Na etapa de esterificagdo, utilizou-se os reagentes: Hidroxido de Potassio (KOH) 85%

P.A., da Vetec Quimica Fina; Alcool Metilico (Metanol) P.A. A.C.S, da Synth; e Hexano P.A.
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ACS, da Synth. Foram submetidos a essa etapa os 6leos vegetais citados anteriormente e os
produtos das sinteses com 6leo de soja.
Os produtos da hidrolise e da esterificacdo foram caracterizados por meio de um

aparelho de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrofotometria de Massa.

4.2 Métodos

A metodologia adotada no presente trabalho foi dividida em 3 etapas: sintese, pré-
tratamento para analise e caracterizacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (Gas Chromatography-Mass Spectrometry — GC/MS). A etapa de sintese
corresponde reacdo de interesterifica¢do, na qual espera-se que a enzima atue rearranjando as
cadeias de acidos graxos na molécula de triglicerideo do 6leo vegetal.

O pré-tratamento das amostras para analise consiste em dois ensaios: a hidrdlise com
pancreatina para formacdo de 2-monoacilglicerdis, reagdo necessdria para a analise
conformacional da posi¢do sn-2; e a esterificacdo ou metilacdo, etapa de preparacao das
amostras para a andlise no GC/MS, onde os acidos graxos presentes no triglicerideo sao
transformados em ésteres metilicos de acidos graxos.

Por fim, a composicdo e quantificacdo dos 4cidos graxos nos 6leos vegetais e produtos

das sinteses foram analisados por meio da Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas.

4.2.1 Atividade enzimatica

O ensaio de atividade da lipase ocorreu de acordo com metodologia de Arana-Pefia et
al. (2020), com algumas adaptagdes. Em uma cubeta de 1,5 mL, adicionou-se 1,44 mL de
tampao Fosfato 25 Mm e pH 7,0, 30 pL de substrato p-NPB 25 mM em acetonitrila e 30 pL da
enzima. A cubeta foi levada para medir absorbancia em espectrometro (Espectrofotometro UV
Evolution 220, da Thermo Scientific) a 348 nm por um periodo de 90 s. Algumas dilui¢des
foram testadas até que a curva de absorbancia resultasse em uma reta. O célculo da atividade
foi realizado com a seguinte equacao:

Abs * Vi * D

AT (U/mL) = I (1)

Onde: Abs — Absorbancia: 0,673 min’!
Vi — Volume total reacional: 1,5 mL

D — Fator de diluigao: 500
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¢ — Coeficiente de extingdo molar: 5,15 mL/ pmol.cm
L — Caminho 6ptico: 1 cm
Ve — Volume de enzima: 0,03 pL

4.2.2 Fluxograma das etapas

O fluxograma apresentado na Figura 4 sumariza o processo para melhor visualizacdo

das etapas.

Figura 4 - Fluxograma de etapas: sintese e analises.

1
1 1
1 Sintese :
: |
1 1
I I
1 1
1 1
__________________ 1
[ 1
1 1
I Analise :
1

1
: Hidrélise com Pancreatina 2° Adaptacdo > I
| \_ J I
: 3° Adaptacio > :
1 ' = ~ |
: Esterificacao ————»{ Miniaturizacio > :
| \ J |
1 1
1 1
| |
1 1
1 1
| |
1 1

1

Fonte: Autora.
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4.2.3 Sintese (Reacao de Interesterificacio)

A reacdo principal de sintese de 6leo vegetal estruturado ocorreu inicialmente apenas
com Oleo vegetal de soja e a enzima lipase Eversa Transform 2.0, seguindo duas metodologias
de sintese.

A adicao da enzima foi administrada com cautela, visto que por estar na forma livre,
uma grande quantidade de enzima poderia acarretar uma adi¢ao de dgua indesejada ao processo,
pois a dgua poderia favorecer a hidrolise em detrimento da interesterificagao (Karabulut et al.,
2007). Para este trabalho, decidiu-se realizar testes preliminares com uma quantidade de enzima
até aproximadamente 6% do volume total de reagdo, visto que atividade se mostrou favoravel
a testes com um valor reduzido, mas ainda condizentes com a literatura (Martinez-Sanchez et
al., 2020; Chang; Chan; Song, 2021; Dhiman et al., 2024).

A simulagdo de condigdes experimentais realizada como uma etapa prévia a
experimental determinou uma faixa teste de temperaturas de 50 °C a 80 °C. Realizou-se testes
para verificar a quantidade de enzima mais favoravel bem como a temperatura 6tima para a
reacdo. Assim, quatro condi¢des de temperatura foram testadas: 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C; e
quatro quantidades de enzima: 100 pL, 150 uL, 300 uL e 450 uL.

Um resumo das condi¢des operacionais dos testes realizados (temperatura e quantidade
de enzima), em cada sintese, pode ser observado na Tabela 2. Os testes 5, 6 e 7 foram realizados

em triplicata.

Tabela 2 - Condi¢des experimentais dos testes para a Etapa de Sintese.

Temperatura Quantidade de
Teste (°O) Enzima (uL) MS
1 50 100 1
2 50 300 1
3 70 100 1
4 70 300 1
5 70 300 2
6 60 150 1
7 60 150 2
8 60 450 1
9 60 450 2
10 80 150 2
11 80 450 2

Fonte: Autora.
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4.2.3.1 Metodologia de Sintese 1 (MS 1)

Uma primeira metodologia para a sintese ocorreu de acordo com o procedimento
descrito a seguir: em um Erlenmeyer foi adicionado 7,5 mL de 6leo de soja cada; ele foi levado
a uma incubadora shaker, da marca SOLAB para temperaturas até 65 °C e da marca Marconi
para temperaturas até 90 °C, ajustada a temperatura desejada para a sintese e mantido por 10
minutos até atingir a temperatura do meio. Em seguida, a enzima foi adicionada. O Erlenmeyer
¢ submetido a agitagdo de 200 rpm, sendo este um valor proximo ao encontrado em outros
trabalhos de sintese com 6leo e enzima do tipo lipase (Karabulut et al. 2011; Soleimanian;
Ghazani; Marangoni, 2023; Mayookha et al., 2024)

Para fins de simplifica¢@o, essa metodologia com as incubadoras shakers de Erlenmeyer
sera denominada como MS 1. A Figura 5 mostra um esquema visual do procedimento desta

Sintese.

Figura 5 - Resumo Esquematico da Metodologia de Sintese 1.

1,0mL
Eversa ty=2h

|
1,0mL
[ t, = 4h

1,0mL
t; = 6h

7,5 mL Oleo — ) —
(. oy w0 (o m - 1,0mL
— == <EE t, = 8h

10 min 200 rpm
Temperatura T Temperatura T | 1.0mL

ts = 24h

Fonte: Autora.

A reacdo total durou 24 horas, e aliquotas de 1,0 mL foram retiradas de cada Erlenmeyer
a cada 2 horas até 8 horas de reacdo e depois com 24 horas, ou seja, as aliquotas para cada
condi¢do de temperatura e quantidade de enzima foram retiradas com tq, t,, t3, t, € ts, que
equivalem a2, 4, 6, 8 e 24 horas de reacdo, respectivamente, a fim de observar o progresso da
reacdo bem como identificar o tempo 6timo para obtencdo de resultados satisfatérios. As

amostras foram transferidas para eppendorfs, identificadas e armazenadas sob refrigeracao.
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4.2.3.2 Metodologia de Sintese 2 (MS 2)

A metodologia de sintese 2 foi realizada no shaker de microtubo. Em um tubo de ensaio,
foi adicionado 7,5 mL de 6leo de soja; em seguida o tubo permaneceu por 10 minutos em banho
maria (SOLAB) para que o 6leo atingisse a temperatura da sintese; de forma rapida, a enzima
foi adicionada e o tubo foi levemente agitado para homogeneiza¢ao do meio. Cinco aliquotas
de 1,5 mL foram retiradas e transferidas para eppendorfs, sendo um eppendorf para cara ponto
de tempo de retirada das amostras, ou seja, um eppendorf para cada tempo t; a t5. A velocidade
de agita¢do no shaker (Thermo-Shaker, da marca Agimaxx) foi ajustada para 500 rpm. Cada
eppendorf coletado foi identificado e posteriormente armazenado sob refrigeracdo. Essa
metodologia no shaker de microtubo sera referenciada como MS 2 e foi sumarizada na Figura

6 a seguir.

Figura 6 - Resumo Esquematico da Metodologia de Sintese 2.

75mL | Eversa

Oleo | Transform 2.0 1,5mL
/ — t: = 2h
T 5x1,5mL
/ |"I
‘ e 1,5mL
f t; = 4h
l 1k o\
\ - J
p— h — -
) |, 1,5mL
\] — t; = 6h
[ = =3 =
- . o g 1,5mL
10 min < T — t, = 8h
Temperatura T _ L]

500 rpm 1,5mL
Temperatura T ts = 24h

Fonte: Autora.

4.2.4 Pré-tratamento de amostras para analise no GC/MS

4.2.4.1 Hidrdlise com Pancreatina para formagdo de monoacilglicerois na posi¢do sn-2

Para identificar a composi¢ao e conformagao dos produtos da sintese bem como do 6leo

de soja, utilizou-se da metodologia de hidrolise com pancreatina desenvolvida por Luddy et al.

(1964), com algumas adaptacdes.
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O célculo do percentual das posi¢des pode ser dado de duas formas. Caso seja analisado
0 2-monoacilglicerol obtido como produto da hidrolise com pancreatina, por diferenga em
relagdo ao total de acidos graxos do triglicerideo, obtém-se os acidos graxos que estavam na

posicdo sn-1 e sn-3. O calculo ¢ dado da seguinte forma:

(3 ’ AGtotais) —AGep_3

> 2

AGgp_q | sn-3 =

Sendo AG representativo de Acidos Graxos.
A segunda forma ¢ uma anélise indireta, com base na determinagdo dos acidos graxos
livres, ou seja, os acidos que ocupavam as posicdes sn-1 e sn-3 e que foram hidrolisados. Assim,

o célculo ¢ realizado para obter o percentual da posicao sn-2, da seguinte forma:

AGsn_y = 3+ AGiotais — 2 AGsp_q | sn—3 3)

4.2.4.1.1 Primeira adaptacao para analise posicional

Em relagdo a metodologia de Luddy et al., que utiliza 0,9 mg e 9,0 mg de enzima, para
este trabalho a quantidade de pancreatina foi aumentada de 9,0 mg para 50 mg, e os outros
reagentes necessarios foram aumentados na mesma proporcao (~ 5,5 x): 277,7 pL de amostra
de dleo, 0,555 mL de solugdo de Cloreto de Calcio (CaCly) 2,2% (m/v), 1,39 mL de solucao de
sais biliares 0,1% (m/v), 5,5 mL de tampao TRIS pH 8,0.

Os reagentes foram adicionados a um tubo de ensaio com tampa e o tubo foi levado ao
banho maria a uma temperatura de 40 °C por 2 min. Apds esse periodo, o tubo foi retirado do
banho e levado para agitagdo em vortex (Vortex Multi 0-3000, da CRALTECH) por
aproximadamente 1,5 min. Para interromper a reacgao utilizou-se 2,75 mL de uma solugao de
acido cloridrico (HCI) 6,0 M.

Em seguida, procedeu-se com a extracdo dos produtos da hidrélise seguindo a
metodologia adaptada de Luddy et al. (1964) por Karabulut et al. (2007). A extracdo ocorreu
em duas etapas, com uma primeira adigao de 3,0 mL de éter etilico, retirada dessa aliquota que
permanecia na superficie da mistura e mais uma adi¢ao de 3,0 mL de éter etilico com posterior
retirada e armazenamento juntamente a aliquota retirada anteriormente, totalizando
aproximadamente 6,0 mL. Para obter uma concentragdo maior de produtos da hidrolise, a fase

¢éter foi concentrada por meio de evaporagdo até que atingisse aproximadamente 1,5 mL.
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4.2.4.1.2 Segunda adaptacao para analise posicional

Avaliou-se a possibilidade de retirada da etapa de TLC, presente no método de Luddy
et al. (1964), na tentativa de aferir se o equipamento de GC/MS poderia detectar os produtos da
hidrélise apenas extraidos com éter etilico. A fase éter concentrada das amostras foi levada
diretamente para analise em GC/MS. Com essa metodologia analisou-se os componentes da
hidroélise com 6leo de soja puro e com os produtos das sinteses (de todas as condigdes).

A Figura 7 apresenta um esquema da metodologia de hidrdlise com primeira e segunda

adaptacao.

Figura 7 - Resumo Esquematico da Etapa de Hidrolise com Pancreatina.

2,75 mL 3,0mL 3.0mL
HCl Eter Eter
Solugao da
Reacao de

Hidralise

—C ]
]
]

Solugao da 1
Reacao de
Hidrélise
(interrompida)

6,0 mL 1.5mL
Eter Eter

Fonte: Autora.

4.2.4.1.3 Terceira adaptacao para andlise posicional

Um novo protocolo (ilustrado na Figura 8) seguiu como o anterior com algumas
alteracdes: apos adi¢do dos reagentes ao tubo de ensaio, este foi levado para agitagdo em vortex
por 30 s; ap6s esse periodo, o tubo foi levado ao banho maria por 5 min, para garantir que se
atingisse a temperatura de 40°C; ao ser retirado do banho, o tubo foi levado para agitacdo em
vortex novamente por 30 s e somente apds essa agitagdo se adicionou o acido cloridrico para
interromper a reacao, seguindo para uma agitacdo em vortex por 30 s para garantir que o acido

entrasse em contato com todo o meio.
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Figura 8 - Resumo Esquematico da Terceira Adaptacdo de Hidrolise com Pancreatina.

Solugao da =l -
Reacao de 2,75 mL E,t(;rn;h

Hidrélise HEL
Hexano

Solucao da
Reagao de
Hidrdlise
(interrompida)
10 pL
Eter ou
Hexano -

Fonte: Autora.

Seguindo essa adaptagdo, avaliou-se ainda a interferéncia dos sais biliares na reagdo e a
possibilidade de a etapa de extracao ocorrer com outro solvente. Dessa forma, a hidrélise do
6leo de soja com pancreatina foi realizada em um sistema com a adi¢ao dos sais biliares 0,1%
(m/v) e um sistema sem os sais biliares. Realizou-se em sequéncia, testes de extragdo com dois
solventes diferentes: éter etilico e hexano.

Os testes de extracao foram realizados em sistemas com sais e sem sais biliares, sendo
uma duplicata de cada sistema para cada solvente, totalizando 4 amostras (2 com sais e 2 sem
sais) para a extracdo com éter, € 4 amostras (2 com sais € 2 sem sais) para a extragdo com
hexano. Assim, 3,0 mL do solvente foi adicionado ao tubo de ensaio e levado para agitacdo em
vortex por 30 s. Do sobrenadante formado, 10 pL foram retirados e aplicados na placa de silica
para TLC.

A cuba para ensaio de TLC foi saturada com uma solu¢do com 60% (v/v) de hexano,
40% (v/v) de éter etilico, e 1,6% (v/v) de &cido férmico. As placas com as amostras
permaneceram durante aproximadamente 35 min na cuba, o suficiente para que a placa
saturasse até 1,5 cm da borda superior. Ao atingir esse ponto, a placa foi retirada e levada para
secar na capela. Apds a secagem, a placa seguiu para um recipiente transparente fechado
contendo granulos de iodo e foi retirada somente apos estar completamente tingida com o vapor
de iodo. Os pontos foram circulados a lapis e apds total evaporagao do vapor de iodo, foram

raspados e armazenados em eppendorf separadamente.
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Em seguida, realizou-se a extracdo dos componentes da hidrolise retidos na silica da
placa de TLC. Utilizou-se de 500 a 700 puL de hexano para extrair, a depender da quantidade
de silica contida no eppendorf. Desse total, 500 puL foram retirados para esterificacao, conforme

metodologia readaptada a ser explicada a seguir.
4.2.3.2 Reagdo de esterificagdo para formagdo de ésteres metilicos de dacidos graxos

Para a anélise da composi¢ao dos triglicerideos por cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massa ¢ necessario a esterificagdo dos oleos. A Figura 9 apresenta um
esquema simplificado do processo de esterificagdo, o qual foi miniaturizado no ambito deste

trabalho.

Figura 9 - Resumo Esquematico da Etapa de Esterificacao.

T 20mL
KOH + Metanol
( T 120uL
| Oleo
T a0mL
Hexano

400 p L Oleo
+ 1,0 mL Hexano

Fonte: Autora.

Os acidos graxos das moléculas de triglicerideos sdo transformados em metil-ésteres de
acidos graxos por meio da reacao do 6leo vegetal com alcool, que pode ser catalisada através
da alcaliniza¢do do meio, segundo metodologias ja exploradas na literatura (Zhang et al., 2015;
Liu et al., 2018). Uma adaptacdo dessas metodologias foi utilizada, onde uma solucdo de KOH
em alcool metilico (metanol) foi preparada com uma concentragdo de 6 % (m/v), para garantir
0 meio basico. Em seguida, para cada amostra, em um tubo Falcon adicionou-se 2,0 mL dessa
solugdo de KOH em élcool metilico, 120 pL de amostra de 6leo e 4,0 mL de Hexano. O tubo
foi levado a um agitador com aquecimento por 2 horas, onde se utilizou uma temperatura de 30

°C e agitacao de 400 rpm.
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Ap6s esse periodo, foram adicionados 2,0 mL de dgua destilada e em seguida o tubo foi
agitado em vortex por 30s para a separacdo das fases. Recolheu-se a fase sobrenadante
(organica). Dessa fase, 400 uL foram coletados e transferidos para um vial e o volume foi
completado com 1,0 mL de hexano.

As reagdes de esterificagdo foram executadas em duplicatas para cada tipo de 6leo. A

lista de 6leos pode ser observada na Tabela 1.

4.2.4.2.1 Miniaturizagao da metodologia de esterificacao

Uma readaptacdo da metodologia anterior foi realizada para analisar as amostras
extraidas com TLC, de forma a ndo ser necessdrio uma nova diluicdo. Assim, algumas
quantidades para a reagdo de esterificacdo foram reduzidas: utilizou-se para a reagdo 500 uL da
amostra ja extraida com hexano e 250 uL. de KOH em metanol. As condi¢des de reagdo foram
as mesmas do procedimento anterior. Apds 2 h, ao eppendorf foram adicionados 250 uL de
agua destilada. Por fim, aproximadamente 300 puL da fase sobrenadante foram armazenados em

vials com insertos.

4.2.5 Metodologia do GC/MS

Utilizou-se para a analise das amostras o cromatografo a gas acoplado a espectrometro
de massas (Thermo Scientific, modelo ISQ), operando com injetor em modo splitless a 250 °C
e interface mantida a mesma temperatura. A separagdo cromatografica foi conduzida em coluna
capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme). O forno foi programado para
iniciar a 50 °C (isotérmico por 1 min), seguido de rampas de aquecimento de 20 °C-min! até
210 °C (mantido por 1 min) e, em seguida, de 10 °C-min" até 250 °C, permanecendo nesta
temperatura por 8 min.

O espectrometro de massas operou em modo de ionizacdo por elétrons (70 eV), com
temperatura da fonte de ions ajustada para 200 °C e faixa de varredura de m/z 50 a 400. O gés
de arraste utilizado foi hélio, com fluxo de 1,0 mL-min™". A identificagcdo dos &cidos graxos foi
realizada por comparagdo dos espectros de massa obtidos com aqueles disponiveis nas

bibliotecas comerciais NIST e Wiley, associada a verificacdo dos tempos de retencao.
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5 RESULTADOS

Inicialmente, deseja-se observar a atuagao da enzima na reagdo de interesterificacao,
principalmente detectar se ha um padrdo de troca posicional de acidos graxos na molécula de

triglicerideo a depender dos fatores: temperatura e quantidade de enzima.

5.1 Analise da composicdo dos oleos vegetais

Ao todo foram analisados 11 6leos diferentes em relagdo a composicdo geral de acidos

graxos. A Tabela 3 e a Tabela 4 compilam os resultados obtidos.

Tabela 3 - Composigdo geral de Acidos Graxos dos Oleos analisados (parte 1).

é::)l;?) Abacate Abobora Anl;irlccgoa Amendoin Cartamo
C14:0 0,0 0,3 0,0 0,3 0,1
C16:1 1,0 0,3 0,0 1,2 0,2
C16:0 11,3 12,7 11,0 10,1 9,1
C18:2 41,1 45,7 24,8 76,7 24,6
C18:1 39,4 35,7 55,7 5,1 58,6
C18:0 5,7 4,5 3,5 0,4 4.8
C20:1 0,2 0,1 1,2 1,8 0,4
C20:0 0,5 0,3 0,8 1,4 0,9
C22:0 0,9 0,4 3,0 2,9 1,2
Sat/Insat 0,22 0,22 0,22 0,18 0,19
Sat/Total 0,18 0,18 0,18 0,15 0,16

Fonte: Autora.

Tabela 4 - Composigdo geral de Acidos Graxos dos Oleos analisados (parte 2).

dodo | Cosantrcy L L voctimia s
C14:0 0,2 0,0 0,0 0,3 0,8 0,0
Cl6:1 1,2 0,0 0,0 0,5 12,8 0,0
Cl16:0 17,0 9,4 15,3 17,0 11,5 11,6
C18:2 29,9 452 45,7 46,3 25,7 30,0
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Cl18:1 36,1 38,3 27,8 20,7 35,0 41,2
C18:0 12,5 6,1 8,9 11,9 6,6 8,1
C20:1 0,8 0,3 0,5 0,9 2,6 4,5
C20:0 1,1 0,3 0,8 1,0 34 1,8
C22:0 1,3 0,4 1,1 1,4 1,7 2,7
Sat/Insat 0,47 0,19 0,35 0,46 0,31 0,32
Sat/Total 0,32 0,16 0,26 0,32 0,24 0,24

Fonte: Autora.

Nota-se que os Oleos de Castanha-do-Para, Linhaca Dourada e Linhaca Marrom
apresentara um maior teor de acidos graxos saturados, principalmente os que estdo mais
presentes na gordura animal, os quais sdo: acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0);
acido oleico (C18:1) e acido linoleico (C18:2) (Dohmen et al., 2022).

Esses 6leos ndo apresentam forte odor, de forma que ndo necessitariam de um pré-
tratamento antes de serem utilizados na reacao de interesterificacao. Esses resultados mostram
o potencial desses 6leos em um estudo para a estruturagdo de blends com o 6leo de soja, que ¢
um o6leo de menor valor comercial, visando aumentar a propor¢do de acidos graxos saturados
disponiveis na composi¢ao total.

Para fins de determinacdo das melhores condigdes experimentais, optou-se por seguir

com as etapas do estudo apenas com o 6leo de soja, visto que ¢ um 6leo de mais facil obtengao.

5.2 Ensaio de Hidrolise com Pancreatina

Devido a disponibilidade restrita da enzima, a avaliagdo da metodologia de analise da
posi¢do sn-2 foi inicialmente testada apenas utilizando o 6leo de soja, evitando assim,
comprometer o quantitativo obtido das sinteses. A andlise posicional foi realizada seguindo a
metodologia de Luddy et al. (1964), no entanto, observou-se que devido a quantidade tao
diminuta, a concentracdo de amostra final ndo era detectdvel pelo equipamento de
cromatografia, fazendo-se necessario uma adapta¢do ao método para melhorar a detecgao.

Uma primeira adaptagdo foi realizada ao aumentar as quantidades de reagentes
utilizados no ensaio com pancreatina. A segunda adaptacao testada foi a viabilidade de analisar
apenas o composto concentrado extraido com éter, ou seja, sem a realizacdo de TLC. Os
resultados obtidos para a hidrélise com a pancreatina do 6leo de soja foram passiveis de

deteccao pelo equipamento de GC/MS, assim, seguiu-se para a realizagdo dessa metodologia
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adaptada com os produtos das sinteses. Analisou-se incialmente os produtos obtidos com as
sinteses a 50 °C e 70 °C, ambas com 100 pL e 300 pL de enzima (atividade 3.264,69 U/mL).
Apos a segunda etapa de sinteses, onde se avaliou as temperaturas de 60 °C e 80 °C, com 150
uL e 450 puL de enzima, e 70 °C, com 300 uL de enzima, seguindo a metodologia na incubadora
shaker de microtubo, realizou-se a hidrdlise com pancreatina desses novos pontos
experimentais.

Ao se analisar o extrato da fase éter, obteve-se a composicao de acidos graxos livres que
ocupavam as posicoes sn-1 e sn-3. Considerando uma razdo de acidos graxos saturados por
acidos graxos insaturados para essas posicoes, ¢ preferivel que o valor seja menor, visto que
uma maior propor¢do de acidos graxos saturados na posi¢ao sn-2 pode ser uma etapa inicial
para se atingir propriedades fisico-quimicas aprimoradas, como cristalizacio e ponto de fusdo.
Dessa forma, quanto menor for essa razao para as posi¢des sn-1 e sn-3, significa que durante a
interesterificacdo mais acidos graxos insaturados estdo sendo incorporados a essas posicdes.

Os resultados obtidos com essa segunda adaptacdo, no entanto, ndo apresentaram boa
confiabilidade. As andlises foram realizadas em triplicatas, os pontos de 60 °C/150 uL de
enzima e 70 °C/300 uL de enzima, apresentaram grandes variagdes nos resultados para um
mesmo tempo de analise. Para algumas condi¢des ndo foi possivel obter uma leitura para alguns
tempos de reacao, impossibilitando uma avalia¢do da reagdo com o tempo. A Figura 10 mostra
os resultados obtidos para uma das triplicatas da sintese a 70 °C/300 pL de enzima na Sintese

2.

Figura 10 - Razdo de 4cidos graxos saturados e insaturados na condi¢do

de 70 °C/300 pL na Metodologia de Sintese 2.
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Fonte: Autora.
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As Figuras 11 a 13 mostram uma comparacao do teor de 4cidos graxos saturados nas
posicdes 1 e/ou 3 entre as condigdes experimentais com 24 horas de reagdo para cada Sintese
trabalhada. A Figura 11 mostra os resultados obtidos para Metodologia de Sintese 1, realizada
com a incubadora shaker de Erlenmeyer, a Figura 12 mostra os resultados para a Metodologia
de Sintese 2 (incubadora shaker de microtubo), e a Figura 13 mostra os resultados das condigdes
que foram realizadas nas duas sinteses. Observa-se que os resultados s3o difusos, ndo
apresentam padrao mesmo quando se aumenta a temperatura e/ou a quantidade de enzima, o
que impossibilita a determinacao de uma condi¢do 6tima de processamento. Entretanto, os

resultados evidenciam a ocorréncia da interesterificagdo sem uso de solventes.

Figura 11 - Razdo de 4cidos graxos saturados e insaturados para as amostras retiradas

com 24 h na Metodologia de Sintese 1.
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Figura 12 - Razdo de 4cidos graxos saturados e insaturados para as amostras retiradas

com 24 h na Metodologia de Sintese 2.
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Figura 13 - Comparativo entre as Metodologias de Sinteses 1 e 2.
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Em decorréncia desses resultados que mostraram uma possivel ndo reprodutibilidade da
metodologia da hidroélise, realizou-se a terceira adaptagdo dessa metodologia, visando retornar
com a etapa de TLC, e obter efetivamente o produto 2-monoacilglicerol.

Os testes dessa metodologia foram realizados inicialmente apenas com oleo de soja, e
outras condi¢des de teste também foram analisadas a fim de estudar e melhorar determinados
pontos do processo, como a reagdo e a extragdo. Assim, observou-se fatores como a inser¢ao
ou nao de sais biliares no meio reacional para determinar se a reagdo seria modificada,
principalmente em relagdo a separagao de fases, pois a reacdo de hidrolise forma uma fase
aquosa transparente de fundo e uma fase branca sobrenadante que se assemelha a uma emuls3o.
Durante a etapa de extragdo com solvente, uma terceira fase é formada, a fase do solvente,
acima da fase branca. Estudou-se a viabilidade de retirar os sais biliares para melhorar o contato
entre a fase emulsionada e o solvente e assim promover uma melhor extragao.

Além disso, estudou-se a extracdo com solventes diferentes, o éter ¢ o hexano. Sendo o
objetivo principal determinar se o hexano seria um solvente apropriado para essa etapa, visto
que, em comparagao com o €ter, ¢ um solvente menos volatil e mais de mais facil manuseio.

Apbs a separacdo de fases, a fase liquida no fundo ¢ composta majoritariamente por
agua e ndo retém o produto de interesse da reagdo, o 2-monoacilglicerol. Isso foi possivel
determinar por meio de um teste de TLC aplicando uma aliquota da fase de fundo, e apds
revelacdo, nenhum ponto ou banda apareceu na placa de silica. A Figura 14 mostra o meio

reacional apos adi¢do do solvente e agitagdo no vortex.

Figura 14 - Sistema reacional com pancreatina

apos adigdo de solvente (éter etilico).

2

Fonte: Autora.
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Os testes com sais e sem sais biliares mostraram que, visualmente, uma fase
emulsionada ¢ formada em ambas as reagdes, com diferengas pontuais, mas ndo sendo possivel
estabelecer um padrio entre uma ou outra, como pode ser observado na Figura 15.

Foi possivel perceber que, apos agitacdo com o solvente, este ficou incorporado a fase
emulsionada, de forma que dificultou a extragdo e apenas apds alguns minutos, a fase de
solvente comecou a se formar na superficie da fase emulsionada. Esse resultado foi observado
em todos os ensaios, com € sem sais, € para os solventes éter e hexano. A diferenca observada
foi de que nas amostras sem sais biliares, a fase com solvente tendeu a ser formada ligeiramente
mais rapido que nas amostras com sais. Apenas ao tentar mover ou retirar a fase emulsionada ¢é

que ocorre o “desprendimento” do solvente, formando assim a terceira fase.

Figura 15 - Sistema reacional com
pancreatina com e sem sais biliares apos

adicao de solvente (hexano).

-

Fonte: Autora.

Apos a extragdo com os solventes, uma aliquota de 10 pL da fase na superficie de cada
sistema foram retirados para realizagdo do ensaio de TLC e posterior analise em GC/MS. A

Figura 16 mostra as placas para cada extragdo com solvente apds revelacao com iodo.
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Figura 16 - Placas de TLC apo6s hidroélise com pancreatina com e sem sais biliares. a) Placa de TLC apo6s

extragdo com Eter Etilico; b) Placa de TLC apés extragio com Hexano.

a) b)

Fonte: Autora.

Ao analisar os resultados obtidos pelo GC/MS para esses testes, observa-se que a média
tanto para os ensaios com sais biliares quanto para os sem sais biliares apresentaram resultados
similares. No entanto, analisando os desvios entre as duplicatas, nota-se que para os ensaios
sem sais biliares esses desvios sdo bem mais significativos que para os ensaios com sais,
mostrando que possivelmente a utilizagdo dos sais biliares promove um sistema mais estavel,
que resultard em medidas mais precisas e confiaveis.

As proporcdes de acidos graxos obtidas por cromatografia gasosa e espectrometria de

massa para cada condic¢ao de ensaio podem ser observados nas tabelas 5 a 8.

Tabela 5 - Protocolo TLC da extragdo com éter etilico e com sais biliares.

, 2-monoacilglicerol
Acido Graxo Média Desvio
Duplicata1l  Duplicata 2

Miristico (C 14:0) 2,51 2,57 2,54 +0,05
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Palmitoleico (C 16:1) 2,07 2,75 2,41 +0,48
Palmitico (C 16:0) 14,68 14,66 14,67 10,01
Linoleico (C 18:2) 40,74 41,09 40,91 +0,25

Oleico (C 18:1) 30,09 30,75 30,42 +0,47

Estearico (C 18:0) 9,91 8,18 9,04 +1,22

Saturado/Insaturado 0,37 0,34 0,36 40,02

Saturado/Total 0,27 0,25 0,26 40,01

Fonte: Autora.

Tabela 6 - Protocolo TLC da extracdo com éter etilico e sem sais biliares.

Acido Graxo Z-monoacllglicerol Média Desvio

Duplicatal  Duplicata 2

Miristico (C 14:0) 2,19 0,85 1,52 +0,95

Palmitoleico (C 16:1) 1,85 2,08 1,96 10,16
Palmitico (C 16:0) 11,59 17,93 14,76 +4,48
Linoleico (C 18:2) 48,47 36,46 42,47 +8,50

Oleico (C 18:1) 31,34 32,00 31,67 +0,47
Estearico (C 18:0) 4,56 10,70 7,63 +4,34
Saturado/Insaturado 0,22 0,42 0,31 10,14
Saturado/Total 0,18 0,29 0,24 40,08
Fonte: Autora.
Tabela 7 - Protocolo TLC da extragdo com hexano e com sais biliares.
, 2-monoacilglicerol
Acido Graxo Média Desvio
Duplicatal  Duplicata 2
Miristico (C 14:0) 0,00 0,00 0,00 +0,00

Palmitoleico (C 16:1) 7,57 7,51 7,54 +0,04
Palmitico (C 16:0) 24,74 26,75 25,75 11,42
Linoleico (C 18:2) 24,20 24,13 24,17 +0,05

Oleico (C 18:1) 25,08 23,27 24,18 +1,28
Estearico (C 18:0) 18,40 18,34 18,37 40,04
Saturado/Insaturado 0,76 0,82 0,79 40,04
Saturado/Total 0,43 0,45 0,44 10,01

Fonte: Autora.
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Tabela 8 - Protocolo TLC da extragdo com hexano e sem sais biliares.

Acido Graxo Z-monoacilglicerol Média Desvio
Duplicatal  Duplicata 2
Miristico (C 14:0) 0,00 0,00 0,00 +0,00
Palmitoleico (C 16:1) 8,39 7,42 7,91 40,69
Palmitico (C 16:0) 26,96 29,25 28,10 +1,61
Linoleico (C 18:2) 17,45 11,28 14,36 14,36
Oleico (C 18:1) 30,23 39,23 34,73 16,36
Estearico (C 18:0) 16,96 12,82 14,89 +2,93
Saturado/Insaturado 0,78 0,73 0,75 +0,04
Saturado/Total 0,44 0,42 0,43 +0,01

Fonte: Autora.

Em se tratando dos tipos de solventes, € possivel observar que os resultados obtidos com
a extragdo com éter e com hexano sdo diferentes em alguns aspectos. Observa-se que a extragao
do ponto 1, referente ao 2-monoacilglicerol, ¢ maior, a depender do acido graxo ligado a
molécula de glicerol, para o éter do que para o hexano.

Ao analisar a molécula do triglicerideo, nota-se que a estrutura ¢ apolar. Quando ocorre
a quebra das cadeias de 4cidos graxos nas posi¢oes 1, 2 ou 3, a ramificacdo passa a receber uma
hidroxila (OH), o que torna a composi¢do mais polar, ou, considerando a permanéncia dos
outros acidos graxos, uma estrutura anfifilica. Dessa forma, um diacilglicerol ¢ mais polar que
um triacilglicerol e, por essa mesma logica, um monoacilglicerol ¢ mais polar que um
diacilglicerol e um triacilglicerol. A polaridade da molécula ¢ ainda afetada pelo tipo de acido
graxo ligado a ela, sendo um acido graxo saturado mais apolar que um acido graxo insaturado.

Considerando um solvente como o hexano, que ¢ apolar, presume-se que a diferencga
nos resultados entre a extragdo com esse solvente e com o éter esta relacionado a essa diferenga
de polaridades (Barwick, 1997). O hexano pode extrair melhor os 2-MAG com acidos graxos
saturados em detrimento dos com 4cidos graxos insaturados (Zarrinmehr et al., 2022). O inverso
pode estar ocorrendo com o éter etilico que, por ser mais polar que o hexano, apresenta uma

extra¢cdo maior de 2-MAG de 4cidos graxos insaturados.
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5.3 Sintese (Reacdo de Interesterificagdo)

A nova metodologia de analise com pancreatina foi aplicada nas amostras de sintese
realizadas com a sintese 2, no ponto de 6 h. Avaliou-se ainda a extragdo com os dois solventes,
éter etilico e hexano, para analisar se o padrao obtido com a hidrolise do 6leo de soja se repetiria
com os produtos das sinteses. Como o objetivo principal ¢ a incorporagdo de acido graxo
saturado na posi¢ao sn-2 do triacilglicerol, apenas a analise dessa posi¢ao, obtida por TLC, foi
considerada.

Os resultados obtidos sdo comparados por meio de uma razio de acidos graxos saturados
em relagdo a acidos graxos insaturados na posi¢ao sn-2. Deseja-se uma maior razao para essa
posicdo com as sinteses em comparagdo com a razao obtida para 6leo de soja puro. A Figura
17 e a Figura 18 mostram os resultados obtidos para as sinteses a 6 h das reacdes realizadas
com as condigdes: 60 °C e 150 puL de enzima; 60 °C e 450 puL de enzima; 70 °C e 300 uL de
enzima; 80 °C e 150 pL de enzima; e 80 °C e 450 uL de enzima.

Figura 17 - Comparativo de proporc¢do de acidos graxos para as amostras de 6 h e protocolo de extragdo

com éter etilico.
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Figura 18 - Comparativo de propor¢ao de acidos graxos para as amostras de 6 h e protocolo de extragdo

com hexano.
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Como observado anteriormente para o 6leo de soja puro, nota-se uma tendéncia da
extracdo com hexano apresentar uma quantidade menor de 4cidos graxos insaturados em
compara¢do com a extracdo realizada com éter etilico. Essa diferenca resulta em condigdes
otimas de reagdo diferentes para cada método. Para 6 h de reagdo, realizando a extracdo com
hexano, a condi¢do de sintese a 60 °C/450 pL de enzima mostra a maior razao de acidos
saturados/insaturados na posicdo sn-2, com um aumento de aproximadamente 47,6% em
relacdo ao oleo de soja puro, seguido pela condi¢do de 80 °C/150 pL de enzima, com um
aumento de 39,4%.

No entanto, esse resultado ¢ diferente para a extracdo com éter etilico, sendo a condigao
de 60 °C/450 pL de enzima a que oferece o segundo pior resultado de incorporagao de acidos
graxos saturados na posi¢ao sn-2, com aproximadamente 23% de aumento em relagdo ao dleo
de soja puro, mas oferecendo melhor resultado com a condi¢do de 80 °C/150 pL de enzima,
com um aumento de aproximadamente 54,2 % em relacdo ao 6leo de soja. Outras condig¢des de
sintese que apresentaram resultados satisfatorios com os dois métodos de extragdo foram a
60 °C/150 pL de enzima e 70 °C/300 pL de enzima, com aumentos de 40,9% e 33,3%,
respectivamente. A sintese a 80 °C e 450 puL ndo apresentou bons resultados em ambas as
metodologias de extragdo, o que pode indicar que uma alta carga de enzima exposta a uma alta

temperatura por um longo periodo ndo mantém uma boa atividade. A diferenca em relagdo a
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sintese a 80 °C/150 pL pode estar na quantidade de enzima, que por ser menor, ¢ consumida
mais rapidamente, evitando a longa exposi¢ao a temperatura alta.

Ressalva-se que a temperatura mais alta pode ser prejudicial a atividade da enzima a
longo prazo, visto que outros estudos que utilizam a Eversa trabalham em faixas de temperatura
menores (Bouaid et al., 2022), sendo uma faixa até 60 °C explorada quando a enzima ¢
previamente imobilizada (Oh et al., 2022; Monteiro et al., 2024). Além disso, por uma questao
energética, ¢ preferivel trabalhar com temperaturas menores. Assim, os bons resultados obtidos
com as condig¢des a 60 °C e 70 °C sao mais promissores.

A avaliagdo das outras condigdes de sintese ainda se mostra necessaria para determinar
se a reacdo atinge alguma estabilidade com o tempo. Faz-se necessario também o
estabelecimento de um método mais confiavel para a total extragdo dos produtos da hidrodlise

com pancreatina, de forma que seja possivel caracterizar e quantificar os adcidos graxos.
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6 CONCLUSAO

O estudo da composicao dos 11 6leos mostrou que, dado o objetivo de produzir um
lipidio com mais acidos graxos saturados, os 0leos de Castanha-do-Para, Linhaga Dourada e
Linhaca Marrom apresentaram as melhores composi¢des de acidos graxos saturados Palmitico
e Esteédrico, os dois de maior abundancia na gordura animal. Esses 6leos se mostram
promissores para a formulacao de blends.

A adaptacao da metodologia de hidrélise pancreatica mostrou avangos para a obtengao
de resultados confidveis e reprodutiveis. A concentragdo das amostras para aplicacdo,
manuten¢do dos sais biliares e da etapa de separagdo por TLC com subsequente esterificacao,
mostrou-se como a forma mais eficaz para analise posicional, permitindo a caracterizagao dos
acidos graxos presentes na posicao sn-2. A extracdo com o solvente hexano mostrou que a
alteracdo do solvente de extracdo pode levar a resultados enviesados. O estudo de adaptagdes
do ensaio de hidrolise com pancreatina mostrou que essa metodologia de analise
conformacional ¢ eficiente, mas que sua complexidade dificulta a aplicacdo em uma extensa
matriz de experimentos.

A identificagdo dos acidos graxos saturados nessa posi¢ao ¢ interessante pois altera
certas propriedades do 6leo para que se aproximem de caracteristicas mais presentes em
gorduras animais, como uma maior cristalizacdo e ponto de fusdo. As sinteses realizadas na
incubadora shaker de microtubo foram comparadas no ponto experimental de 6 h quanto a razao
de saturacdo na posi¢do de interesse, € mostraram que a enzima esta sendo eficaz em alterar o
posicionamento dos dcidos graxos nas moléculas de triglicerideos e resultando em um maior
percentual dos acidos saturados na posi¢ao sn-2 para algumas condi¢des de sintese, como por
exemplo para a condi¢ao de 60 °C/150 puL de enzima, que resultou em aproximadamente 40,9%
de 4acidos graxos saturados a mais na posi¢ao sn-2 em relagao ao 6leo de soja puro.

Embora os resultados de melhor condi¢do para obtengdo de uma maior razdo de
saturacao sejam divergentes a depender do solvente utilizado na extracao, foi possivel observar
que ambos os solventes éter etilico e hexano foram capazes de extrair os produtos da hidrolise,
mesmo que alguns em maior ou menor grau, € mostraram que ha um padrdo na atuacdo da
enzima a depender da temperatura e da quantidade de enzima, visto que a sintese a 80 °C e 450
puL de enzima apresentou os menores percentuais de acidos saturados na posi¢do sn-2 para
qualquer dos solventes utilizados na extragdo. Os melhores resultados, para as duas
metodologias de extra¢do, foram a 60 °C/150 puL de enzima, 70 °C/300 puL de enzima e
80 °C/150 pL de enzima.
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Os resultados obtidos nesse estudo abrem perspectivas para investigagdes futuras,
principalmente no estudo de blends com os dleos ja determinados com composicao de interesse.
Outra veia pode ser explorada ainda na otimizagao do processo analise conformacional pela
metodologia de hidrolise com pancreatina, para que este possa ser mais facilmente aplicado em
uma grande escala de experimentos. Um estudo de tempo reacional para a sintese se faz também

necessario para determinar o tempo ideal de reacao.
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ANEXO I - ENZIMAS SOLICITADAS PARA DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

Cumpre informar que houve dificuldade na aquisi¢ao da enzima Eversa Transform 2.0.
Apesar do pedido ter sido realizado no inicio de junho de 2025, o tnico fornecedor da enzima
no Brasil (Sigma-Aldrich) relatou problemas com o fornecedor geral e ndo entregou o material,
informando apenas em dezembro de 2025 a possivel data de entrega somente em janeiro de
2027, o que pode ser observado na Figura 19, no Anexo II. A indisponibilidade para entrega se
estende as demais enzimas possiveis de serem utilizadas neste trabalho conforme Anexo I,
figura 20. Dessa forma, todos os experimentos foram realizados com uma sobra da enzima de

outros projetos e cedida por outro grupo de pesquisa.

Figura 19 - Enzimas solicitadas e com atraso na entrega por parte do fornecedor.

Codigo do Produto Descrigdo do produto Quantidade
1. 76546-50G Lipase, immobilized 1
Previsdo de Entrega 18/8/2025 - Quantidade 1
2. 52001-50G LIPASA DE RHIZOMUCOR MIEHEI, INMOVILIZAD 1
Previsdo de Entrega 25/6/2025 - Quantidade 1
3. SAE0065-250ML LIPASE FROM ASPERGIL 1

Previsao de Entrega 8/7/2025 - Quantidade 1

Fonte: Comunicac¢ao pessoal cedida por Profa. Dra. Sueli Rodrigues, 2026.
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ANEXO II - E-MAIL COM NOVA PREVISAO DE ENTREGA PARA AS ENZIMAS

Figura 20 - E-mail resposta do fornecedor das enzimas com uma nova data para entrega apenas para 2027.

M Gmall Sueli Rodrigues <sueliufc@gmail.com>

Re: ORDEM DE FORNECIMENTO N° 1396/2025 - SIGMA ALDRICH - PROJETO F0451 -
FUNDACAO ASTEF [ thread::rb3DdS4qf2etH4MWU3wYLSg:: ]

5 mensagens

R&A - Latam - CEx - Brazil - CS 37 <vendas37@merckgroup.com> 5 de dezembro de 2025 as 11:18
Para: "sueli@ufc.br" <sueli@ufc.br>
Cc: "suprimentos@fastef.ufc.br" <suprimentos@fastef.ufc.br>, "gabriel@fastef.ufc.br" <gabriel@fastef.ufc.br>,
"artur.c.santos@merckgroup.com"” <artur.c.santos@merckgroup.com>, "vinicius@fastef.ufc.br" <vinicius@fastef.ufc.br=>,
"margarida@fastef.ufc.br" <margarida@fastef.ufc.br>

Prezada Sueli, bom dia!

De acordo com a nossa matriz, no momento buscamos um novo fornecedor para a matéria-prima do item em referéncia, devido a este

motivo, no momento a data estimada para recebimento do produto no centro de distribuicao da matriz + transito do centro de distribuicdo

da matriz para o nosso armazém Brasil & 29/01/2027, essa & uma data estimada que pode reduzir ou aumentar.

Diante desta informagéo favor analisar e me informar se deseja aguardar o processo de importacdo do mesmo para posterior faturamento
e envio ou se deseja proceder com o cancelamento do pedido para este item.

0OBS: SO 8823998696

Fico a disposigdo!

Atenciosamente | Best Regards | Saludos,
Beatriz Goulart

Inside Sales | Customer Excellence
Life Science | Science & Lab Solutions

Merck | Alameda Xingu, 350 — 7° Andar | Barueri, Sdo Paulo | 06455-030 | Brazil
Phone: +55 11 2170-8484| E-mail: vendas37@merckgroup.com

Sigma-Aldrich ¢ uma subsidiaria da Merck

Experience our products at https://www.sigmaaldrich.com and https://www.merckmillipore.com
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de satisfacgao

Queremos saber sua opinido. Responda a 3
perguntas rapidas.
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para respo

Fonte: Comunicag¢ao pessoal cedida por Profa. Dra. Sueli Rodrigues, 2026.



