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RESUMO

Oleos vegetais enriquecidos com diacilglicerol possuem
caracteristicas organolépticas semelhantes as dos oOleos
comestiveis convencionais, com a vantagem de possuirem a
tendéncia de niio se acumular no organismo, reduzir os
niveis de triacilglicerdis e, como consequéncia, diminuem a
massa corporal e gordura visceral nos humanos, contribu-
indo para a diminuicio da obesidade. Visto que os proces-
sos enzimaticos sdo, em geral, preferidos aos métodos qui-
micos, este trabalho visa imobilizar e encapsular enzimas
livres comerciais em matrizes hidrofébicas sol-gel prepa-
radas a partir de dois precursores, o tetraetilortossilicato
(TEOS) e o tetrametoxissilano (TMOS) visando sua utili-
zacdo na producdo de diacilgliceréis a partir do éleo de
palma e outros o6leos vegetais. Os biocatalisadores foram
caracterizados morfologicamente por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV), da qual se verificou que o
TMOS é o melhor precursor para obtencio de biocatalisa-
dores imobilizados. A eficiéncia na imobilizacido das enzi-
mas foi avaliada por meio de uma reacio de hidrélise do
o6leo de palma.

PALAVRAS-CHAVE: Imobilizaggo, lipases, sol-gel.
ABSTRACT

Diacylglycerol enriched with vegetable oils have organoleptic
characteristics similar to those of conventional edible oils, with
the advantage of not having the tendency to accumulate in the
body, reduce triglyceride levels and as a consequence, decrease
body weight and visceral fat in humans, helping to reduce obe-
sity. Whereas the enzymatic processes are generally preferred
to chemical methods, this work aims to immobilize and en-
capsulate commercial free enzymes in hydrophobic sol-gel
matrices prepared from two precursors, tetracthylorthosilicate
(TEOS) and tetramethoxysilane (TMOS) seeking its use in the
production of diglycerides from palm oil and other vegetable
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oils. The biocatalysts were morphologically characterized by
scanning electron microscopy, from which it is found that the
best TMOS precursor for obtaining immobilized biocatalysts
electron microscopy. The efficiency of the immobilization of
the enzymes was evaluated by a hydrolysis reaction of oil
palm.
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1. INTRODUCAO

Os o6leos comestiveis sdo formados basicamente por
triacilglicerdis (TAG), sendo composto também por uma
pequena quantidade de monoacilgliceréis (MAG) e dia-
cilglicerois (DAG)'.

Estudos recentes sobre as propriedades nutricionais
e efeitos dietéticos dos 6leos comestiveis sugerem que a
presenga de DAGs desempenha um importante papel na
reducdo dos niveis de TAG e, em consequéncia, dimi-
nuem a massa corporal e gordura visceral nos humanos,
prevenindo a obesidade e outras doengas relacionadas
com o estilo de vida®. Os 6leos enriquecidos com DAGs
ndo apresentam nenhum efeito genotdxico no organismo
humano?.

Eom et al. (2010)* investigaram o efeito de DAG
sintetizado do 6leo de atum no peso corporal e marca-
dores bioquimicos de plasma na obesidade de camun-
dongos C57BL/6J. O consumo da dieta com DAG em
camundongos ocasionou um menor ganho de peso cor-
poral e colesterol plasmatico total final, triglicerideos e
anemia quando comparado com um grupo de camun-
dongos ingeriu um alto contetido de TAG.

Nos processos quimicos para a producdo de DAG
sdo utilizadas altas temperaturas (200-250 °C) e pressao,
juntamente com catalisadores inorganicos tais como hi-
droxido de sodio, hidroxido de potassio ou calcio. Esses
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processos, além de exigirem uma alta demanda de ener-
gia, geram mudanca de coloragdo ¢ gosto desagradaveis
ao produto final’.

Devido a essas limitagdes, os DAGs sdo preferenci-
almente obtidos por processos enzimaticos, pois as rea-
¢oes sdo realizadas em condi¢des brandas, com baixa
formagdo de subprodutos e alta velocidade. Também
oferecem vantagens ambientais e redu¢do no consumo
de energia, além disso, as lipases apresentam alta seleti-
vidade, incluindo seletividade estereoquimica e resultam
em produtos de alta pureza e melhor qualidade®.

As lipases sdo enzimas que catalisam reac¢des de es-
terificagdo, interesterificag@o, hidrélise, entre outras. Sdo
enzimas altamente seletivas, sendo biocatalisadores
aplicaveis a produgao de diversos produtos.

Eom et al. (2010)* também produziram DAG pela
glicerdlise com glicerol e 6leo de atum utilizando lipases
Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) e Candida An-
tarctica (Novozyme 435), sendo que a Lipozyme RM
IM foi escolhida para a produgdo de DAG devido a sua
alta especificidade verificada através de analise por
HPLC.

Watanabe et al. (2005)° estudaram a produgdo de
1,3-diacilglicerol (1,3-DAG) através da esterificacdo dos
acidos graxos (FA) e glicerol a partir do 6leo de soja em
biorreator de leito empacotado usando uma lipase Li-
pozyme RM IM (Rhizomucor miehei) 1,3-regiosseletiva
(5% em relacdo a massa de 6leo) imobilizada em resina
de troca anidnica microporosa. A esterificagdo foi reali-
zada através da circulagdo da mistura reacional entre
uma coluna de leito empacotado e uma bomba para re-
mogdo da agua. Obteve-se um rendimento em diacilgli-
cerol em torno de 70% em 3 horas de reagao.

As enzimas podem ser adquiridas comercialmente
imobilizadas ou pode-se aplicar técnicas de imobilizagdo,
tal como citado por Zarcula et al. (2010)7 que imobiliza-
ram a lipase de Pseudomonas fluorescens (Amano AK)
pelo método sol-gel utilizando tetrametoxosilano e tri-
metoxisilano com grupos alquila ou arila como precur-
sores e liquidos i6nicos como aditivos para a imobiliza-
¢do, resultando em biocatalisadores com alta eficiéncia
catalitica. A atividade do biocatalisador foi totalmente
recuperada depois da imobilizagao.

Uma das principais propriedades do método sol-gel é
reduzir a velocidade de desnaturagdo das biomoléculas
encapsuladas, provavelmente devido a alta reatividade
dos precursores capazes de alterar a superficie da prote-
ina, protegendo-as de efeitos desnaturantes, orientando a
acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima imo-
bilizada no reticulado sol-gel®.

O encapsulamento através de sol-gel provou ser uma
técnica versatil para a imobilizacdo de uma grande vari-
edade de biomoléculas®’. Além disso, estudos demons-
traram que a atividade da enzima apresenta melhores
resultados quando a secagem ¢ realizada em meio super-
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critico, também chamada de secagem por aerogel'’. O
material sol-gel oferece baixa resisténcia difusional,
conduzindo a bons resultados em reagdes de esterifica-
¢do. A preparagdo, separa¢ao do produto e conservacao
das propriedades enzimadticas sdo algumas das vantagens
apresentadas por esses sistemas !!.

Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho foi
imobilizar e encapsular enzimas livres comerciais em
matrizes hidrofobicas sol-gel preparadas a partir de dois
precursores, o tetraetilortossilicato (TEOS) e o tetrame-
toxissilano (TMOS) visando sua utilizagdo na produgao
de diacilglicerdis a partir do 6leo de palma.

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas as lipases Rhizopus
oryzae ¢ Amano M adquiridas comercialmente da Sig-
ma-Aldrich). Os suportes foram preparados pela técnica
sol-gel, empregando os seguintes precursores: tetraeti-
lortossilicato-TEOS  (CsH2004S1), metiltrimetoxissila-
no-MTOS (C7H;30:Si) adquiridos da Sigma-Aldrich. Os
demais reagentes utilizados foram: heptano PA (Vetec,
Brasil), pentano PA (Vetec, Brasil); acetona PA (Merck,
Alemanha); etanol comercial; goma arabica em po, pura
(Synth, Brasil). Os reagentes foram utilizados como re-
cebido, sem nenhum tratamento prévio.

O preparo dos biocatalisadores baseou-se nas meto-
dologias descritas por Macario (2009)'> e Soares
(2006)%.

Os biocatalisadores imobilizados foram secados uti-
lizando a tecnologia supercritica (CO>) a uma tempera-
tura de 40°C para evitar a desnaturagdo da enzima e a
uma pressao de 100 bar por 2 horas.

A caracterizag@o microestrutural dos biocatalisadores
imobilizados foi realizada através da microscopia eletro-
nica de varredura (MEV) em um microscépio Shimadzu
SuperScan SS-550. Todas as micrografias foram obtidas
das superficies de fratura recobertas com ouro.

As enzimas livres e imobilizadas foram avaliadas por
meio da reac¢do de hidrdlise parcial dos triglicerideos. A
hidrolise do 6leo de palma tem como produtos finais o
glicerol e acidos graxos livres, e como intermediarios
DAG e MAG, que consistem em TAG sem um ou dois
acidos graxos, respectivamente!’. As reagdes foram
conduzidas em meio livre de solvente, a 55°C', por
meio de titulagdo com solugdo de hidroxido de sodio. A
avaliacdo das reagOes nesta etapa foram baseadas na
quantificagdo dos acidos graxos livres gerados pelo mé-
todo de titulagdo, uma vez que a técnica de detecc¢do
desse produto ¢ muito mais simples. Os tempos reacion-
ais avaliados foram de 5, 10, 15 ¢ 20 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as micrografias dos biocatalisado-
res livres (letras A e D) e imobilizados (letras B, C, E, F).
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Pode-se observar que a enzima lipase Rhizopus oryzae
livre (A) possui uma forma geométrica definida, clara-
mente visivel. Ao se imobilizar esta enzima com TMOS
(B) verificou-se uma estrutura porosa, com uma area
superficial muito menor, diferente do ocorrido ao utilizar
o precursor TEOS (C), em que a estrutura pareceu rigida,
levando a conclusdo que apenas o suporte estd presente.
Analisando estas microscopias verifica-se uma mudanga
muito grande na estrutura da enzima antes e depois de
imobilizada, ¢ ndo observando a presenga da enzima ao
utilizar o TEOS como precursor de silica.

Ao analisar a lipase Amano M livre (D) verifica-se
que ela apresenta uma estrutura esponjosa, bastante po-
rosa, que manteve suas caracteristicas apos a imobiliza-
¢ao por TMOS (E). Ao utilizar o TEOS (F), novamente
verifica-se apenas a presenca de uma estrutura rigida,
que aparenta ser apenas do suporte.

A andlise da atividade hidrolitica das enzimas con-
firma o que foi observado nas microscopias: as enzimas
acabaram perdendo sua conformagdo inicial, ocasionan-
do na perda da atividade.

Figura 1. Micrografias eletronicas dos biocatalisadores: (A) Rhizopus
oryzae livre (500 X), (B) Rhizopus oryzae imobilizada com TMOS
(500 X), (C) Rhizopus oryzae imobilizada com TEOS (500 X), (D)
Amano M livre (1000 X), (E) Amano M imobilizada com TMOS
(1000 X), (F) Amano M imobilizada com TEOS (1000 X).

A acidez inicial do 6leo de palma foi em torno de 4%
e por meio da diminui¢do da acidez do dleo € possivel
calcular a atividade das enzimas utilizadas nas reagdes.
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Em geral, as enzimas imobilizadas praticamente nao
reagiram com 20 minutos de reagdo, pois a atividade
obtida foi proxima a zero, verificado pela ndo alteracao
da acidez inicial do 6leo de palma.

As enzimas ndo imobilizadas apresentaram boa ati-
vidade catalitica, reduzindo em 15% a acidez inicial do
6leo em 5 min de reagdo.

4. CONCLUSAO

As técnicas de imobilizacdo de lipases aplicadas
neste trabalho apresentaram caracteristicas distintas.
Visivelmente, a técnica que empregou o TEOS ndo ob-
teve resultados satisfatorios. Ja a técnica utilizando o
TMOS apresentou uma caracteristica esponjosa, que
possivelmente tenha imobilizado parte da enzima. A
aplicacao da reacdo de hidrolise parcial do 6leo de palma
constatou a baixa atividade das enzimas, com o emprego
das técnicas utilizadas. Apesar do baixo desempenho nas
reagoes, as técnicas de imobiliza¢do de enzimas sdo im-
portantes aliados na aplicagdo de enzimas em processos
industriais. As vantagens no uso de enzimas imobiliza-
das incentivam e justificam pesquisas mais detalhadas.
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