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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo das reacBes de hidrélise e
esterificagdo catalisadas por novas lipases microbianas isoladas no Laboratorio
de Bicquimica de Alimentos (FEA - UNICAMP), pertencentes ao género
Rhizopus sp, Geotrichum sp, Aspergillus sp e Alcaligenes sp e a lipase comercial
de Candida cylindracea visando o enriquecimento em 4cidos graxos
poliinsaturados (AGPI) o 6lec de sardinha (Sardinella brasiliensis) e o 6leo de

fungo (Mucor sp).

As lipases de Rhizopus sp (especifica posicionalmente), Geotrichum sp
(especificidade para 4cidos graxos de cadeia longa com dupla ligagdo cis na
posicio 9) e Candida cylindracea (inespecifica posicionalmente), selecionadas
para o estudo, promoveram aumento significative nos niveis de acido gama-
linolénico (GLA) em dleo de Mucor sp e de 4cido eicosapentaendico (EPA) e

docosahexaendico (DHA) em 6leo de sardinha.

As fracSes de acilglicerdis e acidos graxos livres resultantes da agéio
enzimética foram separadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
quantificadas por cromatografia em camada delgada com detector de
ionizacdo de chama (CCD - DIC) e analisadas quanto a composicdo em dcidos

graxos por cromatografia a gas (CG) .

A lipase de Rhizopus sp nas condi¢des dtimas de reacdo se mostrou a
mais eficiente na reagdo de hidrélise entre as lipases testadas. Esta lipase
hidrolisa mais eficientemente o substrato ¢leo de Mucor sp do que o 6leo de
sardinha. Apés 8 horas de reagdo hicrolitica resultaram 18,5% de GLA em
relago aos dcidos graxos totais da constituicdo do oleo de Mucor sp (6leo

~original contendo 11,4% de GLA).
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A lipase de Candida cylindracea demonstrou alta eficiéncia na catalise da
hidrélise do éleo de sardinha. O nivel de DHA foi duplicado apés 16 horas de
reagdo hidrolitica, enquanto que o nivel de EPA mostrou um acréscimo de 35%

em relacdo a quantidade presente nos acilglicerdis antes da hidrélise.

A lipase de Geotrichum candidim demonstrou baixa atividade hidrolitica
para os substratos analisados, entretanto alta capacidade da esterificacdo. A
esterificacdo preferencial de dcidos graxos monoinsaturados (16:1 e 18:1) com
n-butanol por esta enzima levou a um acréscimo de 3,4 vezes do contetdo de
GLA nos acidos graxos néo esterificados do 6leo de Mucor sp em relacio ao

valor presente no tempo zero da esterificacéo,

As lipases microbianas nio apresentaram boa eficiéncia na reagdo de
esterificagio wusando o A4lcool glicerol nas condi¢des analisadas. Nos
acilgliceréis formados (triacilglicerol, diacilglicerol e monoacilglicerol)
separados por cromatogratia em camada delgada e analisados por
cromatografia a gas foram detectados quantidades insuficientes de AGPI para

possibilitar ¢ seu enriquecimento.
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ABSTRACT

The present work reports the study of the hydrolysis and esterification
reactions catalyzed by microorganism lipases, which were isolated at the
“Laboratorio de Bioquimica de Alimentos - FEA - UNICAMP”, belonging to
Rhizopus sp, Geotrichum sp, Aspergillus sp and the commercial lipase Candidn
eylindracea. The aim was the enrichment of polyunsaturated fatty acids (PUFA)

on sardine oil (Sardinelln brasiliensis) and fungal oil from Mucor sp.

The lipases of Rhizopus sp (1,3 - positional specificity), Geotrichum sp
(specific for the long chain fatty acids with cis- double link on position 9) and
Candida cylindracea (unspecific positionally), chosen for the study, provided an
expressive increase in the concentration of gamma-linolenic acid (GLA) on the
fungal oil from Mucor sp and in the concentration of eicosapentaenoic (EPA)

and docosahexaenoic (DHA) acids on sardine oil.

The fractions of glycerides and free fatty acids, obtained from an
enzymatic action, were separated by thin-layer chromatography (TLC),
quantified by thin layer chmmatography - flame ionization detector (TLC-FID)
and had the fatty acids composition analyzed by gas chromatography (CG).

~ The lipase from Rhizopus sp, in optinum reaction conditions, was found
to be the most efficient for the hydrolysis reaction among all the lipases tested.
This lipase hydrolyzes the substrate oil from Mucor sp much more efficiently
than the sardine oil. After 8 hours of hydrolytical reaction, 18.5% of GLA were
obtained, in relation to all the fatty acids that compose the oil from Mucor sp

(original oil contains 11.4% of GLA)}.
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Candidn cylindracen’s lipase showed high efficiency for the hydrolysis
catalysis of sardine oil. DHA’s concentration was doubled after 16 hours of
hydrolytical reaction while EPA’s concentration increased 35% in relation to

the situation before the hydrolysis.

Geotrichum candidum’s lipase showed a low hydrolytical activity for the
analyzed substrates, but a high esterification capability. This enzyme
esterificated chiefly monounsaturated fatty acids with buthanol and GLA’s
concentration in the unesterificated fatty acids of the oil from Mucor sp

increased 3.4 times if compared to the situation before the reaction.

Microorganisms lipases were found to be less effective in the
esterification, when glycerol was used at the analyzed conditions. In the
formed glycerides (triglyceride, diglyceride e monoglyceride}, which were
separated by thinayer chromatography and analyzed by gas
chromatography, not a sufficient quantity of polyunsaturated fatty acids was

found to make the enrichment possible.
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1-INTRODUCAO

Numerosos estudos clinicos e epidemiolégicos tem firmemente
estabelecido os efeitos benéficos dos dcidos graxos poliinsaturados (AGPI), em
especial os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) da
famfilia Omega-3 (@3) e dcido gama - linolénico (GLA) da familia 6mega-6 (06).
A administracdo de 6leos ricos em AGPI ou seus concentrados em humanos,
tem demonstrado efeitos benéficos em vérias doencas cardiovasculares, como
aterosclerose, trombose e arritmia (NORDOY, 1989; HORROBIN, 1992). Outros
efeitos resultantes da ingestdo dos AGPL foram observados em certas doengas
COMO eczema atépicc;, psoriase, alcoolismo, sindrome pré-menstrual, diabetes,
artrite reumatéide, hipertensdo, obesidade e de certos tipos de céncer

{(BARLOW, 1987; CARTER, 1988).

Em vista deste potencial, torna-se de grande interesse estudar meétodos
para concentracdo dos AGPI visando obter acilglicer6is enriquecidos em AGP1

a partir de fontes de facil obtengfo e baixo custo.

Os estudos relatados na literatura incluem métodos fisicos e quimicos
tais como complexagdo com uréia (HAAGSMA et al., 1982), resfriamento por
solvente (YOKOCHI ef al., 1990}, cristalizacdo fracionada a baixa temperatura
{(MOFFAT et al, 1993), método de Corey (COREY & WRIGHT, 1988),
separagiio em coluna de Zeolita-Y {ARAI et al.,, 1987), extragdo com fluido
super'critico (NiLSSON et ol., 1991) entre outros.

Estudos de aplicagfo das enzimas lipases (Triacilglicerol acithidrolase -
E.C.3.1.1.3) na catélise de reagdes visando concentrar AGP] & assunto recente,
demonstrando resultados promissores. Os processos enzimaticos para
modificacdo dos lipideos permitem trés tipos de reagfes, de hidrélise, sintese

de ésteres e interesterificacio desses compostos na presenca de lipases.



A aplicagdio industrial de lipases nestas reacdes de biotransformacao tem
especial importincia devido a sua especificidade (posicional ou de 4cidos
graxos), uma vez que os produtos formados ndo poderiam ser obtidos por

processos quimicos convencionais,

Nesse sentido, o presente trabalho visa estudar reagfes catalisadas por
lipases microbianas para concentrar os AGPl de fontes marinhas (6leo de
sardinha - Sardinella brasiliensis) e fonte fingica (Mucor sp). Para tal objetivo,
serdo testadas as lipases isoladas e produzidas recentemente no Laboratério de
Bioguimica da Faculdade de Engenharia de Alimentos (UNICAMP)
identificadas como pertencentes aos géneros Rhizopus sp, Geotrichum sp,

Aspergillus sp e Alcaligenes sp e a lipase comercial obtida de Candida cylindracea.

O trabalho realizado pode ser dividido em dois experimentos que séo

descritos abaixo:

1. Estudar as reagbes de hidrolise visando enriquecer com écidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) os acilglicerdis presentes
no d6leo de sardinha e com acido gama - linolénico (GLA) aqueles presentes no

dleo de Mucor sp.

2. Estudar as reacOes de esterificagio visando a obtengdo de acilglicertis
(mono, di ou triacilglicerol) ou ésteres primérios de &cidos graxos

poliinsaturados.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS
211 METABOLISMO E FONTES

Os lipideos formam um grupo de compostos de natureza quimica
complexa e variada, possuindo a propriedade de serem soltiveis em solventes
orgénicos e insoltveis em 4dgua. No organismo, de maneira geral, a gordura da
dieta desempenha varias fungbes biolégicas importantes entre as quais,
fornecimento de energia e como componentes de membrana para protecédo de
estruturas celulares, conferindo fluibilidade, flexibilidade e estabilidade
estrutural. Além dessas fungbes, algumas substincias Ii;ﬁdicas podem atuar
como horménios, vitaminas lipossoltveis (A, D, E, K) e com funcdes
metabélicas essenciais como é o caso do colesterol e dos 4cidos graxos

essenciais (dcido linoléico e 4cido linolénico).

Os 4cidos graxos sdo ingeridos principalmente como triacilglicerol e
fosfolipideos. A presenga de duplas ligaces nas moléculas permite separa-los
em saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, tendo swuas cadeias
carbdnicas variando , em geral, de 4 - 20 4tomos de carbono. Os 4cidos ETaxos
com 2 - 4 dtomos de carbono sZo considerados acidos graxos de cadeia curta
ou volateis; de C6 - C12, cadeia média e C14 - C24 de cadeia longa. Os AGPI
podem ser subdivididos em duas familias de acordo com a localizagiio da

dltima dupla ligacdo em relacdo ao seu grupamento metilico terminal: famflia
Omega-6 (@6) representada pelo acido linolsico (18:2 A™? w6) e a familia
omega-3 (03) representada pelo 4cido a-linolénico (18:3 AP ©3),

A essencialidade das duas séries foi primeiramente reportada por BURR
& BURR (1929} como resultado da alimentagao de ratos jovens por dieta livre

de gordura. Os ratos apresentaram . retardamento mental, dermatite

escamativa, altera¢fes no transporte de lipideos pelo sangue e problemas



reprodutivos. Hoje, sabe-se que estas duas familias de 4cidos graxos

desempenham importantes efeitos metabélicos e nutricionais no organismo

(LANDS, 1986).

Esses dois tipos de 4cidos graxos sdo chamados essenciais porque nio
podem ser sintetizados no organismo humano e devem ser fornecidos atraveés
da dieta. O &cido linoléico ¢ encontrado em dlec de semente de vegetais como
girassol, milho, soja e colza; e sua presenca tem sido associada com
cloroplastos. O écido a-linolénico estd presente principalmente no fitoplancton
e zooplancton marinho, bem como em peixes, foca, cavalo marinho e baleia.
Tais organismos séo a base da cadeia alimentar marinha, de forma que, toda a
vida marinha pode ser enriquecida com este 4cido graxo e seus metabolitos, o
qual pode fornecer o grau de insaturagiio requerido para permitir que as

membranas celulares permanegam fluidas na dgua gelada.

ApoOs a ingestdo, os dcidos graxos, uma vez absorvidos nas células e
tecidos, podem ser dessaturados e alongados a AGPI de cadeia longa com 20
ou mais dtomos de carbono entrando na constitui¢do de lipideos estruturais de
membrana. Os processos de alongagéo e dessaturagdo do dcidos linoléico (18:2

©wb) e o-linolénico (18:3 ©3), ocorrem nos animais e vagarosamente nos

homens originando diversos metabélitos como representado na Figura 1.

A figura 2 representa a estrutura quimica do 4cido eicosapentaensico

(EPA - 20:5 A™ %117y ¢ docosahexaendico (DHA - 22:6 A* 7101181 qa familia

A% ™™ da familia dos dmega-6,

dos Omega-3, e o 4cido y-linolénico (GLA - 18:3
os quais temn sido apontados como os AGPI chaves para prevenir o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, processos inflamatorios e

outras patologias (DREVON, 1992; HORROBIN, 1992).



Figura 1 - Metabolismo de acidos graxos essenciais pertencentes a familia

Omega-3 (13) e dmega-6 (06).

Familia w6 Familia ©3
Lincléico (18:2) a-Linolénico (18:3)
U A & - dessaturase I
y-Linolénico (18:3) Octadecatetraendico (18:4)
U alongase U
Dihomo--y-linolénico(20:3) Hicosatetraendico (20:4)
U A5 - dessaturase I
Araquiddnico (20:4) Hicosapentaensico (20:5)
Y alongase U
Adrenico (22:4) _ Docosapentaendico (22:5)
U A 4 - dessaturase U
Docosapentaendico (22:5) Docosahexaendico {22:6)

Figura 2 - Estrutura dos principais dcidos graxos poliinsaturados das familias

dmega-3 («03) e dmega-6 (©6).

CHz CHp CH = CH CH, CH = GH CHy CH = CH CHy CH = CH CHy CH = CH (CHyp)3 COOH

Acido eicosapentaendico (EPA)

Cig CHy CH = CH CHp CH = CH CHy GH = CH CHy CH = CH CHp CH = CH CHy CH = CH (CHy); CODH
Acido docosahexaendico (DHA)

CHg {CHg)4 GH = CH GHy CH = CH CHy CH = CH (CHa)y COOH

Acido gama - linolénico (GLA)



A importancia dos dcidos graxos essenciais na dieta humana foi assunto
de grande interesse nas décadas passadas. Na atualidade, pesquisas tem
enfatizado o papel de seus metabdlitos tais como Acido y-linolénico (GLA),
acido dihomo y-linolénico (DHGLA), 4cido eicosapentaendico (EPA) e 4cido
docosahexaensico (DHA). Estes componentes sdio requeridos por todas as
membranas do corpo, conferindo a propriedade da fluidibilidade, flexibilidade
e estabilidade estrutural. S&o importantes como precursores de substincias
biologicamente ativas tais como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas,
hidroxi e hidro-peroxi-dcidos graxos, como é o caso do 4cido dihomo y-

linolénico (triendico) precursor da prostaglandina Hy (PGE:) pela agio da

enzima cicloxigenase, &cido araquidénico (tetraendico) que é precursor de

tromboxana Ag (TXA2), prostaciclina I (PGL) e prostaglandina da série 2

(PGEz} e o &cido eicosapentaendico (pentaendico) que é precursor de
tromboxana As (TXAs), prostaciclina Iz (PGL) e prostaglandina da série 3
(PGEs). Os acidos tri, tefra e pentaendicos também sio responsaveis pela
produgdo de leucotrienos das séries 3,4 e 5, respectivamernte, substancias com
estrutura quimica conjugada de frienos, descobertas primeiramente em

leucdeitos.

Os produtos que contém estrutura em anel (prostaglandinas,
tromboxanas e prostaciclinas) resultam da agfo inicial da enzima
cicloxigenase, ao passo que os derivados hidroxilados dos 4cidos graxos de

cadeia reta (leucotrienos) resultam da agfio de diversas lipoxigenases.

No organismo humano os acidos graxos podem ser encontrados como
acidos graxos néo esterificados ou como componentes de ésteres de colesterol,
triacilglicerol e fosfolipideos tais como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,

fosfatidilserina e fosfatidilinositol.



A presenca dos acidos graxos das séries n-6 e 1-3 no corpo humano em
especial nos tecidos em desenvolvimento é dependente da quantidade e do
tipo de lipideo da dieta, da atividade das enzimas dessaturases responséveis
pela sintese dos metabodlitos e ao proprio processo de oxidagio e acilagao dos

acidos 18 : 3 n-3 e 18 : 3 n-6 (MANKU et al., 1988).

A obtengdo destes importantes metabolitos parece ser facil, pela simples
ingestdio dos 4cidos linoléico e a~iineiénico, uma vez que o proprio
metabolismo do organismo se encarregaria das transformagSes restantes.
HEniretanto este processo tem como etapa crucial a enzima A6 dessaturase a
qual, além de Insuficiente em humanos pode ser inibida por fatores como o
baixo consumo energético de proteinas, envelhecimento, diabete, alcool,
problemas nuiricionais como deficiéncia de piridoxina, zinco, magnésio,
biotina e céalcio e também pelo colesterol (KINSELLA, 1991). Além disto, 0s
caminhos biossintéticos das familias de AG w3 e w6 utilizam o mesmo sistema

enzimatico, ocorrendo uma competicio por cada enzima envolvida

(DYEBERG, 1986).

Esta competicdo altera todo o metabolismo de produgdo dos
eicosandides, como prostaglandinas (PG) , tromboxanas (TX) e leucotrienos
(LT), os guais sdo provenientes dos acidos graxos contendo 20 (vinte) dtomos

de carbono (FISCHER, 1989).

.A administracdo de 30-40g por dia de 4cido linoléico n&o foi capaz de
alterar significativamente a concentragio de 4cido dihomeo y-linolénico ou
acido araquiddnico no sangue humano (LASSERRE et al, 1985), enquanto a
administracdo de menos de 500mg/dia de GLA demonstrou ser capaz de
produzir uma significante elevagio no nivel de 4cido dihomo y-linolénico e um

pequeno aumento do &cido araquiddnico nos fosfolipideos plasmaéticos

(MANKU et al, 1988).



Ao contrdrio do que se acreditava anos atras, o GLA e ndo o acido
iinoléico pode elevar os niveis dos metab6litos da série #-6 em humanos.
Evideéncias indicam que somente 5-10% da ingestdo diaria de dcido linoléico
pode ser convertida para GLA. A conversfio in vive do acido dihomo y-
linolénico para &cido araguiddnico nos lipideos plasmaticos em humanos
demonstrou que este processo ocorre principalmente na fragio fosfolipidica,

sendo dificultada na fragéo de triacilglicerol (EL BOUSTANI et al, 1986).

As experiéncias tem relatado que o consumo de acido a-linolénico pode
aumentar a concentragdo dos AGPI o3 (EPA e DHA) e reduzir a de 4cido
araquidonico no plasma e tecidos (ZOLLNER, 1986). O 4cido wa-linolénico
parece ser um substrato com malor afinidade pelas enzimas dessaturases e
alongases do que o 4cido linoléico. Isso é aparentemente efetivo na reducio da
agregabilidade plaquetaria, ja que os eicosandides provenientes do EPA sdo
substancialmente menos ativos do que os correspondentes produtos do 4cido

araquidonico (LEAF & WEBER, 1988).

O EPA serve de substrato para as cicloxigenases e lipoxigenases, que sio
as enzimas responsaveis pelo inicioc da sintese de prostaglandinas,
tromboxanas, prostaciclinas e leucotrienos. Uma vez que os acidos graxos ©3
podem ser alongados e dessaturados, o embasamento para muitos dos efeitos

dos AGPI w3 podem estar relacionados ao metabolismo dos eicosandides.

Além da disponibilidade de é&cido araquidénico (dependente da
concentragdo de dcido linoléico na dieta e da A6 dessaturase), a quantidade de
eicosandides sintetizada é influenciada pela atividade da fosfolipase A» (que
pode ser regulada pelos glicocorticéides), da cicloxigenase (que pode ser
inibida por drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais como a aspirina e a

indometacina) e da lipoxigenase (que pode ser inibida por anti-oxidantes)

(BAILEY, 1985).



Recomendages nufricionais indicam que a dieta em lipideos deve
conter AGPI 06 e @3 numa provével proporgio 6tima de 4-10:1 (GURR, 1984).
Uma ingestdo acima de 2g/dia de AGPI de cadeia longa com 20 ou mais
dtomos de carbono da familia ©3 parece ser uma recomendacio razoavel
baseado nas informagdes disponiveis. Para isto seria requerido a ingestio de
100 - 200g de alimento marinho (DREVON, 1992). Esta dificuldade pode ser
elimninada com a preparacao de concentrados de AGPI os quais seriam mais
eficientes e podem ser facilmente administrados. A administracio direta dos
metabolitos ativos eliminaria a etapa limitante (A6-dessaturase) no

metabolismo de AGPI,

Como intermedidrio na bioconversdo do acido linoléico para &cido
araquiddnico, o GLA ¢ encontrado em baixos niveis nos lipideos animais. A
gordura de leite humano, a maior fonte de GLA animal contém em média 100-
400 mg/1, enquanto que a gordura bruta de vaca, porco e galinha contém 60,4,
20,9 € 77,6 mg de GLA por 100g de fonte respectivamente (HORROBIN, 1992),
Em geral, as fontes alimentares convencionais que poderiam suprir este 4cido

graxo via direta apresentam escasso contetido de GLA.

Fontes vegetais raras no Brasil, como as plantas Iprimu}a (Oenothera
biennis), borragem (Boragoe officinallis) e groselha negra (Ribes nigrum) contém
em média 15% de GLA (RATLEDGE; 1987, GUNSTONE, 1992). A fonte mais
comuim é o 6leo de primula de diferentes variedades utilizado para a obtencdo
de produtos comerciais como “Efamol”, “Epogam” e “Efamast”,

comercializado nos Estados Unidos e Europa.

A composicdo em &cidos graxos dos 6leos obtidos de fontes vegetais
pode variar dependendo das diferentes condi¢Bes de crescimento tais como
qualidade do solo, chuva, temperatura e outros fatores ambientais, causando

moderadas modificacBes nos niveis de GLA.



No presente, as fontes comerciais ricas em EPA e DHA sio os peixes
marinhos, em especial dos éleos obtidos de arenque, anchova, “menhaden”,
atum e do figado de bacalhau. E caracteristico destes éleos apresentar grande
variedade de acidos graxos e, em especial 4cidos graxos de cadeia longa com
20 a 22 atomos de carbono, altamente insaturados (5 a 6 duplas ligagGes). Estes
acidos graxos caracteristicos de peixes marinhos, tem origem no fitoplancton
unicelular e algas que fazem parte da sua cadeia alimentar. A composicio e o
contetido dos écidos graxos estdo relacionados com fatores biologicos, tais
como a espécie de peixe, idade, ciclo sexual, tipo de alimento e a Tocalizaciio

geografica, apresentando em média 20% destes AGPI (REICHWALD, 1976).

A composicdo de triacilglicerol de 6leos de peixes marinhos ¢ muito
complexa, devido ac grande ntumero de dcidos graxos altamente insaturados
de cadeia longa. Num estudo sobre a distribuigdo dos acidos graxos nos
triacilglicerois, sugere-se que existe um é4cido graxo poliinsaturado ocupando a
posigdo 2 e frequentemente um monoinsaturado (C16:1 ou 18:1) na posicao 1,
sendo que os 4cidos graxos monoinsaturados de cadeia muito longa tendem a

ocuparem a posicao 3 (BROCKERHOFF et 4l., 1969; LITCHFIELD et al., 1978).

As fontes microbianas visando a obtengdo de 6leos por processos
fermentatives tem sido exaustivamente estudadas (WHITWORTH &
RATLEDGE, 1974 RATLEDGE, 1982, RATLEDGE, 1987). Estas possiveis
fontes visando a produgdo de AGPI foram descritas por YONGMANITCHALI
& WARD (1989). Dentre elas merece destaque a obtenciio de acido
araquiddnico e EPA por linhagens de Mortierella sp (SHIMIZU ef al., 1988) e a
obtencio de GLA por diferentes linhagens de Mucor sp (SHIN & SHIN, 1988;
KANG & SHIN, 1989).

Preparagbes comerciais em capsulas contendo AGPI j4 sdo disponiveis
no Brasil com os nomes de PROEPA (Prodome), LIPCOR {(Carlo Erba), EPA
PLUS (Life-Plus), PRIMURIS (Herbarium) e GAMALINE (Herbarium).
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2.1.2. IMPORTANCIA NUTRICIONAL E MEDICA.

Intimeras experiéncias tem comprovado os efeitos benéficos da ingestéo
de AGPI na aterosclerose, trombose, arritmia, fluidez das membranas,
hipertenséo, obesidade, cancer e atividades dos eicosansides (BARLOW, 1987:
CARTER, 1988), As doengas inflamatdrias como asma, eczema atdpico e
psoriase foram diretamente relacionadas com a caréncia de AGPI (WRIHT &

BURTON, 1982).

Os primeiros estudos epidemiol6gicos referentes aos efeitos dos 4cidos
graxos ®3 sobre a satide, comegaram na década de 70, a partir dos estudos
conduzidos em esquimés da Groelandia. Comparagdes realizadas em relacio
ao consumo de 4cidos graxos marinhos entre essa populacéo (7g/dia), com as
populacbes ocidentais (0,06g/dia) indicaram a possivel causa da baixa
incidéncia de doengas cardiovasculares entre os esquimés (DYEBERG &
BANG, 1979). Foi verificado que a incidéncia de doengas isquémicas do
coragao entre os esquimés era aproximadamente 8% da observada entre os

ainamarqueses (KROMANN & GREEN, 1980).

O grupo de esquimés apresentava uma taxa elevada de 4cidos graxos
©3, com uma diminuicio acentuada dos &cidos graxos da familia o6
(DYEBERG et al., 1978). Foi verificado que estes individuos apresentavam além
da baixa incidéncia de doengas cardiovasculares, um tempo de sangramento
prolahgado que pode ser explicado pelo abaixamento da agregabilidade
plaquetdria devido a formagdio alterada de prostandides (DYEBERG &
JORGENSEN, 1982; BANG & DYEBERG, 1985). Estes individuos apresentaram
um baixo indice de trombose, porém com fortes tendéncias a hemorragias
(DYEBERG, 1978).
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A administragdo de 06leos ricos em AGPI ou seus concentrados em
humanos, resultam intmeros efeitos benéficos, com énfase especial na
diminui¢do dos niveis de triacilglicerol e colesterol plasmaticos (HARRIS,
1989). Os resultados dos estudos sobre a capacidade dos AGPI 03 e 06 de
atuarem como redutores dos niveis de triacilglicerol, de colesterol e de
lipoproteinas LDL (lipoproteina de densidade baixa) e VLDL (lipoproteina de
densidade muito baixa) no plasma foram confirmados em diversos estudos em

humanos (RAMBJOR et al., 1996; HWANG et al., 1997}

E conhecido que a quantidade de colesterol na dieta tem pouca
influéncia na sua concentragdo plasmatica, devido a limitada quantidade de
colesterol absorvido e ao mecanismo de controle de sintese deste composto. Os
fatores da dieta de maior influéncia na concentraciio plasmatica de colesterol
sdo as gorduras: gorduras saturadas sfo capazes de aumentar até 20 vezes o
nivel de colesterol, enquanto gorduras insaturadas sdo potentes em diminui-lo.
Uma relagdo de &cido graxo poliinsaturado para éacido graxo saturado
(AGPI/AGS) de 0,5 é capaz de estabilizar o colesterol sangiiineo. Uma maior
relacdo diminuiria e uma menor seria capaz de aumentar o nivel plasmatico de

colesterol (GURR, 1984).

Desde 1956, sugere-se que o 0lec de peixe pode reduzir niveis altos de
colesterol no sangue (BRONTE-STEWART ef al, 1956). O 6leo de peixe, rico
em AGPI w3, mostrou atuar mais eficientemente na reduciio do colesterol, do
que 0s Oleos de milho e girassol, ricos em AGPI w6 (KEYS et al., 1957). A
ingestdo diaria de DHA mostrou ser cerca de 6 a 7 vezes mais eficiente do que
o dcido linoléico e, 1,4 vezes mais eficaz que o dcido araquidénico (WORNE &
SMITH, 1959). No entanto, o uso do 4cido araquidénico para diminuicdo dos
niveis de colesterol ndo & aconselhdvel, uma vez que apés sua ingestdo foi

relatado aumento na reatividade das plaquetas (SEYBERTH ef al., 1975).
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As diferengas existentes entre os 4cidos graxos ©3 e w6, em relagio ao
metabolismo de lipideos, ainda ndio foram bem estabelecidas. Os estudos
realizados tem demonstrado que os AGPI ©3 parecem atuar principalmente na
diminuigo dos niveis de triacilglicerol plasméaticos, enquanto os AGPI w6
diminuem a concentragiio de LDL-colesterol. Qutros fatores, como fibras na
dieta, antioxidantes, sais minerais e vitaminas também afetam os niveis

plasmaticos de lipideos (KRIS-ETHERTON ef al., 1988).

E estabelecido que a ingestio de 6lec de peixe diminui a concentraciio de
triacilglicerol do plasma em individuos normais e hipertrigliceridémicos
(SANDERS ef al., 1985). O consumo elevado de 6lec de peixe (90-120g/dia)
demonstrou reduzir também as concentracdes de LDL-colesterocl e LDL
apoproteina B (apo B). Contudo, o efeito redutor de triacilglicerol plasmatico é
manifestado mesmo em baixas ingestdes de 6leo de peixe, na faixa de 10-
15g/dia (SIMONS ef al., 1985). Os efeitos hipotrigliceridémicos dos acidos
graxos o3 de cadeia longa tem sido estudados no homem (HARRIS, 1989), em
diferentes espécies de animais (DREVON, 1992) e em culturas de células
(RUSTAN et al., 1988).

De acordo com SANDERS ef al. (1985) os AGPI w3 de cadeia longa
atuam inibindo a sintese hepdatica de triacilglicerol e reduzindo a sintese de
apoproteina B nas VLDL. Esse efeito foi atribuido ao fato destes 4cidos serem

substratos pobres para as enzimas que sintetizam triacilglicerol.

O mecanismeo de inibicdo da secregio de triaciiglicerol pelos AGPI w3 de
cadeia longa ocorre, provavelmente, através da redugdo da via de sintese do
triacilglicerol. Foi demonstrado que o EPA pode causar diminuicfio da sintese
do triacilglicerol hepatico, através da redugéo da atividade das principais
enzimas responsédveis pela sintese de NADPH (enzima maélica e desidrogenase

6-fosfato) (NOSSEN et al., 1980).
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De acordo com HARRIS ef al. (1988), a reducio na concentragdo de
triacilglicerdis do plasma pode ser atribuida 2 queda da secrecdo de
lipoproteinas ricas em triacilgliceréis provenientes do figado (VLDL) ou do
intestino delgado (VLDL e Quilomicrons), aumento da taxa de suas remocdes,
ou uma combinagio desses fatores. Alguns dos mecanismos propostos pelos
quais isto pode ocorrer se devem a atividade aumentada das enzimas
responsdveis pela hidrélise de triacilglicerol, lipase lipoproteica (LPL) e a
lipase hepiética de triacilglicerol (LHP) e facilidade de interacdo entre os

quilomicrons e essas enzimas devido a diminuicio da concentracdo de VLDL.

Mudangas na composigao em 4cidos graxos das membranas celulares
podem afetar a atividade das enzimas ligadas 2 membrana. Tal efeito poderia

alterar a atividade das enzimas lipoliticas (DREVON, 1992).

De acordo com observacdes clinicas e laboratoriais, dietas contendo
gorduras saturadas resultam uma maior lipemia que dietas contendo AGPI A
diminui¢do da concentragdo de triacilglicerol no plasma ocorre devido a
diminui¢do do nivel de Quilomicrons e VLDL circulantes. AGPI de cadeia
longa podem resultar quilomicrons maiores que sio metabolizados mais
rapidamente que os menores devido ao aumento da susceptibilidade pela

lipase lipoproteica (NORUM, 1992),

Qutros mecanismos, tais como reducic de acidos graxos livres no
plasma devido reduzida ipolise de triacilglicerol nos tecidos adiposos
(SINGER et al., 1990) ou aumento da oxidagdo de acidos graxos no tigado
(LOTTENBERG, 1992) foram propostos para elucidar a diminuigéo de VLDL

frente a dietas ricas em AGPI de cadeia longa.
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Existermn muitos dados disponiveis sobre o abaixamento dos niveis de
colesterol em humanos e em animais experimentais decorrentes da acéio de
AGFPT w6 e ©3 de cadeia longa. As diferengas metabélicas existentes entre os
acidos graxos 3 e w6, em relagdo as suas capacidades redutoras de colesterol,
ainda ndo s&o bem estabelecidas. Em vérios estudos os niveis de lipoproteinas
LDL e VLDL foram reduzidos apds a ingestdo de dieta rica destes AGPL, o que
pode ser explicado pelo aumento da remogdo dessas lipoproteinas ou pela

diminuicio de sua produgie (NESTEL, 1987, NORUM, 1992).

Os efeitos do 6leo de peixe podem ser explicades pela inibicgo da
formacio de triacilglicerdis (HARRIS et al,, 1988), apolipoproteina B VLDL
{(NESTEL et al,, 1984) e de LDL (ILLINGWORTH et al., 1984). Os acidos graxos
w6 parecem atuar por mecanismos bem parecidos a nivel de lipoproteinas. Um
acréscimo da remogdo de VLDL através de tecido periféricos ou pelo figado e

um acréscimo na excrecdo de bile pelas fezes também tem sido relatados

(KRIS-ETHERTON et al. , 1988).

Em varios estudos, os niveis de HDL (lipoproteina de densidade alta)
plasmaticos foram aumentados apés a ingestdo de dietas ricas em 6leos de
peixe (DREVON, 1992). Frequentemente, o aumento da conceniragio de HDL
ocorre simultaneamene com a queda de concentiracdo de LDL e VLDL. Este
aumento da concentragdo de HDL; lipoproteina responsével pelo transporte
do colesterol de tecidos periféricos para o figado onde sofrera degradagdo ou
biotransformacio, pode ser explicado pela redugdo na concentracéio de acidos
graxos livres presentes no plasma (SINGER et al.,, 1990), e em consequéncia
uma redugdo no fluxo de ésteres de colesterol da HDL para LDL e VLDL
(ABBEY et al., 1990).
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De acordo com NORUM (1992) os niveis de colestero! sio diminuidos
através do aumento do catabolismo das LDL e o efeito das gorduras saturadas
em aumentar o colesterol plasmético - ocorre devido ao aumento da
concentragdo de LDL. O mecanismo proposto parece envolver a atividade de
receptores de LDL. Gorduras insaturadas aumentam a atividade de receptores
de LDL, enquanto as gorduras saturadas diminuem ou suprimem a atividade
prejudicando a remogao de LDL. Receptores de LDL com atividade aumentada
sdo capazes de internalizar para as células maiores guantidades de LDL,
reduzindo sua concentragdo plasmatica e consequentemente a sintese de

colesterol.

Os mecanismos propostos pelos quais AGPI w6 de cadeia longa
diminuiram e A&cidos graxos saturados aumentariam o colesterol total do

plasma estdo apresentados de maneira resumida na tabela abaixo, a partir de

trabalhos de diversos pesquisadores (KRIS-ETHERTON et al. , 1988).

Tabela 1 - Mecanismos propostos para os efeitos dos fcidos graxos 6mega-6 e

acidos graxos saturados nos niveis dos lipideos plasmaticos

Acidos graxos dmega-6

~aumentam os esterdis fecais e a excregdo de sais biliares
-induzem troca na composicéo de LDL e outras lipoproteinas
-diminuem sintese de VLDL hepatico

-decrescem a sintese e aumentam o catabolismo de apolipoproteina

Acidos graxos saturados

-diminuem a sintese hepética e a atividade da LDL-receptor
-induzem trocas na composi¢io de VLDL e HDL
-aumentam todas as lipoproteinas

~diminuem o tamanho dos quilomicrons
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HORROBIN & MANKU (1983) analisaram a eficacia do tratamento com
"Efamol" (45 mg de GLA e 360myg de 4cido linoléico) na diminuicfio do nivel de
colesterol plasmaético de 84 pacientes. Fol verificado que em pacientes
contendo nivel de colesterol total acima de 5 nmol/}, o tratamento mostrou-se
efetivo como agente redutor do colesterol plasmatico, em oposigao, aqueles
com nivel abaixo, aceito como normal, ndo mostraram resposta ao tratamendto.
Isto sugere que os principais componentes do medicamento, 4cido linoléico e
GLA, possuem agdo fisioldgica de regulacio do metabolismo de colesterol, &
qual foi atribuida & falha na fra¢iio LDL colesterol. O tratamento nio teve efeito
no nivel de HDL colesterol e no nivel de triacilglicerdis nos individuos

testados.

Experimentos em animais alimentados com 6leo de primula, contendo
71% de écido linoléico ¢ 9% de GLA, o colesterol foi detectado em altas
quantidades no figado e baixos niveis plasmaticos comparados ao 6leo de c6co
(0,1% de acido linoléico) e éleo de agafroa (79,5% de 4cido linoléico) (HUANG
et al., 1984).

Estes resultados foram novamente confirmados por SUGANO et al.
(1986a e 1986b} que compararam a eficacia dos 4cidos graxos essenciais em
reduzir o nivel de colesterol plasmatico de ratos. Os grupos tratados com 6leo
de primula, contendo 9% de GLA (SUGANO et 4l., 1986a) ou com 6leo de
fungo obtido da Mortierella ramanniana, contendo 6% de GLA (SUGANO et al.,
1986b) apresentaram niveis de colesterol sérico consideravelmente menores
que os outros grupos alimentados com 6leo de agafroa e soja. O efeito de
hipocolesterolemia tem sido associado ao préprio GLA ou & sua conversdo
para 4cido dihomo y-linclénico. Nos ratos alimentados com 6lec de fungo, a
produgéo adrtica de PGEH; foi significativamente maior, enquanto os nivels

plasmaticos de TXBz e PGE: se mostraram similares ao 6leo de acafroa.
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Os diversos efeitos dos AGPI ©3 e w6 no metabolismo de lipoproteinas,
sintese de eicosandides e funcionamento das plaquetas e das paredes dos
vasos, o0s fazem de especial interesse em relacdio 2 prevengdo do

desenvolvimento de aterosclerose e de complica¢bes tromboembélicas.

A aterosclerose & uma doenga multifatorial de evelugdo lenta e longa
que inicia-se pela formagédo nas artérias de um ateroma. Em geral, a ativacio
de plaquetas, monécitos e outras células brancas do sangue que se aglomeram
nos sitios de injarias endoteliais estimuladas por fatores quimioatraentes sao
0s eventos caracteristicos do infcio da formacdo do ateroma. O trombo
formado é capaz de captar lipideos circulantes por meio de receptores

coletores, resultando o acimulo de colesterol (LEAF & WEBER, 1988).

Um dos fatores responsdveis pela prevengfio da aterosclerose é a
alteragdo no metabolismo das lipoproteinas, como discutido anteriormente. Os
acidos graxos saturados, quando ingeridos em excesso, tendem a impedir a
remogédo de LDL. Por sua vez, os AGPI facilitam a remocdo de LDL -colesterol
tida como subfragiio aterogénica, que & capaz de se depositar na camada

interna das artérias, responsdvel pela formagéo do ateroma (NESTEL, 1987),

A diminuico de LDlL-colesterol e suas fragBes e o aumento da
concentragdo de HDL quando sdo administrados dietas ricas em gorduras
insaturadas  apresentam beneficios aos individuos propensos ao

desenvolvimento de doengas cardiovasculares (KRIS-ETHERTON et al., 1988).

A suplementacéo de 6leos de peixe na dieta parece influenciar a relacio
intima no metabolismo de eicosandides. Quando AGPI ©3 sfo incluidos na
dieta, o EPA inibe a sintese do acido araquidonico por utilizar o mesmo
sistema enzimdtico, inibindo assim a produgdo de TXAz pelas plaquetas e
resultando na produgdo de uma pequena quantidade da inativa TXAs. Por sua
vez, a sintese de PGl nas células endoteliais nfio é marcadamente inibida, e a

atividade de outra PGz de agfio vasodilatadora originada do EPA ¢ adicionada
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& PGl Isto resulta numa mudanca no balanco hemostdtico o que causa um
maior estdgio vasodilatador com menor agregacio de plaquetas. Ha também
inibigéio da produgdo dos potentes leucotrienos By (LTBy) originados do é4cido
araquidonico, diminuindo a resposta inflamatéria da aterosclerose (KLOR et

al., 1997).

Observagdes epidemiolégicas sugeriram que a incidéncia de mortes
devido a ocorréncia de doengas isquémicas do coragdo é inversamente
correlacionada ao consumo de peixe (KROMHOUT, 1989). A trombose ocorre
geralmente na presenga de aterosclerose e a tonificagdo vascular pode
contribuir com o processo de ocluso trombdtica vascular, Embora ainda nao
tenha sido provado que os AGPI influenciam favoravelmente a evolucido de
doengas cardiovasculares independentemente da reducfio do consumo de
gorduras saturadas, s@o promissores os seus efeitos sobre a pressdo sanguinea
no homem (KNAPF & FITZGERALD, 1988) e nas respostas proliferativas
vasculares em modelos animais (FITZGERALD et al., 1983).

A agio antiarritmica atribuida aos 6leos de peixes ocorre devido 2
incorporagdo dos AGPI na estrutura da membrana do miocdrdio com
consequente alteragdo do estimulo e dos canais de cédlcio (NAIR et al,, 1997).
Estes efeitos em células cardiacas mostraram prevenir ou retardar a isquemia

induzida em ratos apds administracio de AGPl 03 (KANG & LEAF, 1996).

‘MILLER et al. (1988) relataram que o 15-hidroxi 4cido dihomo y-
linclénico, produto da conversio endégena do acido dihomo y-linolénico, é um
potente inibidor endoégeno do sistema lipoxigenase, conjunto de enzimas
responsaveis pela sintese de compostos potencialmente perigosos em doencas
cardiovasculares, os leucotrienos By, originados do acido araquidénico. O nivel

deste inibidor foi aumentado pela administraco de GLA.
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As alteracBes em processos inflamatérios e alérgicos {asma, rinite,
eczema e gota) relatados quando da administragio de AGPI parecem ser

resultado da inibic@o da formacic de compostos mediadores da inflamacéo

(MASUEV, 1997).

As prostaglandinas e os leucotrienos s@o liberados por uma série de
estimulos nocivos mecénicos, térmicos, quimicos, bacterianos e outros,
contribuindo de modo importante para a génese dos sinais e sintomas da
inflamago. As PGE; e PGl, originarias do 4cido araquidonico, exacerbam a
formag@io do edema e a infiltragdo leucocitdria por aumentarem o fluxo
sanguineo na regido inflamada. Além disso estas substancias potencializam a
atividade das bradicininas e outras aminas vasodilatadoras. Os leucotrienos
(LTB4) por sua vez, exercem agBes quimiostdticas em relacio aos leucocitos
polimorfonucleares podendo promover a exudagéo do plasma por aumento da

permeabilidade vascular (HORROBIN, 1992).

E conhecido que os 4cidos graxos da série o6 e ©3 desempenham
fungles diferentes sobre os lipideos plasmaéticos, as lipoproteinas e os
eicosandides (DYERBERG, 1986). Os efeitos antagdnicos destas duas séries de
dcidos  graxos que utilizam os mesmos sistemas enzimaticos resultam

alterages significatives na produgéo dos eicosanéides (WHELAN, 19973,

Os endoperoxidos prostaglandina Ge, prostaglandina H» e tromboxana
Ag, prodazidos_ a partir do acido araquidénico nas plaquetas estimuladas
constituern potentes vasoconstritores e agregadores de plaquetas, porém os
correspondentes endoperéxidos derivados do EPA, prostaglandina Gs, H; e

fromboxana As sdo menos ativos biologicamente (LEAF & WEBER, 1988).

Os leucotrienos Bs (LTBs) tem sido citados como agentes benéficos a
sdude humana em alguns tipos de reacdes inflamatérias como a dermatite
atopica e artrite reumatéide. O mecanismo parece envolver a substituicio do

LTBy4, que € um dos agentes inflamatérios e quimiostatico mais potentes, pelo
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LTBs originado do EPA que é menos ativo, Isto entdo explicaria uma menor
reagdo inflamatéria observada com o acréscimo de AGPI ©3 na dieta

(KREMER ¢t al., 1987).

A prostaglandina Ei (PGE,), originada do écido dihomo y-linolénico

possui potente agdio desejavel como agente antiinflamatério. Foram relatados
diferentes efeitos terapéuticos tais como diminuicdo da pressdo sanguinea,
inibigdo da agregaciio plaquetdria, inibicic da biossintese do colesterol e
estimulo a formacio de AMP ciclico, um agente antiinflamatério e inibidor da

biossintese do colesterol (HORROBIN & HUANG, 1987).

O tratamento de pacientes adultos com eczema atépico usando "Efamol"
(Oenothera biennis) mostrou corregio parcial desta anormalidade. Os niveis dos
metabdlitos poliinsaturados oriundos dos 4cidos essenciais nos pacientes
foram abaixo da taxa normal. Os resultados sugerem que o eczema atdpico
deve estar associado com a dificuldade no metabolismo envolvendo a enzima
Ab-dessaturase e ndo com a auséncia de 4cidos graxos essenciais na dieta

(WRIHT & BURTON, 1982; MANKU et al., 1984).

SCHALIN-KARRILA et al.(1987), utilizando capsulas de "Efamol” (45 mg
de GLA) em pacientes com eczema atépico relataram a elevacio no nivel de
écido dihomo y-linolénico nos fosfolipideos do plasma, enquanto os niveis de
dcido araquiddnico, EPA, PGE: e TXB: nio mostraram mudancas

significativas.

Resultados de tratamentos clinicos de psoriase realizados nos EUA e
Africa do Sul indicam que, em alguns casos, o efeito com o tratamento a base

de 6leo de peixe tem se mostrado superior a outros tratamentos convencionais

(BARLOW, 1987).
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O tratamento da sindrome pré-menstrual com dietas suplementadas em
AGPI tem demonstrado efeitos satisfatérios. O tratamento de mulheres com
capsulas de "Efamol” mostrou eficaz em aliviar a majoria dos sintomas, como
sindrome depressiva, ansiedade, irritabilidade e mastalgia (PUOLAKKA ef al.,
1985). A suplementagiio com cépsulas de 6leo de peixe demostrou reduzir os

sintomas da dismenorrefa em adolescentes (HAREL ef al., 1996).

O tratamento de neuropatia diabética em humanos com ingestic de
capsulas de "Epogam” (Oenothera biennis) demonstrou ser capaz de prevenir
diferentes sintomas e em alguns casos reverter as condicdes. A melhora dos
sintomas neurolégicos decorrentes da diabete se mostrou significativamente

superior ao placebo (KEEN ef al., 1993).

Cotn relagdo a pressio e a coagulagio sanguinea, tem sido sugerido que
a administra¢do de dleos de peixe promove uma diminuicdo da pressio
sanguinea e um aumento no tempo de coagulacdo do sangue. Estes fatores sio
devidos aos metabélitos do EPA, que tem como principal fun¢do uma maior

vasodilatagdo e anti-agregacio plaquetdria.

De acordo com HAMBERG (1980), o EPA atua como inibidor
plaguetdrio, competindo com o é&cido araquidonico pela cicloxigenase
plaquetdria. A agregagdo plaquetdria ¢ o resultado da alta taxa de tromboxana
Az (TXAz), que é um metab6lito do dcido araquidénico produzido pelas

plaquetas.

O é4cido araquiddnico é o precursor da prostacicina (PGL) e do
tromboxana Az (TXAy), sintetizados respectivamente, pelas células endoteliais
e pelas plaquetas. Esses dois compostos apresentam efeitos opostos sobre a
agregacdo de plaquetas e vasoconstrigio, representando papéis importantes na
homeostase, O EPA pode substituir o 4cido araquidénico como substrato para

a enzima cicloxigenase e, assim alterar o balango fisiolégico (WHELAN, 1997).
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Quando o EPA ¢ adicionado na dieta, ocorre uma diminuicdo da
produgdo de TXAz e um acréscimo da producdo de TXAs, a qual tem um poder
de agregaciio e vasoconstricdo inferior ao TXAz Nas células endotelials, a
produgéo de prostaglandinas I, (PGL) ndo é marcadamente inibida, e a
atividade fisiol6gica da nova prostaglandina Iy (PGls) sintetizada a partir do
HPA, ¢ somada a PGlz. O resultado final, como citado anteriormente, é uma
mudanga no balanco homeostitico para uma maior vasodilatacBio e uma

menor agregac¢do plaquetdria (NORDQY, 1989).

Do experimento descrito por BORDET et al. (1986) em que células
endoteliais humanas foram incubadas com 4cido araquidénico e EPA,
concluiu-se que, em quantidades presentes em concentracfes tisiolégicas, o
4cido araquiddnico modula positivamente a oxigenacdo do EPA ao invés de

inibi-lo competitivamente.

A prostaciclina (PGlz) tem demonstrado reduzir a pressio arterial em
animais experimentais por sua acfio vasodiladora e inibidora da reabsorgio de

cloreto (natritiria, calivria) (KNAPP & FITZGERALD, 1988).

Estudos enfatizam que os AGPI das séries m6 e ®3 afetam tambem as
fungdes imunolégicas. A PGE,, originaria do 4cido araquidénico, quando em
baixas concentragdes ativa células do sistema imunolégico, enquanto em altas
concentragdes (> 10 8 M) exerce efeitos imunossupressores sobre os linfécitos e

macréfagos (OTA et al., 1979).

Supde-se que a PGEx2 sejam capazes de influenciar as funcdes do linfécito
T e linfécito B, depriminde a responsividade imunolégica. O linfécito Tx
(“Killer”) ativo na inibigdo do crescimento tumoral e na supressdo de células
malignas pode ser inibido pelas prostaglandinas quanto a sua capacidade de

rejeitar células in vitro (BAILEY, 1985).
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A possibilidade de supressio da funcio imunoldgica (inibicdo das
fungdes de macréfagos e neutrfilos) pode ter importantes aplicacBes praticas,
particularmente em pacientes desnutridos, com cancer ou politraumatizados.
Por isso, sugeriu-se que as prostaglandinas, ao inibirem as fungdes dos

linf6citos B e T, poderiam facilitar a aceitagdo de enxertos (OTA et al,, 1979).

Embora os mecanismos pelos quais os AGPI afetam a resposta
imunolégica ndo sejam completamente conhecidos, existem hoje vérias teorias
demonstrando que esses 4cidos graxos podem regular a resposta imunolégica

através de alteragBes estruturais e bioquimicas.

As alteragBes estruturais estdo relacionadas a acdo a nivel de membrana
celular, as quais podem afetar sua fluidez e permeabilidade, e assim o
transporte de fons, dgua e outros nutrientes essenciais. Estas alteraces de
membrana influenciardo diretamente a fungdo dos receptores presentes
envolvidos nos processos de iniciagdo da resposta imunolégica, afetando assim
0s mecanismos de transducdo dos sinais hormonais (OTA ¢t al., 1979, WOOD,

1990).

As alteracBes bioquimicas dizem respeito as modificagdes na sintese de
eicosanéides. Embora estas substincias possam ser sintetizados por véarias
células do sistema imunolégico {esplendcitos, timoécitos, linfécitos, leucécitos),
os macréfagos sdo as principais fontes de prostaglandinas, enquanto os
lintécitos geraxr; quantidades limitadas. As prostaglandinas, especialmente as
PGE, inibem vérios aspectos da resposta imunolégica, incluindo a proliferacdo
dos linfécitos, secregdo de linfocinas, sintese de colagenase pelos macréfagos e
atividade tumoricida de macréfagos ativados (MARSHALL & JOHNSTON,
1983; WEBB et al., 1980).
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Os acidos graxos apresentam uma participaco relevante nos processos
de carcinogénese de diversos 6rgios e tecidos, como o de célon, figado,
endométrio, préstata, mamario e outros. Um alto consumo de AGPI tem sido
associado com a diminuic@o da incidéncia, crescimento e dispersido de diversos

tumores experimentais (BAGGA ef al, , 1997),

Além dos fatores nuiricionais envolvidos no desenvolvimento da
carcinogénese humana, os fatores ambientais tais como fumo, &lcool, higiene,
stress, drogas, clima e poluigdo também devem ser levados em consideragio

(HILL, 1981).

TAHIN et al. (1982) demonstraram que durante a carcinogénese
maméria humana, ocorre uma acentuada alteracdo na composig@o em &cidos
graxos do tecido tumoral em relagdo ao tecido mamadrio normal, com o
aumento da taxa de AGS, e subsequente diminuigdo da taxa de AGPTwbe w3 e

da quantidade de 4cidos graxos com mais de 20 &tomos de carbono,

NORDOY (1989) relata testes de atividades antitumorais dos AGPI w6 e
»3 avaliados em ratos como por exemplo: tumor mamaério, pancredtico e
oufras desordens neoplasticas. Nesses estudos, segundo o autor, grandes

quantidades de 6leo de peixe tem sido necessaria para suprimir a oncogénese.

As investigacBes mais recentes tem concluido que os AGPL 06 e ©3
atnam de forma diferente no processo de carcinogénese. O awmento na
ingestio de AGPI w3 ¢é capaz de causar uma paralizagdo ou redugio no
desenvolvimento do tumor cancerigeno, enquanto a administracio de
quantidades equivalentes de AGPI ®6 podem resultar no aumento do

desenvolvimento do tumor (CAVE, 1996; HARVEI et al., 1997).
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A contestagdo dos efeitos benéficos dos AGPE foram relatados por
alguns autores (CURB & REED, 1985). Dentre as razdes atribuidas para
explicar a falta de reprodutibilidade desses dados, destacam-se 0s seguintes: a
possibilidade de que os efeitos benéficos em doengas cardiovasculares poderia
ser uma variacdo de um outro fator presente na dieta como a redugdo de
gorduras saturadas, a pobre relagdo entre as taxas de mortes devido a
problemas coronarianos e o consumo de peixe num estudo realizado em sete
paises (KROMHOUT et al,, 1988) e a possibilidade de peroxidagfo dos AGPI
(STEINBERG ¢t al., 1989).

Deve-se levar em consideracio que o alto nivel de poliinsaturagao destes
acidos graxos torna-0s mais suéceptiveis aos processos oxidativos com
consequente formagdo de compostos indesejdveis como os radicais livres,
perdxidos, hidroperéxidos e outros produtos secunddrios e tercidrios da

oxidacéo.

A suplementagéio de AGPI na dieta visando seus efeitos benéficos tem
sido contestada por alguns autores, uma vez que, a possibilidade de oxidagdo
dos AGPI poderia ser em fator prejudicial. STEINBERG of al. (1989) relataram
que a peroxidacdo das LDL pode causar significativas alteracBes das
propriedades fisicas e biolégicas das LDL no homem. Estas alteragbes
poderiam provocar acimulo de colesterol nas paredes dos vasos arteriais e

consequente aumento da aterogenicidade,

Experimentos posteriores realizados com AGPl adicionados de
antioxidantes reforcaram a possibilidade de que os resultados controversos de

seus efeitos foram em sua maioria em decorréncia da producdo de perdxidos

por oxidagao dos AGPI (FITZGERALD et al., 1983).
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2.1.3. TECNICAS DE FRACIONAMENTO PARA CONCENTRACAO

Em vista do grande potencial médico e nutricional dos AGPI relatado
anteriormente, torna-se de interesse estudar métodos para extragao,
concentracdo e purificagdo dos AGPI a partir de fontes de facil obtencao e

baixo custo.

As principais fontes de obtengdo de dcidos graxos s&o os 6leos vegetais,
seguido em menor escala de fontes animais e pequenas quantidades das fontes
microbianas (WHITWORTH & RATLEDGE, 1974). A disponibilidade da fonte,
facilidade de obtengdo e os tipos de 4cidos graxos encontrados, wma
caracteristica peculiar de cada fonte, determinardo sua importancia nutricional
e comercial. Os &cidos graxos predominantes em 6leos vegetais s&o: 4cido
palmitico (16:0), estedrico (18:0), oleico (18:1) e linoléico (18:2). Em ¢leos de
peixe, em especial os de 4gua salgada, merecem destague a presenga dos AGPI

de cadeia longa pertencentes 2 familia ©3 (20:5 e 22:6) (ANONIMOUS, 1993).

As fontes microbianas (bactérias, algas, leveduras e fungos) para
obtencio de 6leos contendo AGPI por processos fermentativos foram relatadas
por YONGMANITCHAL & WARD (1989). Dentre elas merecem destaque a
obtencdo de EPA por linhagens de Mortierella sp (SHIMIZU et al, 1988) e a
obtencio de GLA por diferentes linhagens de Mucor sp (KANG & SHIN, 1989).

Os diferentes métodos relatados para extragdo, concentragdo e
purificagio dos AGPI de diferentes fontes incluem principalmente métodos
fisicos e quimicos A complexagio com uréia, a cristalizac@o fracionada a baixas
temperaturas, o fracionamento com solvente e a extragdo com fluido super
critico sdo alguns dos métodos usados capazes de remover os comporentes

mais saturados do éleo.
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A técnica de complexar os dcidos graxos ou seus ésteres com compostos
de uréia, formando cristais, é relatada como a mais eficiente no sentido de
concentrar AGPI (ABU-NASR et al,, 1954; HAA GSMA et al., 1982; ACKMAN
et al., 1988; TRAITLER et al.,, 1988).

O trabalhos referentes ao método de fracionamento com complexagio
com uréla ou também chamada inclusio em uréia abordam técnicas de
concentracdo de AGPI, principalmente EPA e DHA. A técnica baseia-se no
grau de insaturacdo, sendo que os 4cidos graxos mais insaturados sdo menos

incluidos nos aductos de uréia.

HAAGSMA et al. (1982) prepararam um concentrado de acidos graxos
®3 via complexacdo com uréia em metano! utilizando kg de éleo de figado de
bacalhau. Os autores obtiveram um concentrado contendo 85% de AGPI ©3. O
processo foi dividido nas seguintes etapas: saponificagdo do 6leo; extragdo dos
4cidos graxos apds acidificagdo do meio; formagdo dos compostos de inclusio
com uréia onde os 4cidos graxos livres sdo misturados com solugdo de uréia
em metanol sob aquecimento de 60-65°C e deixados em repouso por 12 horas a
temperatura ambiente e por fim a extracdo dos 4cidos graxos feitas apos
filtragdo a 4°C por 3 horas onde o filtrado tratado com hexano apresentou

grandes quantidades de AGPI 03.

Os compostos de inclusdo com uréia foram formados em uma solucio
de uréia com metanol muito préxima a saturagdo a temperatura de 60-65°C. A
influéncia da propor¢do de uréia (mmol) / 4cido graxo para a formagéo dos
complexos de inclusdo tem demonstrado que a eficiéncia maxima pode ser

obtida numa relacéio em torno de 3 (ACKMAN et al., 1988).
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A obtencdo de concentrado de GLA (95%) a partir do 6leo de groselha
negra foi possivel a partir da técnica de fracionamento por inclusdo em uréia
seguida de HPLC preparativa em coluna de fase reversa. Procedimentos de

destilacio e cristalizaglio fracionada n#o mostraram a mesma eficiéncia

(TRAITLER et al., 1988).

O procedimento usando as duas etapas, inclusio em uréia (41
uréia/acidos graxos a temperatura final de 4°C) seguida de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) preparativa em coluna de fase reversa C18
permitiu a obtengao de concentrados de EPA e DHA obtidos de 6leo de figado
de bacalhau e da microalga Isochrysis galbana. A associagdo dos métodos se
mostrou altamente eficiente resultando um concentrado contendo 95% de

AGPI de interesse (MEDINA et al., 1995).

A cristalizacio fracionada a baixas temperaturas consiste numa
separagio termomecanica, na qual os componentes do 6leo com diferentes
pontos de fusao sao separados por cristalizag@o parcial seguida da extragdo em
uma fase liquida (solvente). A metodologia descrita por MOFFAT et al. {1993}
envolve a rapida solidificagdo de gotas de 6leo de peixe em nitrogénio liquido
seguida de extragio com acetona a 60°C. Os triacilglicer6is contendo acidos
graxos saturados ou monoendicos sdo totalmente removidos pelo processo,
permitindo a obtengfio de triacilgliceréis insaturados. O o¢lec de sardinha
original contendo 30% de AGPI (EPA e DHA) teve seu conteiido aumentado

para 46% ap6s concentracao.

Este processo tem a vantagem de ser simples e evitar modifica¢des
quimicas dos tricilgliceréis insaturados. Entretanto esta cristalizagdo tem sido
descrita como um meétodo lento de purificacdo, sendo que seu sucesso

depende da pureza da matéria prima utilizada e do solvente aplicado

(TIRTIAUX, 1976).
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O método “solvent winterization” tem sido largamente estudado para
obtencdo de concentrados de AGPL O fracionamento com solventes
promovem a separagao dos componentes baseado na diferenca de solubilidade
dos triacilglicerol a uma certa temperatura, Os solventes mais usados sdo
acetona, nitrometano, alcool isopropilico, alcéol etilico, hexano e éter de

petréleo.

YANG et al. (1992) estudaram o efeito da polaridade do solvente e da
temperatura de fracionamento nas propriedade fisico-quimicas no 6leo das
vésceras de lula (Illex argentinus). O fracionamento do 6leo de lula resultou em
uma fracdo liquida (oleina) e em uma fragdo sotlida (estearina) separadas por
fracionamento a seco a 4°C. A fragdo oleina apresentou os maiores niveis de
AGPI enquanto a fragio solida considerada inicialmente um sub produto de
baixo valor também foi capaz de fornecer AGPI ap6s fracionamento com
quatro misturas de solventes a partir de hexano e acetona. A misturas mais
polares foram capazes de extrair menores quantidades de acidos graxos
saturados e consequentemente altos niveis de EPA e DIHA. A porcentagem de
EPA e DHA extraida da estearina diminuiu com o decréscimo da temperatura
de fracionamento em todos as misturas de solventes avaliadas, isto pode se dar
devido ao fato dos triacilglicerdis contendo principalmente &cidos graxos
saturados cristalizam-se mais rapidamente com o decréscimo da temperatura

de fracionamento.

O 6leo obtido do fungo Mortierella ramanniana var angulispora apos
submetido ao fracionamento com diferentes solventes e temperaturas resultou
na duplicagdo nos niveis de GLA (contetido de 10,5% em relacdo aos acidos
graxos totais) ap6s exiragdo dos glicerideos com etanol & 4°C. Apesar da
eficiencia do processo (~ 60%), devido ao alto investimento e custos de
operacdo, tem sido pouco empregado em escala industrial (YOKOCHI et al,,

1990).
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O método de extracio em fluido super critico com diéxido de carbono
tem recebido destaque nas publicagdes mais recentes. Esta técnica tem sido
apontada de larga aplicagdo em alimentos e produtos farmacéuticos que
envolvem ¢ manuseio de compostos bioativos e termoldbeis. O COz ¢ o
solvente escothido devido  sua temperatura e pressdo critica moderadas (31°C

e 7,3 Mipa), inércia e disponibilidade.

Os principios fisicos que regem a técnologia da extragdo super critica
tem sido revisados por vérios autores. Um fluido super critico € um fluido a
temperatura e pressio acima do seu ponto critico. A possibilidade de variar a
capacidade de solvatagio de um fluido permite promover a extracao e
separagdo dos solutos em uma estreita faixa de temperatura e pressao. A
viabilidade de aplicacdo deste processo tem se mostrado promissora e bons
resultados foram obtidos usando ésteres metilicos ou etflicos de AGPT apesar
do alto custo operacional (NILSGON et al.,, 1991; GUNNLAUGSDOTTIR &
BJORN, 1995).

A separacdo seletiva de AGFI por outros métodos como cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (FHIDAJAT et al, 1995), coluna de
troca iénica usando zeolite-Y (ARAl ef al,, 1987) e o método de Corey (COREY
& WRIGHT, 1988, WRIGHT et al., 1987) constituiram outras alternativas

relatadas a nivel experimental.

A obtem;éo dos AGPI pelos processos quimicos convencionais tem
demonstrado ser desvantajosa. O processe consome muita energia (alta
temperatura e pressdo), além de deixar residuos toxicos e 0s acidos graxos
obtidos seram escuros e impures, devido as reagBes secundérias que ocorrem
no processo e, desse modo, para se chegar aos produtos finais 830 necessarias

etapas adicionais de purificaco que aumentam o custo do processo.
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A utilizacdo de processos biotecnol6gicos com aplicagdo de enzimas tem
possibilitado a obtencdo de 6leos e gorduras modificadas. As lipases tem um
importante papel devido ao fato de serem disponiveis comercialmente em
grandes quantidades, obtidas a partir de fontes microbianas, animais ou
vegetais, serem seletivas em relacio aos seus substratos e também
catalisadores muito eficientes os quais sfio efetivos sob condigdes brandas de

operagao, onde os grupos acilas ndo sofrem alteracoes quimicas indesejaveis.

A principal vantagem das lipases comparadas aos processos quimicos
convencionais se refere a sua seletividade em relacdo aos seus substratos. As
técnicas quimicas ndo demonstram especifidade de posigio, ocorrendo ao
acaso, por esta razao dificultam que 6leos e gorduras obtidos por processo
quimicos demonstrem propriedades desejaveis. Algumas lipases s&o
especificas para as posicBes sn-l e sn-3 dos triacilgliverol permitindo que o
processo seja dirigido para a formagdo de gorduras com composigao e
propriedades peculiares. Em contrapartida, a interesterificagio quimica ocorre
com redistribuicio aleatéria dos 4cidos graxos nos triacilglicertis

{(randomizacio) (YAMANE, 1987, MACRAE, 1983).

Embora as lipases tenham sido estudadas por muitos anos e possam ser
produzidas em larga escala, estas enzimas tém sido de uso restrito da maijoria
das indtistrias. Muitos estudos tem sido realizados com o intuito de otimizar
os processos de modificacéo de éleos de gorduras catalisados por lipases, estes
estudos incluem a imobilizacio da enzima, estudos cinéticos, modificagdes
quimicas e desenvolvimento de bioreatores (MALCATA et al, 1990,
QUINLAN & MOORE, 1993, VALENZUELLA & NIETO, 1994),

A tabela 2 traz um sumario das principais literaturas disponiveis sobre a

obtencao de concentrados de AGPI usando lipases.



Tabela 2 - Enriquecimento de acidos graxos poliinsaturados por reagdes de

hidrdlise, esterificacio e interesterifica¢8o usando lipases.

Enzima  Estado: Reacdo AGPI Referéncia
catalisada  enriquecido

MM Imobilizada  Interesterificacio EPA/DHA HARALDSSON, 1989

LN Livre Hidrdlise GLA HILLS, 1989

LN Livre Esterificacio GLA HILLS, 1989

MM Imobilizada  Hidrélise DHA LANGHOLZ, 1989

CCe AN  Livre Hidrolise EPA/DHA/ DPA HOSHINQ, 1990

CCeCV  Livre Esterificacio EPA/DHA/GLA  (OSADA, 1990

MM e LN Imobilizada  Esterificaciio DHA/GLA HILLS, 1990

MM Livre Hidrélise GLA MUKHERJEE, 1991

MM Livre Esterificacao GLA MUKHERIEE, 1991

CC Livre Hidrolise DHA TANAKA, 1992

MMeCV Livre Esterificacio EPA /DHA LIE & MOLIN, 1992

MM Imobilizada  Interesterificacdc EPA/DHA ZU-YI & WARD, 1993

CC Imobilizada  Hidrélise GLA RAHMATULAH, 19%4

MM Imobilizada  Esterificagfio GLA RAHMATULAXH, 1994

GCRD Livre Hidrolise EPA/DHA SHIMADA, 1994

v Imobilizada Esterificacio DHA TANAKA, 1884

GC imobilizada  Esterificagdo GLA FOGLIAI995

GC Livre Hidrolise EPA/DHA SHIMADA, 1995

CC Livre Hidrolise AA SHIMADA, 199a

MM: Mucor miehet (;Lipozyme)

LN: Lipase vegetal de nabo

CC: Candida cylindracen

AN: Aspergillus niger

CV: Chromebacterium viscosim

RA: Rhizopus delerar

GCr Geokrichiimm candidum

FPA: acido eicosapentaendico
DHA: 4cids docosahenaendico
DPA: dcido docosapentaentico
GLA: acido y-linolénico

AA: 4cido araquiddnico



2.2. LIPASES
2.21. FONTES E PROPRIEDADES

As lipases verdadeiras (E.C.3.1.1.3) sdo definidas como enzimas capazes
de catalisar a hidrélise de triacilgliceréis (TAG) para produzir dcidos graxos
livres (AGL), diacilglicer6is (DAG), monoacilglicer6is (MAG) e glicerol. Essa
reacio é reversivel catalisando a formagéo de acilglicerdis a partir de glicerol e
4cidos graxos, Estas enzimas, apresentam uma capacidade anica de agir
apenas na interface 6leo/agua. (BROCKMAN et al., 1988). Esta definico exclui
as enzimas que agem em ésteres soltveis em agua (esterases) ou que

hidrolizam outros lipfdeos (acilhidrolases, colesterolesterase, tioesterases, etc).

O interesse pelas enzimas lpoliticas iniciou-se em 1846 quando foi
primeiramente demonstrada a atividade da lipase no péncreas; seguiram-se 0s
estudos de lipase do estomago e lipases em sementes de plantas. Desde 1904
tem-se conhecimento da presenga de enzimas lipoliticas em leite de vaca,
cabra, porca e humano. Somente na década de 1950 foi observado notavel

avanco no conthecimento destas enzimas (MATTSON & BECK, 1955).

Estas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza em
animais, vegetais e microorganismos. As lipases provenientes de
microorganismos sdc as mais utilizadas industrialmente porque além de
apresentarem procedimentos mais simples de isolamento a partir do caldo
fermentativo, sfo geralmente mais estaveis e com pm?riedades bem mais
diversificadas que as lipases de outras fontes. Uma grande variedade de
microorganismos produzem lipase. Os géneros principais constifuem as
leveduras Candida e Torulopsis; fungos como Rhizopus, Penicillium, Aspergillus,
Geotrichum e Mucor; e bactérias Pseudomonas e Staphylococcus. Na maioria dos
casos estas lipases s8o extracelulares, permitindo sua extragao, isplamento e

purificacdo (BORGSTON & BROCKMAN, 1984).
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Numerosas frutas, vegetais ¢ principalmente sementes oleaginosas,
como mamona, aveia, trigo, soja, algoddo, centeio, cevada e colza também
exibem atividade lipolitica. A atividade méxima tem sido demonstrada
durante o processo de germinacdo das sementes, enquanto durante o
crescimento da planta a atividade lipolitica diminui concomitantemente com a

diminuicdo dos TAG armazenadoes. (URQUHART ef al., 1984).

As lipases vegetais e de frutas sfio relativamente pouco conhecidas
quando comparadas as microbianas. A importincia destas enzimas esta
relacionada ao préprio metabolismo dos vegetais no fornecimento de energia e
esqueleto de carbono para crescimento do embrifio. Enquanto lipases
microbianas sdo primordialmente especificas quanto a posicdo, as lipases de
origem botanica estdo relacionadas & especificidade de &cidos graxos, sendo
em sua maioria inespecifica posicionalmente. A lipase encontrada em milho se
mostrou ativa em acilgligerol contendo 4cido linoléico e oleico, os quais sdo 0s
maiores constituintes do 6leo de milho (LIN et al., 1983). A lipase de aveia, a
mais ativa das lipases obtidas de grdos de cereais, mostrou atuar na presenga
de Callp, agindo seletivamente sobre &cido oleico do TAG do éleo de oliva
(PIAZZA, 1989). A lipase de milho demonstrou alta atividade na hidrélise na
posicio primaria do TAG, sendo mais ativa contra éster do oleil do que estearil

(HUANG et al., 1988).

As lipases de véarias fontes foram purificadas e suas propriedades
investigadas. Geralmente sdo glicoproteinas de peso molecular na faixa de
20000 a 60000 daltons dependendo de sua fonte de origem . A maioria das
lipases purificadas, contém aproximadamente 2% a 15% de carboidratos. A
composicio mostra aminoacidos hidrofébicos, o que talvez explique sua
capacidade de agir na interface éleo / dgua. As lipases extracelulares perdem
atividade na estocagem acima de 45° C. Em geral, lipases tém pH otimo entre 5

eYcomummaximodebe 8.
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2.2.2. ESPECIFICIDADE DAS LIPASES

As lipases demostram especificidade em relagdo a posigdo do acido
graxo no triacilglicerol ou em alguns casos ao proprio acido graxo e seu grau
de insaturacdo. De acordo com sua especificidade as lipases podem ser

divididas segundo MACRAE & HAMMOND (1985) em trés grupos:

Lipases 1,3 especificas: lipases que catalisam a liberagdo de &cidos
araxos especificamente das posicoes sn-1 e sn-3 dos acilgliceréis. A hidroélise
total pode ocorrer se a reagao for por tempo prolongado, considerando-se que
o 2-monoacilglicerol (MAG) ou 1,2 (2.3)-diacilglicerol (DAG) formados, ambos
quimicamente instdveis podem ser isomerizados espontaneamente para as
posictes 1 ou 3, produzindo 1,3- diacilglicerol e 1(3)- monoacilglicerol.

As lipases de Rhizopus delemar, Aspergillus niger e Mucor mieher
pertencem a este grupo. A lipase pancredtica & uma tpica lipase sn-1,3
especifica, e algumas lipases vegetais (colza, mostarda e lupino} tem
demonstrado possuir este tipo de especificidade (HASSANIEN &
MUKHERJEE, 1986). |

Lipases n#o especificas: lipases que catalisam a hidrolise de
triacilglicerol (TAG) para écidos graxos livres (AGL) e glicerol, de modo
aleatério. Nao mostram especificidddé com relagfio a natureza do grupo acil ou
a posicio em qué este esta esterificado no glicerol. Resultam em glicerol, 4cidos
graxos mono e diacilglicerol como intermediarios da reag#o.

As lipases de Penicilium cyclopium, .Corynebacterium acnes, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococeus aureus e Candida cylindracea, demonstram auséncia de

especiﬁcidade.
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Lipases 4cido graxo especificas: lipases que catalisam a hidrolise de
tipos especificos de grupos acilas nas moléculas de triacilglicercl. Um
representante tipico deste grupo € a lipase de Geolriclum candidum que
hidrolisa preferencialmente grupos acila de cadeia longa que contenham dupla
ligacdo c¢is na posigio A9 Observa-se. que écidos graxos saturados e

insaturados em outras posigBes, que nao A9, sao fracamente hidrolisados.

As lipases podem ainda possuir estereoespecificidade que € 2 habilidade
em  discriminar  enantidmeros em uma mistura racémica. A
enantiespecificidade das lipases pode mudar com o tipo de substrato

dependendo da natureza quimica do éster (CASTRO & ANDERSON, 1995).
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2.2.3. REACOES CATALISADAS POR LIPASES PARA CONCENTRACAO
DE ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOQS (AGPI)

A utilizagBio de lipases tem aberto um novo caminho para a
biotecnologia industrial de oéleos e gorduras, tornando os processos

biotecnolégicos com boas perspectivas de aplicag&o.

A aplicaciio de lipases com o objetivo de obter concentrados de AGPI de
importancia nutricional depende em primeira instincia da capacidade de
absorcdo destes acidos pelos humanos. E conhecidao que os ésteres de AGPI
com 4alcoois primérios apresentam absorgio praﬁcamente nula e podem
resultar em metabdlitos téxicos. Por sua vez, os AGPI livres apresentam uma
extensdo de absorcdo significativa mas possuem a desvantagem de sofrerem
facilmente deterioracfio oxidativa. Em contrapartida, os AGPI esterificado ac
glicerol na forma de acilgliceréis sio melhores absorvidos sendo esta a forma

menos obtida pelos processos quimicos disponiveis (HORROBIN, 1992),

Entre os processos mais promissores para modificagio dos lipideos estdo
as reactes de hidrélise, sintese de ésteres e interesterificagdo na presenca de
lipases (MALCATA et al.,, 1990; QUINLAN & MOORE, 1993). Genericamente,
a interesterificacio refere-se as reagBes de acidoélise, alcodlise e

transesterificagio que estdio demonstradas esquematicamente nas figuras 3 e 4.

Numerosas aplicactes destas reagdes, catalisadas por lipases tem sido
empregadas para obtengdo de gorduras estruturadas, visando a concentragao

de AGPI obtidos de diferentes fontes e em variadas condigfes experimentais

(MURKHERJEE, 1990).

Os principals trabalhos publicados sobre este assunto serfio aqui
apresentados em ordem cronolégica visando demonstrar a evolugo dos
processos biotecnioldgicos para concentraglo de AGP! por reactes catalisadas

por lipases.
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Figura 3 - Representagdo esquematica das reactes de hidrolise e esterificacfo

catalisadas por lipases.

1. REACAO DE HIDROLISE

O O
| i
R-C-O-R + H0O > R-C-OH + HO - R’

2. REACAO DE ESTERIFICACAO

O O
I i .
R-C-OH + HO-K ~» R-C-O-R + H0
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Figura 4 - Representagdo esquematica das reacdes de interesterificacio

catalisadas por lipases.

REACAO DE INTERESTERIFICACAO:

a - Aciddlise (reacdo de éster com acido)

O O O O
! I i i
Ri-C-0-R + R-C-CH -  Ra-C-0O-R + Ri-C-OH

b~ Alcodlise (reacdo de éster com dlcool)

O O
] i
R-C-O-Riy + HO-R; —-» R-C-0O0-R: + HO-R;

¢ - Transesterificacfo (reacdo de éster com éster)

? | O (ﬂ) O
| f
Ri-C-0-K + B-C-0-RY » R-C-0O-RY + Ro-C-0O-RY
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2.2.3.1. HIDROLISE

A reagdo de hidrolise do TAG envolve ataque na sua ligagdo éster na
presenca de moléculas de dgua para produzir glicerol e acidos graxos. Esta
reagiio procede em estdgios, resultando os intermedidrios DAG e MAG. Na
primeira etapa da reagdo a molécula de lipase forma um complexo com a
molécula do lipideo. Se hd excesso de d4gua no sistema, parte do 4cido £Laxo no
complexo recebe a molécula de dgua, liberando 4cido graxo. A alta
especificidade das lipases em relagdo ao tipo e posicio do residuo de écido

graxo permite um grande niimere de modificagbes dos 6leos e gorduras.

A hidrélise parcial de éleos contende AGPI por métodos enzimaticos
tem se mostrado promissora para a obtengdo de acilglicersis enriquecidos em
AGPL Em sua maioria, os AGPI dos éleos de peixe estdo localizados na
posico sn-2 do TAG, portanto os acilglicerdis resultantes da hidrélise por
lipases com especificidade posicional sn-1 e sn-3 perderao os acidos saturados
e monoinsaturados normalmente presentes nestas posicdes resultando

aumento no contetido de AGPI (BROCKERHOFF ef al., 1969).

Entretanto a obtencdio de acilglicerdis ricos em AGPI apés a acdo de
lipase inespecifica de Candida cylindracen tem demonstrado a resisténcia destes
dcidos a aglo enzimatica e a possibilidade de aplicacio das enzimas
inespecificas visando concentrar AGPI (TANAKA et al,, 1992, TANAKA et 4l
1993). |

Os trabalhos pioneiros iniciaram-se com BOTTINO ef al. (1967)
demonstrando que os componentes EPA e DHA presentes em 6leo de baleia
resistiam a acao hidrolitica por lipase pancreatica. Os AGP! foram encontrados

em altas quantidades nas fragdes DAG e TAG ap6s atuacio da enzima.
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Posteriormente, HILLS ef al. (1989} deram inicio & uma série de estudos
visando concentrar o GLA obtido de fontes vegetais por reacdes de hidrolise e
esterificagdo catalisadas por lipases. Os autores descreveram a hidrélise de
6leo de primula (Oenothera biennis L. contendo 9,5% de GLA) catalisada por
lipase vegetal (Brassica napus L.). Nas fracdes MAG e DAG o contetido de GLA
fol de 45 e 28% respectivamente, apds 1 hora de reacdo, demonstrando

resisténcia do GLA & atuagfio enzimatica.

Lipases microbianas obtidas de Candida cylindracen e Aspergillus niger
foram capazes de duplicar o contetado de AGPIL em especial EPA e DHA,
presentes em 6leo de sardinha e 6leo de figado de bacalhau comparados ao
oleo original apds 100 horas de reagdo hidrolitica a 20°C. O curso da hidrolise
foi acompanhado demonstrande o acréscimo na porcentagem de AGL e a

reducdo dos acilglicersis, dos quais os remanescentes apresentaram altos

niveis de AGFPI (HOSHINO et al., 1990).

Lipase obtida de uma linhagem de bactéria marinhz{ capaz de hidrolisar
6lec de peixe foi relatada por ANDO ef al. (1991). Acidos graxos saturados e
monoinsaturados foram facilmente liberados do TAG do 6leoc de peixe apéds
atuacdio da linhagem VB-5 selecionada. Os AGPI permaneceram esterificados
{40%) nos acilglicerdis resultantes da hidrélise e a fracdo restante (60%) foi

liberada como AGL.

TANAKA et al. (1992) analisaram diferentes lipases microbianas visando
aumentar o contettdo dos AGPI de 6leos de peixe por reacgiio hidrolitica. Lipase
de Candida cylindracen demonstrou efeito significativo na concentra¢do de DHA
nos acilglicer6is resultantes, chegando a friplicar sua concentragdo original
apos 60% de hidrdlise. Lipases de Rhizopus delemar, Psewdomonas e

Chromobacterium viscosum ndo demonstraram efeitos satisfatorios.
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Os mesmos autores relataram posteriormente a hidrélise enzimatica de
Sleo de atum com lipase de Candida cylindracea e posterior separacio de DHA
por precipitagéo titulométrica dos outros scidos graxos do oleo. A subseguente
esterificagdo do concentrado de DHA com glicerol por lipase imobilizada de
Chromobacterium viscosum, resultou na obtengio de acilgliceréis contendo

acima de 46,5% de DHA (TANAKA et al., 1994),

A lipase extracelular obtida de Fusarium oxysporum foi avaliada quanto a
habilidade em concentrar AGPI »3 presentes em 6leo de sardinha e de figado
de bacalhau. A reagdo hidrolitica realizada com 49U (unidades) de enzima
resultou em um contetido méximo de 30% de AGPI nos acilglicerois apos 60

horas de reagdo (HOSHINO ef al., 1992},

A relagdo entre especificidade das lipase (posicional ou de acidos
graxos) e sua possivel capacidade para aumentar a concentragédo de AGPI nos
acilglicerdis foi analisada por SHIMADA et al. (1994). A lipase obtida de
Candidn cylindracea (ndo especifica), foi comparada com as lipases de
Geotrichum candidum (especificidade de 4cido graxo) e Rhuzopus delemar (sn 1, 3
especifica). A hidrélise do 6leo de atum (16h 4 30°C) por lipase de G. candidum
resultou em acilglicerdis contendo 48,7% de DHA e EPA. Na hidrélise com

lipase de C. cylindracea os acilglicerdis apresentaram 56,3% de AGPL

SYED RAHMATULLAH et al. (i‘?%a) descreveram a hidrolise parcial do
Sleo de sementé de primula (Oenothera biennis L.) e borragem (Borago officinallis
L) usando lipase de Candida cylindracen o que levou a um acréscimo no
contettdo de GLA de 94% de GLA para 46,5% na fracfo acilglicerol ndo
hidrolisada do élec de primula apés 2 horas de reacdo & 40°C. Outras lipases
testadas, como Lipozyme e lipase pancredtica ndo apresentaram resultados

significativos (aproximadamente 1,3x de acréscimo).
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A resisténcia do DHA a agio hidrolitica da lipase inespecifica de Candida
cylindracea foi confirmada por TANAKA ef al. (1993). Os autores obtiveram
uma mistura de acilglicerdis (tri, di e mono) nos quais as concentracdes de

DHA foram duplicados em relagéo ao teor inicial do 6leo de atum.

MAERH ef al. (1994) estudaram a aplicag@o da lipase de Pseudomonas sp
(Amano P) para aumentar a concentrac;éié de AGPI nos acilgliceréis obtidos
apos a hidrélise de dleos marinhos. A estabilidade da ligacdo éster dos AGPI e
a regioseletividade da enzima para atuar nas posi¢des sn-1 e sn-3
determinaram a resisténcia 2 hidrélise desses acidos, resultando aciiglicertis

em que os niveis de AGPI foram duplicados.

A possivel aplicagdo da lipase de Geotrichum candidum para concentrar
AGPI foi novamente analisada por SHIMADA et al. (1995a). Os autores
descreveram a hidrolise de élec de atum tendo em vista a obtencdio de
acilglicer6is enriquecidos em EPA e DHA. A eficiéncia da hidrélise foi testada
em diferentes substratos: em 6leo de atum previamente fracionados de acordo
com o grau de insaturagdo em HPLC preparativa ; em mono, di e tri-DHA
obtidos por hidrélise prévia do 6leo de atum com lipase de Candida cylindraces;
e finalmente em ésteres etilicos de AGPI (GLA, EPA e DHA). Os resultados
comprovam que a porcentagem de hidrélise decresceu de acordo com o
aumento das insatura¢Bes das fragdes.do 6leo de atum; a ordem de atividade
hidrolitica da enzima foi de MAG > DAG > TAG. A lipase de G. candidum ndo
hidrolisa ésteres etilicos de AGPI. Os autores sugeriram que a especificidade
demonstrada pela lipase de Geotrichum candidum poderd se Gt para obtencdo
de TAG ricos em AGPI apés hidrélise do dleo de atum. Altos niveis de TAG
(968%) foram obtidos por possiveis reagles de transacila¢fio e/ou condensacio

dos acilglicerdis apods 16 horas de reagéo.
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A reacdo de hidrélise de 6leo de fungo obtido de Mortierella alpina (6leo
contendo dcido araquidémico) por diferentes lipases microbianas (Candida
cylindraces, Geotrichum candidum, Rhizopus delemnr e Fusarium heferosporun) foi
relatada por SHIMADA ef al. (1995b). A enzima obtida de Candida cylindracen
se mostrou mais eficiente no aumento da concentragio de acide araquiddnico
neste 6leo. A hidrélise do éleo de fungo (52% de hidr6lise apds 16hs de reagdo
& 35°C) catalisada por lipase de Candida cylindracen (90U) duplicou o contetido
de 4cido araquidénico (25% no 6leo original para 50% apés hidrélise} nos

acilglicer6is remanescentes.

McNEILL ef al. (1996) sintetizaram TAG ricos em AGPI por hidrolise de
6lec de peixe catalisada por lipases de Candida rugosa ou Geotrichum candidum
seguida da interesterificacdio dos acilglicerbis com AGPI livres por lipase
imobilizada de Rhizomucor michei. A porcentagem de AGPL o3 (DHA + EPA)
aumentou de 31% no 6leo original para o valor final de 45% em relagdo aos
outros 4cidos graxos da constituigdo apés 50% de hidrélise com as lipases de
Candida rugoss ou Geotrichum candidum (resultados similares) em 24 horas de
reacio a 25°C. A conceniracdo dos AGFI, em especial do DHA refletiu no
aumento da proporcac DHA/EPA e concomitante reducio dos niveis de
4cidos saturados (C14-Cl18) e monoinsaturados. A reaqao posterior para
esterificar os acilglicer6is parciais obtidos da hidrélise com AG livres
provindos de éleo de peixe ou girassol resultou em 95% de TAG apos 100hs de

reacio & 55°C catalizada por lipase imobilizada de Rhizomuicor iehei.
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2.2.3.2. ESTERIFICACAO

A reagdo de esterificacio entre alcoois polihidricos e AGL ¢ a reacao
inversa da hidrélise do acilglicerol correspondente. A relagdo entre as
velocidades das reages direta (hidrélise) e inversa (esterificacdo) & usualmente

controlada pelo contetido de d4gua do meio de reacéio.

A reagdo de esterificacio por métodos enzimaticos pode ser aplicdvel
para a produgao de acilglicersis enriquecidos com AGPI que podern facilmente

ser absorvidos pelo organismo humano.

A aplicagdo da reagdo reversa da hidrélise de TAG foi demonstrada
primeiramente por TSUJISAKA et al. (1977). As lipases microbianas analisadas
se mostraram eficientes para incorporar 4cido monoinsaturado no glicerol
(70% de esterificacdio). Os produtos da reacdo apos esterificacdio do glicerpl
com Acido oleico foram: 1(3)-monoleina, 1,3-dioleina para as enzimas de
Aspergillus e Rhizopus. Por outro lado, 1(3) e 2-monoleina, 1,2(2,3) e 1,3-dicleina
e trioleina foram detectados como produtos de sintese da acéo de lipases de
Geotrichum e Penicillium, demonstrando que estas enzimas esterificam
preferencialmente dcidos graxos de cadeia longa, sem nenhuma especificidade

de posigdo.

HILLS et al. (1989), relataram a utilizagdo de lipase vegetal (Brassica
napus L.} imobilizada em celite paréi dbtengéo de concentrado de GLA & partir
de ¢lec de primula (Oenothera biennis L. contendo 10% de GLA). A pesquisa
demonstrou que a lipase de colza discrimina o cis-6, 9, 12 - 18:3 (GLA) na
reagAo de hidrélise e esterificagdo. A reacio de esterificacdo entre butanocl e AG
Livres obtidos da primula resultou em 62% de GLA nos acidos graxos nao
esterificados confirmando a discriminacio de 4cidos graxos com dupla ligacéo

no carbono 6 pela lipase de colza.
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Bm continuidade ao estudo anterior, HILLS ¢f al. (1990) analisaram as
lipases imobilizadas de colza (Brassica napus L.) e Mucor nmehei (Lipozyme). A
reagdo de esterificagfio entre os AGL obtidos do 6leo de primula (Oenothera
bienwis 1) e butanol resultou no acréscimo de 7 a 9 vezes o contetido de GLA, o
qual permaneceu na fragdo nao esterificada. De maneira similar, o DHA obtido
do ¢leo de figado de bacalhau aumentou de 4 a 5 vezes o seu nivel apds
esterificagdo dos outros acidos graxos com butanol. A andlise da composigao

dos ésteres butilicos demostraram quantidades tragos de GLA e DHA.

As lipases microblanas obtidas de Chromobacterium viscosum e Candida
cylindracea foram analisadas para a sintese de acilglicerdis a partir do glicerol
com diferentes 4cidos graxos livres (Cisa, Cisa, Crss, Cisg, Coog, Coos, Cone). A
esterificagiio resultou em wmn elevado grau de incorporagfo dos acidos graxos
do dleo de sardinha quando testadas as lipases de Chromobacterium viscostim
(89-90%) e Candida cylindracea (70%), sugerindo ser este um método praticavel

para produgdo de acilgliéeréis ricos em AGPI (OSADA et al. [1990).

O aumento da concentracio de GLA (10,4% para 68,8%) do oleo de
Mucor sp com a lipase de Mucor miehei (Lipozyme) foi obtido apés 4 horas de
esterificacdo dos AGL obtidos do 6leo do fungo com butanol A reagéo de
hidrélise, por sua vez resultou no acréscimo méximo de 1,5 vezes o contetido
de GLA nos acilglicerdis ap6s acdo da lipase de Rhizopus arrhizus comparado

ao seu valor inicial (MUKHERJEE & KIEWITT, 1991).

As lipases obtidas de Rhizopus arvhizus, Candida cylindracea, Mucor miehei,
Chromobacterium viscosum, lipase pancredtica e lipase de gérmen de trigo foram
analisadas na reacdo de esterificagio de glicerol com AGPIL As lipases de
Miicor e Chromobacterium foram capazes de i‘nmrporax 75 a 80% dos AGL no
glicerol. Os acilgliceréis resultantes apresentaram o contetido maximo de 40%

de EPA na fracio MAG com lipase de Mucor miehei (LIE & MOLIN, 1992).
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LIZU-YT & WARD (1993b) estudaram as condigdes 6timas para a sintese
enzimatica de acilgliceréis contendo AGPI em meio organico. A reacio com
lipase obtida de Pseudomonas sp resultou na formacado de 23,8, 40,6 e 18,1% de
MAG, DAG e TAG contendo 759, 785 e 76,8% de AGPI (EPA + DHA),
respectivamente apos 24 horas de reagio de esterificacdo em mistura de reacdo
contendo 2,0g de glicerol, 0,4¢ de AGPI, 3,0 mL de hexano, 5% de agua e
5.000U da enzima.

Os mesmos autores relataram posteriormente um método enzimatico de
sintese de MAG contendo AGPI por lipase microbiana obtida de Mucor michei
(Novo) em solvente organico. Os substratos da reagdo, 1,2-isopropileno
glicerol (1g) e concentrado de AGPI obtidos de 6leo de figado de bacalhau
(2,5g) em meio hexano foram incubados por vérios perfodos de tempo a 37°C.

A reagdo catalisada por lipase de Mucor niiehei resultou na produgio de 80% de

MAG contendo 76,2% de AGPI (LI ZU YI& WARD, 1994).

A lipase obtida de Geotrichum candidum foi relatada como sendo capaz
de esterificar os 4cidos oleico (18:1, 8-9), linoléico (18:2, §-9,12) e linolénico
(18:3, 8-9,12,15) com butanol, enquanto os acidos graxos de cadeia carbénica
major que C18 como o dcido erticico (C22:1, 8-6) ou écidos insaturados como
petroselénico (18:3, 8-6) e GLA (183, 8-6,9,12) mostraram uma taxa de
esterificagdio nula (SONNET ef al., 1993).

A possibilidade de utilizacdo da lipase obtida de Geotrichum candidum
para ¢ enriquecimento de GLA ap6s a reagio de esterificégéo foi descrita por
FOGLIA & SONNET (1995). A concentraciio de GLA de 24,9% em relacdo aos
acidos graxos totais do 6leo de borragem (Borago officinalis) subiu para 71,8%
na fragéo 4cidos graxos ndo esterificados com butanol apés 48 horas de reacso.
O estudo novamente confirma a esterificagdo preferencial dos 4cidos oleico e

linoléico quando catalisada por lipase obtida de Geotrichum candidum.
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A reagio preferencial de esterificacdo do butanol com os acidos
palmitico, estedrico, oleico e linoléico dos dleos de primula e borragem e a
discriminagdo contra GLA foi utilizada para obter concentrados de GLA na
fracio acidos graxos ndo esterificadas (70%) apos catalise por lipase

imobilizada de Lipozyme (SYED RAHMATULLAH et al,, 1994b),

KOSUGI & AZUMA (1994) sintetizaramm TAG ricos em AGPI por
esterificagdio de glicerol com AGPI livres e com seus ésteres etilicos catalisada
por lipases imobilizadas de Candida antarctica e Lipozyme. A esterificacdo se
mostrou mais eficente usando como susbstrato os ésteres etilicos de AG
(reduziu perdas por polimerizagdo) e lipase de Candida antarctica o que
resultou em 96% de TAG, 3,0% de DAG e 0,6% de MAG apos 24horas de
reacdo a 60°C, Os tridocosahexanoil, trieicosapentanoil e triaraquidonoil
glicerol foram purificados em coluna de alumina. Em contrapartida o uso da
lipase de Lipozyme ndo catalisa a formacdo de tri-DHA, resultando

preferencialmente em di (17,5%} e mono-DHA (12,3%).

SHIMADA ef al. (1997) descreveram a obtengdo de DHA purificado
{(aproximadamente 90%) utilizando a reagdo de esterificacio dos AGL obtidos
de oleo de atum com lauril dlcool, catalisada por lipase de Rhizopus delemar.
Com base na discriminagao do DHA pela enzima, 84% do DHA manteve-sge
como &cido graxo ndo esterificado apés 72% de esterificacio obtida em 20

horas de reacdo a 30°C.
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2.2.3.3. INTERESTERIFICACAO

A reacdo de interesterificacdo refere-se a troca de radicais acil entre um
éster e um Aacido (acidoélise), um éster e um élcool (alcoodlise), cu um éster e
outro éster (fransesterificacio). Nessas reagfes o TAG reage com um &cido
graxo, um #alcool ou outro éster, resultando em um rearranjo dos dcidos graxos
do TAG formando um novo TAG, com propriedades quimicas e fisicas

diversas.

-

O rearranjo durante a interesterificacdo é o resultado de reacdes
concorrentes de hidrélise e esterificagdo. A concentragdo 6tima de agua no
meio de reagdol deve ser suficientemente baixa para minimizar a formacio de
produtos de hidrélise indesejaveis, mas deve ser suficiente para que a enzima
permanega ativa. Em geral, sob condi¢des nas quais a quantidade de 4gua no
sistema € restrita, a hidrélise de gordura pode ser minimizada de tal forma que

a interesterificagfo seja a reagdo dominante (GOLDBERG, 1990).

A reagdo de interesterificagdo tem sido empregada quando se deseja
alterar a composicio e distribuicdo dos acidos graxos na molécula do TAG
para se obter 6leos e gorduras com propriedades fisicas e quimicas diversas, as
quais podemn ser empregados em produtos indusiriais especificos, como
margarinas, chocolates e obtencéo de 6leos ricos em 4cidos graxos insaturados.
Um dos principais exemplos do uso da lipase nessas reagbes, € a
mteresteri.ficagéi.b de 1,3-dipalmitoil-2-monoleina (POP)}, principal TAG do éleo
de palma com é&cido estedrico para produzir 1(3) palmitoil-3 (1)-estearil 2
monoleina (POS) e 1,3 diestearil 2 monoleina (SOS), componentes da manteiga

de cacau (MACRAE, 1983).



O processo de interesterificagdo quimica é realizado afravés do
aquecimento de misturas de 6leos e acidos graxos na presenca de catalisadores
como o sédio metalico, metilato ou etilato de sédio e outros alquilatos de
metais alcalinos (Na, K e suas ligas). Durante este processo a mistura é
aquecida e os &acidos graxos trocam de posicio na molécula do TAG. A
inespecificidade do processso, a variabilidade na qualidade do catalisador, a
necessidade de um perfodo de indugdo e perdas de 6leo pela formaciio de
sabBes de ésteres metilicos sdo algumas das desvantagens da interesterificacio
quimica.

Numerosas aplicacBes de interesterificagdo enzimatica de oleos, tem sido
empregadas para produgdo de gorduras especiais (MACRAE, 1983;
MUKHERJEE, 1990). Nos processos testados para as reacdes enzimaéaticas, os
catalisadores s&o em sua maioria imobilizados para permitir a sua separacio

do meio de reagéo e posterior reutilizacio (MALCATA et al., 1990),

A reagéo de acidélise em presenga ou nfo de solventes term demonstrado
aumentar significativamente os niveis de' AGPI nos acilglicerdis resultantes.
HARALDSSON & HOSKULDSSON (1989) obtiveram acilglicercis contendo
70% de AGPI 03, em especial DHA (48%) e EPA (12%}, via interesterificacio
de Oleo de figado de bacalhau e concentrados de AGPI livres ou seus ésteres

catalisada por lipase imobilizada de Mutcor miehei (Lipozyme).

A aplicacdo de lipase imobilizada de Mucor miehei para concentrar AGPI
foi novamente confirmada por LANGHOLZ et al. (1989). A enzima mostrou
discriminar DHA na reaco de acidélise de 6leo marinho com concentrado de
EPA e DHA livres preparados por complexagiio com uréia. O conteado de
DHA nos AG livres aumentou marcadamente (27% a 80%) apés a reacéo de
acidélise, demonstrando baixa incorporagio deste 4cido nos acilglicersis, Os
eésteres metilicos dos outros 4cidos graxos foram preferencialmente formados,

concentrando DHA na frac3o de AG livres.
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A obtencio de éleo de sardinha rico em AGPI o 3 contendo 25% de EPA
e 40% de DHA por acidélise enzimatica catalisada pela }.i?ase imobilizada de
Mutcor mieher fol realizada enfre o 6leo de sardinha e AGP! livres na auséncia

de solvente, conforme descrito por YAMANE ef al. {1992).

TOTANI & HARA (1991} descreveram um método de preparacdo de
fosfolipideos de soja (auséncia de AGPIly com alto grau de insaturagdo por
transesterificagéio dos fosfolipideos com éleo de sardinha catalisada por lipases
de Candida cylindracea e Rhizopus delemar. O uso da lipase obtida de Candidn
cylindracen em meio de reagio contendo 4g de oOleo de sardinha, 3g de

fosfolipideos, 10mlL de hexano e 0,7g da enzima resultou fosfolipideos com

14,5% de EPA e 3,1% de DHA ap6s 48 horas de reag@o a temperatura de 37°C.

O estudo da interesterificacdo dos Sleos de soja, girassol, agafroa e
linhaga com metil oleato em meio com solvente organico, catalisada por lipase
de Mucor miehei fol descritc por SRIDHAR et al. (1991). Os acilglicerdis
resultantes ap6s 4 horas de reagdo tiveram seus niveis de 4cido oleico

acrescidos em 50% em relacéo ao valor inicial.

LI ZU YI & WARD (1993a) obtiveram niveis de 17,7, 17,6, 16,8, 14,9,
13,9 e 10,5% de AGPI nos ¢6leos de milho, girassol, amendoim, oliva e soja,
respectivamente ap6s reagdo de interesterificagdo de misturas contendo 1g de
6leo vegetal, 0,5g de AGPI livres, 4mL de hexano e 7U de lipase imobilizada

obtida de Mucor michei foi incubado por 12 horas a 40°C.

Em continuidade ao estudo da reagdo de interesterificacdo, LI ZU YI &
WARD (1993¢) analisaram a estabilidade de lipases microbianas para sua
reutilizacio na alcéolise de dleo de figado de bacalhau com isopropanol
Lipase de Pseudomonas sp mostrou alta atividade catalitica e permitiu o uso

repetido da enzima imobilizada sem perda significativa na sua atividade.
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A incorporagiio de AGPI ©3 em 6leo de soja ¢leos vegetais foi relatada
por HUANG & AKOH (1994) ap6s transesterificacio enzimatica de oleo de
soja com ésteres etilicos de AGPL Apés a reagdio catalisada por lipase de
Candida cylindracea foram detectados nos triacilglicerais 34,7% e 32,9% de EPA

e DHA respectivamente.

Na selec@o de lipases microbianas utilizadas para concentrar AGPI de
Gleo de sardinha apds reagdio de acidolise, a lipase de Pseudomonas sp
apresentou a maior capacidade para realizar tal concentracdio, tendo o
contetido total destes dcidos graxos atingindo 44% nos acilglicersis comparado

com 29% do 6leo de sardinha original (ADACHI et al., 1993).

AKOH ef al. (1996) descreveram a reagdo de transesterificacdo entre 6leo
de primula (GLA) e éster etilico de EPA como doadores de grupo acil
catalisada por lipase imobilizada de Candida antarctica. Os écido linoléico (18:2
©6) e acidos graxos saturados (16:0 e 18:0) do 6leo vegetal tiveram seus niveis
reduzidos em 32% e 50%, respectivamente ap6s 24 horas de reacio a 55°C. A
incorporacio de EPA foi de 34%, enquanto os niveis de GLA ndo sofreram
mudangas significativas, o que resultou em uma modificacio favoravel na taxa

de 03/ w6 de 0,01 para 0,60 apés reacio de transesterificacio.

A reacdo de transesterificagdo de TAG de cadeia média (tricaprilina,
tricaprina e trilaurina) com éster. etflico de EPA catalisada por lipase de
Candida antarcticn e de Mucor michei foi estudada por LEE et al. (1996). A
incorporacio de EPA nos TAG ocorreu preferencialmente na molécula de
trilaurina, obtendo 36,2 e 40,5% para as enzimas de Candidn antarctica ¢ Mucor
michei.. A andlise dos &cidos graxos na posicdo sn-2, determinados apods
hidrélise com lipase pancredtica, demonstrou que nos produtos da reagéo
catalisado por lipase de Mucor miehei nfio foi detectado EPA, em contrapartida
& reagdo catalisada por Candida antarcticn o EPA foi detectado em todas as

posigdes na molécula de TAG.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1 - Amostras de oleos

- Oleo do fungo Mucor sp obtido por fermentacio conforme descritc por
CARVALHO (1994,

- Oleo de sardinha (Sardinella brasiliensis) refinado fornecidos por QUAKER
ALIMENTOS LTDA de Sdo Gongalo - RJ e por R. P, SCHERER de Sorocaba -
SP.

3.1.2 - Enzimas

- Lipase comercial proveniente de Candida cylindracea da Meito Sangyo Co
(Nagoya - Japan), usada como padréo comparativo das reagdes.

- Lipases isoladas no Laboratério de Bioquimica da FEA (UNICAMP): Rhizopus
sp, Geotrichum sp, Aspergillus sp e Alcaligenes sp. As lipases foram usadas em

forma de extrato em p6 liofilizado da enzima bruta.

3.1.3 - Reagentes especificos

-Reagentes quimicos: Acidos, bases e solventes (grau P.A. de marcas Merck)
-Meios de cultura: Potato dextrose agar (PDA), Exirato de levedura
microbioldgico e Glicose (marcas Difco e Biobras)

-PadrGes para cromatografia a gas : Esteres metilicos de 4cidos graxos: 4cido
mirfstico, acido palmitico, 4cido palmitoleico, acido estedrico, &cido oleico,
4cido linoléico, acido alfa-linolénico, acido gama-linolénico (GLA), Aacido
eicosapentaendico (EPA}, &cido docosahexaendico (DHAY). (Sigma).

-Padrfes para cromatografia em camada delgada : triolefna, 1,2(2,3)-dioleina,
1,3- dioleina 1(3)-monoleina, 2-monoleina acido oleico (Sigma).

-Silicagel 60G, Art. 7731.1000, Merck, para cromatografia em camada delgada.
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3.1.4 - Equipamentos :

- Agitador rotatério New Brunswick Scientific

- Balanga analitica Mettler, mod. H-10

- Banhos-Maria termostatizado, Fanem

- Cémara climéatica Fanem Modelo 346

- Centrifuga refrigerada Beckman, mod. ]-2183

- Cromatégrafo a gés marca CHROMPACK modelo CP9001 com detector de
ionizacdc de chama.

- Espectrofotdmetro Beckman DU - 70

- Estufas bacteriologicas, Panem

-~ Estufa & vacuo, Fanem, Mod.099EY

- Evaporador rotativo, Tecnal, TE 130

~ Jatroscan MK-5 TLC - FID Analyser da latron Laboratories INC, com
aplicador de amostra modelo SES 3202/15-01.

- Incubador Shaker rotatério, New Brunswick Scientific CO, INC. Série G-24

- Placas de cromatografia em camada delgada de Slica gel G-60, 25¢m, Merck

~ Placas de cromatografia em camada delgada de Silica G60 F254, 10cm, Merck
- Potenciémetro Digimed TE-902
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3.2. METODOS

3.2.1. PROCESSOS FERMENTATIVOS PARA OBTENCAO DE OLEO DE
Mucor sp

3.2.1.1. Microorganismo

O microorganismo utilizado nos experimentos para obtencdo de 6leo
contendo GLA foi a linhagem de Mucor sp. Esta linhagem obtida de amostras
do solo, foi selecionada por CARVALHO (1994) por apresentar maior
producéo de GLA entre as 384 linhagens de fungos analisadas.

3.2.1.2. Manutencio da cultura

O microorganismo foi cultivado em tubos contendo o meio de cultura
agar batata dextrosado (PDA) inclinado e incubado por 96 horas a 30°C. Esses
tubos foram repicados periodicamente e usados como cultura estoque. A

cultura foi conservada a 5°C em vaselina liquida esterilizada.

3.2.1.3. Preparagéo do indculo

A linhagem de Mucor sp mantida em tubos de ensaio com o meio 4gar
batata dextrosado (PDA) fol suspensa em 10mL de 4gua destilada estéril. O
tubo foi raspado na superficie a fim de resultar numa suspensio homogénea

de esporos.

3.2.1.4. Condig¢des do processo fermentativo

Um mililitro da suspenséio de esporos (7x107 esporos) foi inoculado em
frascos Erlenmeyer de 500mL contendo 200mL do meio de cultura liquido
previamente esterilizado composto de 20g/1 glicose, e 10g/l de extrato de
levedura em pH 6,5. Os frascos contendo o meio inoculado foram incubados

em agitador rotatério & temperatura de 28°C durante 4 dias.
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3.2,1.5. Obtengio de 6leo de Mucor sp

Apos o tempo de incubaglio, os meios de cultura foram centrifugados a
15.000 rpm por 15 minutos a 10°C. A massa celular obtida foi lavada duas
vezes com Agua destilada e em seguida novamente centrifugada. As células
foram recolhidas em papel de filtro, secas em acetona e levadas para extracio
dos lipideos totais.

Empregou-se 0 método de BLIGH & DYER (1959) modificado para a
extragdo dos lipideos totais dos microorganismos, seguindo-se as propor¢des
recomendadas entre os solventes metanol, cloroférmio e dgua. A biomassa
seca fol transferida para tubos de ensaio com résca de 50mL e foram
adicionados exatamente 10mL de metanocl, bmL de cloroférmio e 4mlL de dgua
{(2:1:0,8). A mistura foi agitada em agitador rotativo durante duas horas, e uma
nova diluigfo foi feita com auxilio de 5mlL de cloroférmio e 4mL de solucdo de
sulfato de sodio 1,5% (2:1:0,8), resultando em um sistema bifdsico apés
agitagio vigorosa por 2 minutos. Ap6s a separagdo das camadas por
centrifugagdo a 1000 rpm por 2 minutos a camada metandlica superior foi
descartada, e a camada cloroférmica inferior contendo os lipideos extraidos do
microorganismos Mucor sp fol filtrada em papel de filtro contendo 1g de

NaQSC),4 e recolthida em frasco vedado. Os solventes foram evaporados em

evaporador rotativo e os lipideos acondicionados em frascos escuros e
guardados a temperatura de 4°C para posteriores testes nas reacdes catalisadas
por lipases microbianas.

Apés extracdo dos lipideos totais do micélic de Mucor sp, obteve-se
aproximadamente 2,5g de 6leo de Mucor sp a partir de 2 (dois) litros de meio

de cultura.



3.2.2. PRODUCAQ DE LIPASES MICROBIANAS

3.2.2.1. Producdo de lipase de Rhizopus sp (COSTA, 1997)

A linhagem de Rhizopus sp foi inoculada em frascos erlenmeyer com
capacidade de 500mL contende 20g de meio de cultura solido, previamente
esterilizado, composto de farelo de trigo (60%) e agua (40%). Os frascos foram
incubados a temperatura de 30°C durante 120 horas. Apés o tempo de
fermentagdo foram adicionados 100ml de 4gua destilada estéril em cada
frasco, homogeneizados com bastdo de vidro e apds permaneceram em
extrac@o por 1 hora com agitagio ocasional foram filtrados em papel Whatman
n® 1. Ao filtrado foi adicionado sulfato de amoénio em quantidade suficiente
para fornecer 80% de saturagio. O sal foi adicionado lentamente com agitagao
branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para precipitacdo completa
da enzima. A mistura foi centrifugada (7000 rpm por 15 minutos) e o
precipitado dialisado contra dgua por 48 horas a 5°C. Ap6s a didlise o material
foi congelado e liofilizado. O po obtido foi denominado preparagdo enzimatica
bruta onde fol medida a atividade enzimética e usado para os estudos

posteriores.

3.2.2.2. Produgdo de lipase de Geotrichum sp (MACEDQ, 1995)

A linhagem de Geotrichum sp foi inoculada em frascos erlenmeyer com
capacidade de 50mL contendo 15ml, de meio de cultura liquido, previamente
esterilizado, composto de 1,5% de farinha de soja desengordurada, 1% de
farelo de trigo, 0,2% de nitrato de amonio e 3% de extrato de levedura. Os
frascos foram incubados em agitador rotatério & temperatura de 30°C com
agitacio de 200rpm durante 48 horas. Apds o tempo de fermentagdo os meios
foram centrifugados (400rpm por 25 min) e ao exftrato aquoso enzimdtico

recolhido foi adicionade sulfato de amoénio em quantidade suficiente para
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fornecer 80% de saturagdo. O sal foi adicionado lentamente com agitagio
branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para precipitacdo completa
da enzima. A mistura foi centrifugada (4000 rpm por 20 minutos) e o
precipitade dialisado contra tampao fosfato pH?7,0 por 48 horas a 5°C. Apés a
didlise o material foi congelado e liofilizado. O pd obtido foi denominado
preparacdo enzimatica bruta onde foi medida a atividade enzimatica e usado

para os estudos posteriores.

3.2.2.3. Produciio de lipase de Aspergillus sp (COSTA, 1996)

A linhagem de Asperhullus sp (linhagem 1068) foi inoculada em frascos
erlenmeyer com capacidade de 500mL contendo 20g de meio de cultura sélido,
previamente esterilizado, composto de farelo de trigo e dgua, na proporgéo de
1.1 (m/m). Os frascos foram incubados & temperatura de 30°C durante 72
horas. Ap6s o tempo de fermentagdo foram adicionados 100mlL de agua
destilada estéril em cada frasco, homogeneizados com bastdo de vidro e apds
permaneceram em extragdo por 1 hora com agitagfio ocasional foram filtrados
em papel Whatman n® 1. Ao filtrado foi adicionado sulfato de amoénio em
quantidade suficiente para fornecer 80% de saturagdio. O sal foi adicionado
lentamente com agitagdo branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C,
para precipitacdo completa da enzima. A mistura foi centrifugada (7000 rpm
por 15 minutos) e o precipitado dialisado contra dgua por 48 horas a 5°C. Apos
a dialise o material foi congelado e liofilizado. O pd obtido foi denominado
preparagdo enzimética bruta onde foi medida a atividade enzimatica e usado

para os estudos posteriores,

39



3.2.2.4. Produgdo de lipase de Alcaligenes sp (NETO, 1996)

A linhagem de Alcaligenes sp foi inoculada em frascos erlenmeyer com
capacidade de 50mL contendo 20mL de meio de cultura liguido, previamente
esterilizado, composto de 1% de dgua de maceracio de milho, 1% de farinha
de trigo, 0,5% de fosfato dibésico de potassio e 2% de farinha de soja torrada
em pH9,0. Os frascos foram incubados em agitador rotatério & temperatura de
30°C com agitagdo de 200 rpm durante 72 horas. Apés o tempo de fermentacao
os meios foram centrifugados (10.000 rpm por 10 min.) e ao extrato agquoso
enzimatico recolhido foi adicionado sulfato de amoénio em quantidade
suficiente para fornecer 80% de saturac@o. O sal foi adicionado lentamente com
agitagdo branda e a mistura permaneceu por 24 horas a 5°C, para precipitacio
completa da enzima. A mistura foi centrifugada (4000 rpm por 20 minutos) e o
precipitado dialisado contra tampfo pH 9,0 por 48 horas a 5°C. Apéds a dilise
o material foi congelado e liofilizado. O p6 obtido foi denominado preparagao
enzimética bruta onde foi medida a atividade enzimatica e usado para os

estudos posteriores.
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3.23. METODOLOGIA ANALITICA

3.2.3.1. Anidlises quimicas

As caracteristicas quimicas dos éleos de Mucor sp e 6leo de peixe foram

determinadas segundo os métodos oficiais da AOCS (1993).

Acidos graxos livres (acidez) Ca ba ~ 40
Indice de iodo Cd1b - 87
Indice de saponificacio Cd3-25

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados

expressos pela média das determinages.
3.2.3.2. Determinagdo de dcidos graxos totais e matéria insaponificavel :

O procedimento utilizado neste trabalho segue o método de KATES
(1972), o qual permite a determinagdo da porcentagem de 4cidos graxos
presentes na amostra e a porcentagem de matéria insaponificavel,

Amostras de peso conhecido de lipideos (15-30 mg ) colocadas em baldo
de fundo redondo e boca esmerilhada foram saponificadas pela adico de 5mL
de NaOH 0,3N em metanol com aquecimento e refluxo por cerca de 1-2 horas
até completa saponificagéo.

Ap0s resfriamento, a solugio foi retirada do refluxo e foram adicionadas
gotas de fenolftaleina a2 1% em etanol 90% e 10mL de metanol 90% em 4gua,
seguida da extracdio da matéria insaponificavel com 3 a 4 por¢des de SmL de
éter de petrdleo em funil de separagio. A solucio foi agitada vigorosamente
por 2 minutos e deixada em repouso até a separagfio das camadas. A camada
superior, contendo a fragdo insaponificavel foi recolhida em béquer

previamente tarado.
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O solvente foi evaporado em atmosfera de nitrogénio em estufa a vacuo
até peso constante. O peso da matéria insaponificdvel foi determinado

gravimetricamente, de acordo com o seguinte célculo :

% matéria insaponificivel = peso insaponificdvel (mg) = 100

peso amostra {(mg)

O wvolume total da fase metandlica recolhida na etapa anterior foi
acidificado com 0,3mL de HCl 6N. Os acidos graxos foram exiraidos com 3 a4
porgdes de éter de petréleo, no mesmo procedimento descrito anteriormente.
A camada superior contendo os &cidos graxos da amostra foram recolhidas em
bequer tarado. A quantidade de 4cidos graxos foi determinada

gravimetricamente, de acordo com o seguinte calculo

% acidos graxos total = peso Acidos graxos (mg) x 100

peso amostra (mg)

3.2.3.3. Preparo de acidos graxos livres para a reacdo de esterificagio

Os acidos graxos livres obtidos dos substratos 6leo de Mucor sp e dlec de
sardinha foram preparados segundo o experimento descrito acima (KATES,
1972). As fragbes separadas foram armazenadas em frascos &mbar e mantidos
& temperatura de 4°C.

Apés a extracfo, os 4cidos graxos livres foram utilizados no estudo da

reacfo de esterificacdo catalisadas por lipases microbianas.



3.2.3.4. Preparo de ésteres metilicos de dcidos graxos por derivatizacio

Os lipideos (100mg) e suas fracdes obtidas ap6s a atuagdo das lipases
foram convertidas em ésteres metilicos de é4cidos graxos com o reagente

esterificante BFs.- metanol de acordo com o método oficial da AOCS (Ce 2-66

1993).

L

Apods derivagio, os ésteres metflicos diluidos em hexano foram

analisados por cromatografia a gas (CG),

3.2.3.5. Determinagdo da composi¢io em acidos graxos por cromatografia a

gas (CG)

Os ésteres metilicos de é&cidos graxos foram analisados por
cromatografia a gas em um cromatografo marca CHROMPACK modelo CP
9001 com detector de ionizagdo de chama (FID) e coluna capilar Chrompack
("WCOT Fused 5ilica” CP-5il 88 50m x 0,25 mm). A temperatura do detector
foi de 280°C, a do injetor, 250°C e a temperatura inicial da coluna de 180°C por
7 minutos com programacio de 5°C/min até a temperatura maxima de 220°C.
O gés de arraste utilizado foi o hidrogénic (Hsz) com fluxe de 2,0 mL/min na
coluna.

A identificagdo dos acidos graxos foi realizada por comparacdo do
tempo de retencdo dos componentes da amostra com os de padrdes auténticos
de ésteres de Acidos graxos injetados nas mesmas condigdes. Foi utilizado
também a técnica de co-eluicdo ("spiking™) de padrdes junto com a amostra.

A quantificagdo foi realizada por normalizacfo das 4reas calculadas por
meio de integrador {Chromato-Integrator) e expressa em porcentagem relativa

de cada acidos graxo em relagio aos acidos graxos totais.
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3.2.3.6. Confirmagio da composigio em acidos graxos por espectrometria de

massa (CG-MS)

Cromatdgrafo gasoso - espectrometro de massa de marca SHIMADZU,
modelo GCMS-QP 5000 foi usado para obtengdo do especiro de massa dos
acidos graxos do éleo de Mucor sp e 6leo de sardinha. Os ésteres metilicos dos
acidos graxos foram separados em coluna capilar do tipo SHIMADZU, modelo
CBPy-M50-025 (60m x 0,2mm) e identificados ap6s fragmentacdo por um
impacto eletrénico de 70eV.

A cromatografia foi realizada com a temperatura do detector de 280°C,
temperatura do injetor, 250°C e a temperatura da coluna de 180°C por 7
minutos, programada para aumento de 6°C /min. até a temperatura maxima
de 250°C. O gé4s de arraste utilizado foi o hélic com fluxc de 1,0 mL/min. O
volume da amostra injetado foi de 1,0 1.

Os padres de ésteres metilico dos 4cidos graxos (marca SIGMA)
tiveram seus espectros de massa registrados e comparados com os das

amostras de 6lec de Mucor sp e do 6leo de sardinha,
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3.2.3.7. Quantificacio das fragbes de acilglicer6is por cromatografia em

camada delgada com detector de ioniza¢io de chama {CCD - DIC)

Os acilglicerdis (TAG, DAG, MAG) e 4cidos graxos das amostras
orginais ou apods reagbes enziméticas catalisadas por lipases foram
quantificados por cromatografin em camada delgada (CCD) utilizando
IATROSCAN modelo MK-5 com detector de ionizagédo de chama {DIC).

A técnica consiste na utilizacdo de finas hastes de quartzo (Imm de
espessura ¢ 150mm de comprimento) chamadas de “Chromarods” recobertas
com silica gel (75 pm de espessura), onde a amostra € aplicada na base da haste
e o cromatograma desenvolvido de maneira usual em cuba cromatogréfica
contendo a fase moével adequada para a separacdc dos compostos.
Posteriormente as hastes s@o secas em estufa (Rod Dryer Tk-5), levadas ao
latroscan e queimadas no detector de ionizagdo de chama. Os “Chromarods”
sdo estocados em cuba contendo silica gel como dessecante e ativados através
de queima em latroscan pouco tempo antes da andlise. Um microlito (1ul) de
solugdo contendo os acilglicerdis em éter etilico na concentracio de 10mg/mlL,
é aplicado na origem dos “Chromarods” usando aplicador automaético SES
3202.

A separagdo dos acilglicerdis foi conseguida utilizando-se o sistema
solvente composto de hexano : éter dietilico : &cido acético na proporgéo de
70:30:0,8 (v/v/v) como fase mével. Os “Chromarods” foram desenvolvidos até
10 cm da origem em cuba apropriada, sendo entdo secos a 50°C por 10 minutos
e analisados em latroscan. As condicBes de operacio foram: fluxo de
hidrogénio a 160 mL/min, fluxo de ar a 2000 mI./min e velocidade de queima
de 30 seg. A identificacdo dos acilglicerdis foi realizada por comparagéo do
tempo de retencdo dos componentes da amostra com os de padrdes auténticos

obtidos da SIGMA,
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3.2.3.8. Geparagdo dos acilglicerdis totais e acidos graxos livres ap6s a reacio

de hidroélise catalisada por lipases

Os acilglicerdis totais (TAG, DAG, MAG) e acidos graxos livres obtidos
das amostras apés reagéio hidrolitica foram separados e quantificados de
acordo com o procedimento descrito por SYED RAHMATULLAH ef al
(1994a). Apos a agdo enzimatica os componentes lipidicos da mistura de reagdo
foram exiraidos trés vezes com 10ml de éter dietilico. Os extratos foram
posteriormente combinados e lavados trés vezes com agua contendo 20% de
metanol. A fase orgénica contendo os compostos lipidicos foi levada para
evaporacdo em atmosfera de nitrogénio.

A separacdo de acilgliceréis dos é&cidos graxos livres foi obtida pela
adigdo de 10mL de hexano e 40mL de NaOH (IN em 50% da mistura
dgua:metanol). Apds a separacdo das duas fases, a fase superior contendo os
acilgliceréis foi filtrada em papel de filtro contendo 1g de Naz50;4 e recolhida
em tubo de ensaio previamente tarado. Na fase aquosa inferior contendo
acidos graxos livres foram adicionados 10mL de HCl 6N e os 4cidos graxos
extraidos com 20mL de éter dietilico, os quais foram recolthidos em tubo de
ensaio previamente tarado. As fases com solventes foram levadas a
evaporagdo em atmosfera de nitrogénio e quantificadas por gravimeiria até
peso constante.

As fragGes obtidas foram analisadas quanto & composicdo em dcidos

graxos conforme descrito item 3,2.3.5.
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3.2.3.9. Separagio dos constituintes por cromatografia em camada delgada

(CCD) apos reagdo de hidrélise e esterificagdo catalisada por lipases

As placas de cromatografia em camada delgada foram preparadas
misturando-se 45g de silica gel G-60 (Merck) com 90ml. de solucdo de 4cido

borico 0,6M. A mistura foi aplicada em placas de vidro 20x20cm com 2mm de

espessura, com aplicador Desaga. As placas foram aquecidas a 120°C por 1- 2
horas para ativagio antes de serem utilizadas.

As fragbes de acilgliceréis (TAG, DAG, MAG) e 4cidos graxos livres
resultantes da reac@o de hidrélise dos 6leos de sardinha e 6leo de Micor sp ou
aquelas resultantes da esterificagdo dos 4cidos graxos livres (item 3.2.3.3)
destes substratos com glicerol, foram separadas utilizando como fase mével a
mistura hexano : éter dietilico : dcido acético {80:20:1). Foram utilizados como
padrdes tricleina, 1,3-dioleina, 1,2 (2,3)-dioleina, 2-monoleina, 1(3)-monocleina e
acido oleico livre na concentragéio de 1% em éter de petréleo.

Apos reagio de esterificacio dos 4cidos graxos livres do éleo de Mucor
sp e olec de sardinha os ésteres butflicos resultantes da reacdo foram
separados dos dcidos graxos remanescentes nio esterificados em placas de
silica gel preparadas como descrite anteriormente usando o sistema solvente

hexano : éter etilico (90:10). A visualizagdo dos cromatogramas foi feita

aquecendo-se as placas em cAmara lodo sublimado por 45 minutos “a 110°C.
Placas preparativas de Silica gel G-60 (CCD - preparativa) foram usadas
para separacdo e extragdo dos constituintes apés as reagdes catalisadas por
lipases. A placa foi rapidamente exposta aos vapores de iodo para visualizagdo
das fragSes de lipideos. Os produtos resultantes da hidrélise e da esterificacio
foram raspados da placa, eluidos com éter etilico satarado com &gua e
metilados (item 3.2.3.5) para posterior andlise da composi¢do em acidos graxos

em cromatografia a gas de acordo com o método descrito no item 3.2.3.5.
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3.24. ESTUDO DA REACAO DE HIDROLISE

3.2.4.1. Determinagio da atividade hidrolitica das lipases

A atividade hidrolitica das enzimas foi determinada pela titulacdo
de acidos graxos liberados utilizando-se 1g de ¢6leo de oliva extra virgem, 4mL
de tampéo de valor de pH conforme especificado na tabela abaixo e 1mL de
extrato enzimatico aquoso na concentracio de 10mg/mbl. Os frascos
erlenmeyer contendo esta mistura de reagdo foram incubados a 40°C por 1
hora em banho termostatizado com agitagsio de 130 oscilagbes por minuto, A
reagdo fol paralisada pela adicao de 15mL de solugdo de etanol:acetona (1:1).
Os 4acidos graxos liberados foram titulados com KOH 005N usando
fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar Tumol de 4cido
graxo /minuto de reacdo, nas condicBes descritas. Foi usado como branco a
mistura de reagio em tempo zero. As lipases testadas nas condigdes descritas

acima estio mostradas na tabela 3.

Tabela 3 - Lipases microbianas testadas na catdlise das reactes de hidrélise e

esterificacéo.
ENZIMAS pH 6timo Sistema tampio Referéncia
Candida cylindracea (comercial) 70 Fosfato Meito Sagyo Co
Rhizoptis sp 6,0 Citrato COSTA, 1997
Geotrichum sp 70 Fosfato MACEDQO, 1995
Aspergillus sp 5,6 Acetato COSTA, 1996
Alcaligenes sp 9,0 Carbonato- NETO, 1996

Bicarbonato
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3.2.4.2, Selecdo das enzimas para a reacio de hidrélise

Para estudo da hidrélise do 6leo de Mucor sp e dleo de peixe foram
testadas as lipases isoladas no Laboratério de Bioquimica da FEA (UNICAMP)
obtidas de Rhizopus sp, Geotrichum sp, Aspergillis sp e Alcaligenes sp e a lipase
comercial de Candida cylindracea. As preparacGes de lipases foram usadas em
forma de extrato em po liofilizado da enzima bruta.

O sistema de reagfio foi preparado com 500mg de substrato (6leo de
Mucor sp ou 6leo de sardinha) e 50U de lipase suspensa em 3,5mL de tampao
nos valores de pH 6timo para cada lipase conforme descrito na tabela 3
(SHIMADA et al,, 1995). Os frascos erlenimeyer selados com parafilme e papel
aluminio contendo a mistura foram colocados em atmosfera de N e incubados
& 40°C por 2 horas com agitagao constante de 130 oscilagbes por minuto. A
reagdo foi paralisada pela adi¢do de 15mL de solugdo de etanol:acetona (1:1).
Os é4cidos graxos liberados foram titulados com KOH 005N usando
fenolftaleina como indicador. Foi usado como branco a mistura de reacio em
tempo zero.

A porcentagem de édcidos graxos livres liberados apés agio hidrolitica

foram calculados pela seguinte formula: (AOCS, 1993).

% acidos graxos livres = mlL KOH x N KOH x 0282 x 100
{expresso em &cido oleico) peso amostra (g)

A porcentagem de hidrdlise representa a porcentagem de acidos graxos

liberados apés reagéo catalisada pela lipase.
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3.2.4.3. Estudo das condigdes ideais da reacdo de hidrélise

Para otimizar as condigdes de reagdo, foram analisados o tempo, a
temperatura e a concentragdo de enzima sobre a atividade hidrolitica das
enzimas microbianas. Através da andlise dos resultados obtidos, as condicBes

ideais para cada enzima foram utilizadas para a reacao hidrolitica.
3.2.4.3.1. Influéncia do tempo de reacdo na hidrolise

Para estudar a influéncia do tempo de reacdio na hidrélise do 6leo de
Mucor sp e 6leo de peixe por lipases microbianas, o sistema contendo a mistura
para a reagdo hidrolitica foi incubado & 40°C por 2, 4, 8, 16, 24 e 48 horas com
agitagdo constante de 130 oscilagdes por minuto conforme descrito no item
3.2.4.2. Apds paralisacio dél reagdo com a solugio de etanoliacetona (1:1), os

acidos graxos liberados foram titulados e calculados conforme descrito no item
3.24.2.

3.2.4.3.2. Influéncia da temperatura de reacio na hidrélise

Para estudar a influéncia da temperatura de reagéio na hidrélise do 6leo
de Mucor sp e 6leo de peixe o sistema contendo a mistura para a reacdo
hidrolitica foi incubado as temperaturas de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60°C
por 2 horas com agitagdo constante de 130 oscilagfes por minuto conforme
descrito no item 3.2.42. Ap6s paralisacdo da reacdo com a solugdo de
etanol:acetona (1:1), os acidos graxos liberados foram titulados ¢ calculados

conforme descrito no item 3.2.4.2.
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3.2.4.3.3. Influéncia da concentracdo de enzima na reacdo de hidrolise

Para estudar a influéncia da concentracdo de enzima na hidrélise do 6leo
de Mucor sp e 6leo de peixe o sistema de reacfio fol preparado conforme
descrito no item 3.2.4.2, variando a concentracdoe da enzima de 25, 50, 75, 90,
120 e 130U. O sistema foi incubado a temperatura de 40°C por 2 horas com
agitacdo constante de 130 oscilagbes por minuto. Apdés paralisacdo da reacio
com a solugdo de etanolacetona (1:1), os acidos graxos liberados foram

titulados e calculados conforme descrito no item 3.2.4.2,

3.2.4.4. Anilise dos produtos apés reagio hidrolitica

A hidrélise foi realizada conforme os resultados obtidos no estudo das
condigdes ideais de reaglio descritos anteriormente. A reacdo foi paralisada
pela imersdo do frasco com o sistema de reagdo & um banho de dgua a 100°C
por 10 minutos. Apos a inativagdo enzimatica, a mistura foi centrifugada e a
fase oleosa contendo as fracSes de acilglicerdis e acidos graxos livres foram
quantificadas por CCD-DIC (item 3.2.3.7.), separadas CCD - preparativa (item
3.23.9.) e analisados quanto a composicac em 4cidos graxos por CG (item
3.23.5).

A porcentagem de dcidos graxos livres liberados apés a agéo hidrolitica

foram calculados conforme descrito no item 3.2.4.2.
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3.2.5. ESTUDO DA REACAO DE ESTERIFICACAO

Para estudo da esterificacio dos AGPI obtidos de 6leo de Mucor sp e
6lec de peixe (item 3.2.3.3) com alcotis foram testadas as lipases obtidas no
laboratério de Rhizepus sp, Geotrichum sp, Aspergillus sp e Alcaligenes sp e a

lipase comercial de Candida cylindracen.

3.2.5.1. Reagdo de esterificagdo com o butanol catalisada por lipases

microbianas

O sistema para a reacdo de esterificaciio foi preparado com 250 mM de
acidos graxos livres dissolvidos em 1mL de hexano, 500mM de butanol e 10%
(p/p substrato) da lipase bruta liofilizada (MUKHERJEE & KIEWITT, 1991),
Os frascos erlenmeyer selados contendo a mistura foram colocados em
atmosfera de Ny e incubados em & 30°C por varios periodos de tempo (2, 8, 16,
20 e 40 horas) com agitagdo constante de 130 oscilagdes por minuto. A reacéo
foi paralisada pela imersfio do frasco & um banho de agua & 100°C por 10 min,
Apbs a inativacdo enzimdtica, a mistura foi centrifugada e a fase oleosa
contendo o0s ésteres butilicos e 4cidos graxos n#o-esterificados foram
separados por CCD - preparativa (item 3.23.9.) e analisados gquanto a
composicdo em acidos graxos por CG (item 3.2.3.5.).

O mesmo procedimento descrito acima foi usado para determinar a %
de esterificacdo. Apds paralizagio da reagio, os dcidos graxos ndo esterificados
foram titulados com KOH 0,05N usando fenolftaleina como indicador. A % de
esterificagdo foi determinada com base no célculo do teor de dcidos graxos que
permaneceram livres ap6s esterificacéio, a partir das equacdes:

% &cidos graxos residuais = mb KOH x N KOH x 0,282 x 100
(expresso em &cido oleico} peso amostra {mg)

% Esterificacio = % Acidos graxos residuais - 100%



3.2.5.2. Reacio de esterificagdio com o glicerol catalisada por lipases

microbianas

O sistema para a reagdo de esterificaciio foi preparado com 0dg de
acidos graxos livres (1,2 mmol} obtidos do 6leo de Mucor sp e 6leo de sardinha,
2g de glicerol (20mmol), 150ul de dgua, 3mL de hexano e 5.000U de lipase
bruta liofilizada (LI ZU YI & WARD, 1993). Os frascos erlenmeyer selados com
parafilme e papel aluminio contendo a mistura foram colocados em atmosfera
de Nae incubados & 30°C por vérios perfodos de tempo (2, 8, 16, 20 e 40 horas)
com agitagdo constante de 130 oscilaces por minuto.

Apos vérios periodos de incubagdo, 0,5 mlL da mistura de reacho foi
recolhida e os acilgliceréis formados e acidos graxos ndo esterificados foram
quantificadas por CCD-DIC (item 3.2.3.7), separadas por CCD - preparativa
(item 3.2.3.9) e analisados quanto a composi¢do em acidos graxos por CG (item
3.2.3.5.).

O mesmo procedimento descrito acima foi utilizado para determinar a
porcentagem de esterificagio. Apods a paralisac@o da reagfio com a adigdo de
Sml. de solugdo de etanolacetona (1:1), os dcidos graxos ndo esterificados
foram titulados com KOH 0,05N usando fenolftaleina como indicador. A % de
esterificacao foi determinada com base no célculo do teor de acidos graxos que

permaneceram livres ap0s esteriticac@io, a partir das equacoes:

% acidos graxos residuais = ml KOH x N KOH x 0282 x 100
(expresso em acido oleico) peso amostra (mg)

% Esterificacio = % Acidos graxos residuais - 100%
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3.2.5.3. Estudo das condigbes ideais da reagiio de esterificacio

3.2.5.3.1. Influéncia do tipo de solvente organico na reacio de sintese de

acilglicerdis

Para o estudo da influéncia do tipo de solvente orgénico no grau de
esterificacdo enzimatica foi adicionada ao sistema de reagdo preparado com
U/4g de acidos graxos livres, 2g de glicerol, 150ul de 4gua, 5000U de lipase e
3ml. dos seguintes solventes: hexano, heptano, isoctano , benzeno ou acetona.

Os frascos erlenmeyer contendo a mistura foram colocados em
atmosfera de Na e incubados a 30°C por 20 horas com agitacao constante de
130 oscilagdes por minuto. A porcentagem de esférificagéc) foi calculada

conforme descrito no item 3.2.5.2.

3.2.5.3.2. Influéncia da relagio molar de acidos graxos livres e glicerol na

sintese de acilglicerdis

Para o estudo da influéncia da relagdo molar de 4cidos graxos livres e
glicerol no grau de esterificagdio enzimatica foram pesados em frascos
erlenmeyer quantidades varidveis de glicercl (0,5, 1,0, 2,0, 30, 4.0 e 5,0g),
mantendo os demais componentes do sistema em quantidades fixas.

Os frascos erlenmeyer contendo a mistura foram colocados em
atmosfera de Nz e incubados & 30°C por 20 horas com agitacdo constante de
130 oscilagGes por minuto. A porcentagem de esterificacdo foi calculada

conforme descrito nio item 3.2.5.2.
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3.2.5.3.3. Influéncia da temperatura na sintese de acilgliceréis

Para o estudo da influéncia da temperatura no grau de esterificacfio
enzimatica o sistema de reagio preparado com 0,4g de 4cidos graxos livres, 2g
de glicerol, 150ul de dgua, 3mL de hexano e 5000U de lipase foi incubado as
temperaturas de 20, 30, 40, 50 e 60°C por 20 horas com agitacdo constante de
130 oscilagBes por minuto. A porcentagem de esterificacio foi calculada

conforme descrito no item 3.2.5.2.

3.2.5.4. Andlise dos produtos apos reacio de esterificacio

O sistema de reagdo e as condigbes 6timas para a esterificacdo dos
acidos graxos livres com glicerol foram estabelecidos de acordo com os
resultados obtidos nas andlises descritas anteriormente. A reagéio foi paralisada
pela imersdo do frasco com o sistema de reagdo 4 um banho de dgua a 100°C
por 10 minutos. ApGs a inativacdo enzimatica, a mistura foi centrifugada e a
fase olecsa contendo as fragSes de acilglicerdis e acidos graxos livres foram
quantificadas por CCD-DIC (item 3.23.7)), separadas por CCD - preparativa
(item 3.2.3.9.) e analisados quanto a composiciio em acidos graxos por CG

(item 3.2.3.5.).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OLEOS UTILIZADOS COMO MATERIA-PRIMA
4.1.1. Caracteristicas quimicas dos 6leos usados como matéria-prima

A tabela 4 mostra as caracteristicas quimicas dos 6leos usados como
matéria-prima para a atuagdo de lipases microbianas. As analises foram

realizadas de acordo com o descrito nos itens 3.2.3.1. e 3.2.3.2.

As caracteristicas quimicas do 6leo de sardinha encontram-se dentro da
taixa de valores relatados na literatura (POCKLINGTON, 1990). O resultado
da determinagéio do indice de iodo do 6leo de sardirtha é ligeiramente menor
que a média expressa por BADOLATO ef al. (1991) apés a andlise de oito
amostras de o6leos de sardinha (Sardinelln brasiliensis) brasileira {170,2¢
lodo/100g 6leo). Este 6lec contém em sua composigao lipidica 72,4% de 4cidos
graxos totais, em conirapartida, o 6leo de Mucor Sp apresentou uma

porcentagem inferior de 49,8%.

As matérias insaponificdveis incluem as substéncias dissolvidas nos
6leos e gorduras, as quais nfo se saponificam com 4lcalis, mas sfo soliveis em
solventes orgénicos. Estio incluidos alcoois alifticos, esterdis, pigmentos,
vitaminas lipossolaveis e hidrocarbonetos diversos encontrados em fungos
(LOSEL et al., 1988). A porcentagem de matéria insaponificdvel determinada
no ¢leo de Mucor sp foi de 7,2% enquanto que no 6leo de sardinha foi de 3,7%.

O indice de saponificagio do éleo de Mucor sp, 196,3 mg de KOH/g de
doleo e o Indice de iodo, 113,9 g de Iodo/100g de 6leo estio proximos aos
valores citados para o 6leo de soja (ROSSEL ef al, 1967; TIMMS, 1985),
indicando que o comprimento médio e o grau de insaturagio dos acidos
graxos presentes no oOleo de fungo assemelham-se aqueles presentes na

constituicdo do dleo de soja.
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Tabela 4 - Caracteristicas quimicas dos 6leos usados como matéria-prima para

atuacdo de lipases microbianas!,

Acidos graxos livres 0,78 + 0,15 1,13+0,12
(% como écido oleico)
Indice de iodo 113,90 + 0,42 162,92 4+ 0,36
(g Iodo/100g dleo)
Indice de saponificacio 196,3 + 0,84 172,4+ 0,76
{zng KOH/ g 6leo)
Acidos graxos totais 49,8 +0,43 72,4 + 0,29
(%)
Matéria insaponificidvel 72+0.22 371017
(%)

tmédia e desvio padrio de andlise em triplicata
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4.1.2. Composigdo em dcidos graxos dos 6leos usados como matéria-prima

A composigao em dcidos graxos dos 6leos usados como matéria-prima
esto nas tabelas 5 e 6. Os cromatogramas das figuras 5 e 6 ilustram o perfil da
composicao em écidos graxos do microorganismo e do 6leo de sardinha. A

cromatografia foi realizada de acordo com o item 3.2.3.5.

O nivel de GLA (12%) obtido pela linhagem de Miucor sp usada como
substrato mostrou-se préximo ao das linhagem de Mucor ambigus 1IFO 6742
(16,0%) e Choanephora cucurbitarum IFO 5985 (15,5%) relatados por SHIN &
SHIN (1988) como microorganismos produtores de GLA. Os principais 4cidos
graxos da composicdo do 6leo de Mucor sp foram o acido palmitico, oleico,

linoléico e GLA, sendo ausente o isdmero acido a-linolénico.

Os principais 4cidos graxos do 6leo de sardinha usado como substrato
sdo representados por C16, constituindo 30% de sua composicio em relaciio
aos outros acidos graxos. As porcentagens dos AGPI foram de 13,8% de EPA e
9,2% de DHA.

BADOLATO et al. (1991) relataram valores que variaram entre 154% &
35,0 % da soma de EPA e DHA para diferentes amostras do 6leo de sardinha

brasileira (Sardinelln brasiliensis).

Nos 6leos de peixes marinhos-os 4cidos graxos C16 e C18 constituem
aproximadamente 40% da composicdo total de acidos graxos, e niveis maiores
geralmente sdo obtidos em 6leos de peixes de agua doce (ACKMAN, 1967). A
soma dos niveis de EPA e DHA em 6leo de arengue e 6leo e figado de
bacalhau relatados pelo mesmo autor foram de 113% e 255%,

respectivamente.
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Tabela 5 - Composigio em acidos graxos (%) do &leo da linhagem de Mucor sp

usado como matéria-prima.

1 C14:0 8,8
2 C16:0 20,2
3 1671 w7/ 1,0
4 18:0 7,3
5 Ci81 w9 42,6
& C18:2 b 15,9
7 C183 b 11,9
8 Outros 0,2

Tabela 6 - Composicio em acidos graxos (%) do 6leo de sardinha refinado

usado como matéria-prima.

1 | Cl40 8,2
2 C15:0 0.9
3 160 18,2
4 Cl16:1 w7 11,9
5 C18:0 4.3
6 181 % 14,1
7 C18:2 wb 0,3
8 C20:1 @9 3,3
9 CI8:3 o3 0,4

10 1C220 3,2

11 C22:1 @9 3,8

12 1 C20:4 03 1,6

13 1205 w3 13,8

14 (225 w6 1,7

15 1 C22:6 w3 g2

16 Outros 5,3
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Figura 5 - Cromatograma da composicio em dcidos graxos (%) do 6leo da linhagem de Mucor sp.

Condicdes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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4.1.3. Anélise dos acidos graxos por especirometria de massa

A comprovagio da composicdo dos &cidos graxos do élec de Mucor sp e
do 6leo de sardinha foi realizada por cromatografia gasosa-espectrometria de

massa de acordo com o método descrito no item 3.2.3.6,

As figuras 7 e 8 ilustram os espectros dos ésteres metilicos de GLA da
linhagem de Mucor sp e do éster metilico de EPA do 6leo de sardinha,
respectivamente. O pico do fon molecular e os picos obtidos da fragmentagio
ap6s o impacto eletrénico estdo de acordo com os pié{)s correspondentes

obtidos na andlise dos padrdes auténticos.

82



j41 75

l 23

] 1 1 l l } P2 150 163 o4 2 re2
;7 . 238 .
11! ! ! it i,LIlL IJELL !_Ilk_.i[ .‘!L PO5 PR { . ‘_‘1/ ' L
54 8D 1240 1850 200 245 F4: 1)
Mess/Tharge

. 4t

&7

E I 93
: 121 s50 183
P 1‘ 11 ]i!jl ¥ gl hl‘g.;‘l} .4#1 akh }{ _x,},/ . !?‘1 '2‘35 ‘2?9

v T ¥ ¥ A +
A0 g 120 164 204 240 280
Wans/Chargn

d m
F- 1 b
=3

Figura 7 - Espectro de massa do éster metilico de acido y-linolénico do éleo de
Mucor sp (A) e de seu padrdo auténtico (B).

Condigdes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3, 6.
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4.2. REACOES CATALISADAS POR LIPASES MICROBIANAS

4.2.1, Determinacgio da atividade das lipases

As atividades das enzimas nos respectivos valores de pH o&timo
determinadas nas condicdes descritas no item 3.2.4.1. estdo mostradas na

tabela 7.

A figura 9 apresenta a curva padrdo de 4cidos oleico x Volume (mL) de

KOH 0,05N utilizada para a determinagédo da atividade enzimatica.

Tabela 7 - Atividade de lipases microbianas testadas na catélise das reagGes da

hidrélise e esterificacio.

ENZIMAS ATIVIDADE (U) pH 6timo
Candida cylindracea (comercial) 85 7,0
Rhizopus sp ' 15 6,0
Geotrichum sp 12 7.0
Aspergillus sp 7,5 5,6

Alcaligenes sp 3 9,0

As lipases microbianas foram estudadas quanto a eficiéncia na catélise
das reacBes da hidrolise e esterificacdo. As reagfes foram processadas
utilizando-se a mesma quantidade de unidades de atividade enzimética

permitindo a comparagio entre as lipases microbianas na catélise das reagdes.



Volume de KOH 0,05N (ml)

0:;‘,::i'j:::‘::ii":ji:‘§:;:;_:1:;i;:;
0 4 § 12 16 20 24 28 32 36

umoles de acido oleico x 10?

Figura 9 - Curva padrao da concentracao de Acido oleico x Volume de KOH 0,05N {(mL) para determinagio da atividade
de lipase.
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4.2.2. Estudo da hidrdlise do 6leo de Mucor sp e 6leo de sardinha por lipases

microbianas

O estudo da hidrélise de 6leos por lipases microbianas fol realizado de

resultados das reacOes hidroliticas com os substratos 6leo de Mucor sp e 6leo
de sardinha. A figura 11 mostra os resultados das reagbes usando 6éleos

vegetais como substrato para efeito de comparacéo.

As lipases estudadas (Candida cylindracea, Rhizopus sp, Geotrichum sp,
Aspergillus sp e Alcaligenes sp) apresentaram diferenca sensivel na taxa da
hidrélise dos substratos 6leo de Mucor sp e dleo de sardinha. Estas enzimas
demonstraram hidrolisar mais facilmente o 6leo de Mucor sp que o 6leo de

sardinha, como se pode verificar na figura 10.

A lipase de Rhizopus sp se mostrou a mais eficiente na agfio hidrolitica
entre as lipases isoladas no Laboratério de Bioquimica. Apés 2 horas da reacdo
hidrolitica a lipase de Rhizopus sp resultou em 28,3% e 18,7% de AGL para os
substratos 6leo de Mucor sp e 6leo de sardinha respectivamente. Esta eficiéncia
se compara a taxa da hidrélise obtida pela lipase comercial de Candida

cylindracea para o 6leo de Mucor sp.

As lipases obtidas de Geotrichum sp, Aspergillus sp e Alcaligenes sp se
mostraram menos eficientes para hidrolisar os 6leo de Mucor sp e dleo de
sardinha.

A atuagiio destas enzimas na hidrélise dos ¢leos vegetais demonstra que
as lipases de Candida cylindracea, Rhizopus sp e Geotrichum sp hidrolisam
preferencialmente ésteres de 4cidos graxos de cadeia média-longa (C12 ~ C18)
presentes no 6leo de cancla, girassol, milho, soja e oliva. As lipases brutas
obtidas de Aspergillus sp e Alcaligenes sp parecem atuar mais eficientemente em

acidos graxos de cadeia curta presentes no 6leo de céco.
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A lipase comercial de Candida cylindracea, em concordéncia aos dados
relatados por LIE & LAMBERTSEN (1986) mostrou alta atividade hidrolitica
para os substratos poliinsaturados analisados (~ 30% apds 2hs de reagdo),
superando os dados obtidos com as demais enzimas testadas. Esta enzima tem
sido largamente utilizada nos estudos das rea¢des hidroliticas, promovendo a

concentracio de AGPI por rea¢bes da hidrdlise (QUINLAN & MOORE, 1993).

A maior eficiéncia das lipases testadas na hidrélise do 6leo de Mucor sp
e outros 6leos vegetais comparada ao 6leo de sardinha pode ser explicada pela

resisténcia a hidrélise enzimatica dos AGPI de cadeia longa predominantes no

6leo de sardinha (BOTTINO et al., 1967)..

A dificuldade de lipases microbianas em hidrolisar éleos de peixes foi
relatada por. SHIMADA et al. (1995a). Segundo estes autores, a porcentagem
méaxima da hidrélise do ¢leo de oliva e 6leo de atum obtida com lipase de
Geotrichum candidum (600U) foi de 89% e 31% respectivamente apés 16 horas

de reacdo.

MUKHERJEE & KIEWITT (1991), no estudo da hidrélise de 6leo obtido
de Mucor sp por lipase de Candida cylindracea obtiveram ~ 55% de &cidos
graxos liberados ap6s 8 horas da reacfo hidrolitica; em contrapartida,
HOSHINGO et al. (1990} obtiveram ~50% apés atuagdo da mesma lipase no

substrato éleo de sardirtha por 10 heras de reagéo.

SHIMADA et al. (1995b) relataram a eficiéncia na hidrélise do 6leo de
Mortierelln alpina com a lipase de Candida cylindracea visando obter acilgliceréis
enriquecidos em Aacido araquidénico. O sistema de reagdo com uma
concentrago de 90U de lipase na mistura de reagdo com 1g do odleo de
Mortierella e dgua (1:1) resultou 40% da hidrdlise apds 2 horas da reacio

hidrolitica.
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Figura 10 - Hidrélise (%) do 6leo de Mucor sp e do 6leo de sardinha catalisada por lipases microbianas ap6s 2 horas da
reacao hidrolitica “a 40°C
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4.2.2.1. Efeito do tempo de reacao na atividade hidrolitica

O efeito do tempo de reagao na atividade hidrolitica de lipases
microbianas nos 6leos de sardinha e de Mucor sp foram realizados de acordo
com as condicdes descritas no item 3.2.4.3.1. As Figuras 12 e 13 ilustram os

resultados.

A hidroélise maxima obtida com o 6leo de Mucor sp se deu pelo uso da
lipase comercial de Candida cylindracea, resultando 50% de é4cidos graxos livres
apds 8 horas de reagdo. A lipase de Rhizopus sp também se mostrou eficiente
na hidrélise deste substrato, resultando 40% apds 8 horas de agao hidrolitica
no 6leo de Mucor sp. Ap6s este tempo, os niveis mantiveram praticamente
constante, ou sofreram um pequeno decréscimo como verificado com a lipase

de Candida cylindracea e Rhizopus sp ap6s 16 horas da reagao hidrolitica.

Os dados obtidos podem ser comparados com os relatos de
MURKHERJEE & KIEWITT (1991), que obtiveram 53,6, 34,8 e 32,7% de &acidos
graxos liberados ap6s 8 horas de hidrélise do 6leo obtido do fungo Mucor sp
por lipases comerciais de Candida cylindracea, Chromobacterium viscosum e
Rhizopus arrhizus, respectivamente. Os niveis obtidos com as lipases de

Penicillium cyclopium e lipase de pancreas de porco se mostraram inferiores a

15% da hidroélise.

SYED RAHMATULLAH et al. (1994b) na hidroélise de 6leos vegetais
contendo GLA por lipase comercial de Candida cylindracea obtiveram 97% de
4cidos graxos liberados do 6leo de primula ap6s 16 horas e 84% oriundos do

6leo de borragem ap6s 5 horas da reagao hidrolitica.

A lipase de colza (Brassica napus L) também foi relatada pela eficiéncia

em hidrolisar 6leos vegetais contendo GLA (HILLS et al., 1989).

91



A hidrélise do 6leo de sardinha pelo uso da lipase comercial de Candida
cylindracea , resultou em aproximadamente 60% de &cidos graxos liberados
ap6s 16 horas da reagao hidrolitica. As lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp,
nas mesmas condigdes, apresentaram os maximos de 40% e 38% de agao
hidrolitica, respectivamente. Apé6s este tempo, a % de é&cidos graxos
hidrolisados se mantém praticamente constante. Os substratos analisados
foram fracamente hidrolisados pelas lipases de Aspergillus sp e Alcaligenes sp

(Figura 13).

O uso da lipase de Candida cylindracea tem sido relatado por varios
autores na hidrélise do 6leo de peixe visando a obtengao de acilglicer6is ricos
em AGPL TANAKA et al. (1992) obtiveram 70% da hidrélise ap6s 40 horas da
reacdo hidrolitica a 37°C em 6leo de atum. SHIMADA et al. (1994) estudando
diferentes lipases para hidrolisar 6leo de atum relataram que lipase de Candida
cylindracea isoladamente ou combinada com lipase de Geotrichum sp pode
resultar em acilgliceréis ricos em EPA e DHA apo¢s liberar cerca de 60% de

4cidos graxos em 16 horas da reagao hidrolitica.

HOSHINO et al. (1990) relataram a eficiéncia da lipase de Candida
cylindracea (lipase ndo especifica) e Aspergillus niger (lipase 1,3-especifica) para
hidrolisar 6leo de sardinha e 6leo de figado de bacalhau. Os autores obtiveram
80% da hidrélise ap6s 30 horas da reagado hidrolitica para ambas as lipases,
quando a reagdo foi realizada com 10U de enzima & temperatura de 20°C. Os
autores relataram que ndo existe nenhuma relagdo entre a especificidade

posicional das lipases testadas e sua facilidade de hidrolisar os 6leos de peixe.

Os posteriores estudos foram realizados com a lipase comercial de
Candida cylindracen comparando os dados com as lipases de Rhizopus sp e
Geotrichum sp, as quais apresentaram maior taxa de atividade hidrolitica para

ambos os substratos analisados.
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Figura 12 - Efeito do tempo de reacdo na hidrélise (%) do 6leo de Mucor sp

catalisada por lipases microbianas.
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Figura 13 - Efeito do tempo de reacao na hidrélise (%) do 6leo de sardinha

catalisada por lipases microbianas.
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4.2.2.2. Efeito da temperatura na atividade hidrolitica

O efeito da temperatura de reagdo na atividade hidrolitica de lipases
microbianas nos 6leos de sardinha e de Mucor sp foram realizados de acordo
com as condicdes descritas no item 3.2.4.3.2.

As figuras 14 e 15 ilustram os resultados obtidos.

O efeito da temperatura na agédo hidrolitica das lipases de Candida
cylindracea, Rhizopus sp e Geotrichum sp se mostrou similar para ambos os
substratos analisados. A temperatura 6tima das enzimas foi verificado ser de
35 a 40°C para as lipases de Candida cylindracea e Rhizopus sp e entre 40 e 45°C
para a lipase de Geotrichum sp. O uso de temperaturas acima dos valores
6timos determinados causaram a redugdo significativa na porcentagem da
hidrélise do 6leo de Mucor sp e 6leo de sardinha, provavelmente devido a
inativacdo térmica destas enzimas. Em contrapartida, o uso temperaturas
menores (20 & 35°C) ndo resultaram alteragdes significativas na porcentagem

da hidrélise destes substratos.

A lipase de Candida cylindracea mostrou a mais estavel frente as
temperaturas testadas, resultando variagdes insignificantes na porcentagem da

hidrélise quando usadas as temperaturas de 20, 30 ou 40°C.

Os dados obtidos estdo de acordo com os resultados relatados por
COSTA (1997) no estudo da lipase obtida de Rhizopus sp e por MACEDO
(1995) no estudo da lipase obtida de Geotrichum sp.

JENSEN et al. (1974) reportam que a temperatura 6tima para agao da

lipase de Geotrichum candidum esta entre 30 e 40°C.
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Os dados da literatura quanto a temperatura usada para a reagao
hidrolitica catalisada por diferentes lipases microbianas tem demonstrado ser
bastante variaveis. TANAKA et al. (1992) demonstraram estar preocupados em
utilizar a temperatura 6tima para a agao lipolitica da enzima de Candida
cylindracea no 6leo de peixe (37°C). MUKHERJEE & KIEWITT (1991) utilizaram
a temperatura de 40°C para a hidrélise do 6leo de fungo por diferentes lipases

microbianas.

Em contrapartida, HOSHINO et al. (1990) realizaram os experimentos na
temperatura de 20°C com o intuito de minimizar a possibilidade de acil
migragdo nao enzimaética e de oxidagéo dos AGPI. Segundo os autores, 0 uso
de temperaturas mais elevadas (30 e 40°C) resultaram a obtencao de 1,3-DAG e
1,2-DAG resultantes da migracao de 4cidos graxos nas posigdes do glicerol e

também causaram inativagao da lipase de Aspergillus niger.
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sardinha catalisada por lipases microbianas.
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4.2.2.3. Efeito da concentracio de enzima na atividade hidrolitica

A influéncia da concentragao das enzimas lipase de Candida cylindracea,
lipase de Rhizopus sp e lipase de Geotrichum sp foi testada para os substratos
conforme descrito no item 3.2.4.3.3. Os resultados estdo demonstrados nas

figuras 16 e 17.

A lipase de Candida cylindracea e de Rhizopus sp resultaram o méximo de
acdo hidrolitica utilizando a concentragdo de 90U no sistema de reagdo para o
6leo de Muucor sp e para o 6leo de sardinha. Concentragdes maiores de enzima
ndo causaram aumento significativo. Para a lipase de Geofrichum sp a
porcentagem da hidrélise maxima foi obtida com o uso de 120U da enzima,
para ambos os substratos analisados, apés o tempo de duas horas da reagao

hidrolitica.

Os valores de porcentagens da hidrélise ndo foram proporcionais a
concentracio de enzima usada, demonstrando aumentar seus niveis até a
concentracdo de 90U para as lipases de Candida cylindracea e Rhizopus sp e até
120U para a lipase de Geotrichum sp, a partir dos quais os valores se

mantiveram praticamente constantes.

HOSHINO et al., (1990) testaram o efeito da concentragdo de lipase de
Candida cylindracea e Aspergillus niger na hidrélise do 6leo de figado de
bacalhau. A concentracio de 10U de enzima/6mlL de solucdo enzimatica
resultou 100% da hidrélise apés 60 horas de reagao. A completa hidrolise do
6leo somente foi obtida apés 100 horas da reagao hidrolitica quando a
concentracdo usada foi inferior & 5U de enzima/6mL de solugao enzimatica

para as duas lipases testadas.
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A hidrélise maxima obtida com o 6leo de Mucor sp pelo uso da lipase
comercial de Candida cylindracea (~ 50%) e lipase de Rhizopus sp (~ 40%) ap06s 2
horas da reacdo hidrolitica, usando 90U de enzima se mostrou similar a
porcentagem obtida com a mesma enzima durante 8 horas da reagdo
hidrolitica, utilizando a concentragdo de enzima de 50U. A lipase de
Geotrichum sp resultou aproximadamente 30% da hidrolise apés 2 horas da
reacao hidrolitica usando 120U de enzima ou por 8 horas da reagao hidrolitica,

usando 50U de enzima.

As lipases mantiveram o comportamento bastante parecido na hidroélise
do 6leo de sardinha, entretanto observou-se que o méximo da hidroélise
quando as lipases atuam neste substrato foi obtido com o tempo de reagao
maior quando comparado ao éleo de Mucor sp.

A lipase obtida de Candida cylindracea ap6s 2 horas da reagao hidrolitica,
com 90U de enzima ou ap6s 16 horas, utilizando 50U de enzima, resultaram o
méximo de 60% da hidrélise do 6leo de sardinha. Com a lipase de Rhizopus sp,
nas mesmas condi¢des descritas acima a % da hidroélise obtida foi de 40%. A
lipase de Geotrichum sp resultou 35% da hidrélise apés 2 horas da reagdo
hidrolitica usando 120U de enzima ou por 16 horas da reagao hidrolitica,

usando 50U de enzima.

Em vista destes resultados obtidos, o nimero de unidade das enzimas
usadas para a reagao de hidrélise em ambos os substratos permaneceu 50U nos
experimentos seguintes, usando o tempo de 8 horas para o 6leo de Mucor sp e

16 horas para o 6leo de sardinha.
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Figura 16 - Efeito da concentracao de enzima na hidrélise (%) do 6leo de

Mucor sp catalisada por lipases microbianas.

100

8]0 | e e e R e s L S = ESPIIR G
~ b
% T S G s i e e i
2
5
E 40 F----------- O s S P

20 f-----mmm= M e ittty

0

0 20 40 60 80 100 120

Concentragio de enzima (U)

Lipases
--Rhizopus sp “¢-Geotrichum sp -#-Candida comercial
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sardinha catalisada por lipases microbianas.

99



4.2.2.4. Analise dos produtos ap6s a reagiao hidrolitica catalisada por lipases

microbianas

A hidrolise do 6leo de Mucor sp foi realizada com o sistema de reagao
contendo 500mg do 6leo, 50U de enzima suspensa em 3,5 mL de tampao nos
valores de pH 6timo para cada lipase, incubado por um periodo de 8 horas, a
temperatura de 35°C para as lipases de Candida cylindracea e Rhizopus e 40°C

para a lipase de Geotrichum sp.

A hidrélise do 6leo de sardinha foi realizada nas mesmas condigdes
descritas para o 6leo de Mucor sp, entretanto com o tempo de 16 horas da

reacao hidrolitica.

As fracdes de acilglicerol e 4cidos graxos livres obtidas apés hidrolise
foram separadas conforme procedimento descrito no item 3.2.3.8. e analisadas

quanto a composigdo em acidos graxos por CG como descrito no item 3.2.3.5.

A tabela 8 permite a comparagao dos resultados da hidrélise do 6leo de
Mucor sp por lipases de Candida cylindracea, Rhizopus sp e lipase de Geotrichum

sp ap6s 8 horas da reagao hidrolitica.

Embora a porcentagem da hidrélise do 6leo de Mucor sp por lipase de
Rhizopus sp (42,6%) tenha sido menor que a hidrélise com Candida cilyndracea
(48,5%), o nivel de enriquecimen'to_de GLA se mostrou superior quando
utilizado a lipase de Rhizopus sp. A porcentagem de GLA na fragao acilglicerol
ap6s 8 horas de hidrélise com esta lipase (18,4%) teve um acréscimo de 55%

comparada ao nivel encontrado antes da hidrélise (11,9%).

A lipase de Candida cylindracea, relatada quanto a sua alta atividade
hidrolitica e acdo inespecifica (LI & LAMBERTSEN, 1986), e a lipase de
Rhizopus sp capaz de hidrolisar a ligagdo éster na posicdo 1 e 3 do acilglicerol

(OKUMURA et al., 1981) causaram aumento nos niveis de &cido linoléico e
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GLA na fragao acilglicerol ap6s a hidroélise do 6leo de Mucor sp. Os acidos
palmitico e esteérico foram preferencialmente hidrolisados por estas enzimas,
o que pode ser verificado pelo aumento de suas concentragdes na fragao dos
4cidos graxos liberados apds a reagao hidrolitica. Em contrapartida, lipase de

Geotrichum sp ndo resultou em aumento nos niveis de GLA nos acilglicerdis.

LAWSON & HUGHES (1988) analisaram a composicdo em é&cidos
graxos na posigao sn-2 do 6leo de Mucor sp. Os 4cidos oleico, linoléico e GLA
foram encontrados preferencialmente na posicdo 2, enquanto os &cido

palmitico e estearico na posigao 1 (3) do 6leo analisado.

A lipase de Geotrichum candidum demonstrou claramente a sua
preferéncia na hidrélise dos é4cidos oleico e linoléico, confirmando estudos
anteriores, os quais tem demonstrado a especificidade desta enzima em
hidrolisar 4cidos graxos de cadeia longa com dupla ligagéo cis na posigao 9,
independente de sua posigao no TAG (ALFORD & PIERCE, 1961). Os niveis
encontrados para os 4cidos oleico e linoléico corresponderém a 80% dos acidos

hidrolisados por esta lipase no 6leo de Mucor sp.

Alguns relatos recentes tem demonstrado que diferentes formas de
lipases isoladas de Geotrichunt candidum podem ter especificidade em relagdo a
posicdo do 4cido graxo no TAG. O pioneiro neste estudo foi SUGTHARA et al.
(1990) que isolaram 4 formas de lipase, demonstrando que a quarta fragao (IV)
isolada de Geotrichum candidum hidrolisa a posigao 2 do TAG duas vezes mais
rapido qua as demais posi¢des. ASAHARA et al. (1993) isolaram 2 tipos de
lipases de Geotrichum sp com especificidade posicional oposta. A lipase A
hidrolisou ligagdo éster na posigao 1 e 3, enquanto a lipase C mostrou
hidrolisar mais rapidamente a posigdo 2 do substrato trioleina. A lipase B,
provavelmente uma mistura das fra¢des A e C foi capaz de hidrolisar todas as

ligagoes ésteres do TAG.
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A figura 18 ilustra a cromatografia em camada delgada dos produtos da
hidrélise do 6leo de Mucor sp apds 2 e 8 horas da reagao hidrolitica por agao
das lipases microbianas, indicando que ap6s a hidrélise por estas enzimas ha a
presenga de dois tipos de DAG (1,3-DAG e 1,2 (2,3)-DAG) e a presenca de
MAG. Niveis maiores dos acilgliceréis obtidos apés hidroélise do substrato com
lipase de Candida cylindracea podem ser visualizados na figura, indicando sua

alta capacidade hidrolitica.
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Tabela 8 - Composigao em 4cidos graxos (%) das fragdes acilglicerol e 4cidos graxos liberados ap6s 8 horas de hidrélise

do 6leo de Mucor sp catalisada por lipases de Candida cylindracea, Rhizopus sp e Geotrichum sp.

Lipases | Componentes| % Composi¢io em acidos graxos (%) Enriquecimento
de GLA

Sem hidrolise | Adilghicerol | 100 | 09 202 1,0 | 73 | 426 | 159 | 11,9 1,00

Rhizopus sp | Acilglicerol 574| 07 [178]| 1,2 | 51 | 362|202 | 184 1,50
Acidos graxos | 426 | 3,1 |[336]| 45 | 10,0 | 352|106 | 3,0

C cylindracea | Acilglicerol 525 1,2 160 1,3 | 40 | 450 | 17,7 | 148 1,24
Acidos graxos | 475 | 14 |291| 1,4 | 10,9 | 384 | 140 | 45
Geotrichum sp | Acilglicerol 704 7,3 |288] 08 |203 1195|119 | 114
Acidos graxos | 296 | 02 | 96 | 30 | 45 | 535|242 | 50

Condicdes da reacdo de hidrélise descritas no texto. CondigSes cromatogréficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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PADROES:, AMOSTRAS:

1 - Trioleina 5- 2hs reacao lipase de Geotrichum sp
2 - 1,3 - Dioleinae 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 8hs reacdo lipase de Geotrichum sp
3 - Monoleina 7 - 2hs reagao lipase de Rhizopus sp
4 - Acido oleico livre 8 - 8hs reacao lipase de Rhizopus sp

9 - 2hs reacao lipase de C. cylindracea
10 - 8hs reagao lipase de C. cylindracen

Figura 18 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da hidrélise do 6leo de Mucor sp por acao de lipases

microbianas. Condicdes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 9.
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A tabela 9 permite a comparagdo dos resultados apo6s a hidrolise do 6leo
de sardinha por lipases de Candida cylindracea, Rhizopus sp e lipase de

Geotrichum sp ap6s 16 horas da reagao hidrolitica.

A lipase de Candida cylindracea demonstrou alta eficiéncia na hidroélise
dos acidos graxos do 6leo de sardinha, resultando 60% de &cidos graxos
liberados ap6s 16 horas da reagao hidrolitica. No entanto a atividade em
relagdo aos AGPI foi menor que em relagao aos outros 4cidos, uma vez que
estes foram menos hidrolisados. Na fragao acilglicerol restante o nivel de DHA
foi duplicado ap6s 16 horas da reagéo hidrolitica, enquanto que o nivel de EPA
mostrou um acréscimo de 35% em relagao a quantidade presente antes da

hidrdlise.

Os dados obtidos com a lipase de Candida cylindracea mostram
resultados surpreendentes, uma vez que esta lipase se mostrou mais eficiente
que a lipase de Rhizopus sp. A hidrélise do éleo de sardinha com a lipase 1,3-
especifica de Rhizopus sp deveria resultar acilgliceréis (2-MAG ou 1,2 (2,3)-
DAG) com niveis maiores de AGPI do que a lipase inespecifica de Candida
cylindracea , visto que os AGPI 03 estdo preferencialmente presentes na posigao

2 do TAG de 6leos de peixe (BROCKEFORDHOFF et al. 1969).

Alguns autores relataram a resisténcia a hidrélise demonstrada pelo
DHA presente em o6leos de pei‘xe_s ap6s atuagao de lipase de Candida
cylindracea. O mecanismo da hidrélise do éleo de peixe pela lipase Candida
cylindracea parece envolver uma especificidade em relagao a cadeia acil do

DHA ainda ndo bem elucidada (TANAKA et al., 1993).

A lipase de Geotrichum candidum nao foi eficiente para enriquecer AGPI
no 6leo de sardinha, embora tenha demonstrado a sua preferéncia na hidrélise

dos acidos monoinsaturados com dupla ligagao cis na posicao 9 (16:1 e 18:1).
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A comparagao realizada por TANAKA et al. (1993) entre diferentes
lipases inespecificas posicionalmente (Candida cylindracea, Pseudomonas sp,
Chromobacterium viscosum) com lipases especifica para as posigoes 1,3
(Aspergillus niger, Rhizopus delemar) demonstraram que a lipase de Candida
cylindracea foi a mais eficiente para concentrar DHA. O uso desta lipase
possibilitou 70% da hidrélise em éleo de atum e a obtengao de um mistura de

acilglicer6is com o contetido trés vezes maior de DHA.

BOTTINO et al. (1967) encontraram como principais componentes dos
acilgliceréis do 6leo de baleia os AGPI 20:5 e 22:6 ap6s a hidrélise do 6leo por
lipase pancreatica. A resisténcia dos AGPI a hidrélise foi postulada como um
efeito inibitério da enzima exercida por é4cidos graxos contendo duplas

ligagGes préximas ao grupo carboxilico.

Lipase de Fusarium oxysporum também demonstrou um comportamento
similar ao da lipase de Candida cylindracea. O contetido total de AGPI ©3
relatado pelos autores foi de 30% nos 6leos de sardinha e dleo de figado de

bacalhau (HOSHINO, 1991).

A figura 19 ilustra a cromatografia em camada delgada dos produtos da
hidrélise do 6leo sardinha por lipases microbianas, indicando que apés a
hidrélise por estas enzimas ha a presenga de dois tipos de DAG (1,3-DAG e
1,2 (2,3)-DAG) e pequenas quantidédés de MAG.
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Tabela 9 - Composicdo em acidos graxos (%) das fracdes acilglicerol e acidos graxos liberados ap6s 16 horas de hidrélise

do 6leo de sardinha catalisada por lipases de Candida cylindracea, Rhizopus sp e Geotrichum sp.

Lipases | Componentes | % Composi¢do em acidos graxos (%) Enriquecimento
Som Tidrolse | Acighicersl [ 100 [9,0 202|133 |47 [157 |37 |36 |43 |153[102| 100 | 1,00
Rhizopus sp | Acilglicerol 5921 79 [190] 85 | 50 [139| 30| 40|35 [185]|165| 1,20 1,62
Acidos graxos 40,8 129238165 6,0 |189| 06 | 3,9 |34 |98 |41

C cylindracea | Acilglicerol 40,0| 76 [185] 66 | 44 |97 |26 |27 [46 [207]|225| 1,35 2,20
Acidos graxos |60,0]129]230(183] 68 21,9 33 | 39 |31 |40 |28

Geotrichum sp Acilglicerol 6201281281162 |71 1|87 |23]|32|28 |147 13,9 1,36
Acidos graxos |38,0] 6,1 [155[23,6| 3,0 [286]31 | 19 |17 [91 |73

Condicoes da reacao de hidrélise descritas no texto. CondigSes cromatogréficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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PADROES: AMOSTRAS:

1 - Trioleina 5- 2hs reacao lipase de Geotrichum sp
2- 1,3 - Dioleinae 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 16hs reacao lipase de Geotrichum sp
3 - Monoleina 7 - 2hs reacao lipase de Rhizopus sp
4 - Acido oleico livre 8 - 16hs reagao lipase de Rhizopus sp

9- 2hs reacao lipase de C. cylindracea
10 - 16hs reacao lipase de C. cylindracea

Figura 19 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da hidrélise do 6leo de sardinha por acao de lipases

microbianas. Condi¢des cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 9.
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4.2.2.5. Hlidrolise do 6leo de Mucor sp por lipase de Rhizopus sp

A lipase de Rhizopus sp foi selecionada para o estudo da hidrélise do
6leo de Mucor sp por demonstrar resultados mais promissores visando a

concentragdo de GLA no acilglicerdis.

Os produtos da hidrélise foram quantificados por Iatroscan CCD- DIC
conforme descrito no item 3.2.3.7. e analisadas quanto a composicio em acidos

graxos por CG conforme descrito no item 3.2.3.5.

A tabela 10 apresenta os resultados da hidrolise do 6leo de Mucor sp por
lipase de Rhizopus sp em diferentes tempos de reacfio. Os niveis de GLA nos
acilglicer6is aumentaram até se obter o mdximo com 8 horas da reacdo
hidrolitica (18,3%). Apos este periodo, os niveis sio reduzidos & 15,2% de GLA

com 24 horas da reaciio hidrolitica.

A figura 20 ilustra as variagSes dos niveis dos principais 4cidos graxos
da composigéo do 6leo de Mucor sp da fragdo acilglicerol em fungéo do tempo
da reagdo hidrolitica. Verificou-se um aumento significativo nos niveis dos
acidos linoléico e GLA e redugdo dos é4cidos palmitico e oleico na fracio
acilglicerol, os quais foram preferencialmente hidrolisados apés 8 horas de
reagfo. Entretanto, estes dcidos tiveram seus niveis novamente aumentados
apds 16 horas da reacdio hidrolitica. Isto provavelmente ocorra devido a
possivel agdo de esterificacdo quando a reacdo de hidrélise enzimatica se

estende por longos periodos de tempo (BROCKMAN et al. 1988).

MURKHERJEE & KIEWITT (1991) testaram varias llipases microbianas
para hidrolisar 6leo de Mucor sp contendo 104% de GLA. A lipase de Mucor
michei fol a mals eficiente na hidrolise do 6leo apés 12 horas de reacdo,
resultando em 22,3% de 4cidos graxos liberados e 154% de GLA nos

acilglicerdis.
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A taxa da hidrolise de 6leos vegetais contendo GLA (6leo de borragem
ou 6leo de primula) por lipases microbianas tem demonstrado ser maior que
os valores obtidos para os 6leos de microrganismos ou 6leos de origem
marinha. Oleo de primula com contetado inicial de 9,4% de GLA resultou em
45,2% de GLA nos acilglicer6is ap6s 2 horas da reacao hidrolitica com lipase de
Candida cylindracea. A mesma enzima no 6leo de borragem aumentou a

porcentagem de GLA de 204 para 47,8% em relagdo aos acidos graxos totais

apés 5 horas da reagéo hidrolitica (SYED RAHMATULLAH et al., 1994),

A figura 21 ilustra a cromatografia em camada delgada dos produtos da
hidrélise do éleoc de Mucor sp apés a acéo da lipase de Rhizopus sp em funcio
do tempo de reagiio. A produgdo de Acidos graxos livres aumenta
progresssivamente com o decorrer da hidrélise. Quando TAG séo hidrolisados
por lipases, h& um acamulo inicial de DAG, subsequentemente MAG sdo
formados, sendo estas reagdes reversiveis. A presenga de 1,3-DAG, sugerindo
uma possivel hidrolise enzimética na posigdo 2 pode ter sido devido a

migragio do grupo 2 para a posicéo 1 ou 3 do acilglicerol.
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Tabela 10 - Composicdo em acidos graxos (%) das fracbes acilglicerol e dcidos graxos liberados apés a hidrélise do é6leo de
Mucor sp catalisada por lipase de Rhizopus sp.

0| Acilglicerol 100 2,6] 159 | 119 1,00
2 | Acilglicerol 71,7 1 09 [1631 101} 71 [409] 198 | 139 1,17
Acidos graxos 283 | 06 |378]07 1101 [324] 139 | 44
4 Acilglicerol of),0 09 11691 1,21 72 13621 229 | 14,6 1,23
Acidos graxos 400 | 31 1361141 99 [346) 98 | 48
B Acilglicerol 574 6,7 {1781 L2 1 51 136,21} 20,7 | 183 1,53
Acidos graxos 426 1 31 (336145100 (252 106 | 3,0
16 | Acilglicerol 560 | 16 11921151 41 {372] 203 | 16,1 1,35
Acidos graxos 4401 34 [360]33 126 [239] 160 | 48
24 Acilglicerol 61,8 06 11871101 46 (405} 193 ] 152 1,27
Acidos graxos 382 | 48 1303120151 {283} 143 | 52
Condigbes da reagio de hidrolise descritas no texto, Condighes cromatogréficas descritas no iem 3. 2. 3, 5.
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Figura 20 - Variagdo dos niveis dos principais acidos graxos da fracao acilglicerol do 6leo de Mucor sp em fungéo do
tempo da reagao hidrolitica catalisada por lipase de Rhizopus sp.

Condicdes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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PADROES: AMOSTRAS:
1 - Trioleina 5 - Tempo zero de reagao
2 - 1,3 - Dioleina e 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 30 minutos de reagao
3 - Monoleina 7 - 1 hora de reagao
4 - Acido oleico livre 8 - 2 horas de reacao

9 - 4 horas de reacao
10 - 8 horas de reacao

Figura 21 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da hidrélise do 6leo de Mucor sp por acao de lipase de

Rhizopus sp. Condigoes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 9.
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A composicao em 4cidos graxos das fragdes de acilglicerdis e acidos
graxos liberados ap6s 8 horas de hidrélise do 6leo de Mucor sp por lipase de

Rhizopus sp estdao demonstrados na tabela 11.

Uma série de reacdes transformaram os TAG do éleo de Mucor sp em
DAG e estes para MAG. Os TAG, DAG 1,2 (23) e 1,3 e os MAG foram
separados em placas preparativas de CCD para entdo serem analisados por

CG quanto a composigao em acidos graxos.

A acdo hidrolitica da lipase de Rhizopus sp resultou DAG (10,2%) e
quantidades significativas de MAG (12,7%). O GLA foi encontrado como um
dos principais componentes das fragdes 1,2 (2,3) -DAG (20,4%) e MAG (18,1%).
A presenga de 12,7% de MAG, encontrados no sistema de reacdo, claramente
indicam que as lipases de Rhizopus sp ¢é especifica para a posigao primaria da

hidroxila do substrato analisado.

A hidroélise do 6leo de primula por lipase de colza (Brassica napus L.)
resultou 45% de GLA nos MAG, 28% nos DAG, 15% nos TAG e somente 6% de
GLA nos acidos graxos liberados ap6s 1 horas de reagéo. O contetido de GLA
aumentou de 9,5% antes da hidrélise para 28% apés 1 hora da hidrolise,
resultando 2.9 vezes o enriquecimento de GLA nos acilglicerdis do 6leo vegetal

(HILLS et al., 1989).

OKUMURA et al. (1976) determinaram as especificidades posicionais de
quatro espécies de lipases microbianas: Aspergillus niger, Rhizopus delemar,
Geotrichum candidum e Penicillium cyclopium. Da acdo destas enzimas sobre o
substrato trioleina foi concluido que lipases de A. niger e R. delemar nao
hidrolisam a ligagdo éster na posigéo 2 do TAG. As lipases de G. candidum e P.
cyclopium hidrolisam todas as posicdes éster do TAG independentemente de

sua posicao no TAG.
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A figura 22 ilustra a variagdo da composigao percentual dos acilglicerdis
e 4cidos graxos do 6leo de Mucor sp ap6s a hidrélise catalisada por lipase de
Rhizopus sp. Os niveis de TAG vao gradativamente decrescendo, enquanto os
niveis de 4cidos graxos liberados vao gradativamente aumentando com o
decorrer da hidroélise. Niveis significativos de MAG (12,7%) foram observados
ap6s 8 horas da reagao hidrolitica. Apds este tempo os componentes se

mantém praticamente constantes.

E conhecido que os AGL no meio de reagao sao inibidores da hidroélise.
Esta sua acdao deve-se ao acimulo de 4cidos graxos na interface bloqueando a
formagao do complexo enzima-substrato e consequentemente diminuindo a

velocidade da reacao hidrolitica (MATTSON & VOLPENHEIN, 1966).
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Tabela 11 - Composicdo em &cidos graxos (%) das fragdes de acilglicer6is e acidos graxos liberados apés 8 horas de

hidrélise do 6leo de Mucor sp catalisada por lipase de Rhizopus sp.

Fracao de acilglicerois % Composic¢do em acidos graxos (%)

Tempo de reagao:0h l Sy
Triacilglicerol 92,1 23 159 | 109
Diacilglicerol 6,5 1,8 19,9 1,0 Z:1 36,5 17,0 171

Tempo de reagao: 8h

Tricilglicerol 29,1 1,0 20,2 0,9 6,3 41,6 18,9 10,9
Diacilglicerol (1,2 (2,3)) =102 0,9 16,7 1,4 5,5 37,6 18,1 20,4
Diacilglicerol (1,3) 1,0 19,7 1,2 7 38,2 14,5 17,8
Monoacilglicerol 127 1,0 18,6 1,6 6,8 39,2 14,5 18,1

Acidos graxos livres 48,0 2,5 33,8 4,5 10,3 35,1 10,3 34

* Corresponde a soma total dos diacilgliceréis (1,2 (2,3)) e (1,3) quantificados em CCD-DIC

Condigdes da reagdo de hidrélise descritas no texto. Condicoes cromatogréficas descritas nos itens 3.2.3.5.e3.2.3.7.
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4.2.2.6. Hidrolise do 6leo de sardinha por lipase de Candida cylindracea

Os produtos da hidrélise foram quantificados por latroscan CCD- DIC
conforme descrito no item 3.2.3.7. e analisadas quanto a composigdo em écidos

graxos por CG conforme descrito no item 3.2.3.5.

A tabela 12 apresenta os resultados da hidrélise do 6leo sardinha por
lipase de Candida cylindracea em diferentes tempos de reagéo. As porcentagens
dos AGPI (EPA e DHA) nos acilglicer6is vao aumentando com o decorrer do
tempo, até 16 horas da reagao hidrolitica. O nivel maximo obtido de EPA foi de
20,7% e o DHA foi de 22,5% em relagéo aos acidos graxos totais ap6s 16 horas
de reacdo, o que equivale a um acréscimo de 120% em relagdo a quantidade

presente antes da hidro6lise.

A figura 23 ilustra as variagdes dos niveis dos principais acidos graxos
do 6leo de sardinha da fragdo acilglicerol em fungdo do tempo da reagao
hidrolitica. Verificou-se um aumento significativo nos niveis de DHA e EPA
nos acilgliceréis, os quais se mostraram resistentes a hidrélise. Os acidos 16:0,
16:1, 18:0 e 18:1 foram preferencialmente hidrolisados, resultando aumento de

seus niveis nos 4cidos graxos liberados ap6s reagao hidrolitica.

LIE & LAMBERTSEN (1986) estudando a hidrélise de 6leos de origem
marinha relataram que lipase de Candida cylindracea  hidrolisa
preferencialmente acidos graxos C14 a C18 saturados e monoinsaturados,
enquanto 4cidos graxos de cadeia longa (20:1 e 22:1) e AGPI (20:5 e 22:6) sao

resistentes a agdo hidrolitica da enzima.

A figura 24 ilustra a cromatografia em camada delgada dos produtos da
hidrélise do 6leo de sardinha ap6s agdo da lipase de Candida cylindracea em
funcao do tempo de reagdo. A hidrélise deste substrato resultou em TAG,

DAG (1,3 e 1,2 (2,3)) e pequenas quantidades de MAG.
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Tabela 12 - Composigao em acidos graxos (%) das fracoes acilglicerol e 4cidos graxos liberados ap6s a hidrélise do 6leo de
sardinha catalisada por lipase de Candida cylindracea.

Tempo | Componentes | % Composicio em acidos graxos (%) Enriquecimento

(h)

s

N D)

0 Acilglicerol 100 {9,0 |202 1157 |37 |36 |43 |153 102 ] 1,00 1,00

2 Acilglicerol 736199 |205]100| 44 |140| 3,8 | 31 |40 |179 |123 117 1,20

Acidos graxos | 264 | 9,7 |18,7]17,6 68 |178]| 34 | 38 |42 |106 |74

2 Acilglicerol 600 72 {178 95 | 38 |142| 33 | 34 |38 |208 |16,1 1,36 1,58

Acidos graxos | 40,0 | 13,2266 |17,3] 6,2 | 16,9 36|33 |33 |63 |52

8 Acilglicerol 531 | 6,9 |183| 79 | 34 [134]| 33 | 32 |32 |197]20,7 1,28 2,03

Acidos graxos |46,9 |128]21,2]168 | 6,7 183| 43 | 38 |44 |86 |30

16 Acilglicerol 00| 76 |185]| 66 | 44 | 97 | 26 | 27 |46 |20,7 |225 1,35 2,20

Acidos graxos |60,0|12,9]23,0]183| 638 21,91 33| 39 |31 |40 |28

24 Acilglicerol 372192 1213| 86 | 41 |122]| 36 | 3,0 |38 |169 |172 1,10 1,68

Acidos graxos | 62,8 | 10,6 [21,6|168| 7,4 [189] 25 | 38 [47 |79 |58

Condicdes da reacao de hidrélise descritas no texto. Condi¢Ges cromato gréaficas descritas no item 3.2.3.5.
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Figura 23 - Variagdo dos niveis dos principais écidos graxos da fracdo acilglicerol do 6leo de sardinha em funcdo do
tempo da reacdo hidrolitica catalisada por lipase de Can dida cylindracea.

Condicdes cromatogréficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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PADROES: AMOSTRAS:

1 - Trioleina 5- Tempo zero de reacao
2 - 1,3 - Dioleina e 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 30 minutos de reacao
3 - Monoleina 7 - 2 hora de reagao

4 - Acido oleico livre 8 - 4 horas de reacao

9- 8 horas de reacao
10 - 16 horas de reagao

Figura 24 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da hidrélise do 6leo de sardinha por acdo de lipase de

Candida cylindracea. CondigGes cromatograficas descritas no item 3.2.3.9.
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A composi¢do em éacidos graxos das fragoes de acilglicertis e acidos
graxos liberados ap6s 16 horas de hidrélise do 6leo de sardinha por lipase de
Candida cylindracea estdo demonstrados na tabela 13. O EPA e DHA foram os
principais acidos graxos encontrados na fragao 1,2(2,3)-DAG, perfazendo 20,7
e 21,2% em relacdo aos acidos graxos totais. Os acidos graxos de cadeia longa
(20:1 e 22:1) e AGPI (20:5 e 22:6) se mostraram resistentes a agdo hidrolitica,
permanecendo nas fragdes DAG e MAG apés a hidroélise por lipase de Candida
cylindracea. Os &cidos C14, C16 e C18 tiveram seus niveis diminuidos nos

acilgliceréis ap6s a hidroélise.

A figura 25 ilustra a variagdo da composicao percentual dos acilglicerois
e 4cidos graxos apoés hidrolise do 6leo de sardinha catalisada por lipase de
Candida cylindracea. Os niveis de TAG vao decrescendo, enquanto os niveis de
4cidos graxos liberados vdo gradativamente aumentando com o decorrer da

hidrélise. Pequenas quantidade de DAG e MAG foram detectadas.

O nivel de MAG obtido ap6s 8 horas de hidrélise do substrato 6leo de
Mucor sp por lipase de Rhizopus sp (12,7%) foi superior ao obtido com a lipase
de Candida cylindracea ap6s 16 horas da reagao hidrolitica no substrato 6leo de

sardinha (3,8%).

BROCKMAN et al. (1988) aponta qué o cursQ da hidrélise de um 6leo
por lipases é dependente de varios fatores, dentre eles: a especificidade da
lipase para o substrato (especificidade posicional ou de acidos graxos); as
diferencas na taxa em relacdo a reagdo reversa (esterificagdo) a qual pode
ocorrer durante a hidrélise do ¢leo pela lipase e as diferengas na reatividade

de cada lipase junto aos acilglicerdis constituintes do dleo.
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Tabela 13 - Composicao em &cidos graxos (%) das fracdes de acilgliceréis e acidos graxos liberados apés 16 horas de

hidrolise do 6leo de sardinha catalisada por lipase de Candida cylindracea.

Fragao de (%) Composicio em acidos graxos (%)
acilglicerdis |
Tempo de reagao:0h

Triacilglicerol 97,4

Tempo de reagao: 16h

Triacilglicerol 30,6, 11,2 25,3 10,2 5,2 155 1,3 3,3 5,1 14,5 1.1
Diacilglicerol (1,2 (2,3)) | *10,8 | 7,5 13,6 6,5 44 10,0 6,6 2,6 6,7 20,7 21,2
Diacilglicerol (1,3) 7,8 194 8,7 4,9 13,4 1,8 5,0 3,4 18,7 18,0

Monoacilglicerol 3,8 6,0 10,8 8,5 4,9 16,5 10,9 3,5 7,0 17,4 14,6

Acidos graxos livres | 54,8 13,8 23.7 18,5 6,9 21,8 1,7 3,8 2,6 4,3 2,9

* Corresponde & soma total dos diacilglicer6is (1,2 (2,3)) e (1,3) quantificados em CCD-DIC

Condicdes da reagao de hidrélise descritas no texto. Condigoes cromatograficas descritas nos itens 3.2.3.5.e3.2.3.7.
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Figura 25 - Variacdo da composicao percentual dos acilgliceréis e acidos graxos do 6leo de sardinha apés a hidr6lise

catalisada por lipase de Candida cylindracea. Condigoes cromatograficas descritas no item 3. 2.3.7.
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4.2.3. Estudo da esterificacao dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp e 6leo de

sardinha por lipases microbianas

Os estudos da esterificacao dos acidos graxos totais livres obtidos do
6leo de Mucor sp e do 6leo de peixe (item 3.2.3.3) com os élcoois selecionados,
n-butanol e glicerol foram inicialmente testados com as lipases obtidas de
Rhizopus sp, Geotrichum sp, Aspergillus sp, Alcaligenes sp e a lipase comercial de

Candida cylindracea.

4.2.3.1. Reacdo de esterificacio com o n-butanol catalisada por lipases

microbianas

O sistema para a reagao de esterificagao foi preparado conforme descrito
no item 3.2.5.1. Os ésteres butilicos formados e dcidos graxos nao- esterificados
foram separados por CCD - preparativa (item 3.2.3.9.) e analisados quanto a

composi¢dao em acidos graxos por CG (item 3.2.3.5.)..

As figuras 26 e 27 ilustram os resultados obtidos da esterificagao dos
acidos graxos do 6leo de Mucor sp e 6leo de peixe com n-butanol em fungao do

tempo da esterificagao.

As lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp demonstraram esterificar
eficientemente os 4cidos graxos do ¢6leo de Mucor sp com o n-butanol. Os
maiores niveis resultaram 70 e 60% da esterificagao ap6s 16 horas de reagao

com as lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp, respectivamente.

Os &cidos graxos provindos do substrato 6leo de sardinha foram
fracamente esterificados ao n-butanol apés reagao catalisada por lipases
microbianas. Foram obtidos 35 e 30% da esterificacdo apds 16 horas de reagao

com as lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp, respectivamente.
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Figura 26 - Efeito do tempo de reacao na esterificacao (%) dos acidos graxos do

6leo de Mucor sp com n-butanol catalisada por lipases microbianas.
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Figura 27 - Efeito do tempo de reacdo na esterificagdo (%) dos acidos graxos do
6leo de sardinha com n-butanol catalisada por lipases microbianas.
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A tabela 14 permite a comparagao dos resultados ap6s esterificacao dos
acidos graxos do ¢leo de Mucor sp com n-butanol por lipases de Rhizopus sp e

lipase de Geotrichum sp ap6s 16 horas de reagao.

A reagdo com a lipase de Geotrichum sp resultou em alto contetido de
GLA na fragao de é4cidos graxos nao esterificados (17,3%). Os é&cidos 16:1 (9),
18:1 (9) e 18:2 (9,12) foram preferencialmente esterificados com o n-butanol por
esta enzima. JENSEN et al. (1965), postularam que a especificidade da lipase de
Geotrichum candidum para acidos graxos de cadeia longa com insaturagdo no
carbono 9 se deve a presenca de um sitio ativo relativamente largo entre o

carbono da carbonila e a dupla ligagao no C 9 da cadeia de acido graxo.

De acordo com os resultados obtidos, lipase de Rhizopus sp demonstrou
esterificar os principais acidos graxos presentes no meio (16:0, 18:1 e 18:2) sem
especificidade pelo tamanho da cadeia carbénica ou namero de insaturagdes.
Os niveis de GLA na fragdo ésteres butilicos e acidos graxos livres sofreram
variagdes pouco significativas para possibilitar o enriquecimento de GLA na

fracdo de acidos graxos nao esterificadas.

A figura 28 ijlustra a cromatografia em camada delgada dos ésteres
butilicos e 4cidos graxos livres restantes apés esterificagao dos acidos graxos
do 6leo de Mucor sp por lipase de Rhizopus sp e lipase de Geotrichum sp em
diferentes tempos de reagdo. Pode-se verificar a diminuigao gradual dos éacidos
graxos livres, enquanto os “spots” correspondentes aos ésteres butilicos vao

aumentando com o decorrer do tempo de reagéo.

O interesse no estudo da esterificagdo dos AGPI com n-butanol reside no
conhecimento da especificidade das enzimas uma vez que os estudos
fisiol6gicos sobre o metabolismo dos AGPI de vérias fontes tem demonstrado
que os acilgliceréis sdo mais facilmente absorvidos que os ésteres etilicos,

butilicos ou de outros alcéois priméarios (EL BOUSTANI et al., 1987).
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Tabela 14 - Composicao em écidos graxos (%) das fragoes de ésteres butilicos e acidos graxos nao esterificados apos
16 horas de reacdo dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp com n-butanol por lipases de Rhizopus sp e

Geotrichum sp.

Lipases Componentes % Composicao em acidos graxos (%o)
Sem hidrélise | Acidos graxos 100
Geotrichum sp | Esteres butilicos 684 | 1,0 21,1 1,2 3,1 40,0 30,4 3,2
Acidos graxos 36| 18 19,1 1,0 74 36,2 17,0 175
Rhizopus sp | Esteres butilicos 600 | 07 22,8 1,4 5,1 38,2 21,3 10,4
Acidos graxos 400 18 19,2 4,2 6,2 35,7 20,8 12,1

Condicdes da reacdo de esterificagdo descritas no texto. CondigGes cromatogréficas descritas no item 3. 2. 3.5.
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Figura 28 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da esterificacao dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp com
n-butanol por acéo de lipase de Geotrichum sp e Rhizopus sp em diferentes tempos de reagcao.

Condicdes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 9.
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A figura 29 ilustra a variagdo da porcentagem de GLA presente na
fragdo de 4cidos graxos nao esterificados e nos ésteres butilicos do 6leo de
Mucor sp ap6s diferentes tempos de reagao catalisada pela lipase de Geotrichum
sp. O nivel de GLA na fragéo nao esterificada ao butanol aumentou de 10,4%
no tempo zero da esterificagdo para 29,5% depois de 40 horas de reagao. O
GLA foi aumentado em 2,8 vezes em relagao ao valor presente no tempo zero

da esterificacao.

A figura 30 ilustra o perfil dos cromatogramas da composicao em écidos
graxos (% relativa/4cidos graxos totais) obtidos por CG da fragdo nao
esterificada dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp apdés a reagao de
esterificacio com n-butanol em diferentes tempos de reagao catalisada por

lipase de Geotrichum sp.

Os resultados obtidos com a lipase de Geotrichum sp estdo de acordo
com os relatos da literatura. Esta enzima tem se mostrado capaz de discriminar
fortemente o GLA de uma mistura de éacidos graxos, esterificando
preferencialmente os outros acidos graxos presentes. Esta propriedade tem
sido usada para o enriquecimento do GLA na fracao de é4cidos graxos nao
esterificados ao n-butanol (SYED RAHMATULLAH et al., 1994; FOGLIA &
SONNET, 1995).

Lipase de Geotrichum candidum foi utilizada por FOGLIA & SONNET
(1995) para o enriquecimento de GLA na fragdo de é&cidos graxos nao
esterificados. A porcentagem inicial de GLA de 24,9% dos acidos graxos totais
subiu para 71,8% na fragdo de 4cidos graxos ndo esterificados ap6s 48 horas de

reacdo dos acidos graxos obtidos do 6leo de borragem com n-butanol.
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A esterificacao de diferentes acidos graxos saturados e insaturados com
n-butanol catalisada por lipase de Geotrichum candidum demonstrou que esta
lipase foi capaz de esterificar os 4cidos oleico (3-9), linoleico (3-9,12) e
linolénico (8-9,12,15), enquanto os 4cidos petroselénico (8-6) e y-linolénico (8-

6,9,12) mostraram uma taxa da esterificagao nula. (SONNET et al., 1993)..

Lipases imobilizadas Micor miehei (Lipozyme) tem demonstrado ser
eficiente na reagao de esterificagdo resultando porcentagens altss de GLA na
fracdo de acidos graxos nao esterificados. Os niveis de GLA se tornaram 4,5
vezes maior em relagdo ao valor presente no tempo zero da esterificagao apos
90 minutos de reagdo dos écidos graxos do 6leo de borragem com n-butanol
catalisada pela lipase de Lipozyme (SYED RAHMATULLAH et al., 1994). Esta
propriedade de discriminar o GLA durante a esterificagdo de 4cidos graxos
com n-butanol em meio com solvente organico tem sido ttil para obter fragdes
enriquecidas de GLA, originado de diferentes 6leos vegetais (HILLS et al,,

1990).
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GLA/ dcidos graxos totais (%)
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Conteudo de GLA (%) nas fracoes de:
[JEsteres butilicos B Acidos graxos nao esterificados

Figura 29 - Contetido de GLA (%) nas fracoes de ésteres butilicos e dcidos graxos nao esterificados do 6leo de Miucor sp
catalisada pela lipase de Geotrichum sp em diferentes tempos de reacao.

Condicoes cromatogréficas descritas no item 3. 2. 3. 5.
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4,2.32. Reagio de esterificagio com o glicerol catalisada por lipases

microbianas
4,2.3.2.1. Efeito do tempo de reagio na atividade de esterifica¢do

O sistema para a reagdo da esterificagéo foi preparado conforme descrito
no item 3.2.52. As figuras 31 e 32 ilustram os resultados obtidos na
esterificacio dos é4cidos graxos livres com glicerol em funcdo do tempo de

reacdo catalisada pelas lipases microbianas testadas.

As lipases testadas ndo se mostraram eficientes para catalisar a
esterificacdo dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp e do 6leo de sardinha com

o glicerol nas condicdes utilizadas neste trabalho.

A esterificacio dos acidos graxos livres do éleo de Mucor sp com
glicerol catalisada pelas lipases microbianas em funco do tempo de reagio
ocorreu conforme demonstra a Figura 35. A lipase de Geotrichum sp resultou o
maximo de 30% da esterificacdo apos 20 horas de reagfio. A esterificagao
decresceu na seguinte ordem: Geotrichum sp > Rhizopus sp ~ Aspergillus sp >

Candida cylindracen > Alcaligenes sp.

A esterificacio dos 4cidos graxos livres obtidos do 6leo de sardinha com
glicerol catalisadas pelas lipases microbianas em fungéo do tempo de reagao
ocorreu conforme demonstra a F{gﬁra 36. As lipases microbianas testadas

mostraram baixas taxas da esterificagéo.

As lipases de Rhizopus sp e Candida cylindracen demonstraram alta ago
hidrolitica para ambos os substratos como descrito anteriormente. Este dado
pode ser a razio porque estas enzimas apresentaram fraca agdo da

esterificagdo para os substratos testados.
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Alguns autores tem demonstrado que o grau da esterificagdo catalisado
por lipases 1,3-especificas é maior que o catalisado por lipases inespecificas.
OKUMURA ef al, (1981) relataram que a lipase de Rhuzopus delemar
demonstrou aco mais forte da esterificagdo durante a hidrélise de trioleina e
no entanto a lipase no hidrolisa a ligagio éster na posicgio 2 do acilglicerol. A
lipase de Geotrichum candidum apresentou a mais fraca agéo da esterificagdo
dentre as quatro lipases estudadas, demonstrando hidrolisar a ligacdes éster

em todas as posicBes do acilglicerol.

Em contrapartida, LI ZU-YI & WARD (1993b), afirmaram que ndo existe
nenhuma relac@o entre especificidade da enzima e sua capacidade de catalisar
reacoes da esterificagio. Lipases de Pesudomonas (ndo especifica) e Mucor miehei
(1,3-especifica) mostraram altamente capazes de incorporar acidos graxos na
molécula de glicerol em meio contendo hexano, obtendo 87,6 e 855% da

esterificagdo, respectivamente.

AKOH et al. (1992), demonstraram que lipase de Penicillium sp fol capaz
de esterificar glicerol com acido graxo de cadeia longa, resultando MAG
enriquecidos com AGPL A esterificacdo realizada a 40°C por 24 horas resultou
86,3% e 64,3% de incorporagao de 18:1 n-9 e 20:5 n-3, respectivamente quando

catalisada pela lipase de Penicillium sp.
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Figura 31 - Efeito do tempo de reacio na esterificacdo (%) dos 4cidos graxos do
6leo de Mucor sp com glicerol catalisada por lipases microbianas.
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Figura 32 - Efeito do tempo de reacdo na esterificacio (%) dos dcidos graxos do
6leo de sardinha com glicerol catalisada por lipases microbianas.
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4.2.3.2.2. Ffeito do tipo de solvente na atividade de esterificagao

O sisterna para a reagdo da esterificacdo foi preparado conforme descrito
no item 3.2.5.2. A tabela 15 permite a comparagdo dos resultados da
esterificacio dos &cidos graxos dos 6leos de Mucor sp € Sleo de sardinha com
glicerol catalisado por lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp em sistema de

reacio contendo diferentes solventes.

A afinidade e a especificidadade da enzima pelo substrato podem ser

significativamente alterada em fungéo do tipo de solvente escolhido.

Os resultados demonstram que a sintese de acilgliceréis por lipases de
Rhizopus sp e Geotrichum sp foi mais eficiente em presenga dos solventes
isoctano, hexano e heptano. Os solventes mais polares, tais como benzeno e
acetona demonstraram interferir negativamente na sintese de ésteres. A lipase
de Rhizopus sp mostrou maior redugdo de sua atividade de esterificacdo em
presenca dos solventes benzeno e acetona comparada com a lipase de

Geofrichum sp.

As condicBes de reagio da esterificagfo utilizadas por muitos autores,
adotam na maioria das vezes o solvente hexano em associagdo com agua. A
preserica do solvente organico permite a solubilizagdo dos compostos
lipofilicos do meio facilitando sua ‘miscibilidade em &dgua a qual deverd
‘também estar presente para solubilizar a enzima que atuara na interface

6leo/agua (BROCKMAN et al., 1988).
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Tabela 15 - Efeito de diferentes solventes organicos na esterificaco dos dcidos graxos do 6leo de Mucor sp e Heo de

sardinha com glicerol catalisada por lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp.

Hexano 28,2 15,1 20,0 16,9
Heptano 274 16,4 204 . 16,7
Iscoctano 295 18,7 213 18,1
Benzeno 12,3 10,9 124 83
Acetona 08 48 13,3 4.2

Sistema de reagdo preparado com 0,4g de scidos graxos livres, 2g de glicerol, 150l de 4gua, 5000U de lipase e 3mlL dos solventes festados. Os
frascos erlenmeyer contendo a mistura foram colocados em atmosfera de Na e incubados 2 30°C por 20 horas com agitacio constante de 130

escilagBes por minuio.
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4.2.3.2.3. Efeito. da propor¢io molar enfre acidos graxos e glicerol na

atividade de esterificacdo

O sistema para a reacio da esterificagdo foi preparado conforme descrito
no item 3.2.5.2. A concentracdo de éacidos graxos no sistema de reagdo foi

mantida constante (0,4g), enquanto a de glicerol variou de 0,5 a 5,0g.

Os resultados expressos na tabela 16 demonstram que a sintese de
acilgliceréis por lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp em ambos os substratos
aumentou de acordo com o aumento do conteddo de glicerol. As lipases
microbianas testadas demonstraram esterificar com o conteddo oOtimo de
glicerol na faixa de 2,0 & 50g. Os dados indicam que quanto menor a
concentracio de acidos graxos em relagdo a concentragéo de glicerol maior

serd o grau da esterificagfio enzimatica.

A relagdo de 1,2 mmoles de acidos graxos (0,4g) e 43 mmoles de glicerol
(4,0g) resultou alto grau da esterificagfio (39,4%) entre os acidos graxos do dleo
de Mucor sp e glicerol catalisada pela lipase de Geotrichum sp, portanto esta

relacfio serd mantida nos proximos experimentos.

LI ZU-YI & WARD (1993b) analisaram o efeito do contetido de glicerol
na esterificacdo de acidos graxos do éleo de figado de bacalhau com glicerol
catalisada por lipases microbianas. As lipases obtidas de Pseudomonas sp e
Mucor miehei resultaram niveis mdximos de 82 e 87% da esterificagdo,
respectivamente no sistema de reagéo contendo 0,4g de écicos graxos e 1,0g de

glicerol.,
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Tabela 16 - Efeito de diferentes proporcdes de glicerol : dcidos graxos na esterificaciio dos dcidos graxos do 6leo de Mucor

sp e 6leo de sardinha com glicerol catalisada por lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp

0,5 1215 10,7 8,4 8,2 6,4
1,0 1,2:10 14,9 123 13,6 12,3
2.0 12:22 28,2 15,1 20,0 16,9
3,0 1,233 31,4 14,8 19,3 17,4
4,0 1,21 43 39,4 158 15, 19,4
5,0 1254 33,6 142 20,9 20,3

Sisterna de reagdo preparado com 0,4g de 4cidos graxos livres, quantidades varidveis de glicerol, 150pl de 4gua, 50000 de lipase e 3ml hexano,
Os frascos erlenmeyer contendo a mistura foram colocados em atmosfera de Noe incubados a 30°C por 20 horas com agitacdo constante de 130

oscilagbes por minuto.
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4.2.3.2.4. Efeito da temperatura de reéagiio na atividade de esterificagio

O sistema para a reacdo da esterificacfo foi preparado conforme descrito
no item 3.2.52. A tabela 17 permite a comparagio dos resultados da
esterificag@o dos dcidos graxos dos dleos de Mucor sp e 6leo de sardinha com
glicerol catalisado por lipases de Geotrichum sp e Rhizopus sp em diferentes

ternperaturas de reagdo.

A temperatura 6tima para a reagdo de sintese de acilgliceréis catalisada
por lipase de Rhizopus sp nas condig@es testadas no experimento foi de 30°C. A
lipase de Geoirichum sp demonsiréu atividade méxima da esterificacdo na faixa
de temperatura de 30-40°C. As preparacBes brutas das enzimas testadas

perderam significativamente sua atividade em temperaturas abaixo de 30°C e

acima de 40°C.

Os resultados indicam que as enzimas apresentam atividade de
esterificaciio 6tima na mesma faixa de temperatura de outras lipases fingicas

descritas por TSUJISAKA et al. (1977).
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Tabela 17 - Efeito da temperatura de incubacio na esterificacio dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp e Sleo de sardinha
com glicerol catalisada por lipases de Rhizopus sp e Geotrichum sp.

20 17,2 10,4 16,3 15,4
30 39,4 15,8 19,3 19,4
40 37,1 11,4 18,3 16,2
50 26,4 10,3 16,7 11,9
60 18,6 7,4 13,4 7,9

Sistema de reagio preparado com O4g de cidos graxos livres, 4,0g de glicerol, 150ul de dgua, 50000 de lipase e 3mL de hexano. Os frascos
erlenmeyer confendo a mistura foram colocados em atmosfera de N2 e incubados em temperaturaa variadas por 20 horas com agitagio

constante de 150 oscilagfes por minuio.
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4.2.3.2.5. Anilise dos produtos da reagio da esterificagio catalisada por

lipases microbianas

As fractes esterificadas e ndo esterificadas foram quantificadas por
CCD-DIC (item 3.2.3.7), separadas por CCD- preparativa (item 3.23.9.) e

analisados quanto a composicio em 4cidos graxos por CG (item 3.2.3.5.),

A composiciio em dcidos graxos das fragtes esterificadas (acilglicerdis) e
dos acidos graxos nao esterificados ap6s 20 horas de reagdo dos dcidos graxos
do 6leo de Mucor sp com glicerol por lipase de Rhizopus sp e Geotrichum sp

estio demonstrados na tabela 18.

A lipase de Geofrichum sp se mostrou mais eficiente na esterificagéo,
resultando em quantidades significativas de DAG (8,9%) e MAG (11,2%).
Entretanto, o GLA foi encontrado em baixas quantidades nestas fragdes,

permanecendo na fragéo ndo esterificada

A lipase de Rluzopus sp resultou em 5,6% de DAG e 43% de MAG e
insignificante quantidade de TAG. Niveis baixos de GLA foram encontrados

nas fracSes de acilglicerdis para possibilitar o seu enriquecimento.

LINFIELD et al. (1984) estudando a esterificagiio enzimatica de acidos
graxos com glicerol usando lipase de Aspergillus niger e Candida rugosa,
verificaram que a reacdo era muito,lenta e somente apés 6 semanas de reagao

niveis significativos da esterificagdo foram obtidos (acima de 50%).
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Na obtengdo de acilgliceréis contendo 4cidos graxos de interesse
nutricional por esterificagiio enzimética tem merecido destaque as reagdes
catalisadas por Mucor miehei imobilizada (LANGHOLZ, ef ol, 1989; LIE &
MOLIN, 1992; LI ZU-YI & WARD, 1993). A produciio de 80% de
monoacilglicerdis contendo 76,2% de 4cidos graxos poliinsaturados do 6leo de
figado de bacalhau (43,3% de EPA e 32,7% de DHA) foi obtida de uma mistura
de reacdo contendo 6.000U de enzima. (LI ZU-YI & WARD, 1994).

Lipase de Chromobacterium viscosum também tem sido relatada por sua
eficiéncia na catdlise das reagfes da esterificagdo, obtendo niveis que variam de
B0 &4 90% de incorporacdo dos 4cidos graxos na molécula de glicerol (OSADA
et al., 1990; LIE & MOLIN, 1992).

As figuras 33 e 34 ilustram os resultados da cromatografia em camada
delgada demonstrando os produtos da esterificacio enzimatica dos acidos
graxos livres obtidos do 6leo de Mucor sp com glicerol apés agdio das lipases de

Geotrichum sp e Rhizopus sp.

Os niveis de 4cidos graxos livres vio gradativamente decrescendo,
enquanto os acilglicerdis aumentam com o decorrer da esterificacdo. Foram

detectados a presenca de DAG e MAG apos 20 horas de reagéo.

TSUJISAKA et al. (1977) analisaram os produtos de reagdo apos sintese
do glicerol com é&cido oleico catalisadas por quatro lipases microbianas. Os
produtos 1(3)-monoleina, 1,3-dioleina foram obtidos para as enzimas de
Aspergillus niger e Rhizopus delemar. Por outro lado, 1(3) e 2-monoleina, 1,2(2,3)
e 1,3-dioleina e trioleina foram detectados como produtos de sintese da agio de

lipases de Geotrichum candidum e Penicillium cyclopiun.
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Tabela 18 - Composicio em 4cidos graxos (%) das fracbes esterificadas e ndo esterificadas ap6s 20 horas de reagio dos

acidos graxos do éleo de Mucor sp com glicerol catalisada por lipase de Rhizopus sp e Geotrichum sp.

Acidos graxos 08 | 202 0,9 63 37,6 28 10,9
Lipase de Geotrichum sp
Triacilglicerol 34 11 21,5 0,3 5,6 32,8 33,5 52
Diacilglicerol (1,2 (2,3)) | *89 11 17,1 1,9 4,7 29,1 42,2 2,8
Diacilglicerol (1,3} 11 22,6 1,3 3,8 25,6 43,0 2,6
Monoacilglicerol iL2 0.8 182 1.5 4.6 28,6 43,3 54
AG ndo esterificados 77 4 7.1 29,5 0,3 8.9 21,8 18,6 13,7
Lipase de Rhizopus sp
Triacilglicerol 1,5 0,6 32,7 0,3 7,6 34,0 18,0 2,7
Diacilglicerol (1,2 (2,3)) | *56 0,3 37,2 1,7 89 35,9 114 4,5
Dihacilglicerol (1,3) 0,4 39.6 1,2 8,7 348 13,9 1,4
Mongoacilglicerol 4,3 1.5 40,1 1.5 10,0 33,7 97 3.5
AG nio esterificados 88,6 1,5 13,6 1,5 4,5 40,6 231 14,9

« Corresponde a soma total dos diaciighiceréis (1,2 (2,3)) e (1,3) quantificados em CCC-DIC, Condicdes cromatograficas descritas nos ftem 3. 2.3.5.¢ 3, 2. 3.
7,
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PADROES: AMOSTRAS:
1- Trioleina 5- Tempo zero de reagao
2 - 1,3 - Dioleina e 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 5 horas de reacao
3 - Monoleina 7 - 10 horas de reacgao
4 - Acido oleico livre 8 - 15 horas de reacao

9 - 20 horas de reagao
10 - 40 horas de reagao

Figura 33 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da esterificagao dos é4cidos graxos do 6leo de Mucor sp com

glicerol por agdo de lipase de Geotrichum sp. Condicoes cromatograficas descritas no item 3. 2. 3. 9.
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PADROES: AMOSTRAS:

1 - Trioleina 5- Tempo zero de reagao
2 - 1,3 - Dioleinae 1,2 (2,3) - Dioleina 6 - 5 horas de reacao
3 - Monoleina 7 - 10 horas de reacao
4 - Acido oleico livre 8 - 15 horas de reacao

9 - 20 horas de reagao
10 - 40 horas de reagao

Figura 34 - Cromatografia em camada delgada dos produtos da esterificacdo dos acidos graxos do 6leo de Mucor sp com

glicerol por agao de lipase de Rhizopus sp. Condicoes cromatograficas descritas no item 3.2.3.9.
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5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos com este trabalho pode-se concluir que:

1. As reacBes de hidrélise e de esterificagio catalisadas por lipases
microbianas, foram capazes de produzir modificagbes favordveis na
composicdo em 4acidos graxos dos substratos analisados, mostrando-se
promissoras no enriguecimentos de AGF, fato de grande interesse guarto

ao valor nutricional.

2. As enzimas apresentaram caracteristicas peculiares, ndo demonstrando o
mesmo padrdo de comportamento frente a cada substrato analisado. Foi
comprovado pela andlise dos produtos das reagbes que as lipases
selecionadas para o estudo, obtidas de Rhizopus sp e a lipase comercial de
Candida cylindracea foram eficientes em catalisar as reagOes hidroliticas, em
contrapartida, a lipase de Geotrichum sp fol eficiente na reagdo de

esterificacao.

3. Depois de estabelecidas as melhores condigGes para as reagdes de hidrdlise,
a lipase de Rhizopus sp, lipase especifica para as posi¢fes sn 1,3, mostrou a
mais eficiente no enriquecimento de GLA na fraco acilglicerol do &leo de
Mucor sp (55%), enquanto a lipase comercial de Candida cylindracen,
inespecifica posicionalmente mostrou-se a mais eficiente no enriquecimento

de DHA na fracéio acilglicerol do éleo de sardinha (120%).

4. As reacbes de hidrélise catalisadas por lipases obtidas de Rhizopus sp e
Candida cylindracea originaram acilglicer6is com altos niveis de AGPL, os
quais foram encontrados como principais componentes da fragdo 1,2(2,3)-
DAG. Os 4cidos saturados e monoinsaturados foram preferencialmente
hidrolisados, resultando aumento de seus niveis na fracio de dcidos graxos

liberados apos a reagdo hidrolitica.
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5. A lipase de Geotrichum candidum demonstrou claramente a sua preferéncia
na hidrélise dos acidos palmitoleico, oléico e linoléico independente de sua
posicdo no TAG. Entretanto, ndo mostrou eficiente em enriquecer os AGPI

na fragdo acilglicerol apés reagéo de hidrélise dos substratos analisados.

6. A reacio de esterificacdo dos dcidos graxos do 6éleo de Mucor sp com o
butanol catalisada por lipase de Geotrichum sp resultou em alto contetdo de
GLA na fracfo de Acidos graxos ndo esterificados. Este fato ocorreu devido a
esterificago preferencial dos 4cidos graxos de cadeia longa contendo a
primeira dupla ligagdo cis na posicdo 9 (16:1 A%, 18:1 A% e 182 A*1) ¢ a

discriminacio em relagéo ao GLA (18:3 A%912) apés atuagao desta enzima.

7. Nao foram obtidos resultados significativas na reagdo de esterificagiio dos
dcidos graxos do dleo de Mucor sp e sardinha com o glicerol frente as
diferentes condictes de reacdo analisadas. A esterificacdo resultou niveis
altos de DAG (89%) e MAG (11,2%) com a lipase de Geolrichum sp

entretanto pequenas quantidades de GLA foram encontradas nestas fracdes.

8. Os resultados apresentados neste trabalho indicam diferentes reatividades
de cada lipase frente aos substratos analisados, demonstrando que a reagdo
de hidrélise, methor que a esterificacdo, poderia ser o método enzimatico de

escotha para enriquecimento de AGPI nos acilglicerdis resultantes.

9. Os fatores como especificidade da lipase para o substrato (especificidade
posicional ou de acidos graxos), estabilidade da ligacdo éster que envolve os
AGPl e capacidade de hidrolise e taxa em relagiio & reagdo reversa
(esterificacdo) determinaram a resisténcia a hidrélise, resultando

acilelicerdis em que os nivels de AGPI foram aumentados.
5 q
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