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Resumo

A busca por uma alimentacdo mais saudavel tem impulsionado o
desenvolvimento de processos que resultam em alimentos mais benéficos a
saude, como os lipideos estruturados, especialmente os triacilgliceréis
dietéticos. Esses compostos, como os do tipo MLM, apresentam acidos graxos
de cadeia longa (L) na posi¢ao interna e de cadeia média (M) nas posi¢des
externas, oferecendo uma fonte rapida de energia e com baixo valor caldrico,
auxiliando na prevencao de doengas cardiovasculares. Sua sintese enzimatica
€ catalisada por lipases. Uma alternativa para sua produgao é o uso de células
integras de microrganismos contendo essas lipases, o que elimina a
necessidade de purificagdo, reduzindo custos. Além disso, 6leos vegetais como
o0 da macauba, rico em acidos graxos de cadeia longa, tém se destacado como
matéria-prima promissora para essa sintese. Assim, o objetivo do trabalho foi a
sintese de triacilglicerois dietéticos por aciddlise enzimatica, utilizando o 6leo da
polpa da macauba como substrato principal e acido caprico como acido graxo
substituinte. Dessa forma, o perfil de acidos graxos de 6leos provenientes da
macauba foi avaliado, além da especificidade de lipases associadas ao micélio
de quatro fungos filamentosos. Também realizou-se a otimizagao das condi¢des
das reacdes de aciddlise para a sintese dos triacilglicerois dietéticos do tipo
MLM, empregando células integras como biocatalisadores. Assim, os resultados
mostraram que o 6leo da polpa de macauba, rico em acido oleico, € um substrato
ideal para a modificagdo enzimatica. Além disso, trés fungos avaliados
apresentaram a especificidade adequada para atuar nas reagdes de aciddlise,
mas apenas uma das cepas avaliadas (Aspergillus oryzae) para a obtengao das
células integras biocataliticas foi capaz de catalisar as reagdes de aciddlise.
Nesse caso, as células integras desse fungo filamentoso demonstraram um
potencial para a sintese dos triacilglicerdis dietéticos do tipo MLM alcangando
50% de rendimento, reduzindo custos e oferecendo uma alternativa viavel para
a producéo de lipideos estruturados. Por fim, além do desempenho biocatalitico
promissor, os triacilglicerdis modificados apresentaram baixa toxicidade e
indicios de atividade antiangiogénica, o que sugere potencial aplicagdo né&o
apenas na formulacao de alimentos funcionais, mas também em abordagens
terapéuticas. Esses resultados comprovam a viabilidade do uso de células
integrais de A. oryzae na producao de lipideos estruturados, contribuindo para o
desenvolvimento de processos sustentaveis e economicamente viaveis na
industria alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Triacilglicerois Dietéticos; Células Integras; Lipases; Oleo De

Macauba.



Abstract

The pursuit of healthier eating habits has driven the development of processes
aimed at producing foods with improved health benefits, such as structured lipids,
particularly dietary triacylglycerols. These compounds, such as those of the MLM
type, contain long-chain fatty acids (L) in the internal position and medium-chain
fatty acids (M) in the external positions, offering a rapid energy source with
reduced caloric value and contributing to the prevention of cardiovascular
diseases. Their enzymatic synthesis is catalyzed by lipases. An alternative for
their production is the use of whole microbial cells containing these lipases,
eliminating the need for purification and thereby reducing production costs.
Additionally, vegetable oils such as macauba pulp oil, which is rich in long-chain
fatty acids, have emerged as promising raw materials for such synthesis. Thus,
the objective of this work was the synthesis of dietary triacylglycerols via
enzymatic acidolysis, using macauba pulp oil as the main substrate and capric
acid as the acyl donor. The fatty acid profiles of macauba-derived oils were
evaluated, along with the specificity of lipases associated with the mycelium of
four filamentous fungi. Optimization of the acidolysis reaction conditions was also
carried out for the synthesis of MLM-type dietary triacylglycerols, employing
whole cells as biocatalysts. The results demonstrated that macauba pulp oil, rich
in oleic acid, is an ideal substrate for enzymatic modification. Moreover, three of
the evaluated fungi exhibited adequate specificity for acidolysis reactions;
however, only one strain (Aspergillus oryzae), when used as a source of whole-
cell biocatalysts, was capable of effectively catalyzing the acidolysis reactions. In
this case, the whole cells of this filamentous fungus showed potential for the
synthesis of MLM-type dietary triacylglycerols, reaching yields of up to 50%,
reducing costs, and offering a viable alternative for the production of structured
lipids. Finally, in addition to the promising biocatalytic performance, the modified
triacylglycerols exhibited low toxicity and signs of antiangiogenic activity,
suggesting potential applications not only in the formulation of functional foods
but also in therapeutic approaches. These results confirm the feasibility of using
whole cells of A. oryzae in the production of structured lipids, contributing to the
development of sustainable and economically viable processes in both the food
and pharmaceutical industries.

Keywords: Dietary Triacylglycerols; Whole Cells; Lipases; Macauba Oil.



Lista de Figuras

Figura 1- Estrutura dos triacilglicerdis dietéticos empregando acidos graxos de cadeia

MEdIa (M) € CUIMA (S). ..oiieiiiiiiiei it e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeannes 18
Figura 2 - Fluxograma das etapas do projeto completo. .........ccccoeeeiiiiiiiiiiieiininn, 32
Figura 3 - Fluxograma das etapas de tratamento da biomassa...............ccccccceeeeeeene 35

Figura 4 - Composicdo de acidos Graxos nos Oleos da Polpa e da Améndoa da
g E= V= 11 ] o = RSP 44
Figura 5 - Grafico de Pareto da analise das variaveis do planejamento referente a
caracterizagdo do biocatalisador (P<0,05). ......ccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 55
Figura 6 - A)Superficie 3D de resposta e B) representagao 2D para atividade de hidrélise
das células integras de A. OIYZAE. .......ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee et 57
Figura 7 - Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie do
micélio de A. oryzae: a) ampliacdo de 200 x. b) ampliagcdo de 500 x. c) ampliagao de
1000 X. d) ampliaGao de 2000 X. ....ccoeeiiiiiiiiiiiiee e e e 58
Figura 8 - Grafico de Pareto da analise das variaveis do planejamento referente as
reacdes de acidoliS€ (P<O,71). .. eaaaa 61
Figura 9 - Resultado da avaliacdo do efeito do tempo na reagdo de aciddlise
empregando a LAM-AO como biocatalisadores. ............cccoooeiiiiiiiiiiiiiiiieecee e 69
Figura 10 - Avaliacdo do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reacgdes de aciddlise
em grau de incorporagao relativo. ..........ooooiiieiii 71
Figura 11 - Linearizagdo dos dados experimentais referentes aos ciclos de reuso da
LAM-AO nas reagdes de acidOliSe. ..........cceeieiiiiiiiiiiiiii e 72
Figura 12 - (1) Imagens capturadas nos tempos de 0 e 300 segundos, evidenciando as
alteragdes vasculares na membrana corioalantoide (CAM) dos diferentes grupos
experimentais; (2) Classificagao semiquantitativa da irritagdo com base na escala HET-
CAM; (3) Taxa de sobrevivéncia embriondria avaliada até 600 segundos apds a
aplicagdo dos compostos; (4) Tabela comparativa entre 0s grupos experimentais,
indicando os valores médios da Pontuagdo de Irritacdo (SI) e as respectivas
classificagdes visuais segundo a escala HET-CAM. .......cccoooiiiiiiiiiiiiieeeee e, 73
Figura 13 - Avaliacao da atividade antiangiogénica no modelo HET-CAM. (1) Imagens
representativas da membrana corioalantoide (CAM) de ovos tratados com NaCl 0,9%
(controle negativo), doxorrubicina a 30% (controle positivo) e formulacdo MLM, 48 horas
apos a aplicagao dos tratamentos (volume de 300 pL); (2) Quantificagdo do numero de

vasos sanguineos visiveis em cada grupo experimental...............cccccviiiiiiiiiiiiiiiinnnns 76



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Artigos publicados com lipases na sintese de ftriacilglicerdis dietéticos
empregando acidos graxos de cadeia média (M) nos ultimos 6 anos. ............c........... 19
Tabela 2 - Aplicagdes de células integras com enzimas associadas. ..........c.cccceee....... 25
Tabela 3 - Valores reais e codificados das variaveis independentes no delineamento
composto central rotacional (Planejamento fatorial 22) para avaliagdo dos efeitos da
teMPEratura € PH. ... e 36
Tabela 4 - Valores reais e codificados das variaveis independentes no delineamento
composto central rotacional (Planejamento fatorial 23) para avaliagdo da influéncia dos
pardmetros na reagao de acCidOliSE. ........iiiiiiiiiie e 38
Tabela 5 - Comparativo da composigao de acidos Graxos nos 6éleos da Macauba (polpa

e améndoa) e outros 6leos empregados para reagdes de aciddlise nos 2 ultimos anos.

................................................................................................................................... 45
Tabela 6 - Comparativo entre o dleo da polpa de Macauba com o referencial para éleos
nao refinados definido pela IN N°87 de 2021..........ueiiiiiiiiiiccee e 46

Tabela 7 - Dados de massa Umida e de umidade das LAMs de cada um dos 4 fungos
filamentosos avaliados na obtengao das LAMS............uceeiiiiiiiiiiiiiccce e 48
Tabela 8 - Comparativo entre as atividades hidrolitica e de esterificacdo das LAMs de
cada um dos 4 fungos filamentosos avaliados. .............cccoeiiiiiiiiiiiiii 48
Tabela 9 - Comparativo entre o perfil dos principais de acidos graxos presentes na
posi¢cao sn-2 (interna) de um dleo hidrolisado por uma enzima comercial 1,3 — especifica
(LPP) e pela LAM do Aspergillus tubingensis. ............ccoovvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 50
Tabela 10 - Comparativo entre o perfil dos principais acidos graxos presentes na posi¢cao
sn-2 (interna) de um dleo hidrolisado por uma enzima comercial 1,3 — especifica (LPP)
e pela LAM dos demais fUNQOS. ......coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
Tabela 11 - Comparativo entre o grau de incorporagao do acido caprico empregando os
trés biocatalisadores 1,3 — especificos.CONferir..........ccooovviiiiiiiii i, 51
Tabela 12 - Matriz do Delineamento composto central rotacional fatorial 2> mostrando
valores codificados e reais (entre parénteses) de cada variavel independente (pH e
temperatura) e resultados da hidrdlise do azeite de oliva catalisada pela LAM — AO apds
ST 0 11 010 (o T PO 54
Tabela 13 - Tabela da analise ANOVA da caracterizagao do biocatalisador................. 56
Tabela 14 - Matriz do Delineamento composto central rotacional fatorial 2°* mostrando
valores codificados e reais (entre parénteses) de cada variavel independente
(quantidade de biocatalisador, temperatura e razdo molar) na reagéo de sintese dos

triacilglicerdis dietéticos (aciddlise) catalisada pela LAM —AO apés 24 horas. ........... 60



Tabela 15 - Tabela da analise ANOVA do planejamento das reagbes de aciddlise. .....64
Tabela 16 - Resultados de grau de incorporagao da analise comparativa entre os modos
de agitacao no reator operando em modo batelada na reacao de aciddlise................ 67
Tabela 17 - Grau de incorporagcdo em cada ciclo de reuso das LAMs nas reagdes de
ACIAONISE (24 NOFAS).....uuuei it e e e e e e e e et e e e 70



SUMARIO

PR 111 o o [T T TP 14
2. Revisao bibliografiCa..........c.cooiiiiiiiiiie e 17
2.1.Lipideos eStruturados .........ccooviieiiiiiiiiie e 17
N o = 1T PPN 21
2.3.CElUIAS INTEGras ........coeviiiiiiiiiiiie e 24
2.4.01€0 de MACAUDA ..........coceeeeeeeeeeeeeeee et 26
3. ODJELVOS ... 30
3.1. Objetivos €SPECITICOS .....uuuuuiiiii i 30
4. MateriaisS € MEtOUOS. .........ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 31
4.1. Obtencédo da matéria-prima e das cepas dos microrganismos.................. 33
4.2. Caracterizagdo da materia-prima............ooeevuuuiiiiieeeeeeeeeicee e 33
4.3.Producao do biocatalisSador ...........cccooeiiiiiiiiiiiiie e 33
4.3.1. Cultivo e obtencéao das lipases associadas as células integras.......... 33
4.3.2. Tratamento da biomassa fungica contendo as lipases ...................... 34
4.3.3. Atividade lipolitica e de esterificagao .............cceevverriiiiiiiieeeeeeeen, 35
4.3.4. Avaliagdo da regio-especificidade dos diferentes biocatalisadores
ass0Ciados aos MICELIOS (SN-2).....ccouuuuiiiii e 35
4.3.5. Caracterizacao do biocatalisador (pH e temperatura)........................ 36

4.3.6. Anadlise morfologica da estrutura do biocatalisador através da
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)...........ccoiiiiis 37

4.4. Avaliacéo da sintese dos triacilglicerdis dietéticos empregando as LAMs. 37
4.5. Comparativo entre modos de agitagcao na reacao de aciddlise ................. 38

4.6. Analise do efeito do tempo na reacgao de aciddlise (determinagao do grau de
Taleto] g o] r=Tor=To TN o F= (1 o ) P 38

4.7. Avaliacdo do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reagdes de acidolise
39



4.8. Aplicagdo do Modelo HET CAM na Avaliagdo da Seguranca Vascular
(toxicidade) e Potencial Antiangiogénico dos triacilglicerdis dietéticos do tipo

SR 39
4.8.1.  TOXICIAAAE .....coeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee ettt 40
4.8.2. Potencial Antiangiog&niCo .........ceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 41
4.9. Analise dos triacilglicerdis dietétiCos..........coviviiiiiiiiiiiiii e, 42
4.10. Analise estatistica dos dados experimentais .............cceeeveiviiiiiiinnnnnns 43
5. Resultados € DISCUSSEO ........cccoeeiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 44
5.1. Caracterizagdo da matéria-prima...........cccooeeiieeiiiiiiiie e 44
5.1.1. Perfil de ACidOS Qraxos.........coooeiiiiiiiiiiiiee 44
5.1.2.  Andlises fisico-quimicas (indices de acidez e perdxido).................... 46
5.2. Selecao de fungos filamentosos produtores de lipases...........cccccceeeeeeee. 47

5.2.1. Avaliagdo da capacidade catalitica (Atividade hidrolitica e de
esterificacdo) dos diferentes biocatalisadores associados aos micélios .......... 47

5.2.2. Avaliacdo da regio-especificidade dos diferentes biocatalisadores

aSSOCIAd0S A0S MICEIIOS.....ceeiiiieeeeiiie e e e e e et e aeees 49
5.2.3. Reacobes Preliminares de acidoliSe .............ceeeiiiiiiiiiiiiiiiiceeeeieeeee 51
5.3. Caracterizagao do biocatalisador...............ccueiiiiiiiiiiiiiic e 53

5.3.1. Avaliacao da faixa de pH e temperatura na atividade do biocatalisador
53

5.3.2. Analise morfolégica com Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
58

5.4. Sintese dos triacilglicerdis dietéticos: analise da influéncia dos parametros e
(0] 110 0T 72= [0z Lo TP 59

5.5. Teste comparativo entre modos de agitagdo na reag¢ao de aciddlise......... 67

5.6. Avaliacao do efeito do tempo na reacao de acidolise empregando LAMs
(oTo]p gTo N o] ooz 7= 1 [157=To (o] =T U 68

5.7. Avaliagao do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reacgdes de aciddlise
70



5.8.Aplicacdo do Modelo HET CAM na Avaliagcdo da Seguranga Vascular
(toxicidade) e Potencial Antiangiogénico dos triacilglicerdis dietéticos do tipo

SR 72
5.8.1. Avaliagdo da toxicidade ..............ccooiiiiiiiiiiiiiici e 73
5.8.2. Avaliacdo do potencial antiangiogéniCo ............ooeeeiiiiiiiii, 76
6. CONCIUSBO ...ttt e e e e e 80

RETEIENCIAS ... e e 81



14

1. Introdugao

Com o crescente interesse da populagao por produtos alimenticios que
possuem propriedades benéficas a saude e apresentam um viés sustentavel, fez
com que os estudos de modificacdo desses alimentos, se tornassem cada vez
mais relevantes (Zhou et al., 2022). Esses avangos estdo ligados a crescente
busca por alternativas alimentares que reduzam os impactos negativos
associados ao seu consumo excessivo, como por exemplo o de fontes lipidicas,
que ingeridos em grandes quantidades, podem resultar em diversos problemas
cardiovasculares (Cervantes-Paz; Yahia, 2021).

Nesse contexto, os lipideos estruturados, em particular os triacilglicerois
(TAGs) dietéticos, vém ganhando destaque nos ultimos anos devido ao seu
potencial em promover uma dieta mais equilibrada e auxiliar na prevencao
dessas doengas crbnicas cardiovasculares, como obesidade e diabetes (ljaz;
Sun, 2024).

Essa capacidade esta associada ao fato dos triacilgliceréis dietéticos que,
por causa das modificagdes estruturais sofridas, possuirem novos atributos, mas
sem mudar suas propriedades nutracéuticas originais. Para esses TAGs
dietéticos, essa modificacdo consiste na substituicdo seletiva dos acidos graxos
de cadeia longa originais por acidos graxos de cadeia média ou curta, conferindo
assim, outras propriedades aos triacilgliceréis, como uma metabolizagdo mais
rapida, reduzindo o acumulo no tecido adiposo, além do baixo valor calérico (Lee
et al., 2022). O tipo mais sintetizado desses TAGs é o MLM, onde acidos graxos
de cadeia longa (L) sdo mantidos na posi¢ao interna da molécula (sn-2) e acidos
de cadeia média (M) ocupam as posi¢des externas (sn-1 e sn-3) (Remonatto et
al., 2023).

A via mais interessante para essa reacdo de sintese dos MLMs ¢é a
enzimatica, em que se emprega lipases para catalisar a substituicdo desses
acidos nessas extremidades. Assim, € possivel realizar essa sintese utilizando
lipases de trés modos diferentes: por interesterificacdo; esterificagcdo; ou
aciddlise. No geral, a sintese desses TAGs dietéticos pela reagao de aciddlise é
a mais empregada, utilizando apenas lipases que possuam a regiosseletividade
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para atuar nas posi¢cdes 1 e 3, um acido de cadeia media e o0 6leo que sera
modificado (Lépez-Fernandez; Benaiges; Valero, 2020).

No entanto, a produgado de TAGs modificados pela aciddlise, tem desafios
relacionados ao biocatalisador. Como trata-se de um catalisador de alto valor
agregado, essas enzimas sao frequentemente imobilizadas para aumentar sua
estabilidade reacional e permitir sua reutilizagdo, o que resulta em um menor
custo da producdo, e consequentemente, aumenta a viabilidade dessa sintese
(Fukuda et al., 2008).

Assim, uma alternativa nunca explorada como biocatalisador nessas
reacdes de acidolise sdo as células integras biocataliticas, que se destacam por
terem suas etapas de producao simplificadas e resultarem em um catalisador
com caracteristicas semelhantes ao de enzimas imobilizadas comercialmente,
mas com o custo reduzido (Matias et al., 2023). Esse baixo custo se deve a
caracteristica do préprio biocatalisador, que emprega as enzimas que estao na
membrana celular da biomassa para catalisar as reagdes de interesse, e nao as
enzimas secretadas, permitindo que a biomassa atue como um suporte fisico
dessas enzimas, mas sem a necessidade de etapas de purificacdo e posterior
imobilizacdo, como para enzimas imobilizadas tradicionalmente (Reis et al.,
2022). Esse tipo de biocatalisador alternativo com lipases associadas ja é
empregado em estudos de sintese de diversos compostos, como na produgéo
de biodiesel (Adachi et al., 2013; Fukuda et al., 2008; Kutyta et al., 2024) e na
sintese de ésteres (Tamalampudi et al., 2007), o que demonstra sua
aplicabilidade em um gama de reag¢des catalisada por essas enzimas, como no
caso da aciddlise, mesmo que nunca tenha sido avaliado para tal finalidade.

Outro fator de grande importancia na sintese desses triacilgliceréis é a
composi¢cao de acidos graxos presentes no triacilglicerol da matéria-prima.
Dessa forma, se mostra necessario que o 6leo empregado seja rico em
triacilglicerdis que contenham acidos graxos de cadeia longa em sua estrutura,
para que se tenha uma maior substituicado desses acidos por outros de cadeias
menores, e assim, uma maior formagao do produto de interesse (Bassan et al.,
2019; Remonatto et al., 2023).

Assim, um 6leo que apresenta esse perfil, além de possuir diversas outras
propriedades nutracéuticas, € o 6leo da polpa da macauba (Acrocomia aculeata

(Jacq.) Lodd. ex Mart.). Trata-se de um dleo rico em acido oleico (C18:1), um
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acido de cadeia longa que quando inserido na dieta, atua como um bom
estabilizante contra o estresse oxidativo no organismo, além da presenca de
outros compostos bioativos que apresentam beneficios a saude humana (Sant’
Ana et al., 2023). Além disso, novos estudos sobre a extracdo desse 6leo vém
crescendo e apresentam rotas alternativas com processos livres de solventes
para a sua obtencao, permitindo a manutengao desses compostos de interesse
no oleo (Favaro et al., 2022).

Entretanto, essa composicdo rica em acidos de cadeia longa,
principalmente o oleico, leva a um acumulo no organismo, acarretando nas
doencas cronicas cardiovasculares ja mencionadas (Lee et al., 2022). Assim, a
substituicdo da maior parte desses acidos, se faz de grande interesse para poder
empregar esse 6leo na dieta humana. Deste modo, apesar dos avangos, estudos
que explorem o emprego do 6leo da polpa da macauba na sintese de
triacilglicerois dietéticos ainda séo escassos, também representando uma lacuna
na literatura em relacéo a 6leos modificados com propriedades nutracéuticas.

Neste contexto, este trabalho, portanto, visa contribuir para esse campo,
avaliando a utilizagdo de células integras biocataliticas com lipases associadas
na modificagao estrutural desse 6leo, com o intuito de sintetizar triacilgliceréis do
tipo MLM. Essa abordagem busca n&o so estabelecer uma via mais
economicamente mais viavel, como também trazer uma alternativa mais
sustentavel para sua produgédo, tanto pelo tipo de biocatalisador empregado,
quanto pela prépria matéria-prima. E, assim, fomentar o desenvolvimento de
produtos que atendam as demandas de um mercado alimenticio cada vez mais

consciente e exigente.
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2. Revisao bibliografica

2.1. Lipideos estruturados

Atualmente, com o crescente numero de casos de doencgas cronicas
cardiovasculares, como obesidade e diabetes, a busca por alternativas para a
obtencao de novos produtos, que atendam a uma dieta mais equilibrada, vem
recebendo mais atengao no setor alimenticio (Abed et al., 2020). Isso motivou a
procura por processos que durante sua produgao ou modificacdo, resultem em
alimentos com caracteristicas benéficas a saude humana, e assim, permitam
que o consumidor tenha acesso a opgdes mais saudaveis para compor sua dieta
e, consequentemente, reduzir a possibilidade de se desenvolver as doencgas
mencionadas (Zhou et al., 2022; Cervantes-Paz, Yahia, 2021).

Entre os macronutrientes que constituem a alimentagdo humana, os oleos
e gorduras (lipideos) desempenham um papel importante como uma das fontes
mais caloricas de energia e s&o essenciais para a manutencdo de uma dieta
equilibrada (Ai et al., 2023). No entanto, como estdo presentes em grandes
quantidades na alimentacdo humana, seu consumo em excesso acarreta
impactos negativos ao organismo, ja que devido a esse alto valor caldrico, a
velocidade do processamento dessas moléculas € menor (Wang et al., 2022; Zhou
et al., 2022). Sendo assim, uma alternativa implementada para reduzir o impacto
do consumo desses alimentos é realizacdo de modificacbes na estrutura dos
lipideos para atribuir novas caracteristicas ou entao facilitar sua metabolizagao
no organismo, permitindo que sejam menos prejudiciais a saude (Cervantes-
Paz, Yahia, 2021; Bassan et al., 2019).

Existem diversas moléculas provenientes de lipideos que possuem
caracteristicas interessantes para o controle e a prevengcao das doencas
cardiovasculares mencionadas, como o0s acidos graxos mono e poli-insaturados
(MUFA e PUFA). No caso desses acidos graxos presentes no triacilglicerol, sua
presencga auxilia na regulacédo de rotas metabdlicas que estdo associadas com
a prevencao dessas doengas, como alergias, inflamacgdes, diabetes, cancer,
entre outras doencas cardiovasculares (Utama et al.,, 2019). Assim, realizar a
modificacdo desses macronutrientes de forma que se mantenha esses

compostos presentes é de vital importancia.
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Neste contexto, um produto da modificagao estrutural desses lipideos, mais
especificamente, dos triacilglicerdis (TAG), vem recebendo mais destaques nos
ultimos anos, os triacilglicerdis dietéticos. Nesse caso, esses TAGs modificados
possuem caracteristicas como o baixo valor caldérico, mas sem perder as
propriedades nutracéuticas originais do 6leo, tornando-o interessante para o
controle de obesidade e outros problemas associados (ljaz; Sun, 2024; Remonatto
et al., 2023). Essa nova propriedade esta relacionada a estrutura do “novo”
triacilglicerol, que tem seus acidos graxos originais, e geralmente longos,
substituidos por acidos graxos de tamanhos menores, podendo ser de tamanho
curto (S) ou médio (M), como apresentado na figura 1. Assim, essa substituicéo
do acido graxo original por um acido com uma cadeia carbbénica de tamanho
menor reduz o tamanho do TAG, e consequentemente, seu valor caldrico. Isso
faz com que essa molécula seja uma fonte quase instantdnea na sintese de
energia, sendo rapidamente clivada no organismo e seus acidos graxos
enderecados para o figado para a produgao de cetonas e nao acumulados nos

tecidos (Lee et al., 2022).

Figura 1 - Estrutura dos triacilglicerois dietéticos empregando acidos graxos de
cadeia média (M) e curta (S).
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Portanto, a modificacido de lipideos, que naturalmente possuem esses
acidos graxos de cadeia longa em suas trés posi¢coes, em moléculas menores é
de grande interesse para manter-se uma dieta de baixa caloria. Sendo assim,
diversos tipos de triacilglicerdéis dietéticos podem ser sintetizados, uma vez que
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€ possivel realizar diversas combinacdes entre os trés tamanhos de acidos
graxos. Neste caso, um triacilglicerol dietético que se destaca é o do tipo MLM,
em que a substituicdo ocorre nas posi¢cdes sn-1 e sn-3, do triacilglicerol,
mantendo o de cadeia longa (L), na posi¢do interna sn-2 da molécula, como
também esquematizado na figura 1 (ljaz; Sun, 2024; Bornscheuer, 2018; Akoh,
2005; Nunes et al., 2011 a, b).

Tal substituicdo nas posi¢des extremas do TAG esta diretamente ligada a
forma como a molécula sera metabolizada no organismo. Como ja mencionado
anteriormente, a ingestdo de TAGs rico em acidos graxos de cadeia longa, leva
a uma lenta absorgdo e degradagao dessas moléculas (Wang et al., 2022). No
entanto, quando ingerido o triacilglicerol dietético do tipo MLM, sua catalise é
realizada por lipases presentes no pancreas que possuem uma
regiosseletividade por hidrolisar apenas nas posigdes sn-1 e sn-3. Essa reagéo
libera os acidos graxos livres de cadeias menores, que s&o rapidamente
absorvidos pelo organismo, além de um monoacilglicerol. Essa ultima molécula,
por sua vez, agora contém apenas o acido graxo de cadeia longa na posi¢cao
interna, e atua em uma nova fungéo fisioldgica de captar outros acidos graxos
livres para gerar novos triacilgliceréis, que retornaram para o processo de
producao de energia (Lee et al., 2022; Utama et al., 2019; Souza-Gongalves et
al., 2023).

Para isso, o emprego de acidos graxos de tamanho curto (S) e médio (M)
na sintese desse TAGs dietéticos, do tipo MLM e SLS, se faz pelo uso,
principalmente, de acidos graxos que possuam até 12 carbonos em sua cadeia,
sendo principalmente utilizado os de cadeia média (C6-C12) (UTAMA et al.,
2019). Entre esses acidos de cadeia média, os acidos caprico (C10) e caprilico

(C8) sédo os que se encontram em maior uso na literatura atualmente (Tabela 1).

Tabela 1 - Artigos publicados com lipases na sintese de triacilglicerdis dietéticos
empregando acidos graxos de cadeia média (M) nos ultimos 6 anos.

Biocatalisador T'pf) d’e_TAG Referéncia
dietético
Lipase de Rhizopus oryzae MLM Caicedo-Paz et al., 2024
imobilizada
Lipozyme® RM IM MLM Simoes et al., 2021

Lipozyme® RM IM MLM Remonatto et al., 2023
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Lipase de Rhizopus oryzae

. - MLM Pacheco et al., 2022
imobilizada
Novozym 40086 lipase MLM Yue et al., 2020
Lipozyme TL IM e Lipozyme MLM Souza-Gongalves et al.,
RM IM 2023
Lipozyme® 435 (lipase
imobilizada recombinante de MLM Liu; Akoh, 2024
Candida antarctica)
Lipase pancreatica de porco MMM Liang et al., 2019
(LPP)
Lipozyme® RM IM MLM Li et al., 2021
Fermase CALB ™10000 Khasgiwale; Waghmare;
(lipase-B de Candida MLM giwale, Yag !
, Gogate, 2025
antarctica)
Lipozyme® TL IM e
Lipozyme® RM IM MLM Bassan et al., 2019
Novozym40086 e
Lipozyme® RM IM MLM Cao et al., 2024
Lipozyme RM IM, Novozyme
40086, Lipozyme TL IM, e MLM Zou et al., 2024

Lipozyme 435
Fonte: Autor, 2024.

Desse modo, nota-se que nos ultimos anos, teve um aumento nos estudos
referentes a sintese de triacilglicerdis dietéticos ricos em acidos de cadeia média,
principalmente do tipo MLM. Isso se deve justamente por ser relatado que, entre
os de cadeia média, sdo os que mais rapidamente sofrem o processo de beta-
oxidagao para producao de energia, ndo se acumulando no tecido adiposo (Lee
et al., 2022; Wang et al., 2022).

Além disso, o acido caprico (C:10), obtido principalmente de fontes vegetais
como Oleo de palma, de coco e outras sementes, se destaca como acido
empregado na sintese desses triacilglicerdis dietéticos do tipo MLM. Trata-se de
um acido muito empregado como aditivo na industria alimenticia na produgao de
alimentos embalados, como sorvetes e sucos de frutas e outros enlatados. No
entanto, biologicamente, essa molécula desempenha outras fungdes como
propriedades antifungicas, antivirais, anti-inflamatorias e até capacidade inibir a
proliferagao de células de linhagens tumorais (Shekhar et al., 2023).

Para os triacilglicerdis dietéticos, além de possuirem um menor valor
caldrico, sabe-se que ao serem ingeridos, como mencionado anteriormente,

esses acidos de cadeia menores (acido caprico) sao hidrolisados e rapidamente
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metabolizados por (-oxidacao, resultando no acetil-CoA e, posteriormente, em
corpos cetdnicos. Essas moléculas, por sua vez, atuam principalmente como
uma fonte alternativa de energia para o sistema nervoso. Paralelamente, parte
do acido caprico induz a glicdlise para a formagao de lactato, que também atua
como fonte energética para as células cerebrais (Shekhar et al., 2023; Wang et
al., 2022).

Assim, considerando todos os beneficios da ingestdo do acido caprico,
reforga-se o interesse da sua incorporagéo na molécula do triacilglicerol para a
sintese dos triacilglicerdis dietéticos do tipo MLM.

Tendo em vista todas essas propriedades benéficas associadas ao
triacilglicerois dietéticos do tipo MLM, desde o menor valor calérico, até as
proprias propriedades do acido de cadeia media, diversas aplicagdes em
sistemas alimentares vém sendo exploradas e os efeitos da sua implementacao
em dietas vem sendo cada vez mais consolidado (Wang et al., 2022; Zhou et
al., 2022). No entanto, para esse tipo de lipidio modificado aplicagbes além da
area alimenticia ainda sdo muito escassas, além de que ainda n&o ha trabalhos
que avaliem o potencial farmacolégico desses compostos de forma direta, que
nao apenas pela sua incorporacdo na dieta para auxiliar na regulacdo do
metabolismo do organismo (Caicedo-Paz et al., 2025).

Sendo assim, essa escassez de estudos demonstram uma lacuna na
literatura para outras aplicacbes para um Oleo que teve sua composi¢cao
modificada em prol de gerar um produto com todos os efeitos benéficos ja
apresentados, como por exemplo em formulagdes de farmacos, entre outras.
Neste contexto, lipidios sdo empregados em diversos sistemas que ndo sé o
alimenticio, como na sintese de nano carreadores, em especial nanoemulsoes,
para o enderecamento de diversos farmacos (Faria et al., 2024). Com isso,
associar os triacilglicerdis dietéticos nessas formulagbes se monstra uma
estratégia interessante de combinar um composto, que possui propriedades que

podem maximizar os efeitos esperados, com outros compostos ja empregados.

2.2. Lipases

Para a sintese desses lipideos estruturados, pode-se seguir dois métodos:

0 quimico ou o enzimatico. A via quimica apresenta algumas dificuldades para
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ser empregada, ja que nao ha especificidade do produto formado, além de
empregar condigbes mais severas de operacao (Wang et al., 2022). No entanto,
a via enzimatica, que emprega lipases (glicerol éster hidrolases — E.C. 3.1.1.3)
para catalisar a reagdo, € a mais utilizada por ndo gerar diversos subprodutos
(diferentes tipos de TAGs) devido a especificidade do catalisador e poder atuar
em condigcbes operacionais mais brandas, como temperaturas menores e,
geralmente sem o emprego de solventes (Zhou et al., 2022; Wang et al., 2022).

Assim, a produgdo desses lipideos estruturados catalisada por essas
lipases pode ocorrer por interesterificacéo, esterificacdo ou aciddlise (Lee et al.,
2022; Remonatto et al., 2023). No entanto, a reagcdo mais utilizada € a aciddlise,
em que o triacilglicerol, na presenga da lipase, reage com moléculas de acidos
graxos de cadeia média presente no meio reacional, substituindo as cadeias
carblOnicas longas das suas extremidades por esses acidos graxos de cadeias
menores (Utama et al., 2019). Neste caso, como ja mencionado anteriormente,
para que a reagao de interesse ocorra € de grande importancia que a lipase
empregada possua uma regiosseletividade para apenas atuar nas posi¢oes 1 e
3 do triacilglicerol (Lopez-Fernandez; Benaiges; Valero, 2020).

Em relagdo a esse biocatalisador, seu uso é amplamente avaliado em
diferentes areas. Essa variedade de aplicacbes pode ser relacionada com a
capacidade de realizar reagdes tanto em meio aquoso como em meio organico
(Remonatto et al., 2022;Bornscheuer, 2018; Shah et al., 2024). Assim, trata-se
de uma enzima capaz de catalisar uma diversidade de reagdes dependendo das
condicbes do meio reacional e das caracteristicas da lipase empregada
(regiosseletividade e quimioseletividade), como reagdes de esterificagao,
alcoodlise, aciddlise, interesterificacédo e transesterificagdo (Remonatto et al.,
2022). Isso resulta em uma gama de produtos de interesse para a industria
alimenticia, de cosméticos, petroquimica e farmacéutica, como biocombustiveis,
biolubrificantes, emulsificantes e lipideos estruturados, fazendo com que
economicamente as lipases sejam uma das enzimas mais comercializadas no
mundo (Qiu; Han; Wang, 2021; Remonatto et al., 2022; Shah et al., 2024).

Quanto a sua origem, essas enzimas podem ser de diversas fontes:
animais, vegetais ou microbianas. Atualmente a sua principal forma de obtencéao
€ a produgao por microrganismos (Qiu; Han; Wang, 2021; Shah et al., 2024).

Isso se da pelo tempo reduzido para sua obtengao quando comparado as outras
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fontes, que necessitam de um tempo muito maior pela complexidade do
organismo, além do custo envolvido no processo. Além disso, geralmente
durante a produgao por via microbiana, as lipases produzidas sao extracelulares,
ou seja, sao excretadas para o meio reacional, o que facilita sua separagéo e
recuperacdo (Remonatto et al., 2022). Também ¢é relatado que suas
propriedades sao melhores que as provenientes de fontes vegetais e animais,
como maior estabilidade térmica e versatilidade catalitica (Salgado et al., 2022).

Portanto, ha diversas lipases comerciais de origem microbiana,
principalmente de origem fungica, capazes de catalisar tal reagdo. Essas
enzimas sao bem estabelecidas quanto as suas propriedades e condi¢des
operacionais, o que contribui para seu uso em aplicagdes industriais, como
mencionado anteriormente, permitindo que catalisem uma gama de produtos de
diversas areas. Isso €& notavel quando se observa, por exemplo, lipases
comerciais como a Lipozyme TL IM, a Lipozyme RM IM e a Novozym 435,
provenientes da Thermomyces lanuginosa, Rhizomucor miehei e Candida
antarctica, respectivamente (Remonatto et al., 2022; Kim; Hwang; Akoh, 2023),
sendo essas destacadas por serem aplicadas na sintese de triacilglicerdis
dietéticos, como apontado na tabela 1.

Além dessas, outras lipases provenientes de outras linhagens fungicas
também sdo amplamente estudadas para serem empregadas em diversas
reagdes, como as obtidas de Asperqillus oryzae, Aspergillus niger e Aspergillus
tubingensis, demonstrando que cepas do género Aspergillus apresentam grande
potencial na produgao dessa classe de enzima (Xu et al., 2020; Remonatto et
al., 2021; Melani; Tambourgi; Silveira, 2020).

Um exemplo do potencial dessas lipases fungicas s&o os estudos
apresentados na tabela 1, em que todos empregam enzimas comerciais para a
sintese de triacilglicerois dietéticos a partir de diversos oOleos de origens
diferentes. No entanto, é perceptivel que todos esses biocatalisadores
apresentados passaram pelo processo de imobilizacéo, para que essas reagdes
se tornassem viaveis. Assim, no geral, € necessario realizar a imobilizagcéo
dessas proteinas em um suporte fisico e insoluvel para facilitar a sua separagao
do meio reacional, recuperacdo e reuso para uma diminuicdo de custos do
processo (Zhou et al., 2022; Basso; Serban, 2019). Essa etapa € de extrema

importancia para seu emprego em diversas reagdes, principalmente na de



24

acidolise, ja que um parte significativa do custo do processo esta associada a
obtencao desses biocatalisadores. Dessa forma, quando se aplica uma enzima
imobilizada em um processo, permite-se que a mesma possa ser “reaproveitada”
para mais ciclos da reacdo até que ocorra uma perda consideravel da sua
capacidade catalitica e seja necessario a sua substituicdo por um novo lote
(Remonatto et al., 2022).

Como mencionado, a maioria dessas lipases microbianas para serem
empregadas necessitam passar por diversas etapas de separagao e purificagéo
com solventes e processos cromatograficos. Todo esse processamento,
encarece o custo do catalisador, além de que durante o pds-uso, a sua
recuperacao é de dificil execugdo, sendo geralmente necessario realizar a
imobilizacdo dessas enzimas em suportes fisicos para facilitar tal etapa. Essa
etapa de imobilizacdo para o reuso das enzimas, permite uma diminuicido do
custo do processo total, mas também acarreta em um custo maior do catalisador,
além de um menor rendimento na sua sintese (Fukuda et al., 2008; Qiu; Han;
Wang, 2021).

Uma alternativa que integra etapas, economiza custos da sua produgao, &
0 emprego nao das enzimas extraidas e imobilizadas e sim das células integras

cultivadas contendo esses catalisadores.

2.3. Células integras

Biocatalisadores de células integras consistem nas enzimas ligadas a
biomassa inativada do microrganismo e ndo nas que sao secretadas ou
extraidas dos mesmos. Nesse caso, utiliza-se das enzimas que estéo ligadas a
parede celular ou em sua membrana e até mesmo no espaco intermembranar
dos microrganismos (Matias et al., 2023).

Com isso, a obtencao desse biocatalisador ligado a essa biomassa celular
elimina etapas de purificagao, ja que o produto de interesse esta na parte sélida
do cultivo, diferentemente das enzimas extracelulares, que necessitam de mais
processos para obter somente o biocatalisador, diminuindo o rendimento final e
encarecendo a sua produgao. Além disso, a matriz celular em que a enzima esta
associada, atua como um suporte natural, estabilizando a enzima presa e, assim,

permitindo minimizar efeitos do préprio meio reacional que poderiam diminuir a
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sua capacidade catalitica (Kutyta et al., 2024; Matias et al., 2023;Reis et al.,
2022).

Por fim, esse tipo de catalisador, assim como enzimas imobilizadas,
permite a sua recuperagdo, ja que por ser uma matriz sélida, apdés o fim da
reacado, ela facilmente se separa do meio contendo o produto e pode ser
reutilizada por mais ciclos, o que também, diminui os gastos totais do processo
em que sao aplicadas (Lin; Tao, 2017; Lima et al., 2019).

Na literatura encontram-se diversos estudos de producdo de células
integras associadas a enzimas como biocatalisadores para a produgao de
diversos compostos. Um exemplo € a aplicacdo de lipases associadas aos
micélios (LAM), ou mycelium — bound lipases, em inglés, em que utilizam fungos
filamentosos para a sintese de lipases para uma variedade de aplicacées. Assim,
ja é relatado seu emprego na hidrolise de diversos oOleos para a liberagdo de
acidos graxos livres e glicerol com fungos filamentosos do género Rhizopus e
Penicillium (Reis et al., 2022; de Castro et al., 2022). Além disso, também ja sédo
relatados estudos empregando essas células integras provenientes de diversos
fungos filamentosos na produgao de biodiesel (Fukuda et al., 2008; Reis et al.,
2022; Athalye et al., 2013; Dobrev et al., 2011). No entanto, fungos do género
Rhizopus e Penicillium ndo sao os unicos que sao empregados para a sintese
de células integras com enzimas associadas, como visto na Tabela 2. Também
se encontram estudos com células integras com fungos de outros géneros, como
o Aspergillus com diversas aplicagdes, desde o tratamento de efluentes da
industria farmacéuticas utilizando B-lactameses, até na sintese de biodiesel e
ésteres de bio-solventes com lipases de Aspergillus oryzae e Aspergillus niger
(Ji et al., 2021; Pan et al., 2016; Almyasheva et al., 2017; Adachi et al., 2013).

Tabela 2 - Aplicagbes de células integras com enzimas associadas.

Microrganismo Aplicagao Autor(es)
Producao de Biodiesel empregando
Rhizopus oryzae células integras associadas a particulas Ban et al., 2001

de poliuretano
Degradacgéao de antibioticos por agao de
B-lactamases
Sintese de ésteres isopropilicos de
biossolventes verdes

Aspergillus niger Jietal., 2021

Aspergillus niger Pan et al., 2016
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Aspergillus oryzae com o

gene codificador de lipase Sintese de ésteres organicos Tamalampudi et

de Candida antarctica. al., 2007
Pichia pastoris com o
gene codificador de lipase N . Yan; Zheng; Li,
de Thermomyces Produgéo de Biodiesel 2014
lanuginosus
Aspergillus niger Producao de Biodiesel Almyasheva et
al., 2017
Rhizobus orvzae Sintese de acidos graxos livres poli- Reis et al.,
P Y insaturados 2021
Aspergillus oryzae Producgao de Biodiesel Adagg'ét al.,
Rhizobus orvzae Sintese de acidos graxos livres poli- Matias et al.,
P Y insaturados 2023
Penicillium Degradacéao de acido laurico em 6leos de Castro et al.,
purpurogenum vegetais 2022
. . Sintese de acidos graxos livres poli- Lima et al.,
Penicillium citrinum .
insaturados 2019

Fonte: Autor, 2024.

Portanto, todos esses estudos empregando biocatalisadores de células
integras demonstram o crescimento dessa area da biotecnologia nos ultimos
anos, sendo necessario avaliar cada vez mais novas aplicacbes para esses
catalisadores além da hidrolise e da esterificacao (producédo de biodiesel), no
caso de lipases. Além disso, observando a tabela 2, biocatalisadores de células
integras provenientes de fungos do género Aspergillus vem se destacando na
ultima década, seja empregando lipases (LAM) ou outras enzimas de interesse
(Adachi et al., 2013; Almyasheva et al., 2018; Ji et al., 2021; Pan et al., 2016).
Sendo assim, como ainda nao é relatado nenhum estudo empregando essas
enzimas associadas a biomassas fungicas na sintese dos triacilglicerodis
dietéticos por aciddlise, destaca-se o potencial, principalmente quando se
observa que diversos fungos filamentosos produtores de lipases comerciais com
a especificidade para atuar nas posicoes externas dos TAGs e que ja séo
utilizados para tal (R. oryzae e A. oryzae), também vem sendo estudados e
empregados para a producédo de LAMs, mas para outras aplicagdes (sintese de

biodiesel).

2.4. Oleo de Macauba
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Além do catalisador empregado, para a sintese desses triacilglicerois
dietéticos as caracteristicas da matéria prima, ou seja, a composi¢ao do 6leo que
sera modificado, € um fator crucial para sua escolha. Assim, é desejavel que a
composi¢cdo do oleo empregado para a produgdo dos TAGs dietéticos, seja
majoritariamente de acidos graxos de cadeias longas (LLL), para que durante a
sua modificagdo, tenha-se uma maior substituicdo por acidos de cadeias
menores e, assim, garantir que se tenha uma maior concentragédo do produto
desejado ao fim da reacdo (MLM) (Simbes et al., 2021).

Desta forma, diversas fontes oleaginosas vém sendo avaliadas para tal
aplicagado, como 6leo de coco, de semente de uva, de algodao, de algas, de
peixes, azeite de oliva, entre outros (Bassan et al., 2019; Khasgiwale;
Waghmare; Gogate, 2025; Li et al., 2021; Liang et al., 2019). No entanto, um
grande obstaculo referente a essa matéria prima € o custo associado a sua
obtencao.

Aliado a essa questao do custo, nos ultimos anos, a busca por novas fontes
oleaginosas, tanto para a aplicagdo na alimentagdo, quanto para outros fins
como na producéo de biocombustiveis, vem crescendo com o intuito de substituir
esses 06leos tradicionalmente empregados (Colombo et al., 2018). Parte dessa
busca esta relacionada com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) definidos pela ONU, em que foi acordado objetivos em prol de um futuro
mais sustentavel e igualitario em diversos aspectos socioecondmicos. Entre
essas metas, encontram-se tdpicos como a erradicacdo da fome, uma
alimentacao balanceada e uma agricultura sustentavel, favorecendo produtos
regionais de grande valor nutricional e incentivando colaboragdes tanto
nacionais, quanto internacionais para alcanga-los (Objetivos 2, 3, 8, 9, 12, 13 e
15). Em geral, na pratica, todos esses objetivos visam o desenvolvimento de
novas tecnologias, troca de conhecimentos e parcerias para fornecer a
sociedade condigdes mais igualitarias e saudaveis, seja na busca de novos
processos ou de novas fontes alimenticias, como no caso de fontes oleaginosas
(ONU, 2015).

Neste contexto, a macauba possui um grande potencial para aplicagoes
industriais com o intuito de gerar produtos mais saudaveis e/ou economicamente
mais viaveis. Em relacido ao seu 6leo, a producao é superior quando comparado

a outros Oleos vegetais normalmente consumidos, sendo que para um hectare é
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possivel obter entre 4 e 6 toneladas de d6leo, enquanto, por exemplo, o dleo de
soja, que é amplamente consumido na dieta humana, alcanga apenas um tergo
desse valor (Raspe et al., 2022; Trentini et al., 2017). Tal fato, o torna de grande
interesse para a substituicdo de fontes mais tradicionais, como a soja, ja
mencionada e vai de encontro com alguns dos objetivos de desenvolvimento
sustentavel, uma vez que se trata de uma planta de origem nacional (cerrado) e
amplamente utilizada em regiées como o norte brasileiro (Colombo et al., 2018).

Além disso, sua composi¢cdo permite que seja empregado em diversas
industrias, como a de cosméticos e na producédo de biocombustiveis (biodiesel),
no qual ja € bem consolidado seu uso (Silva; Cardoso; Pasa, 2016; Carpintero
etal., 2021).

Entretanto, nos ultimos anos, os estudos com os 6leos dessa palma vém
ganhando novas proporgdes. Para o 6leo da polpa da macauba, a partir da
analise de sua composigao, observa-se a presencga de diversos compostos
bioativos, como vitamina C, B-carotenos, tocoferdis, fitosterdis e flavonoides
(Trentini et al., 2017). No entanto, a caracteristica que mais se destaca é sua
constituicdo lipidica, em que apresenta uma predominancia de acido oleico
(C18:1), um acido graxo essencial que pode atuar como um bom estabilizante
contra o estresse oxidativo no corpo humano (Sant’ Ana et al., 2023; Colombo et
al., 2018).

Ademais, também é crescente os trabalhos envolvendo novas formas de
obtencao desse oleo (Trentini et al., 2017). Porém, seguindo os principios dos
ODS, novos métodos também vém sendo explorados, como técnicas livres de
solventes, empregando sistemas aquosos e a associagado de enzimas para sua
extracdo. Essas rotas alternativas diminuem a presenca de compostos liberados
pelo fruto que possam modificar as caracteristicas do 6leo e invalidar seu
emprego na dieta humana (Favaro et al., 2022). Desta forma, Favaro e
colaboradores (2022) propuseram e validaram uma nova rota empregando um
protocolo em condigdes brandas e livre de solventes para a extragao de um 6leo
de alta qualidade da polpa da macauba, com baixo nivel de acidez e sem uma
perda significativa dos compostos anteriormente mencionados. Além disso, tal
método também foi capaz de manter seu perfil de acidos graxos original, com

uma porcentagem significativa do acido oleico.
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O resultado desse estudo se mostra ainda mais interessante quando se
observa que se trata de autores que atuam como pesquisadores da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), reafirmando os objetivos de
desenvolver novas tecnologias e produtos a partir de fontes nacionais e com
intuito de serem mais sustentaveis e ricos nutricionalmente. Assim, isso acaba
evidenciando ainda mais o potencial crescente do 6leo da polpa de macauba,
pois, por possuir tais propriedades benéficas, o torna atrativo para o
desenvolvimento de novos produtos com aplicagdes nutricionais e
farmacéuticas.

Com isso, para a sintese dos triacilglicerois dietéticos, empregar um dleo
de origem nacional obtido por uma rota alternativa mais sustentavel e com uma
composic¢ao rica em acidos graxos de cadeia longa, sendo aproximadamente
70% de acido oleico (C18:1) se destaca. Pois, como ja mencionado, trata-se de
um acido de cadeia longa que possui algumas propriedades medicinais. No
entanto, a presenca de grandes concentracdes dessa molécula, dificulta sua
utilizagdo como fonte de energia (Sant’ Ana et al., 2023). Isso leva a um acumulo
no organismo, o que o torna um 6leo ndo indicado para o consumo diario, por
possuir um grande valor calorico.

Porém, tal perfil de acidos graxos e considerando o contexto mais
sustentavel de sua obtencdo, torna-se um candidato interessante para ser
modificado e produzir os triacilglicerdéis dietéticos do tipo MLM. Ainda assim, na
literatura ndo se encontra estudos aplicando este 6leo para a produgao desses
TAGs modificados, evidenciando a lacuna nessa area de estudo de lipideos

estruturados com éleos empregados nacionalmente.
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3. Objetivos

O objetivo deste projeto foi a sintese de triacilglicerdis dietéticos por
aciddlise enzimatica utilizando o 6leo da macauba como substrato principal e o
acido caprico como acido substituinte. Para a sintese desses compostos, foi
empregado o uso de lipases associadas ao micélio de fungos filamentosos, como
biocatalisadores alternativos as opg¢des tradicionais, a fim de contribuir para o
desenvolvimento de uma rota biotecnoldgica inovadora e mais econémica na
modificagdo estrutural de Oleos vegetais visando a produgdo de alimentos
funcionais e/ou lipideos estruturados. Também foi realizado uma avaliagao inicial
da toxicidade desses triacilglicerois dietéticos e do seu potencial antiangiogénico

empregando o modelo HET-CAM.

3.1. Objetivos especificos

v' Selegdo do microrganismo empregado para a obtencdo das células
integras;

v' Caracterizagdo do biocatalisador quanto a temperatura, pH e a
morfologia;

v/ Caracterizagdo da matéria prima quanto ao indice de acidez, peréxido
e composicao de acidos graxos;

v Reacgdes de aciddlise para obtencdo dos triacilglicerois dietéticos
empregando planejamento experimental: Otimizagdo das melhores
condigdes para a reagéo (razdo molar, quantidade de biocatalisador e
temperatura);

v' Avaliacdo da estabilidade operacional do biocatalisador;

v' Avaliagdo do numero de ciclos de reuso do biocatalisador nas reagdes
de aciddlise;

v' Testes de toxicidade e indugao a vascularizagao.
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4. Materiais e Métodos

A figura 2 apresenta o fluxograma das etapas a serem desenvolvidas

durante o projeto.



Figura 2 - Fluxograma das etapas do projeto completo.
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4.1. Obtengao da matéria-prima e das cepas dos microrganismos

Neste trabalho, os 6leos utilizados foram disponibilizados por meio de
uma colaboragdo com pesquisadores da EMBRAPA (Embrapa Cerrados,
Planaltina/DF), que forneceram lotes do 6leo da polpa e da améndoa da
macauba (Acrocomia aculeata) em estado bruto e preparados para aplicagao
direta nas reagdes. Apds a obtencgao, os lotes foram armazenados em camara
fria a fim de manté-los em uma temperatura constante. O acido graxo
incorporado na reagao de acidolise foi o acido caprico (Sigma).

Para a producdo do biocatalisador foram avaliadas cepas dos fungos
filamentosos: Rhizopus arrizhus, e Aspergillus oryzae, cedidos pela
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), no campus de Pogos de Caldas;
Aspergillus tubingensis (DPUA 1727), cedido pelo acervo de culturas — DPUA da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM, AM, Brasil); e Rhizomucor miehei
(ATCC 26282), adquirido da Colecao de Culturas Tropical — Fundagcdo André

Tosello.

4.2. Caracterizagcao da matéria-prima

O dleo vegetal foi caracterizado quanto aos indices de acidez (método Ca
5a-40), peréxido (método Cd 8b-90) e composigdo em acidos graxos (método
Ce 2-66), de acordo com os métodos oficiais da American Oil Chemist's Society
(AOCS, 2004).

4.3. Produgao do biocatalisador

4.3.1. Cultivo e obtengao das lipases associadas as células integras

As cepas dos microrganismos selecionados (item 4.1) foram conservadas
em geladeira (1°C) em meio BDA (Batata Dextrose Agar Difco). Para a ativagao
das células, os tubos contendo os microrganismos foram mantidos por um
periodo de no minimo 72h até atingir seu melhor estado de esporulagédo em uma
estufa (Estufa de Cultura Modelo 002 CB, Fanem LTDA). Para cada cepa

avaliada empregou-se uma temperatura: R. arrizhus (30°C), A. oryzae (30°C), A.
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tubingensis (37°C) e R. miehei (28°C) (Adamczak; Bednarski, 2004; Freitas et al.,
2024; Kirdi et al., 2017; Reis et al., 2022).

Em seguida foi feita a contagem das células (esporos) utilizando uma
camara de Neubauer, em que incialmente foi realizada uma lavagem com agua
destilada estéril até desprendimento dos esporos do meio de cultura, obtendo
assim, uma suspensao de esporos em condi¢des assépticas. A concentragao da
suspensao de esporos foi ajustada para a faixa de 108 esporos/mL, a fim de
padronizar a quantidade de inéculo utilizada nas etapas do cultivo e obtencao
dos biocatalisadores.

Dessa forma, apds a preparagao da suspensao de esporos, foi conduzido
o cultivo para a produgédo da biomassa fungica empregando o azeite de oliva
como fonte indutora de lipase. Todo o processo de sintese do catalisador foi
realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL do meio de cultivo
contendo: Peptona 70g/L; Glicose 1g/L; KH2PO4 1g/L; Mg2S04 0,5 g/L; e NaNOs
1 g/L (Andrade et al., 2014 adaptado). Todos os cultivos foram realizados a 180
rom, mas, assim como na etapa de ativagdo, novamente para cada cepa, no
cultivo foi empregado a temperatura oOtima de crescimento previamente
selecionada.

Por fim, apds o periodo de 7 dias de cultivo, a biomassa celular foi filtrada
utilizando um funil de buchner, papel filtro e um sistema de bomba a vacuo para
a separagao do caldo fermentado e lavada com uma mistura de agua, etanol e

acetona (1:1:1).

4.3.2. Tratamento da biomassa fungica contendo as lipases

A biomassa resultante foi submetida por um processo de pdés tratamento a
fim de retirar a umidade, bem como o dleo residual do cultivo, maximizando a
atividade do biocatalisador (esquema apresentado na figura 3). Inicialmente, a
biomassa foi cortada em tamanhos menores e congelada por 24 horas.
Posteriormente, esse material congelado foi liofilizado por 24 horas (Modelo
ModulyoD Freeze Dryer, Thermo Electro Corporation) e depois foi adicionado em
um recipiente com hexano, em uma proporgdo de 1 grama de biomassa para

cada 4 mL de hexano, por 4 horas sob agitagao leve na cama de rolos (roll mixer
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da Quimis®). Ao fim do tempo a biomassa foi filtrada utilizando um funil de
buchner, papel filtro e um sistema de bomba a vacuo.

Por fim, foi realizada a determinagédo da umidade de cada lote empregando
uma balanga de infravermelho (SHIMADZU — MOCG63u) e todos os lotes de

biomassas fungicas foram armazenadas em recipientes a 4°C até seu uso.

Figura 3 - Fluxograma das etapas de tratamento da biomassa.
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Fonte: Autor, 2024.

4.3.3. Atividade lipolitica e de esterificagao

A atividade lipolitica da biomassa fungica tratada foi determinada pelo
método de hidrélise do azeite de oliva (Andrade et al, 2014), considerando a
umidade da biomassa previamente determinada (item 4.3.2.). A atividade
hidrolitica foi definida pela quantidade de enzima que libera 1 ymol de acido
graxo por minuto nas condi¢cdes de ensaio.

Em relacao a atividade de esterificacao, foi determinada pela reagao entre
0 acido oleico e o alcool etilico catalisada pela lipase (Remonatto et al., 2023). A
atividade de esterificagao foi definida pela quantidade de enzima necessaria para

consumir 1 ymol de acido oleico por minuto.

4.3.4. Avaliagdao da regio-especificidade dos diferentes biocatalisadores

associados aos micélios (Sn-2)

Foram testadas linhagens de microrganismos identificadas na literatura
como promissoras produtoras de lipases ligadas ao micélio disponiveis no
laboratério de enzimologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia e por aquisicéo

da Colecdo de Culturas Tropical — Fundacdo André Tosello (Campi
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nas/SP/Brazil). Assim, como mencionando anteriormente, quatro fungos foram
avaliados: R. arrhizus, A. tubingensis, R. miehei e A. oryzae.

Para esta etapa, apds a realizagédo dos cultivos para a produgao da lipase
associada ao micélio, foi realizada a determinacéo da especificidade de atuacao
desses catalisadores. Assim, para isso, foi empregado o método para a
determinacao do perfil composicional na posi¢gdo Sn-2 em 6leos e gorduras
(Caballero et al., 2014).

4.3.5. Caracterizacao do biocatalisador (pH e temperatura)

Apos a escolha da linhagem, foi realizada a caracterizagcao das lipases
associadas ao miceélio empregando como ferramenta estratégica o planejamento
de experimentos. Para isso, foi utilizado um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) - Planejamento Fatorial 22 - com triplicata de cada
experimento e trés repeticdes do ponto central. Experimentalmente foi utilizado
a performance do biocatalisador na hidrélise do azeite de oliva para avaliar seu
comportamento na faixa de pH e temperatura proposta, seguindo o item 4.3.3
(Andrade et al, 2014). A analise estatistica dos efeitos das variaveis codificadas
sobre a variavel independente do planejamento estudado foi realizada com
auxilio do  software Protimiza Experimental Design (p<0,05)

(http://experimentaldesign.protimiza.com.br/).

Tabela 3 - Valores reais e codificados das variaveis independentes no
delineamento composto central rotacional (Planejamento fatorial 22) para
avaliacao dos efeitos da temperatura e pH.

Niveis
Variaveis independentes
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura (°C) 25,8 30 40 50 54,1
pH 4,38 5 6,5 8 8,62

Fonte: Autor, 2024.
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4.3.6. Andlise morfolégica da estrutura do biocatalisador através da

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Como ultima etapa da caracterizagao do biocatalisador, foi realizada a
analise morfoloégica da estrutura do micélio por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Para isso, ao fim do tratamento da biomassa catalitica (item
4.3.2.), o biocatalisador ja previamente desidratado (préximo a 10%), foi
analisado sem fixagao quimica prévia usando um microscopio eletrénico de alta

resolucao (Jeol modelo JSSM7500F, Instituto de Quimica, Unesp, SP).

4.4. Avaliacao da sintese dos triacilglicerdis dietéticos empregando as
LAMs

Em seguida, foi avaliada a influéncia da temperatura, raz&o molar
(6leo:acido) e concentragdo de biocatalisador (m/m %), empregando-se como
ferramenta estratégica o planejamento de experimentos. Também foi utilizado
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) - Planejamento Fatorial
23 - com duplicata de cada experimento e trés repeticdes do ponto central. As
reacdes foram conduzidas em meio livre de solventes, em reatores cilindricos de
vidro (parede dupla), com uma capacidade de 30 cm3, sob agitagdo magnética
(400 PRM). A analise estatistica dos efeitos das variaveis sobre as respostas do
DCCR estudado foram realizadas com auxilio do Protimiza Experimental Design
(p<0,1)

(http://experimentaldesign.protimiza.com.br/).
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Tabela 4 - Valores reais e codificados das variaveis independentes no
delineamento composto central rotacional (Planejamento fatorial 23) para
avaliagdo da influéncia dos parametros na reagdo de aciddlise.

Niveis
Variaveis independentes
-1,68 -1 0 +1  +1,68
Temperatura (°C) 33,1 40 50 60 66,8
Quantidade de biocatalisador (% m/m) 1,63 3 5 7 8,36
Razao molar (6leo:acido) 1:229 14 16,5 1.9 1:10,70

Fonte: Autor, 2024.

4.5. Comparativo entre modos de agitagao na reacao de aciddlise

Apos a determinacao das melhores condigdes reacionais (item 4.4), foi
realizado um teste comparativo entre dois modos de agitagao no reator: agitacao
magnética e agitagdo mecanica. Nessa etapa, a reacdo de acidolise foi
conduzida na melhor condicdo determinada no item 4.4. em dois sistemas
reacionais: um sistema empregando um agitador magnético, em que a agitacao
foi realizada com uma barra magnética; e um sistema utilizando um agitador
mecéanico com um impelidor. Em ambos os sistemas, a agitagdo foi definida
préximo a 400 RPM.

4.6. Analise do efeito do tempo na reacao de aciddlise (determinagao do

grau de incorporagao maximo)

Com as melhores condi¢des de temperatura, quantidade de biocatalisador
e razéo molar e o modo de agitacao ja definidos, a etapa seguinte foi determinar
o tempo necessario para a obteng¢ao do grau de incorporagao maximo. Para isso,
foi realizada a reagdo de aciddlise (condigdes da reagdo determinadas
anteriormente — itens 4.4. € 4.5.), por um periodo de 48 horas, com aliquotas do
meio reacional sendo retiradas nos seguintes tempos: 10 horas, 24 horas, 34

horas e 48 horas.
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4.7. Avaliagcao do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reagoes de

acidoélise

Em seguida, com todas as condi¢des ja definidas, a ultima etapa foi a
avaliagcdo do reuso do biocatalisador (LAMs) nas reacdes de acidolise. Assim,
ciclos da reagdao de aciddlise foram realizados reutilizando o mesmo
biocatalisador até a perda da capacidade de catalisar a reacdo de aciddlise.
Entre cada ciclo, a biomassa catalitica foi separada do meio reacional do ciclo
anterior e passou por etapas de lavagens com hexano até a remogéao total do
meio reacional anterior e secagem do biocatalisador. Em seguida, com o
biocatalisador seco novamente, um novo meio reacional foi preparado e

adicionado a enzima.

Além disso, determinado a constante de desativacdo. Para isso, foi

empregado a equacgao 1.
Gl, = GIy e ka*t (1)

Em que Gln é o grau de incorporagao no tempo t (horas), Glo € o grau de
incorporagao no ciclo 0, ou seja, antes do reuso, kq é a constante de desativagao

e t é o tempo em horas.

Para determinar o tempo de meia vida, foi empregado uma variagéo da

equacéao 1, apresentada na equagao 2.

In2

tmeia vida = Z_d (2)
4.8. Aplicagao do Modelo HET CAM na Avaliacao da Seguranga Vascular
(toxicidade) e Potencial Antiangiogénico dos triacilglicerdis dietéticos do
tipo MLM

Apos estabelecer todas as principais condigdes e parametros para a
sintese dos TAGs dietéticos, a etapa seguinte foi a avaliagdo da toxicidade e do
potencial angiogénico do 6leo modificado empregando o modelo HET CAM

(Hen’s Egg Test on the Chorioallantoic Membrane).
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Tais testes representam uma etapa essencial no desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas e cosméticas. Assim, o teste HET-CAM oferece uma
alternativa eficiente, ética e sensivel a experimentagao animal tradicional para
triagem inicial de toxicidade de compostos que possuem um potencial para as

aplicagbes anteriormente mencionadas (Hartung, 2017; Ji et al., 2024).

4.8.1. Toxicidade

Inicialmente avaliou-se o potencial irritativo de diferentes formulagoes
contendo extratos vegetais aplicados diretamente sobre a membrana
corioalantoide embrionaria. Ovos embrionados de galinha (raga Leghorn) foram
incubados horizontalmente em incubadora automatizada por seis dias, sob
temperatura de 37,5+0,5 °C e umidade relativa entre 55% e 65%. No terceiro
dia, realizou-se ovoscopia para descarte de ovos inviaveis. No quarto dia, uma
janela oval foi aberta na casca e vedada com Parafilm®, mantendo-se assim até

o momento do ensaio.

No sexto dia de incubacéo, o Parafiim® foi removido cuidadosamente e
os ovos foram posicionados sob estereoscopio. A membrana corioalantoide
(CAM) foi registrada fotograficamente antes da aplicagdo dos tratamentos.
Foram testados cinco grupos experimentais (n = 4): controle negativo (NaCl
0,9%), controle positivo (NaOH 0,1 M), formulagdo branca (éter), formulagao
MLM (contendo o 6leo da polpa da macauba modificado preparado em uma
concentragéo de 0,05% em éter) e formulagdo contendo o dleo da polpa de
macauba sem a modificagdo, também preparada em uma concentracdo de
0,05% em éter. Cada substancia foi aplicada em volume unico de 300 uL

diretamente sobre a membrana.

As respostas vasculares (hemorragia, lise e coagulagdo) foram
monitoradas individualmente por até 300 segundos. Ao término da observacgao,
uma nova imagem foi registrada para comparagédo morfoldégica. O indice de
irritacao (Score de Irritagéo, Sl) foi calculado com base nos tempos de inicio das
alteragdes vasculares, conforme descrito por Batista-Duharte et al. (2016)

(equacao 3):

Pontuagio de Irritacio = [(301 — H) X 5/300 ]+ [(301— L) X 7/300 ]+ [(301—C) X9/300 | (3)
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Onde:

H = tempo de inicio de hemorragia (s)
L = tempo de inicio de lise vascular (s)
C = tempo de inicio de coagulagao (s)

Além disso, foi aplicada uma escala semiquantitativa de pontuacgao visual
adaptada de McKenzie et al. (2015), classificando as alteragdes em quatro

categorias:

0 (-): auséncia de alteragoes visiveis

1 (+): alteragdes discretas

2 (++): alteragbes moderadas

3 (+++): reagdes severas (lise, hemorragia e/ou coagulagao evidentes)

A viabilidade embrionaria foi acompanhada até 600 segundos apos a
aplicagao.

4.8.2. Potencial Antiangiogénico

A etapa seguinte foi a investigacdo do potencial antiangiogénico das
formulagcbes conduzida utilizando o mesmo modelo HET-CAM previamente
descrito (item 4.8.1.). Apos 48 horas da aplicagcdo das substancias, foram
adquiridas imagens atualizadas da membrana corioalantoide (CAM) com auxilio
de estereomicroscépio digital. Trés grupos experimentais foram analisados (n =
4): NaCl 0,9% (controle negativo), doxorrubicina a 30% (controle positivo) e
formulacdo MLM (modificacdo da formulagcdo com extrato de macauba) (do
Amaral et al., 2025). Cada tratamento foi previamente preparado em solugéo
aquosa e aplicado diretamente sobre a CAM (300 uL). Apds o periodo de
exposicao, as membranas foram fotografadas com estereomicroscépio acoplado
a sistema de captura digital, e o numero total de vasos sanguineos visiveis foi
contado manualmente a partir das imagens obtidas. A contagem considerou
todos os vasos irradiando a partir do ponto de aplicagéo, dentro do campo central

da imagem.
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4.9. Analise dos triacilglicerois dietéticos

Ao fim de todas as reagdes, as amostras do meio reacional foram
separadas do biocatalisador e neutralizadas para a remogéo de acidos graxos
presentes no meio reacional empregando a metodologia de Miotti et al., 2024,
com modificagdes. Para isso, 500 uL de cada reag¢ao foram misturados com 3
mL de uma solug¢ao de Hidréxido de Potassio hidroalcéolico (KOH) 0,8 M e 4 mL
de hexano P.A, homogeneizados com o auxilio de um vortex e deixado em
repouso para a separagao das fases. ApOs a separacao, a fase superior (fase
contendo os triacilglicerois solubilizados no hexano) foi coletada.

Em seguida, essas amostras neutralizadas (fase coletada) foram
submetidas ao processo de metilagado (Wang et al., 2012), para posterior analise,
no cromatégrafo gasoso (Shimadzu GC-2014 equipado com um auto injetor
AOC-20i), do perfil de acidos graxos.

Para analise foi empregada uma coluna capilar de silica fundida (DB —
FastFAME —fase cianopropilica) de 20 m de comprimento x 0,18 mm de didmetro
interno x 0.20 ym filme de espessura) e um detector de ionizagado de chama. O
programa de temperatura comegou em 80 °C, mantido por 0,5 min, seguido por
um aumento para 175 °C (65 °C/min), depois para 185 °C (10 °C/min), mantido
por 0,5 min, e posteriormente aumentado para 230 °C (10 °C/min), mantido por
1 min. O tempo total de analise foi de 10,89 min. As temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas a 250 °C. O volume de injecao foi de 1 uL no modo split
(1:50). O nitrogénio foi usado como gas de arraste a uma pressao de 193,1 kPa.

Apods a analise no cromatografo gasoso (CG - FID), foi determinado o grau
de incorporagao do acido caprico (C10:0) nos triacilglicerdis seguindo a equagéao
3.

Pra s 100 (3)

GI (mol%) =

Tfq

Em que GI corresponde ao Grau de incorporagao de acido caprico, em

porcentagem, M, € a quantidade em moles do acido caprico e o Ty, a

quantidade total em moles de acidos graxos presentes na amostra apds a reagao
de incorporacao nos triacilglicerois.
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Além do grau de incorporagao foi determinado o rendimento empregando

a equagao 4.
100+GI

Rendimento (%) = T

(4)

4.10. Analise estatistica dos dados experimentais

As anadlises estatisticas referentes aos planejamentos experimentais
foram realizadas com o auxilio do Protimiza Experimental Design

(http://experimentaldesign.protimiza.com.br/).

Em relagcdo aos resultados obtidos para a avaliagdo da regio-
especificidade dos diferentes biocatalisadores associados aos micélios (item
4.3.4), a andlise estatistica foi realizada empregando o teste de Tukey e com o
auxilio do software OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, MA-USA).

Ja para os resultados obtidos na avaliagao da toxicidade e do potencial
antigiogenico (item X), as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8.0.2, aplicando ANOVA de uma via seguida do teste
de Tukey. Diferengas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente

significativas.


http://experimentaldesign.protimiza.com.br/
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5. Resultados e Discussao
5.1. Caracterizagao da matéria-prima

5.1.1. Perfil de acidos graxos

Inicialmente, para a sintese dos triacilglicerdis dietéticos, foi avaliado o
perfil de acidos graxos do 6leo da polpa da macauba (OPM) e do dleo da
améndoa da macauba (OAM). Tanto na figura 4, quanto na tabela 5, observa-se
a composicao de acidos graxos presentes em ambos os 6leos avaliados e de
outros 6leos ja aplicados para reagdes de acidolise. No entanto, nota-se uma
composi¢cao bem distribuida entre acidos de cadeia média e longa no OAM, com
uma maior porcentagem de acidos de cadeia média (57,5% a mais em relagéo
a porcentagem de acidos de cadeia longa).

Figura 4 - Composig¢éo de acidos Graxos nos dleos da Polpa e da Améndoa da
macauba.
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Fonte: Autor, 2024.

Tabela 5 - Comparativo da composicéo de acidos Graxos nos dleos da Macauba
(polpa e améndoa) e outros 6leos empregados para reagdes de acidolise nos 2
ultimos anos.

Oleo de Oleo da Oleo de Oleo de Oleo de
Acido polpa da améndoa sen)epte de semer~|te de peixe (%)
, ! pednia (%) algodao (%)
graxo macaulga da macatlba (Cao et al., (Remonatto et (Zou et
(OPM) (%) (OAM) (%) 2024) al,, 2023) al., 2024)
c8 ND* 3,96 ND* ND* ND*
c10 ND* 3,95 ND* ND* ND*
c12 ND* 40,60 ND* ND* ND*
Cc14 0,12 8,99 0,1 ND* 8,51
C16 11,61 7,35 6,6 11,27 19,65
C16:1 1,52 ND* 0,1 ND* 10,08
c17 ND* ND* 0,1 ND* 3,08
c18 1,31 3,6 2,0 4,83 9,66
c18:1 74,87 28,03 22,7 26,94 3,36
C18:2 9,73 3,52 26,1 50,24 ND*
C18:3 0,65 ND* 41,6 4,28 3,68
C20:1 0,18 ND* 0,2 ND* ND*
C20:05 ND* ND* ND* ND* 23,58

Fonte: Autor, 2024. *ND representa nao detectado.

Em relagcdo ao OPM, o perfil apresentado se difere do OAM, com uma
composic¢ao rica em acidos de cadeia longa presente (mais de 99% do perfil &
composto de acidos de cadeia longa), com a predominancia do acido oleico
(C18:1). Esse resultado é esperado para 6leos provenientes do fruto da
macauba, em que se encontra uma por¢cao majoritaria de acido oleico (dos
Santos Ribeiro et al., 2017; SANT ANA et al., 2023), como ja mencionado

anteriormente.

Assim, quando se compara os dois perfis de acidos graxos, o 6leo
proveniente da améndoa da macauba nado se destaca para a aplicagdo em
reagdes de sintese de triacilglicerois dietéticos do tipo MLM. Diferentemente do
OPM, uma vez que, como também ja mencionado, por possuir uma composi¢cao
rica em acidos graxos de cadeia longa, torna-o um substrato ideal para a
modificagao de triacilglicerdis. A presenca majoritaria de 12% de acido palmitico
(C16), 10% de acido linoleico (C18:2) e 75% de acido oleico (C18:1) indica que

durante a reagao de acidolise, ocorrera uma maior substituicdo deles pelo acido
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caprico (C10), e assim, um maior rendimento na producédo de triacilglicerois
dietéticos do tipo MLM (Remonatto et al., 2023).

Tal conclusao é reforgcada quando se compara os perfis de ambos os 6leos
com os perfis de 6leos empregados para a sintese de TAGs dietéticos em outros
trabalhos (Tabela 1). Desta forma, quando se observa as constituicbes desses
Oleos ja empregados, todos possuem a mesma caracteristica do éleo da polpa,
uma composi¢cado majoritaria de acidos de cadeia longa e uma presenga minima
de acidos menores, ou nenhuma, como no 6leo da semente de algodao (Cao et
al., 2024; Remonatto et al., 2023; Zou et al., 2024).

Com isso, a partir dos perfis de acidos graxos apresentados por ambos
os Oleos avaliados (OPM e OAM), o d6leo da polpa da macauba (OPM) foi

selecionado para as etapas seguintes.

5.1.2. Analises fisico-quimicas (indices de acidez e peréxido)

Além do perfil de acido graxos, outros fatores importantes da composigao
do dleo sao a sua acidez e a quantidade de peroxido. Nesse caso, esses indices
estao diretamente relacionados a ingestao desse 6leo, seja na alimentagao, ou
em outra aplicagado, indicando a quantidade de acidos graxos livres no 6leo e sua

oxidacéao, respectivamente (Remonatto et al., 2023).

Assim, apds a definicdo de qual 6leo seria empregado nas reacgdes de
acidolise, a etapa seguinte foi a determinacéo dos indices de acidez e peroxido
do OPM e um comparativo com o referencial definido pela IN N°87 de 2021
(BRASIL, 2021, IN n°87) (tabela 6).

Tabela 6 - Comparativo entre o 6leo da polpa de Macauba com o referencial para
0leos néo refinados definido pela IN N°87 de 2021.

. Oleo da polpa da Referencial (IN N°87 de
Indices
macauba 2021)
Acidez (mg KOH/g)* 4,8 4
Peréxido (meg/Kg)** 141 15

Fonte: Autor, 2024. *mg KOH/g representa o nimero de mg de KOH necessario para neutralizar

os acidos graxos livres (AGL) nao esterificados presentes em 1 grama de amostra. ** meqg/Kg
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representa a quantidade de peroxido de oxigénio por quilograma de amostra, onde a quantidade

de peroxido é relatada em miliequivalentes.
Assim, nota-se que para oleos nao refinados, o valor maximo permitido
para o indice de peréxido € de 15 meqg/Kg de amostra, com o OPM apresentando

um valor dentro dessa faixa permitida, como ja esperado.

Em relagdo ao indice de acidez, o OPM apresentou um valor acima do
permitido pela Instru¢do Normativa, alcangando um valor 20% maior do que o
referencial maximo. Assim, para o OPM, o resultado apresentado acima do
referencial, determina que seu consumo nao seria indicado para uma ingestao

direta.

Para a reacdo de acidolise, esse valor de acidez, também ndo € uma
problematica, pois essa quantidade de acido graxos livres presentes no 6leo néo
resultam em uma competicdo com o acido que se tem interesse de incorporar.
Pois, durante a etapa das reagdes, emprega-se grandes quantidades do acido
que se deseja incorporar, o que favorece a substituicdo pela molécula de desejo
(acido caprico). Além disso, ressalta-se que, para a sintese dos TAGs dietéticos,
trabalhar com esse excesso do acido caprico, faz necessario uma etapa posterior
de separagao dos triacilgliceréis e dos acidos graxos livres que nao foram
incorporados, reduzindo o valor desse indice para zero. Com isso, o produto final

torna-se apito para consumo.
5.2. Selegao de fungos filamentosos produtores de lipases

5.2.1. Avaliagao da capacidade catalitica (Atividade hidrolitica e de

esterificagao) dos diferentes biocatalisadores associados aos micélios

ApOs a caracterizagao do 6leo, a etapa seguinte foi a sintese das células
integras provenientes de fungos filamentosos produtores de lipases (LAMs) para
a selecao do melhor biocatalisador que foi empregado nas reagdes posteriores
de acidolise. Neste contexto, foram avaliadas 4 linhagens diferentes de fungos
filamentosos conhecidos pela producdo de lipases: Rhizopus arrhizus,
Aspergillus tubingensis, Rizomucor miehei e Aspergillus oryzae (Sharma et al.,
2018; Souza-Gongalves et al., 2023; Tamalampudi et al., 2007). Para todos os

microrganismos testados foram realizados os cultivos submersos, o tratamento



48

das biomassas, como apresentado nos itens 4.3.1. € 4.3.2., medida sua massa
apos o cultivo e determinado tanto sua umidade, quanto sua atividade hidrolitica
e de esterificagdo (Tabela 7 e 8).

Desta forma, observa-se que os cultivos de todas as linhagens avaliadas
foram bem sucedidos na sintese da biomassa catalitica, rendendo entre 6 e 12
gramas de biomassa umida para cada 100 mL de meio de cultivo, e apds o
tratamento (item 4.3.2.) todos alcangaram uma umidade inferior a 15% (tabela
7).

Tabela 7 - Dados de massa umida e de umidade das LAMs de cada um dos 4
fungos filamentosos avaliados na obteng¢ao das LAMSs.

LAMs de fungos filamentosos produtores de lipases

Aspergillus Rhizopus Rhizomucor Aspergillus
tubingensis arrhizus miehei oryzae
(LAM - AT) (LAM - RA) (LAM - RM) (LAM - AO)

Massa umida (g/100
6,5+ 1,02 10,8+ 2,5 12,01 +1,3 89+3,6
mL de meio de cultivo)
Umidade (%) 14,6 11,8 11,03 11,36

Fonte: Autor, 2024.

Tabela 8 - Comparativo entre as atividades hidrolitica e de esterificagdo das
LAMSs de cada um dos 4 fungos filamentosos avaliados.

LAMs de fungos filamentosos produtores de lipases

Aspergillus Rhizopus Rhizomucor Aspergillus
tubingensis arrhizus miehei oryzae
(LAM - AT) (LAM - RA) (LAM - RM) (LAM - AO)

Atividade hidrolitica
(U/g)
Atividade de
esterificagao (U/g)
Fonte: Autor, 2024.

955,73 £ 31,65 451,95+20,82 120,16+ 12,48 540,19 +40,44

989,08 + 30,33 332,17 £59,81 238,74+9,57 792,86 + 28,3

Além disso, os biocatalisadores provenientes de todas as linhagens
avaliadas apresentaram capacidade de hidrolisar triacilgliceréis e de sintetizar
ésteres. Assim, nota-se que o biocatalisador proveniente do R. miehei (LAM-
RM), detém os menores valores de atividade, indicando uma menor produgao da
lipase intracelular que esta ligada na membrana ou na parede celular do

microrganismo.
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No entanto, para as LAMs produzidas empregando os fungos do género
Aspergillus, o A. tubingensis (LAM-AT) e A. oryzae (LAM-AO), apresentaram
tanto os maiores valores de atividade hidrolitica quanto de esterificagao. Tais
resultados se demonstram interessantes e alinhados com os trabalhos que
exploraram esse género de fungo filamentoso para a produgao desse tipo de
biocatalisador para a sintese de diferentes ésteres, desde biosolventes até na
producao de biodiesel (Adachi et al., 2013; Almyasheva et al., 2018; Pan et al.,
2016; Tamalampudi et al., 2007; Tamborini et al., 2013). Em especial, Kirdi e
colaboradores (2017) ja haviam demonstrado o potencial das lipases associadas
aos micélios de Aspergillus oryzae na produgao do acetato de cis-3-hexen-1-ila,
um éster amplamente utilizado nas industrias alimenticia, cosmeética e
farmacéutica, alcancando 98% de rendimento apds 24 horas, e assim,

evidenciando sua capacidade para a sintese de compostos em meios organicos.

5.2.2. Avaliacao da regio-especificidade dos diferentes biocatalisadores

associados aos micélios

Outro fator crucial, como mencionado anteriormente, para a sintese dos
triacilglicerois dietéticos do tipo MLM, € necessidade de a lipase possuir a
especificidade para atuar apenas nas posicoes externas dos TAGs. No entanto,
por mais que a maioria dos trabalhos de aplicacdo de LAMs utilize fungos
filamentosos produtores de lipases 1,3 — especificas, ainda ndo ha na literatura
estudos realizando essa analise para os biocatalisadores provenientes desses
fungos (Adachi et al., 2013; Athalye et al., 2013; Ban et al., 2001; Kirdi et al.,
2017; Reis et al., 2022; Tamalampudi et al., 2007; Tamborini et al., 2013). Para
determinar essa especificidade, empregou-se o0 método para a determinagéo do
perfil composicional na posicdo Sn-2 em 6leos e gorduras (Caballero et al., 2014)
(item 4.3.4). Tal método utiliza de uma enzima com especificidade conhecida
para atuar apenas nas posi¢des externas, a lipase pancreatica de porco (LPP),
permitindo ter apenas o perfil de acidos graxos presentes na posigao 2 (Sn-2).
Assim, ao realizar o mesmo procedimento com uma lipase que nio possui sua
especificidade conhecida e comparar com o perfil dos principais acidos graxos
apresentado pela LPP (maior que 1%), € possivel determinar se esse outro
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catalisador possui a mesma caracteristica de hidrolisar apenas nas posi¢des
mais externas do triacilglicerol (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 - Comparativo entre o perfil dos principais de acidos graxos presentes
na posig¢édo sn-2 (interna) de um o6leo hidrolisado por uma enzima comercial 1,3
— especifica (LPP) e pela LAM do Aspergillus tubingensis.

Acidos Graxos do 6leo de oliva apés a Sn-2

Biocatalisadores (%)
C16 C18:1 C18:2

Lipase pancreatica do porco
(LPP)
Aspergillus tubingensis 0,77 £0,12°  58,62+2,68° 39,67 +1,74°

0,9+0,3° 57,32 +1,5° 38,90 + 1,33°

Fonte: Autor, 2024. * A repeticdo das letras indica que os dados ndo possuem diferenca

estatistica significativa de acordo com teste de Tukey (p<0,05) (OriginPro 2016).

Tabela 10 - Comparativo entre o perfil dos principais acidos graxos presentes na
posicao sn-2 (interna) de um dleo hidrolisado por uma enzima comercial 1,3 —
especifica (LPP) e pela LAM dos demais fungos.

Acidos Graxos do 6leo de macauba apés a Sn-2 (%)
Composicido Lipase pancreatica  Rhizopus  Rhizomucor  Aspergillus

do porco (LPP) arrhizus miehei oryzae
Cc16 3,52 +0,7° 12,6 £2,66° 4,77 £1,46° 2,73 £0,47°
C18:1 79,78 + 1,63¢ 77,02+1,8%° 78,42+1,94¢ 78,84 +0,46°
C18:2 13,66 £ 1,2 10,25+1,71" 11,88+2,13" 15,88+ 1,18

Fonte: Autor, 2024. * A repeticdo das letras indica que os dados nao possuem diferenca

estatistica significativa de acordo com teste de Tukey (p<0,05) (OriginPro 2016).

Inicialmente, a primeira LAM que teve sua especificidade avaliada foi a
proveniente do A. tubingensis (LAM - AT) devido aos maiores valores de
atividade hidrolitica e de esterificagdo apresentados na tabela 8, o que poderia
indicar um maior potencial para sua aplicagcdo em outras reagdes, como a de
acidolise. Com isso, a partir do comparativo entre o perfil de acidos graxos
presentes na posigao interna (sn-2) do 6leo de oliva hidrolisado pela lipase
pancreatica do porco (LPP) e pela LAM — AT, é perceptivel a semelhanga entre
os perfis, indicando que o biocatalisador de interesse possui a mesma
especificidade que a lipase comercial 1,3 — especifica (LPP). Desse modo, como
a lipase associada ao micélio de A. tubingensis possui a especificidade para
atuar nas posigcdoes extremas, torna-se um possivel candidato para o emprego

nas reacdes de acidolise.
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Ja na tabela 10, é apresentado o comparativo entre o perfil de acidos
graxos presentes na posicao interna (sn-2) do éleo de macauba hidrolisado pela
lipase pancreatica do porco (LPP) e pelas outras LAMs testadas (LAM — RA,
LAM — RM e LAM - AO). Desse modo, inicialmente, a LAM de R. arrhizus, néo
apresentou o mesmo perfil de hidrolise do 6leo que a enzima comercial com a
especificidade conhecida (diferenca na quantidade de C16:0), indicando que
esse catalisador ndo poderia ser empregado para a sintese de TAG dietético do
tipo MLM por n&o possuir a especificidade necessaria para a sintese desse tipo
de TAG modificado, mesmo apresentando valores consideraveis de atividade

hidrolitica e de esterificagao.

No entanto, para as biomassas fungicas com atividade lipolitica
provenientes do R. miehei e A. oryzae, o perfil de hidrolise do 6leo foi semelhante
ao apresentado pela enzima comercial com a especificidade conhecida,
indicando que suas lipases também poderiam ser empregadas para a sintese de
TAG dietético do tipo MLM, assim como o biocatalisador proveniente do A.

tubingensis.

5.2.3. Reagoes Preliminares de aciddlise

Para definir com qual catalisador seria empregado nas proximas etapas,
foi realizado uma reacao teste de acidolise do 6leo da polpa da macauba,
empregando o acido caprico como substituinte em uma razdo molar 1:6 (6leo:
acido) (m/m), a 45°C por 24 horas (Bassan et al., 2019) (Tabela 11).

Tabela 11 - Comparativo entre o grau de incorporagdo do acido caprico
empregando os trés biocatalisadores 1,3 — especificos.conferir

Grau de incorporagao do

Bicatalisadores acido caprico (mol%)

LAM - AT 0,34 £ 0,12
LAM - RM 0,71 £ 0,41
LAM - AO 14,3+1,9

Fonte: Autor, 2024.

Assim, com a tabela 8, evidencia-se que por mais que as biomassas
fungicas provenientes do A. tubingensis e do R. miehei possuam atividade

hidrolitica e de esterificacdo superior ao de outras lipases associadas a micélios
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encontrados em outros trabalhos e sejam 1,3 — especificas, ndo sdo capazes de
fazer a substituicdo dos acidos graxos originais pelo acido caprico. Como nao se
encontram trabalhos aplicando esse tipo de catalisador nas reagdes de acidolise,
nao é possivel realizar um comparativo direto com a literatura.

No entanto, como ja apresentado anteriormente, diversos trabalhos
empregando lipases comerciais de R. miehei demonstram sua capacidade de
incorporar o acido desejado nas moléculas de triacilglicerol (Bassan et al., 2019;
Cao et al., 2024; Remonatto et al., 2023; Simdes et al., 2021; Souza-Gongalves
et al., 2023; Zou et al., 2024). Isso faz com que seja esperado que a LAM — RM
também fosse capaz de realizar tal modificagcdo, demonstrando uma
discrepancia em relagdo a esse resultado. Porém, uma hipotese que pode
auxiliar na justificativa dos resultados é a propria estrutura do biocatalisador, ja
que para a reacao de aciddlise, empregou-se apenas as matérias-primas (6leo
e acido caprico) e a biomassa contendo as lipases associadas, sem o emprego
de nenhum solvente. Assim, a disponibilidade e o acesso das lipases, presentes
nesses biocatalisadores, ao oleo é dificultado, acarretando em problemas de
transferéncia de massa dentro do reator e, consequentemente, em um menor
grau de incorporagao, ja que para alcancar a enzima dentro do suporte o
substrato precisa permear por toda a biomassa fungica. Tal problematica ja é de
conhecimento quando se emprega biocatalisadores de células integras no geral,
nao somente para enzimas associadas a micélios fungicos, em que € necessario
muitas vezes melhorar 0 acesso da enzima pelo substrato para ter um maior
rendimento na sintese de interesse (Lin; Tao, 2017).

Outro fator que pode explicar a falta de especificidade da LAM-RM, que é
observada na lipase comercial do R. miehei, € a possibilidade de que a enzima
comercial tenha sofrido alteracdo na sua conformagdo durante seu
processamento e/ou durante a etapa de imobilizacao, levando a modificagao da
especificidade do biocatalisador. Essa afirmacao é reforgcada pelo fato de que
enzimas comerciais, nesse caso as lipases, podem sofrer modificagdes que
resultam em melhorias nas propriedades desse biocatalisadores, mas que
possam acabar resultando na modificagdo de outras propriedades (Xu et al.,
2025)

Da mesma forma que o R. miehei, o A. oryzae também produz lipases

comerciais empregadas em reagdes de aciddlise (Cao et al., 2024; Yue et al.,
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2020; Zou et al., 2024). No entanto, apenas a LAM — AO apresentou capacidade
para ser aplicada em reacgdes de acidolise ao conseguir incorporar com sucesso
14,3 mol% de acido caprico na estrutura do triacilglicerol.

Assim, considerando o tipo de triacilglicerol dietético que é o objetivo do
trabalho (MLM), é possivel obter até 66,6 mol% de incorporacdo do acido
caprico, ja que na posig¢ao interna do triacilglicerol, deve-se manter o acido
original. Logo, considerando esse contexto, é possivel afirmar que as lipases
associadas aso micélios de A. oryzae obtiveram um rendimento de 21,45%.

Ademais, como ainda ndo ha estudos prévios de aplicacdo desse tipo de
biocatalisador (LAM) para reacbes de aciddlise, esses resultados obtidos
demonstram o potencial que essas enzimas possuem para aplicagao na area de
lipideos estruturados. Uma vez que foi empregado um biocatalisador natural, ou
seja, sem qualquer modificagado genética do microrganismo para intensificar sua
atividade, e, por isso, traz ao processo um carater mais sustentavel e
economicamente viavel. Pois, como ja mencionado, grande parte dos custos de
bioprocessos esta relacionada ao custo do biocatalisadores empregados,
principalmente nas etapas de purificagdo e imobilizagdo das enzimas (Kutyta et
al., 2024; Matias et al., 2023;Reis et al., 2022; Zhou et al., 2022).

Nesse contexto, foi selecionada para dar continuidade das préximas etapas
as lipases associadas aos micélios do Aspergillus oryzae (LAM - AO) como

biocatalisador das reag¢des de acidolise.
5.3. Caracterizagao do biocatalisador
5.3.1. Avaliagao da faixa de pH e temperatura na atividade do biocatalisador

Ap0s a selecado da biomassa fungica com especificidade e capacidade de
realizar as reagdes de aciddlise, foi feita uma caracterizagdo do biocatalisador
para avaliar sua performance. Para isso, um DCCR (2?) foi aplicado para uma
possivel descricao, por um modelo matematico, da forma com que os parametros
selecionados se relacionam com a performance do biocatalisador, sendo que
para o caso foi avaliado a relacdo do pH e da temperatura nas faixas propostas
(variaveis independentes) (item 4.3.5). A variavel resposta foi a atividade

hidrolitica (4.3.3.). A matriz do DCCR e os resultados experimentais estdo
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apresentados na Tabela 12 e a analise da influéncia de cada variavel

independente na figura 5 (grafico de Pareto).

Tabela 12 - Matriz do Delineamento composto central rotacional fatorial 22
mostrando valores codificados e reais (entre parénteses) de cada variavel
independente (pH e temperatura) e resultados da hidrélise do azeite de oliva
catalisada pela LAM — AO apds 5 minutos.

Numero de pH Temperatura (°C) Atividade hidrolitica (U/g)
experimentos X4 X, Y
I -1 (5) -1 (30) 22,89
Il -1 (5) -1 (30) 15,51
1 -1.(5) -1 (30) 22,1
\Y 1(8) -1 (30) 112,83
\Y 1(8) -1 (30) 118,45
\ 1(8) -1 (30) 112,27
il -1(5) 1 (50) 37,06
Vil -1(5) 1 (50) 38,65
IX -1(5) 1 (50) 38,21
X 1(8) 1 (50) 99,03
Xl 1(8) 1(50) 115,38
Xll 1(8) 1 (50) 115,01
-1,41
X1l 0 (40) 27,1
(4,38)
XIV 1A 0 (40) 34,62
(4,38)
XV 1A 0 (40) 19,16
(4,38)
XVI 1,41(8,62) 0 (40) 103,68
XVII 1,41(8,62) 0 (40) 104,53
XV 1,41(8,62) 0 (40) 119,43
XIX 0 (6,5) -1,41 (25,86) 73,76
XX 0 (6,5) -1,41 (25,86) 65,85
XXI 0 (6,5) -1,41 (25,86) 73
XXII 0 (6,5) 1,41 (54,14) 70,04
XXII 0 (6,5) 1,41 (54,14) 70,14
XXIV 0 (6,5) 1,41 (54,14) 66,82
XXV 0 (6,5) 0 (40) 88,61
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XXVI 0 (6,5) 0 (40) 106,5
XXVII 0 (6,5) 0 (40) 104,18
Fonte: Autor, 2024.

Figura 5 — Gréafico de Pareto da analise das variaveis do planejamento referente
a caracterizagdo do biocatalisador (p<0,05).

Média

X12

Variavel

X2

X1 - X2

Efeitos Padronizados (tcaic)

Fonte: Autor, 2024. * Variaveis significativas.

A partir da andlise estatistica dos dados experimentais (Protimiza®)
(Figura 5), obteve-se que ambas variaveis apresentam influéncia significativa na
atividade da enzima, sendo que o pH (X1) apresentou um efeito positivo sobre o
catalisador. J& em relagdo a temperatura (X2), apenas o termo quadratico
apresentou um efeito significativo na atividade do biocatalisador. O termo linear
de X2 ndo demonstra ter um efeito significativo na atividade hidrolitica na faixa
estudada.

Em seguida, utilizando os dados experimentais, foram estimados os
coeficientes de regressdo e construido um modelo de segunda ordem para
detalhar o efeito de cada variavel independente (item 4.3.5). Assim, o modelo
matematico descreve a atividade hidrolitica do biocatalisador (Y) em fungao do

pH (x1) e da temperatura (x;) (Equagdo 5) e apresentou um coeficiente de
regressao de 94,84%.
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Y =99,76 + 35,31 x; - 15,44 X, - 14,51 x,% - 5,63 X1 X» (5)

Dessa forma, para a construgcdo do modelo (Equacédo 4), foram
considerados apenas parametros significativos (p < 0,05). Neste caso, os
parametros foram: os termos lineares do pH (X1) e os termos quadraticos de
ambas as variaveis e a interacao entre elas.

A partir da ANOVA (tabela 13), também feita pelo software (Protimiza®),
foi avaliado a adequagéo do modelo. Com isso, a analise obteve valorde F (77,1)
maior que o valor critico de F (2,68), indicando que o modelo polinomial
descreveu adequadamente a influéncia da temperatura e do pH na capacidade

de hidrolisar do biocatalisador.

Tabela 13 - Tabela da analise ANOVA da caracterizagcdo do biocatalisador.

Fonte da Soma dos Grau de Quadrados F valor
variagido Quadrados Liberdade Médios cale P
Regressao 32711,35 4 8177,83 98,61 1,02*10°3
Residuos 1824,38 22 82,9
Falta de Ajuste 1081,58 4 270,39 6,55 0,0019
Erro Puro 742,81 18 41,27
Total 34535,74 26

Fonte: Autor, 2024.

Por fim, a partir deste modelo matematico obtido, foi gerado superficies
de resposta, que tomam forma de acordo com os parametros significativos
(figura 6). Assim, nota-se curvaturas nos eixos de X1 e Xz (parabolas), que estao
vinculadas aos termos quadraticos das variaveis independentes apresentados
no modelo (Eq (2)), indicando um ponto que representa a atividade maxima do
catalisador nessas condi¢cdes e uma diminuicao conforme se afasta desse ponto.
Esse perfil parabdlico é caracteristico para enzimas, que por serem moléculas
bioldgicas, apresentam um perfil com uma faixa ou apenas um ponto 6timo de
parametros como temperatura e pH, e um decréscimo de sua atividade conforme
se afasta dessa condi¢do 6tima (Zhang, Hua Wei et al., 2024). Além disso, a
superficie 3D de resposta demonstra visualmente de forma eficiente os efeitos

das variaveis independentes avaliadas, indicando um efeito maior na atividade



57

hidrolitica do biocatalisador quando se emprega condigdes mais alcalinas (pH
entre 7 e 9) e na faixa de 25°C a 50°C.

Figura 6 - A)Superficie 3D de resposta e B) representagdo 2D para atividade de
hidrdlise das células integras de A. oryzae.

a)
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atividade hidrolitica (v, Urg)
]
L
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i
0
-‘Q.Q

- &
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Temperatura (%2, C)
%

pH (1)

Fonte: Protimiza Experimental Design, 2024.

Por fim, observa-se que a combinagdo de um meio mais alcalino e
temperaturas mais brandas demonstraram uma maior atividade para a LAM - AO
(pH 8 e a 30°C), com um decaimento importante da atividade hidrolitica quando
a variavel x1 (pH) diminuia. Esse comportamento pode estar relacionado com os
problemas de transferéncia de massa e energia ja relatados para esse tipo de
catalisador (Lin; Tao, 2017). Pois, pelo fato de as enzimas de interesse estarem
associadas na biomassa do fungo filamentoso inativado, seu comportamento se
assemelha ao de uma enzima imobilizada em suporte fisicos, o que pode impedir

uma influéncia direta de paradmetros reacionais como a temperatura,
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principalmente quando considera-se o tempo de reag¢do, que neste caso, € curto
(10 min).

Entretanto, esse efeito ndo foi observado para o pH, que como
mencionado anteriormente, quanto maior, maior a atividade também. Neste
caso, esse comportamento pode ser associado a estrutura do proprio
biocatalisador, que desempenha uma maior capacidade lipolitica em condigdes
mais alcalinas. Esse comportamento vai de encontro com o relatado na literatura,
em que a atividade da lipase do A. oryzae alcanga seus valores maximos na
faixa entre 30 e 40°C e pH entre 7 e 8 (Zhang, Hua Wei et al., 2024).

5.3.2. Analise morfolégica com Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Com a caracterizacao das lipases associadas ao micélio de A. oryzae quanto
ao pH e a temperatura ja realizado, a etapa seguinte foi a analise morfolégica da
estrutura do biocatalisador por microscopia eletronica de varredura (figura 7).
Figura 7 - Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie

do micélio de A. oryzae: a) ampliacdo de 200 x. b) ampliacdo de 500 x. c)
ampliagdo de 1000 x. d) ampliagdo de 2000 x.
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Fonte: Autor, 2024.

Assim, nas figuras 7-A (ampliacdo de 200 x) e 7 — B (ampliagao de 500 x) ja
€ possivel ver ao fundo as estruturas presentes na superficie do biocatalisador,
como as ramificagdes das hifas que mantem a estrutura do micélio, com uma
distribuicdo uniforme ao longo da biomassa fungica. Além disso, nas figuras 7 —
C e 7 - D (ampliagdes de 1000 x e 2000 x), é possivel observar com uma melhor
resolucao essas estruturas presentes na biomassa, como a distribui¢cao das hifas
que mantém o micélio unido e estavel, fornecendo rigidez ao biocatalisador. Essa
disposigao das hifas e a presencga dessas estruturas globulares e/ou alongadas,
sdo caracteristicas e observadas para micélios de fungos do género Aspergillus
(Cesario et al., 2021).

Além disso, tal resultado vai de encontro com algumas observagoes
experimentais, como a manuteng¢ao da estrutura do biocatalisador em reacgdes
com agitagdes constantes por longos periodos (24 horas e 48 horas). Nesse
caso, apos a reagao, tanto a integridade da biomassa era mantida, quanto sua
recuperacao era de facil execucéao, indicando que mesmo apdés os tratamentos
dos cultivos (item 4.3.2. - Corte, congelamento, liofilizagdo e tratamento com
hexano), os pedagos da biomassa fungica contendo as enzimas de interesse,
ainda mantiveram sua estrutura integra, diferentemente do observado

experimentalmente com outras LAMs de outros fungos filamentosos.

5.4. Sintese dos triacilgliceréis dietéticos: anadlise da influéncia dos

parametros e otimizagao

Com o biocatalisador e a matéria prima selecionados e caracterizados, a
etapa posterior foi a avaliagao da influéncia dos parametros da reacao de sintese
dos triacilglicerdis dietéticos (aciddlise): quantidade de biocatalisador,
temperatura e a razdo molar de acido caprico e 6leo, durante 24 horas. Tais
parametros foram selecionados por serem apontados em diversos trabalhos
como alguns dos principais fatores que impactam reacdes de aciddlise pela via
enzimatica (Bassan et al., 2019; Guo et al., 2020; Jadhav; Annapure, 2021; Lin;
Tao, 2017; Reyes-Reyes; Valero Barranco; Sandoval, 2022)

Para isso, um DCCR (23) foi aplicado para uma possivel descrigdo, por

um modelo matematico, da forma com que as variaveis independentes
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selecionadas (quantidade de biocatalisador, temperatura e razdo molar) se
relacionam com a performance do biocatalisador nas reagées de acidodlise, para
a sintese dos triacilglicerois dietéticos na faixa proposta. A variavel resposta foi
0 grau de incorporagdo de acido caprico. A matriz DCCR e os resultados
experimentais sao apresentados na Tabela 14.

A analise estatistica da influéncia separada de cada variavel independente

(teste t) € apresentada na figura 8 (grafico de Pareto).

Tabela 14 - Matriz do Delineamento composto central rotacional fatorial 23
mostrando valores codificados e reais (entre parénteses) de cada variavel
independente (quantidade de biocatalisador, temperatura e razdo molar) na
reacgdo de sintese dos triacilglicerois dietéticos (aciddlise) catalisada pela LAM —
AQO apds 24 horas.

Quantidade de Temperatura Razao molar Grau de

Num_ero de biocatali.sador (% (°C) (6leo: acido) incorpo:'agéo
Experimentos m:m) (mol%)
X1 Xz X3 Y
I -1(3) -1 (40) -1 (1:4) 1,29
I -1(3) -1 (40) -1(1:4) 1,43
I 1(7) -1 (40) -1 (1:4) 3,58
\Y 1(7) -1 (40) -1(1:4) 3,25
\Y% -1(3) 1 (60) -1 (1:4) 0,77
\ -1 (3) 1 (60) -1(1:4) 0,76
Vi 1(7) 1 (60) -1 (1:4) 1,18
VIII 1(7) 1 (60) -1(1:4) 1,56
IX -1(3) -1 (40) 1(1:9) 5,57
X -1 (3) -1 (40) 1(1:9) 5,12
Xl 1(7) -1 (40) 1(1:9) 12,10
Xl 1(7) -1 (40) 1(1:9) 15,21
Xl -1(3) 1 (60) 1(1:9) 24,12
XV -1 (3) 1 (60) 1(1:9) 25,90
XV 1(7) 1 (60) 1(1:9) 8,17
XVI 1(7) 1 (60) 1(1:9) 8,10
XVII -1,68 (1,63) 0 (50) 0 (1:6,5) 34,45
XVII -1,68 (1,63) 0 (50) 0 (1:6,5) 31,85
XIX 1,68 (8,36) 0 (50) 0 (1:6,5) 4,03
XX 1,68 (8,36) 0 (50) 0 (1:6,5) 4,19
-1,68 )
XXI 0 (5) (33.18) 0 (1:6,5) 6,21
-1,68 )
XXII 0 (5) (33.18) 0 (1:6,5) 7,63
XXII 0 (5) 1,68 (66,81) 0(1:6,5) 15,43
XXIV 0 (5) 1,68 (66,81) 0(1:6,5) 19,92
XXV 0 (5) 0 (50) -1,68 (1:2,29) 3,23

XXVI 0 (5) 0(50)  -1,68 (1:2,29) 2,13
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168
XXVII 0(5) 0 (50) 11050) 8,98
XXVII 0(5) 0 (50) ’ :11'3%0) 8,96
XXIX 0(5) 0 (50) 0 (1:6,5) 2,09
XXX 0(5) 0 (50) 0 (1:6.5) 181
XXX 0 (5) 0 (50) 0 (1:6.5) 2.06

Fonte: Autor, 2024.

Figura 8 - Grafico de Pareto da analise das variaveis do planejamento referente
as reagées de aciddlise (p<0,1).
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Fonte: Autor, 2024. * Variaveis significativas.

A partir da anélise estatistica dos dados experimentais teste t, realizado
com o auxilio do software Protimiza® (Figura 8), verificou-se que tanto as
variaveis X1 (Quantidade de biocatalisador) e X3 (Razdo molar) apresentaram
efeitos significativos na sintese dos triacilglicerois dietéticos empregando a LAM-
AO, quando comparados com a Xz (Temperatura).

Observou-se que a quantidade de biocatalisador influenciou a reacgao
tanto de forma linear quanto quadratica, indicando que concentragées muito
baixas ou excessivamente altas podem comprometer sua eficiéncia. Em
concentragbes mais baixas, especialmente em torno de 3% ou menos, foi obtido

um maior grau de incorporacdo. No entanto, a medida que a quantidade de
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biocatalisador no reator aumentava, esse desempenho diminuia.
Experimentalmente, verificou-se que o uso de concentragdes elevadas resultava
em sobrecarga do reator, com excesso de biomassa. Esse excesso comprometia
a homogeneidade da mistura, tornando o sistema visualmente menos eficiente
e possivelmente reduzindo o rendimento da reacido. Dessa forma, os valores
obtidos nessas condi¢des podem ter sido subestimados devido a limitagao fisica

do sistema.

Nesse caso, observou-se que a quantidade de biocatalisador apresentou
tanto um efeito linear, quanto um efeito quadratico, indicando que tanto
concentragbes mais baixas quanto elevadas podem impactar a eficiéncia da
reacdo. Em menores concentragcbes, como 3% ou menos, o0 grau de
incorporagao foi maior, diminuindo conforme a porcentagem de biocatalisador no
reator aumentava. Essa afirmacdo € reforcada quando observou-se
experimentalmente que o uso de concentragdes elevadas resultava em
sobrecarga do reator, com excesso de biomassa. Esse excesso comprometia a
homogeneidade da mistura, ja que visualmente era perceptivel que no sistema,
a mistura ndo era tao eficaz, reduzindo o rendimento da reag¢ao. Dessa forma,
os valores obtidos nessas condi¢gdes podem ter sido subestimados devido a
limitag&o fisica do sistema.

No entanto, concentragdes mais elevadas de biocatalisador (como 7%,
nos experimentos Xl e Xll) também apresentaram bons resultados,
possivelmente devido a maior disponibilidade de sitios cataliticos, o que pode ter
compensado os problemas de transferéncia de massa nessas condi¢des
(experimentos Xl e Xll). Nesse caso, essa maior disponibilidade de sitios
cataliticos compensando a problematica da dificuldade do substrato de acessar
as enzimas ja é de conhecimento para enzimas imobilizadas (Zhou et al., 2022).
Assim, uma opcédo que vai de encontro com o que foi observado nessas
condigbes € o emprego de outros modelos de reatores, como um reator de leito
fixo, em que ocorre o aprisionamento do biocatalisador no reator e é feita a
passagem do meio reacional ao longo do reator. Essa configuracdo permite que
o substrato tenha sua passagem forcada pela enzima, o que permite diminuir
esses efeitos de transferéncia de massa que resultam em resultados
subestimados (Remonatto et al., 2022; Zhou et al., 2022).
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Para a razdo molar, o efeito foi o oposto (positivo), ja que quanto maior
era a proporgao de acido caprico para a de 6leo, também era maior o grau de
incorporagao (Experimentos V, VI e XIll, XIV, por exemplo). Ademais, ao
comparar esses resultados obtidos com outros trabalhos de sintese de
triacilglicerois dietéticos, observa-se um comportamento semelhante quando se
aumenta a razdo molar (6leo: acido), causando um deslocamento da reagao para
a formacao de mais produto (Bassan et al., 2019; Cao et al., 2024; Miotti et al.,
2024), reforcando essa interpretagao dos resultados.

Ja em relacao a temperatura, na faixa avaliada nao foi observado uma
influéncia nas reacdes de aciddlise. Tal fato vai de encontro com o observado na
literatura, em que ja é relatado a estabilidade térmica desse biocatalisadores, ou
seja, o efeito da temperatura acaba sendo menor devido as caracteristicas
morfoloégicas da prépria biomassa fungica (Lin; Tao, 2017). Desse modo, como
as lipases estao associadas na propria estrutura do micélio, essa estrutura acaba
preservando as enzimas de efeitos do meio reacional, como a temperatura,
fazendo com que seja necessario empregar faixas maiores de temperatura para
observar o impacto dessa variavel. Isso € observado no trabalho de Kirdi e
colaboradores (2017), em que empregando LAMs de Aspergillus oryzae na
sintese de acetato de cis-3-hexen-1-ila, obtiveram os melhores rendimentos em
uma faixa acima de 50°C, com o melhor resultado obtido a 70°C, indicando a
necessidade de empregar esse tipo de biocatalisador em temperaturas maiores.

Em seguida, utilizando os dados experimentais, foram estimados os
coeficientes de regresséo e construido um modelo de segunda ordem (Eq. 6)
para detalhar o efeito de cada variavel independente utilizando o software

Protimiza Experimental Design (item 4.4).

Y,1=5,43-4,01x; +3,76 X;*+ 2,17 x5 + 4,09 x5 (6)

Ademais, a partir da ANOVA (tabela 15), também feita pelo software
Protimiza®, com p < 0,1, foi avaliado a adequacédo do modelo. Assim, por mais
que de Fregressasiresiduos d0 modelo (6,9) seja maior que o valor de Ftabelado (2,17),
0 que indicaria que o modelo ainda é adequado para a descrigao da influéncia
das variaveis, nota-se que no teste F de falta de ajuste, o valor de Fde faita de ajuste
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do modelo (91,8) € maior que o valor de Ftabelado (2,03), 0 que indica que o modelo
nao representa com precisao a variancia apresentada nos dados experimentais.

Essa falta de ajuste do modelo aos dados experimentais, mesmo
empregando um nivel de significancia maior (10%), pode ser associado a grande
variabilidade apresentada em sistemas envolvendo catalisadores biologicos,
como no caso de reagdes enzimaticas (Rodrigues; lemma, 2014).

Essa variabilidade observada pode estar relacionada ao tipo de
biocatalisador utilizado. Como se trata de um processo de “imobilizacdo natural
das enzimas”, sem controle preciso sobre sua organizagao, € possivel que as
lipases se distribuam de forma aleatéria ao longo do micélio. Isso pode gerar
diferencas de desempenho até mesmo entre lotes distintos do mesmo
biocatalisador. Isso € perceptivel neste caso, ja que essa falta de ajuste pela
variabilidade apresentada, pode ser relacionada ao tipo de biocatalisador
empregado. Como se trata de um processo de “imobilizagdo natural das
enzimas”, sem controle preciso sobre sua organizacao, € possivel que as lipases
se distribuam de forma aleatéria ao longo do micélio, fazendo com que se tenha
uma variagcao até mesmo dentro do proéprio lote de biocatalisador produzido.
Além disso, como a prépria biomassa (o micélio) atua como um suporte, 0 seu
formato nao uniforme também impacta no acesso do préprio substrato ao sitio
catalitico ao longo dos pedagos do bioatalisador, fazendo com que cada por¢ao
de biomassa possa apresentar valores distintos, resultando nas variacdes
observadas e dificultando uma analise mais precisa do seu comportamento nas

condigdes empregadas (Lin; Tao, 2017).

Tabela 15 - Tabela da analise ANOVA do planejamento das reagbes de aciddlise.

Fonte da variagao SS;?;L?S Lﬁ::i::e Quadrados Médios Fcalc p-valor
Regressao 1362,12 4 340,53 6,94 0,00061
Residuos 1274,08 26 49,01
Falta de Ajuste 1252,26 10 125,22 91,83 3,44*1012
Erro Puro 21,81 16 1,36
Total 2636,21 30

Fonte: Autor, 2024.

Portanto, mesmo que o primeiro teste F (Fregressasiresiduos) tenha sido

satisfatorio, o segundo teste (Fde faita de ajuste do modelo) demonstrou que o modelo
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nao descreve com precisdo a variancia apresentada nos dados experimentais.
Ademais, o modelo (Eq. 6) apresentou um coeficiente de determinagao de
apenas 51,67%. Esse valor indica que o modelo é capaz de representar apenas
parte da variagado observada nos dados experimentais. Em outras palavras, 49%
dos efeitos observados experimentalmente, ndo podem ser explicados pelo
modelo matematico construido.

Essa capacidade limitada do modelo gerado pode estar relacionada a
alguns fatores, como a prépria variabilidade dos dados n&o pode ser explicada
adequadamente por limitagdes do sistema reacional ou do proprio biocatalisador
(Rodrigues; lemma, 2014; Bas; Dudak; Boyaci, 2007; Do Nascimento et al.,
2024).

Portanto, considerando esses fatores, também fica evidente a
necessidade de maiores estudos referentes a esses biocatalisadores, avaliando
também outras variaveis, como a prépria homogeneizagao do meio (agitagao),
para entender melhor quais apresentam impactos maiores nas reacdes
estudadas.

Nesse caso, como ja mencionado, foi observado visualmente durante a
execugao dos experimentos de algumas das reagdes de acidolise, que a
agitacdo foi um fator bem limitante para um sistema com uma boa
homogeneizagdo do biocatalisador no meio reacional (Germec; Turhan, 2023).
Isso resultou ndo sé6 em uma grande variabilidade dos resultados, como
possivelmente um resultado subestimado, ja que para esse tipo de
biocatalisador, as problematicas relacionadas a transferéncia de massa dentro
do “suporte natural”’, ndo s6 sao relatadas, mas como também se mostram de
grande impacto nas reagées em que se empregam as LAMs (Lin; Tao, 2017).

Além da agitacao, ainda em relagao a estrutura do biocatalisador, outro
fator que pode ter afetado foi a faixa de temperatura avaliada. Por mais que essa
variavel ndo teve um impacto direto nas reacdes de acidélise, em parte pode ser
relacionado a faixa escolhida (33,2°C a 66,8°C), ja que por tratar-se de uma
reagcdo com um substrato viscoso, empregar um biocatalisador tenha essas
problematicas relacionadas a transferéncia de massa, empregar maiores
temperaturas pode resultar em uma melhora nos resultados obtidos. Isso é
observado no estudo de de Kirdi e colaboradores (2017), em que empregando

LAMs de A. oryzae obteve os melhores resultados em faixas maiores de
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temperatura, como ja mencionado. No entanto, para a reag&o de aciddlise, essa
variavel também é um fator limitante, ja que por ser uma reagéo que ocorre por
um periodo longo (pelo menos 24 horas), outros efeitos podem ser observados
no produto final, como uma possivel oxidagcao do 6leo, ou até mesmo efeitos de
acil migracéo que ja sao relatados (Zhang, Youfeng et al., 2024).

Ainda assim, o planejamento empregado também retornou resultados
interessantes quanto ao grau de incorporagao, demonstrando a importancia de
mais estudos referentes ao emprego desses biocatalisadores, para que seja
possivel entender quais sdo os parametros que realmente tem efeitos
significativos e de forma mais precisa e otimizada. Dessa forma, a partir dos
resultados apresentados na tabela 14, nota-se que que a LAM — AO alcancgou
um valor maximo de 33,15 mol% de incorporacdo do acido caprico nos
triacilglicerois do OPM nas condi¢des de 1,63% de enzima, 50°C e uma razéo
molar (6leo: acido) de 1:6,5. Esse valor de 33,15 mol%, representa 50% de
rendimento da sintese dos triacilglicerdis dietéticos do tipo MLM, uma vez que
66,67 mol% seria 0 maximo de incorporac¢ao (100% de rendimento).

Este resultado se mostra promissor visto que com uma menor
concentracao de biocatalisador e uma razdo molar média foi alcangado o maior
grau de incorporacéao. Outra condicdo empregando uma concentragao menor de
catalisador e uma razdo molar maior (3% de catalisador, 60°C e razdo molar de
1:9) também demonstrou um resultado expressivo de 25% de incorporagao do
C10:0, quando comparado as outras condigdes do planejamento.

Dese modo, considerando esses valores de graus de incorporagao de
acido caprico alcangados, principalmente nas duas condicbes mencionadas,
para o tipo de biocatalisador empregado (LAM), os resultados obtidos se
mostram satisfatérios. O emprego de um biocatalisador alternativo, obtido sem
a necessidade de diversas etapas como de imobilizacdo em suportes fisicos e
com um custo de producdo menor associado, forneceu resultados similares aos
apresentados em trabalhos empregando enzimas imobilizadas comerciais
(Bassan et al., 2019; Liu; Akoh, 2024; Miotti et al., 2024). Por exemplo, Bassan
(2019) e colaboradores, utilizando a Lipozyme® RM IM, alcangaram 34,53 mol%
de incorporagédo, e Liu e Akoh (2024), que obtiveram até 47 mol% de

incorporagdo nas posigdes 1 e 3 dos TAGs modificados, com 0 mesmo
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catalisador (Lipozyme® RM IM) mas empregando outros dleos como matéria-
prima.

Com isso, nota-se que o emprego das células integras biocataliticas néao
s6 forneceu resultados satisfatorios, como atingiu valores préximos ao de lipases
comerciais, como a Lipozyme® RM IM, que &€ amplamente empregada para
reacdes de aciddlise (Bassan et al., 2019; Cozentino et al., 2022; Liu; Akoh,
2024).

5.5. Teste comparativo entre modos de agitacao na reacao de aciddlise

Com os parametros de maior grau de incorporacdo, na faixa avaliada,
definidos, foi realizado um teste comparativo entre dois modos de agitagdo no
reator operando em modo batelada, a fim de determinar qual permitiria um maior
grau de incorporagéo de acido caprico nos triacilglicerois presentes no 6leo da
polpa da macauba. Isso se deve ao fato que parametros como a agitagdao sao
essenciais para uma melhora na transferéncia de calor e massa no reator, como
mencionado no item anterior (item 5.4), e consequentemente, atingir uma maior
homogeneizagao dentro do sistema (Germec; Turhan, 2023).

Para essa etapa é importante ressaltar que foi empregado uma agitagao
proxima a 400 RPM, ja que foi observado que foi a menor velocidade em que
obteve-se uma homogeneizagdo completa do biocatalisador. Os resultados

foram apresentados na tabela 16.

Tabela 16 - Resultados de grau de incorporagdo da analise comparativa entre os
modos de agitagdo no reator operando em modo batelada na reagdo de
acidolise.

Tipo de Grau de incorporagao
agitacao (mol%)
Magnética 24,40 £ 2,66
Mecanica 20,73 £ 1,05

Fonte: Autor, 2024.

Assim, observa-se que a reacdo conduzida empregando a agitagao
magnética, obteve um maior grau de incorporagao, sendo 15% maior do que a

reacao que utilizou a agitagdo mecanica. Esse resultado indica que o sistema
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empregando a agitagdo magnética propiciou uma maior homogeneizagéo do
meio reacional, mesmo empregando velocidades similares (400 RPM).
Dessa forma, a partir desses resultados, foi definido que para as préximas

etapas foi empregado o sistema com a agitacdo magnética.

5.6. Avaliagcao do efeito do tempo na reagao de acidolise empregando LAMs

como biocatalisadores

Com a melhor condigdo de temperatura, razdo molar (6leo: acido) e
quantidade de biocatalisador definida, a préxima etapa foi a avaliagao do efeito

do tempo na reagao de aciddlise (figura 9).

Assim, apos 48 horas de reagéo foi alcangado um grau de incorporagéo
de 30,3 mol%, indicando que para esse lote de LAM-AQO, esse € o maximo de
incorporagao possivel dentro do periodo avaliado (o dobro do tempo relatado na
literatura). No entanto, nota-se que apds as primeiras 24 horas de reagao
(periodo de tempo padrdo para reagbes de acidolise na literatura), obteve-se

33,15 mol% de incorporagao, correspondendo ao grau de incorporagdo maximo.
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Figura 9 - Resultado da avaliagcdo do efeito do tempo na reagdo de aciddlise
empregando a LAM-AQO como biocatalisadores.
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Fonte: Autor, 2024.
Com isso, € perceptivel que mesmo dobrando o tempo da reagao, ndo ha
aumento no grau de incorporagéo de acido caprico no triacilglicerol, indicando

que com apenas 24 horas alcanga-se o grau de incorporagao maximo.

Além disso, quando se compara tais valores de grau de incorporagéo com
os observados na literatura com enzimas comerciais, nota-se que para reagoes
de aciddlise de 24 horas, em diversos trabalhos é obtido valores entre 20 e 30
mol%, como no trabalho de Caballero e colaboradores (2014), que empregando
a Lipozyme TL IM, apds 24 horas, obteve 29 mol% de incorporagdo e Nunes e
colaboradores (2011), utilizando a Novozyme 435, alcangou 25 mol%, também
apos 24 horas (Lee et al., 2022).

Dessa forma, esse comparativo reforca o potencial do biocatalisador
avaliado, pois como mencionado anteriormente, as caracteristicas referentes a

esse tipo de catalisador (enzima imobilizada naturalmente na estrutura da
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biomassa fungica), como problemas difusionais, em geral, acabam fazendo com
que seja necessario maiores tempos de reagao para a obtengao de rendimentos
proximos ao de enzimas comerciais. No entanto, neste caso, tais resultados
foram obtidos no mesmo tempo (24 horas) que o obtido por enzimas comerciais
(Lee et al., 2022).

5.7. Avaliagao do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reagoes de

acidoélise

Assim, referente a otimizag&o da sintese dos triacilglicerdis dietéticos, por
ultimo foi avaliado o numero de ciclos de reuso (reciclos) das LAMs de
Aspergillus oryzae na reagao de acidolise com o dleo da polpa de macauba
(Tabela 17 e figura 10).

Tabela 17 - Grau de incorporagdo em cada ciclo de reuso das LAMs nas reagbes
de acidolise (24 horas).

Reciclos Grau de incorporagao

(24h) relativo (%)
0 100
1 24,93
2 14,30
3 1,23

Fonte: Autor, 2024.
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Figura 10 - Avaliagdo do numero de ciclos de reuso das LAMs nas reagbes de
acidolise em grau de incorporagéo relativo.
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Fonte: Autor, 2024.

Sendo assim, observa-se que apds 3 ciclos o biocatalisador acaba
perdendo consideravelmente a sua capacidade de catalisar a reagéao de
aciddlise ao atingir valores préximos ao zero de grau de incorporagao. Além
disso, apds um unico ciclo de reuso, a LAM-AO tem uma queda de quase 75%

do grau de incorporagao do acido caprico.

Ademais, a partir dos valores de grau de incorporagao obtidos em cada
ciclo, foi possivel determinar a constante de desativagcdo (kd) e,
consequentemente, o tempo de meia vida do biocatalisador nas reacdes de

aciddlise (figura 11).
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Figura 11 - Linearizagdo dos dados experimentais referentes aos ciclos de reuso
da LAM-AQ nas reacgbes de acidolise.
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Fonte: Autor, 2024.

Assim, seguindo a equacao 1 (item 4.6.), foi realizada a linearizagao para
a determinacao de constante de desativagao (figura 11), obtendo um kq de 1,38
ciclo™!. A partir desse valor, empregando a equagéo 2 (variagao da equagéo 1),
também foi possivel determinar o tempo de meia vida (t12), obtendo-se um valor
de 0,50 ciclo.

Contudo, é importante ressaltar que nao se encontram trabalhos que
avaliam o reuso desse tipo de biocatalisador, mesmo que se trate de um
biocatalisador que possui caracteristicas semelhantes ao de enzimas

imobilizadas.

5.8. Aplicacao do Modelo HET CAM na Avaliagcdao da Seguranc¢a Vascular
(toxicidade) e Potencial Antiangiogénico dos triacilglicerdis dietéticos do
tipo MLM
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Ap6s a determinacdo das melhores condicbes para a sintese do
triacilglicerois dietéticos, a ultima etapa do projeto foi a avaliagdo da toxicidade

e do potencial antigiogenico do OPM modifcado.

5.8.1. Avaliagao da toxicidade

Incialmente foi avaliada a toxicidade do 6leo modificado e os resultados

sdo apresentados na figura 12.

Figura 12 - (1) Imagens capturadas nos tempos de 0 e 300 segundos,
evidenciando as alteragbes vasculares na membrana corioalantoide (CAM) dos
diferentes grupos experimentais; (2) Classificagdo semiquantitativa da irritagéo
com base na escala HET-CAM; (3) Taxa de sobrevivéncia embrionaria avaliada
até 600 segundos apos a aplicagdo dos compostos; (4) Tabela comparativa entre
0S grupos experimentais, indicando os valores médios da Pontuagé&o de Irritagéo
(Sl) e as respectivas classificagdes visuais segundo a escala HET-CAM.

Branco Macauba
Antes
t=0s
Depois
t=300s
2 £ —— NaOH
: i - B2
g 3
g i
£
o 200 400 500
JERS S o o ““,“‘.' Tempo (s)
@ NaOH NaCl Branco MLM Macatiba
Pontuagiode 54 57 40 19 0,07 + 0,00 0,07 + 0,00 0,07 + 0,00 13,44 + 1,20
Irritagio '
Pontuagdo de 4+ _ _ _ ——
HET-CAM

Fonte: Autor, 2025. Imagem elaborada com BioRender.com.

Assim, a aplicacdo de 300uL de NaOH 0,1M sobre a membrana

corioalantoide (CAM) resultou em resposta irritativa severa (pontuagédo HET-
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CAM = +++), caracterizada por lise vascular precoce, seguida por hemorragia
intensa e coagulacgao visivel. O indice de irritagdo médio observado para o grupo
NaOH foi de 20,27 % 0,20, confirmando sua utilizagdo como controle positivo de
toxicidade no ensaio. Em contraste, os grupos controle negativo (NaCl 0,9%) e
branco (éter) apresentaram auséncia de alteragdes vasculares significativas,
com valores médios de 0,07 + 0,00, compativeis com classificagao negativa (-)

para irritacdo ocular, como também esperado.

Ja as formulagbes contendo o OPM sem modificagcbes provocaram
alteragdes vasculares compativeis com irritagdo severa (pontuagao HET-CAM =
+++), apresentando pontuagdo média de 13,44 + 1,20. As reagdes incluiram lise,
hemorragia e coagulagdo em tempos inferiores aos 300 segundos. Enquanto as
formulagcées contendo o 6leo modificado (OPM — MLM), por sua vez, ndo
induziram alteragdes na integridade vascular da CAM, resultando em pontuagao
Sl = 0,07 £ 0,00, sem sinais de hemorragia, lise ou coagulacao (classificagao
HET-CAM = -).

Além disso, a analise estatistica revelou diferenga significativa entre o
grupo tratado com NaOH e todos os demais grupos (p < 0,0001), confirmando a
reprodutibilidade do teste e a formulagcdo do OPM original também apresentou
diferenca significativa em relagéo aos grupos NaCl, Branco (éter) e o OPM - MLM

(p < 0,0001), indicando potencial irritativo relevante da amostra.

A viabilidade embrionaria foi mantida em todos os grupos, com excegao
do NaOH, em que houve perda de viabilidade em dois dos quatro embrides

avaliados apés 600 segundos (Figura 12).

Desse modo, pelo OPM — MLM nao apresentar toxicidade ao modelo
avaliado, pode ser um indicativo do potencial de aplicagdes, tanto para o
consumo direto, quanto para formulagdes visando diferentes aplicagbes, como
farmacéuticas (Caicedo-Paz et al., 2025; Guo et al., 2020; Zhou et al., 2022).

Entretanto, para o 6leo da polpa da macauba sem modificagdes, o
potencial toxico apresentado pode ser associado a alguns fatores, como suas

caracteristicas fisico-quimicas (indice de acidez e peroxido).
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Em relagdo a esse fator mencionado, uma hipétese que pode corroborar
esse resultado, é o fato de que o OPM apresentou um valor acima do permitido
para a acidez e um valor proximo ao limite do indice de peroxido, como
observado no item 5.1.1. (Andlises fisico-quimicas (indices de acidez e
peréxido)). Isso pode ter acarretado nos processos de lise e hemorragia
observado durante a execugao do ensaio, uma vez que ja é relatado que valores
elevados desses indices podem levar a formagao de compostos reativos, como
produtos secundarios (aldeidos, cetonas ou dimeros e polimeros de
triacilglierdis). Esses compostos, por sua vez, dependendo da concentragao,
podem levar a uma toxicidade no organismo (Alvarez Grafia et al., 2025). Como
tal efeito de toxicidade nao é observado no OPM — MLM, que apds a modificagao
do dleo original e, consequentemente, a remogao dos acidos graxos em excesso
(processo de neutralizagdo), esse Oleo apresenta um valor de acidez igual a
zero. E, assim, ndo se tem a formacgao desses compostos reativos mencionados,

nao resultando na mesma toxicidade apresentada pelo 6leo original.

Um ponto ja apresentado que pode impactar o resultado alcangado € que
0 Oleo empregado é obtido por um processo alternativo, empregando sistemas
aquosos e assistido por enzimas para que tenha-se um produto de maior
qualidade e sem o emprego de solventes comumente empregados nesses
processos de extracdo (Favaro et al., 2022). No entanto, por tratar-se de um
processo recente, nado tem-se muitos estudos aprofundados sobre as
caracteristicas do 6leo obtido por essa via, como a propria toxicidade e outros
fatores, resultando em uma lacuna sobre suas possiveis aplicagées. Ainda
assim, é importante mencionar que por mais que o resultado obtido indique que
o Oleo extraido da polpa apresente essa toxicidade, ja € bastante fundamentado
que tanto o fruto da macauba, quanto a sua polpa ja sdo empregados
popularmente para o consumo humano, seja alimenticio, cosmético ou

farmacéutico (Silva et al., 2025; Traesel et al., 2014).

Ademais, tais resultados se mostram bastante promissores, ja que por
mais que o oOleo original apresente uma toxicidade, o modificado (OPM — MLM)
nao apresentou. Isso pode indicar que o processamento a qual ele foi submetido

(etapas de aciddlise e de remogao dos acidos graxos) nao so foi eficaz para a
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producao dos triacilglicerois dietéticos, como também, mudou essa caracteristica

e permitir seu consumo.

5.8.2. Avaliagao do potencial antiangiogénico

ApoOs a determinacdo da toxicidade dos Oleos, a etapa seguinte foi
avaliagdo do potencial antiangiogénico do OPM -MLM (apenas o 6leo que nao
apresentou toxicidade ao organismo). Os resultados estdo apresentados na
figura 13
Figura 13 - Avaliagdo da atividade antiangiogénica no modelo HET-CAM. (1)
Imagens representativas da membrana corioalantoide (CAM) de ovos tratados
com NaCl 0,9% (controle negativo), doxorrubicina a 30% (controle positivo) e
formulaggo MLM, 48 horas apoés a aplicagdo dos tratamentos (volume de

300 uL); (2) Quantificagdo do numero de vasos sanguineos visiveis em cada
grupo experimental.

@ NaCl -

Doxorrubicina 30%

Numero de Vasos Sanguineos

NaCl  Doxorrubicina 30% MLM

Doxorrubicina
NaCl 30% MLM

Namero de vasos g () + 2 94 37,00 £2,16 47,50 £ 2,38
sangulneos

Fonte: Autor, 2025. Imagem elaborada com BioRender.com.

Assim, a analise do numero de vasos sanguineos na membrana

corioalantoide (CAM) revelou diferengas significativas entre os grupos avaliados.



77

O grupo tratado com NaCl 0,9% apresentou intensa vascularizagdo, com média
de 68,0 £ 2,94 vasos, compativel com o padrao fisiolégico de angiogénese
embrionaria (Nowak-Sliwinska et al., 2014; Ribatti, 2017). Em contraste, a
doxorrubicina a 30% promoveu uma reduc¢ao significativa na formagao de vasos,
resultando em meédia de 37,0 + 2,16 vasos (*™*p < 0,0001 vs. NaCl),
correspondendo a uma diminuigao absoluta de 31 vasos em relagao ao controle

negativo.

Ja a formulagdo do OPM — MLM também demonstrou atividade inibitoria,
com média de 47,5 + 2,38 vasos, o que representa uma reducao de 20,5 vasos
comparada ao NaCl (*™*p < 0,0001). Além disso, observou-se diferenga
significativa entre a MLM e a doxorrubicina (***p = 0,0006), com 10,5 vasos a

mais no grupo tratado com a formulacao oleaginosa (Figura 13).

Esses dados reforcam a aplicabilidade do modelo HET-CAM como
ferramenta eficiente para triagem preliminar de compostos bioativos com
possivel efeito modulador sobre a angiogénese. Além disso, também indicam
que, embora a formulagdo do OPM — MLM apresente efeito antiangiogénico
inferior ao da doxorrubicina, sua atividade foi estatisticamente relevante frente

ao controle, sugerindo um potencial moderado na inibicdo da angiogénese.

Desse modo, o 6leo da polpa da macauba, contendo os triacilglicerois
dietéticos do tipo MLM, além de ndo apresentarem uma toxicidade aos vasos
sanguineos (item anterior), como também apresentam uma possivel capacidade
inibitéria na sua formacgao. Tais resultados demostram o potencial para uma
gama de aplicagbes desse Oleo, desde algumas ja mencionadas como na
alimentacdo para controle da obesidade ou na ma absorgdo de lipidios no
organismo, entre outras disfungées metabdlicas, devido as propriedades
naturalmente associadas aos triacilglicerois dietéticos do tipo MLM (Zhou et al.,
2022), mas como outras aplicagdes na area farmacéutica e médica, como um
composto bioativo com propriedades terapéuticas. Isso se deve ao fato de que
compostos com esse potencial podem ser empregados na regulacdo de
processos inflamatoérios ou até mesmo na inibicado da formacao de tumores no
organismo (Majima et al., 2023; Nomura et al., 2016; Rodriguez-Mortera et al.,
2025; Yan et al., 2024).
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Uma hipétese que pode auxiliar na explicacao dessa capacidade inibitoria
do OPM — MLM pode estar relacionada com a modulagédo das vias metabdlicas
de transporte e sinalizagao de lipidios nas células endoteliais, como as mediadas
por proteinas ligadoras de acidos graxos. Nesse caso, a presenca dessas
proteinas nas células endoteliais, induzidas pelo fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), permite que os acidos graxos obtidos sejam empregados na
formagao de novos vasos(Majima et al., 2023; Nomura et al., 2016; Ultimo et al.,
2025; Yan et al., 2024).

Assim, com esses novos vasos sendo formados, ocorre a estimulacao da
producao do VEGF, que por sua vez, induz a producdo de mais proteinas
ligadoras de acidos graxos, realimentando o ciclo do processo de angiogénese
(Majima et al., 2023; Yan et al., 2024). Dessa forma, o 6leo modificado pode estar
interferindo no processo de captagao, de transporte intracelular ou entdo de
sinalizagdo dos acidos graxos nas células endoteliais, o que acaba resultando
em uma menor atividade das proteinas ligadoras de acidos graxos e na néo

inducado da formagéo de novos vasos sanguineos.

Ja em relagdo aos processos inflamatdrios, o processo de angiogénese,
que inicialmente ocorre para melhorar a resposta no tecido infectado ou
danificado, pode fazer com que a inflamacao se perpetue por um tempo maior,
acarretando em edemas inflamatérios (Majima et al., 2023). Com isso,
semelhante ao apresentado para o processo de formagao tumoral, compostos
que tenham a capacidade de atuar modulando a angiogénese, podem minimizar
a probabilidade de uma resposta descontrolado desse processo e evitar a
formagdo dos edemas anteriormente mencionados (Majima et al., 2023;
Rodriguez-Mortera et al., 2025).

No entanto, nos ultimos anos, para intensificar o potencial desses
compostos na regulagdo do processo de angiogénese, tem-se combinado
diferentes estratégias, pois ja é relatado que apenas a administragcdo com o
composto antiangiogénico nao é suficiente para causar efeitos significativos no

tratamento de pacientes (Ultimo et al., 2025).

Assim, uma das estratégias que vem ganhando mais atengédo sao as

formulagbes empregando nano carreadores para realizar uma entrega mais
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direcionada do farmaco. Nesse caso, esse nano carreadores, em destaque os
lipidicos como nanoemulsdes, por exemplo, ndo s6 apresentam uma boa
biocompatibilidade, como também permitem um direcionado e uma modulagem
da liberacdo dos compostos de interesse no alvo, aumentando a eficacia do
préprio tratamento(Faria et al., 2024; Ultimo et al., 2025). Nessa perspectiva, o
6leo modificado (OPM — MLM) nao apenas apresenta o potencial para aplicagéo
nos tratamentos terapéuticos para a regulacédo do processo de angiogénese,
como também se destaca pela possibilidade de ser incorporado em formulacdes
de nanocarreadores, conferindo ao sistema uma dupla funcionalidade por poder
atuar tanto como agente bioativo, quanto como componente estrutural da

nanoparticula.



80

6. Conclusao

A partir dos resultados obtidos, € possivel afirmar que o 6leo da polpa de
macauba possui um perfil de acidos graxos adequado para reagdes de aciddlise,
com mais de 70% de acidos de cadeia longa, especialmente acido oleico. Em
contraste, o 6leo da améndoa é rico em acidos graxos de cadeia curta, o que 0
torna indicado para a sintese de triacilglicerois dietéticos do tipo MLM. Em
relacdo as lipases associadas ao micélio dos fungos avaliados, apenas trés
tiveram a especificidade para atuar nas posigdes externas do triacilglicerol, mas
apenas as lipases associadas aos micélios fungicos de Aspergillus oryzae (LAM
— AO), apresentaram a especificidade necessaria para a sintese dos
triacilglicerois dietéticos do tipo MLM. Também foi possivel determinar pelo
menos uma condigdo com um grau de incorporagao interessante na faixa
avaliada (50% de rendimento - empregando menores concentragbes desses
biocatalisadores e maiores razdes molares (acido: 6leo), obteve-se resultados
préximos ao de biocatalisadores comerciais) e analisar a influéncia de alguns
parametros sobre as reagdes de aciddlise empregando a LAM-AO, em que foi
observado uma influéncia tanto da razdo molar, quanto da quantidade de
biocatalisador empregado, sendo que, no caso desse ultimo parametro, foi
possivel determinar outros fatores que impactam no rendimento de reagbes que
utilizam esse tipo de biocatalisador, como a propria agitagdo. Ademais, a partir
desses resultados, também foi possivel concluir que empregando agitagcéo
magnética, o tempo de 24 horas foi o suficiente para a obtencdo dos
triacilglicerois dietéticos do tipo MLM, mas que o seu reuso em outros lotes de
reagcdes de aciddlise, ndo seria viavel, ja que tem-se uma queda 80% no
rendimento apds o primeiro uso. Por fim, foi avaliado a toxicidade tanto do éleo
original, quanto do 6leo modificado, sendo que este ultimo n&o s6 nao
apresentou toxicidade mas como também demonstra um potencial
antiangiogénico, ampliando as perspectivas de aplicagdo desse composto para

além do uso em sistemas alimenticios.
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