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RESUMO

NUNES, G. F. M. Avaliacio da modificacio da composicao e textura de um produto
obtido por transesterificacao enzimatica da gordura de leite com 6leo de soja. 2008. 126f.
Dissertacdio (Mestrado em Engenharia Quimica)- Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena/ SP, 2008.

As caracteristicas nutricionais de produtos alimenticios t€ém sido cada vez mais valorizadas
pelo mercado consumidor em fungdo da constante preocupag¢do com os efeitos dos alimentos
na satde. O sucesso de um produto alimenticio no mercado, entretanto, depende também de
suas caracteristicas fisicas, tais como espalhabilidade, aparéncia e impressdes sensoriais dos
alimentos na boca. Estas caracteristicas desempenham papel fundamental no processamento
industrial e na aceitabilidade do produto pelo consumidor. Neste contexto, o presente projeto
teve como objetivo avaliar o efeito da transesterificacdo enzimdtica da gordura de leite com
6leo de soja na composicdo e na textura do produto alimenticio obtido, empregando como
catalisador lipase de Aspergillus niger previamente imobilizada em suporte hibrido
polissiloxano—édlcool polivinilico. Em uma primeira etapa, as matérias-primas foram
caracterizadas quanto a umidade, indices de acidez, saponifica¢do, perdxido e iodo,
propriedades reoldgicas e térmicas. Em seguida, os materiais de partida foram misturados em
diferentes propor¢des seguindo um planejamento experimental estatistico de misturas, €
empregados nas reacOes de transesterificacdo. As varidveis resposta foram os indices de
acidez, saponificacdo, iodo e perdxido, as propriedades de textura consisténcia e dureza, € o
grau de transesterificacdo. Os resultados obtidos mostraram que os indices de acidez,
saponificagcdo, peroxido e iodo apresentaram uma dependéncia linear em funcdo da fracao
madssica de gordura de leite tanto para a mistura das matérias-primas como para os produtos
transesterificados. Com relagdo as propriedades de textura, modelos estatisticos foram
compostos e permitiram verificar que a transesterificacdo promoveu uma diminui¢do tanto da
consisténcia quanto da dureza nas misturas contendo proporcdes superiores a 50% de gordura
de leite. As misturas preparadas com fracdes de gordura inferiores a este valor praticamente
nao sofreram alteracdes de textura apds a reacdo. A avaliacdo da composi¢do dos produtos
obtidos demonstrou que as amostras correspondentes a gordura de leite pura e as misturas
contendo 67 e 75% desta, apresentaram modificacdes no perfil de triacilgliceréis (TAGs),
mostrando de forma geral diminui¢do na concentracdo dos TAGs Cz4-Csg € Cs4 € aumento dos
TAGs Cy4-C39 € Cyq4-Cso. A reagcdo empregando gordura de leite pura resultou em um grau de
transesterificacio (5,20%) mais elevado em relacdo ao 6leo puro (3,33%), o que pode estar
diretamente relacionado a especificidade da enzima pelos 4cidos graxos presentes nesta
gordura. O grau de transesterificacdo mais elevado (10,75%) foi obtido para a mistura
contendo 67% de gordura de leite. Os resultados indicaram que a transesterificacdo de
misturas contendo 50-67% de gordura de leite resultou em produtos com melhores
propriedades de textura (espalhabilidade) sob temperatura de refrigeracio em comparagdo a
manteiga, a gordura de leite ou a simples mistura fisica com igual composi¢do, sendo os
valores de consisténcia e dureza pelo menos 32% menores em comparagdo a manteiga.
Portanto, o desenvolvimento experimental deste trabalho permitiu demonstrar a viabilidade da
transesterificacdo enzimatica de uma mistura contendo elevados teores de gordura de leite, o
que resultou na preservagdo de parte de suas caracteristicas organolépticas, obtendo-se como
resultado um produto com melhores caracteristicas de textura (maior espalhabilidade) e
nutricionais (maior teor de 4cidos graxos insaturados).

Palavras-chave: Lipase. Imobilizacdo. Transesterificacio enzimatica. Gordura de leite. Oleo
de soja. Textura.



ABSTRACT

NUNES, G. F. M. Evaluation of the modification on the composition and texture of a
product obtained by enzymatic transesterification of milkfat with soybean oil. 2008.126f.
Dissertation (Master of Science in Chemical Engineering) - Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de Sao Paulo, Lorena/SP, 2008.

The nutritional food characteristics have been highly considered by consumers due to the
constant worries with their effects on health. However, the success of a new food product in
the market depends also on its physical characteristics, such as spreadability, appearance and
mouthfeel. These properties are very important for industrial processing and acceptability of
the product by the consumer. In this context, the objective of present project was to assess the
effect of the enzymatic transesterification of milkfat with soybean oil on the composition and
texture of the obtained product. For this reaction Aspergillus niger lipase previously
immobilized in polysiloxane—polyvinyl alcohol hybrid matrix was chosen as catalyst. The
work was carried in three steps. Firstly, raw materials were characterized regarding their
humidity, acid, saponification, peroxide and iodine indexes, rheological and thermal
properties. Following these, raw materials were mixed at different proportions according to a
statistical mixture factorial design and used as substrate in the transesterification reactions.
The response variables were acid, saponification, iodine and peroxide indexes, texture
properties (consistency and hardness) and transesterification yields. Acid, saponification,
peroxide and iodine indexes showed a linear dependence on the milkfat mass fraction for both
physical raw materials blends and transesterified products. Regarding the texture properties,
statistical models were composed and allowed verifying that the transesterification reaction
decreased both consistency and hardness for substrates containing more than 50% of milkfat.
No alteration in these properties was noted for substrates containing lower milkfat fraction.
The evaluation of the product compositions showed that samples containing pure milkfat and
mixtures containing 67 to 75% of milkfat yielded modifications in the triacylglycerols profile
(TAGs) such as decreased on the Cs4-Csgand Cs4 TAGs concentrations and increased on the
C14-C3p and Cy4-Csp TAGs concentrations. Reactions carried with pure milkfat resulted in
higher transesterification yield (5.20%) as compared with pure soybean oil (3.33%), and this
was related to the specificity of the enzyme for fatty acids presented in the milkfat. The
highest transesterification yield (10.75%) was obtained for mixtures containing 67% of
milkfat. Theses results indicated that the transesterification reactions of substrates containing
50-67% of milkfat gave products having better properties regarding the texture (more
spreadability) under cooling temperature than butter, milkfat or simple physical blend at the
same composition. Consistency and hardness values were at least 32% lower than data for
butterfat. Therefore, the proposed experimental work allowed demonstrating that the
enzymatic transesterification of a mixture containing high milkfat levels besides partially
preserving the milkfat organoleptic characteristics also rendering a product with better texture
(higher spreadability) and nutritional properties (higher amount of unsaturated fatty acids).

Keywords: Lipase. Immobilization. Enzymatic transesterification. Milkfat. Soybean oil.
Texture.
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RNM Ressonancia Magnética Nuclear
SQ Soma Quadratica

TAGs Triacilglicer6is

TEOS Tetraetilortossilicato
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1. INTRODUCAO

A busca por alimentos mais sauddveis e com caracteristicas desejaveis tem motivado
pesquisas que visam o desenvolvimento de processos de transformacdo adequados para
modificacdo das propriedades de matérias-primas naturais. Esta busca, aliada aos esforgos
para o estabelecimento de processos ecologicamente ndo agressivos, como as rotas
enzimaticas de producao, estd entre os temas de pesquisa mais estudados da atualidade.

Entre os alimentos apreciados pelo consumidor encontra-se a gordura de leite, um
alimento ao qual se atribui sabor e aroma peculiares e agraddveis. A reducdo do consumo
deste tipo de gordura na dieta humana, como também de outras gorduras animais, foi
recomendada nas dltimas décadas em fun¢ao da grande quantidade de 4cidos graxos saturados
presentes em sua composi¢do. Estes dcidos graxos tém sido relacionados a elevagdao dos
niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL — “Low Density Lipoprotein”, o chamado
“colesterol ruim”) no organismo e conseqiientemente ao aumento do risco das doencgas
cardiovasculares. Em funcao disso, a manteiga foi substituida por produtos como margarinas
ou cremes vegetais, os quais sdo obtidos a partir de diversos 6leos, por um processo atrativo
do ponto de vista econdmico: a hidrogenacdo parcial. Recentemente, entretanto, novas
descobertas indicam que a gordura obtida pela hidrogenacdo parcial de 6leos vegetais possui
considerdvel quantidade de 4cidos graxos insaturados na configuracdo “trans”, os quais tém
sido apontados como mais danosos a satide que os 4cidos graxos saturados, principalmente
com respeito a elevacdo dos niveis de colesterol no sangue. Isso é devido ao fato da gordura
trans conduzir ndo apenas ao aumento no teor de LDL, mas também a reducdo da liporpoteina
de alta densidade (HDL - “High Density Lipoprotein”, o chamado “coleterol bom”),
resultando em uma elevacdo da relacdo LDL/HDL mais significativa do que a ingestao de
acidos graxos saturados, e conseqiientemente, em um efeito adverso a saide mais acentuado.
Em fun¢do destas descobertas, tem-se buscado a substituicdo do processo de hidrogenagdo
parcial por vias de producdo que ndo resultem na formacao de isomeros trans.

Os aspectos nutricionais, entretanto, ndo sao suficientes para a aceitabilidade do
produto sendo que, muitas vezes, alimentos capazes de resultar em grandes beneficios a satde
sdao preteridos pelo consumidor em fung¢do de propriedades fisicas e organolépticas
inadequadas. Entre essas, as propriedades de textura sdo importantes para a aceitabilidade de

um alimento pelo consumidor. Especificamente para manteigas, margarinas e produtos
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similares, a andlise de textura inclui a avaliagdo de caracteristicas como espalhabilidade,
aparéncia e as diversas impressdes sensoriais do alimento na boca, que sdo uteis para sua
adequacdo aos varios usos.

Uma alternativa interessante que pode eliminar a formagdo de isOmeros trans,
preservando as caracteristicas organolépticas desejdveis da gordura de leite é a sua
transesterificacio com Oleos vegetais. Além disso, esta alternativa inclui a redugcdo na
quantidade total de 4cidos graxos saturados presentes no produto, o que conduz a uma
melhora nutricional. Pode ainda conferir a manteiga boas propriedades de espalhabilidade sob
temperatura de refrigeracdo doméstica, mantendo as caracteristicas nutricionais importantes
da gordura de leite como a presenca de acidos linoléicos conjugados, os quais t€m efeito
anticarcinogénico.

A reacdo de transesterificacdo pode ser realizada por via quimica ou enzimadtica, sendo
esta ultima mais vantajosa, por permitir a obtencdo de produtos especificos se forem
utilizadas enzimas reogiosseletivas e por utilizar condicdes de reacdo mais suaves
(temperatura e pressdo reduzidas), o que conduz a menores alteracdes nas caracteristicas
organolépticas da manteiga. Esta via faz uso de lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC
3.1.1.3) como biocatalisadores, uma classe de enzimas verséteis, capazes de atuar em
substratos insoliveis em dgua e de catalisarem diferentes reagdes, tais como hidrdlise,
esterificacdo, interesterificac@o (alcodlise, aciddlise e transesterificacio).

Neste contexto, o presente projeto teve como objetivo avaliar o efeito da transesterificacdo
enzimdtica da gordura de leite com O6leo de soja na composi¢do e na textura do produto
alimenticio obtido, empregando como catalisador a lipase de Aspergillus niger, previamente
imobilizada em suporte hibrido polissiloxano — dlcool polivinilico obtido pela técnica sol-gel.
Avaliou-se, com o auxilio de um planejamento de misturas, a influéncia da proporcio entre as
matérias-primas nas propriedades do produto. As varidveis resposta foram os indices de acidez,
saponificacdo, per6xido e iodo, a consisténcia e a dureza, além do grau de transesterificacdo
obtido para cada reacdo. Considerou-se como resultado desejavel a obtencdao de um produto
que incoporasse parte dos dcidos graxos insaturados e essenciais presentes no 6leo de soja,
mas que mantivesse as caracteriticas organolépticas da manteiga e apresentasse boa

espalhabilidade sob temperatura de refrigeragao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Oleos e gorduras e sua importancia na alimentacao humana
2.1.1. Definicoes

Os oleos e gorduras sdo substdncias essenciais para uma dieta saudavel. Eles
desempenham diferentes papéis no organismo humano, pois sdo fonte de energia, de
fosfolipidios e esterdis; contém 4cidos graxos essenciais (linoléico e linolénico); auxiliam no
transporte e absor¢do das vitaminas lipossoluveis (A, D, E, e K) pelo intestino, além de
conferirem sabor agraddvel aos alimentos (AUED-PIMENTEL et al., 2003; LAWSON, 1995;
MORETTO; FETT, 1998).

As fontes de Oleos e gorduras podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana.
Seus componentes mais expressivos sdo os triglicerideos, que sdo ésteres resultantes da
ligagio do glicerol com 4cidos graxos (TURATTI; GOMES; ATHIE, 2002) . Suas
propriedades quimicas e fisicas dependem da composicdo, estrutura e distribuicao dos acidos
graxos (AG) (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002), uma vez que estes representam em média
95% da massa molecular dos triacilgliceréis (TAGs) (MORETTO; FETT, 1998).

Na Figura 2.1 estd representada a reacdo entre uma molécula de glicerol e trés

diferentes dcidos graxos para a formagao do triglicerideo.

H H
[ [
H-C-CH H R SlEES
: OOCH, (sn-1) H L'I: COCR,
H— [I:—DH + HOOCRy — (sn-2) H-C-0OCR, + 3HLO
|
H-C-OH HOOCR, (sn-3) H-cC —DCJEH‘S
[
. H
Glicerol Acidos Posicoes do TAG Agua
graxos TAG

Figura 2.1. Representacao da reacdo entre uma molécula de glicerol e trés diferentes dcidos
graxos para a formacao do triglicerideo (MOUSTAFA; STAUFFER, 1997). As letras Rj, Ry e
Rj; representam a cadeia carbonica dos dcidos graxos ligados nas trés posi¢des do glicerol
(sn-1, sn-2 e sn-3).

No Brasil, o termo “gordura” refere-se a materiais que possuem um ponto de fusio
acima de 20°C, enquanto que o termo “6leo” refere-se a substincias cujo ponto de fusdo esta

abaixo desta temperatura (VISENTAINER; FRANCO, 2006). Isso se deve ao fato de que as
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gorduras sdo compostas principalmente de d4cidos graxos saturados enquanto os Oleos
compdem-se em sua maior parte de dcidos graxos insaturados (FIRESTONE, 2006).

Acidos graxos saturados sio aqueles em que os dtomos de carbono estéo ligados entre
si por ligacdes simples (ligacdo ) (MORETTO; FETT, 1998). Eles estdo dispostos em uma
cadeia linear (como pode ser observado na Figura 2.2.a) a qual possibilita que as moléculas de
triglicerideos compostas por estes dcidos sejam facilmente empacotadas umas sobre as outras,
formando uma massa compacta. Este fato explica porque as gorduras saturadas sdo tao
consistentes a temperatura ambiente (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002).

Os 4cidos graxos insaturados sdo aqueles que possuem em sua configuracdo ligacdes
simples (ligacdo o) e duplas (ligacdo m) entre os dtomos de carbono. Eles podem ser
subdivididos em dois grupos: os monoinsaturados, que possuem apenas uma dupla ligacdo e
os poliinsaturados, que possuem duas ou mais duplas ligacoes (MORETTO; FETT, 1998).
Estes dcidos graxos, dependendo de sua isomeria geométrica, podem estar dispostos em forma
de arcos por apresentarem “dobras” em sua estrutura, devido a presenca das duplas ligacdes
(como pode ser observado na Figura 2.2.b) e, portanto as moléculas de triglicerideos por eles
compostas nao se encaixam perfeitamente umas sobre as outras. Como conseqiiéncia, os
triglicerideos formados por estes dcidos possuem baixos pontos de fusdo, o que explica que
sejam liquidos a temperatura ambiente (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002). Além disso, a
presenca de duplas ligacdes na estrutura desses dcidos os torna mais suscetiveis a oxidagao,

podendo reagir com hidrogénio, oxigénio e outros elementos (LAWSON, 1995).

a Acido graxo Saturado (C 18:0)
HHHHHHHHHHHHHHHHH (o)
LT LT
AS0ARRASSARAR AR
HHHHHHHHHHHHHHHHH
b Acido graxo Insaturado (C 18:3)
H H
pH ‘e cl: QH H
:C/c\/ | "(:’"‘C/ ,’H H
H_ =~ H H VAl N H
C H el /]
H\‘ ; H i ‘/ \.c\ / H
H. ®—n Hu ey
— S TCL . — O
c- H / C
wo " Ho o\
"OH

Figura 2.2. Estrutura quimica dos dcidos graxos saturados (a) e insaturados (b) (GHOTRA;
DYAL; NARINE, 2002).
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Os 4cidos graxos poliinsaturados também podem ser diferentes devido a posicdo da
dupla ligacdo entre carbonos, apresentando isomeria posicional (Figura 2.3). Embora as
ligacdes duplas normalmente ocorram em uma posicao nao conjugada, podem também serm
encontradas nesta forma, ou seja, alternadas por uma ligacdo simples como mostra a Figura
2.3. Oleos e gorduras que possuem dcidos graxos com duplas ligacdes em posicdes

conjugadas sdo mais suscetiveis a oxida¢ao que os nao conjugados (LAWSON, 1995).

Ligagdo ndo conjugada Ligagdo conjugada

Figura 2.3. Isdbmeros posicionais dos acidos graxos poliinsaturados.

Para obtenc¢do de produtos com bons atributos fisicos aliados a boas qualidades
nutricionais, com caracteristicas especificas para determinadas aplicagdes, diversificados
meios para a modificacdo de 6leos e gorduras tém sido estudados. A estrutura basica dos
triglicerideos pode ser redesenhada por mudancas quimicas nos acidos graxos (hidrogenacao),
pelo fracionamento da ligacdo éster (hidrdlise) ou mesmo pela reorganizagdo dos dcidos
graxos na cadeia principal do triglicerideo (transesterificacdo quimica ou enzimdtica) (DE

CASTRO et al., 2004).
2.1.2. Gorduras trans

Gorduras trans sao aquelas que possuem dcidos graxos insaturados com a0 menos uma
dupla ligacdo na configuracdo frans, ou seja, na qual dois dtomos de hidrogénio, ligados aos
atomos de carbono adjacentes a insaturacdo, estdo em direcdes opostas, de forma diagonal,
contrariamente a geometria cis, na qual os dtomos de hidrogénio estdo localizados de forma
paralela, do mesmo lado do plano (COSTA; BRESSAN; SABARENSE, 2006; LARQUE;
ZAMORA; GIL, 2001; MORETTO; FETT, 1998). Na Figura 2.4 podemos observar as
formas estruturais dos isomeros cis/trans. A maioria dos dcidos graxos insaturados ocorre na

natureza na configuragdo geométrica cis, pois as enzimas envolvidas na sintese dos dcidos
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graxos sdo seletivas para esta configuracio (AUED-PIMENTEL et al.,, 2003; MARTIN;
MATSHUSHITA; SOUZA, 2004).

TRANS cIs

Figura 2.4 - Formas estruturais dos isdmeros cis/trans encontradas dcidos graxos insaturados.

A introducdo dos dcidos graxos trans em quantidades considerdveis na dieta humana
iniciou-se com a utilizacdo do processo de hidrogenacdo de dleos e gorduras. Estes dcidos
estdo presentes também, em pequenas quantidades, na gordura do leite e em outras gorduras
de origem animal, devido 2 hidrogenacdo bioldgica no estdbmago dos ruminantes (LARQUE;
ZAMORA; GIL, 2001). As gorduras parcialmente hidrogenadas sdo as maiores fontes destes
acidos, sendo encontradas em um grande nimero de alimentos processados como margarinas
e produtos de panificagio (AUED-PIMENTEL et al., 2003; LARQUE; ZAMORA; GIL,
2001), contribuindo com cerca de 80 a 90% de todos os isdmeros trans provenientes da dieta
(BERTOLINO et al., 2006; LARQUE; ZAMORA; GIL, 2001; MARTIN; MATSHUSHITA;
SOUZA, 2004). Na Figura 2.5 pode-se observar a concentracdo em 4cidos graxos trans em
alguns alimentos. Dentre os produtos apresentados, a margarina obtida por hidrogenagdo
contém maior concentragdo de gorduras frans em sua composicao.

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas sugerindo que os dcidos graxos trans sao tao
ou mais danosos a saide do que os acidos graxos saturados, principalmente no que diz
respeito a elevagdo dos niveis de colesterol no sangue e conseqiientemente ao aumento do
risco das doencas cardiovasculares (AUED-PIMENTEL et al., 2003; WARDLAW, 2002).

O consumo de calorias provenientes de acidos graxos trans tem sido relacionado ao
aumento da lipoproteina de baixa densidade (LDL, “Low Density Lipoprotein™) e a reducdo
da lipoproteina de alta densidade (HDL, “High Density Lipoprotein”) no plasma, resultando
em uma elevacdo da relacio LDL/HDL mais significativa do que a ingestdo de dcidos graxos
saturados, e conseqiientemente, em um efeito adverso a saide mais acentuado. (AUED-

PIMENTEL et al., 2003; BERTOLINO et al., 2006; WARDLAW, 2002). Segundo Martin,
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Matshushita e Souza (2004) foi observado em estudos que o acréscimo de uma unidade nesta

relacdo estd associado a ascensdo em cerca de 50% do risco de doengas cardiovasculares.
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Figura 2.5. Concentracdo em 4cidos graxos trans em alimentos (BERTOLINO et al., 2006).

Outros estudos mais recentes revelam que a associagdo entre a ingestdo de gorduras
trans e a incidéncia de doengas cardiovasculares nao estd ainda bem estabelecida e uma das
explicacdes para esta inconsisténcia pode ser devido a fonte desses isdOmeros, ja que as
doencas corondrias estdo interligadas muito mais a ingestdo das gorduras frans provenientes
do processo de hidrogenacdo parcial do que aquelas advindas de produtos de origem animal
(ROY; FERLAY; CHILLIARD, 2006).

A diferenca entre os acidos graxos trans provenientes de gordura animal e os de
gordura hidrogenada manufaturada ndo se refere apenas as quantidades, mas também estd
relacionada ao tipo de isdmero predominantemente encontrado em cada uma delas. Entre os
acidos graxos frans resultantes do processo de biohidrogenacdo, hd o predominio do 4cido
vacénico (C18:1-11t), enquanto na gordura que sofre hidrogenacao prevalece o 4cido elaidico
(C18:1-9t). O 4cido elaidico é considerado o principal competidor do 4cido linoléico no
metabolismo humano, podendo esta acdo refletir-se sobre a reducao do nimero de receptores
de lipoproteina de baixa densidade, contribuindo para o aumento de seus niveis plasmaticos

(CHIARA; SICHIERI; CARVALHO, 2003).
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Além das doencas cardiovasculares, a ingestdo de gorduras frans tém sido
correlacionada a incidéncia de outros maleficios a saide como o aparecimento de asmas e
alergias em criancas (TORRES; CASAL; OLIVEIRA, 2002; ZEGARSKA; PASZCZYK;
BOREIJSZO, 2005), a ocorréncia de diabetes em adultos (ZEGARSKA; PASZCZYK;
BOREJSZO, 2005) e a inibicao do metabolismo de 4cidos graxos essenciais influenciando o
desenvolvimento infantil (CHIARA et al., 2002; COSTA; BRESSAN; SABARENSE, 2006;
MARTIN; MATSHUSHITA; SOUZA, 2004).

Baseada em estudos recentes, a Organizacdo Mundial da Saidde recomenda que o
consumo méiximo deste tipo de gordura ndo deve ser superior a 1% das calorias totais
ingeridas (BERTOLINO et al., 2006).

Os produtos originados de 6leos hidrogenados comecgaram a ser produzidos durante a
metade do século dezenove na Europa, objetivando-se substituir a manteiga que era um
produto de alto valor agregado (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002). Contudo, diante de
todos os inconvenientes recentemente descobertos, causados pela ingestdo de gorduras
provenientes de dleos vegetais hidrogenados, a gordura de leite tem tido destaque novamente
em diversos estudos (BRYS et al, 2006; BRYS; WIRKOWSKA; KOWALSKI, 2006;
RONNE et al., 200; ZHANG; MU; XU, 2006).

2.1.3. Gordura de leite

O leite tem sido descrito como um dos alimentos naturais mais proximos da perfeicao,
devido particularmente a sua elevada densidade de nutrientes, incluindo proteinas, gorduras,
acucares, minerais e vitaminas. Com relacdo em especial a gordura do leite, além de ser uma
importante fonte de lipideos na dieta, atribui-se a ela maravilhoso sabor e aroma, e qualidade
superior nas diversas impressdes sensoriais do alimento na boca (BALCAO; MALCATA,
1998).

A gordura do leite € uma mistura de mais de 100.000 tipos de triacilglicerdis nos quais
estdo distribuidos cerca de 400 diferentes acidos graxos, sendo provavelmente a mais
complexa de todas as gorduras naturais. Essa composicdo tdo variada é responsivel por

propriedades organolépticas, fisicas e nutricionais exclusivas (BALCAQ; MALCATA, 1998).

Este alimento é uma mistura de fases sdlidas e liquidas, sendo completamente sélido em
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temperaturas de - 40°C e completamente liquido em temperaturas de 38°C (RODRIGUES;
GIOELLLI, 2003). A Tabela 2.1 apresenta a composi¢do em dcidos graxos da gordura de leite
segundo Firestone (2006).

Durante algum tempo a gordura de leite foi apontada como prejudicial a satide por
conter quantidades razodveis de colesterol e dcidos graxos saturados, os quais tém implica¢do
no aumento de doengas cardiovasculares, sendo este fator relevante para a substituicdo da
manteiga por outros produtos. O efeito hipercolesterolémico da gordura de leite na dieta de
humanos € associado principalmente com os residuos dos dcidos laurico, miristico e palmitico

(BACAO; MALCATA, 1998).

Tabela 2.1. Composi¢do em acidos graxos da gordura do leite (% em massa).

< . Composicao
Acidos Graxos Gordura do Lﬁite (%)
Butirico C4:0 2,8-4,0
Caproéico C6:0 1,4-3,0
Caprilico C8:0 0,5-1,7
Caprico C10:0 1,7-3,2
Laurico C12:0 22-45
Miristico C14:0 54-14,6
Miristoléico C14:1 0,6-1,6
Palmitico C16:0 25,0-41,0
Palmitoléico C16:1 2,0-6,0
Estearico C18:0 6,0-11,0
Oléico C18:1 18,7-33,4
Linoléico C18:2 09-3,7
Linolénico C18:3 0,5
Saturados 45,0 - 83,0
Insaturados 22,7-452

Deve-se realcar, entretanto, que a gordura de leite possui componentes benéficos e
importantes para a manutencdo da saide e prevencdo de doencas. Nela encontram-se
quantidades aprecidveis de acidos linoléicos conjugados (Conjugated Linoleic Acid - CLA),
um grupo de 4cidos graxos que desempenham importantes efeitos a saude, incluindo o
combate a diabetes e a obesidade e a modulagdo do sistema imunolégico e do crescimento
0sseo (LOCK; BAUMAN, 2004). Outro componente da gordura de leite € o dcido butirico

que tem sido sugerido como potente inibidor da proliferacdo de células cancerosas e indutor
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da diferenciacdo e apoptose de diferentes linhagens destas células (ORCHEL et al., 2005;
WILLIAMS; COXHEAD; MATHERS, 2003).

As caracteristicas nutricionais, todavia, ndo sao suficientes para a aceitabilidade de um
produto, sendo também fundamental que se considerem aspectos como as propriedades fisicas
e organolépticas de um alimento.

Contrariamente a margarina, a manteiga tem uma faixa de plasticidade limitada,
comportando-se como um sélido pouco empalhdvel a temperatura de refrigeracdo (entre 0 e
10°C), enquanto que a temperatura ambiente (20 — 25°C) ha separacdo do 6leo e exsudagao.
Sua espalhabilidade ideal ocorre por volta dos 15°C, temperatura na qual seu conteido de
gordura sélida estd em torno de 30% (MARANGONI; ROUSSEAU 1999; RODRIGUES;
GIOIELLI; ANTON, 2003).

Buscando-se obter um produto que alie os atributos organolépticos e de composi¢ao da
gordura de leite, mas que contenha menores quantidades de dcidos graxos saturados e que
possua melhor espalhabilidade a temperatura de refrigeragdo, diversos estudos tem sido
realizados objetivando-se sua modificagdo. Dentre os processos em estudo, pode-se destacar a
interesterificac@o, a qual pode ser quimica ou enzimatica (NOOR LIDA et al., 2002; SILVA;
GIOIELLI, 2006). Nesse ultimo caso, lipases de diferentes fontes podem ser utilizadas (LAI
et al., 2000; RONNE et al., 2005).

2.2. Modificacao da gordura de leite empregando lipases

2.2.1. Lipases e suas aplicagoes

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol acilhidrolases, EC
3.1.1.3) e atuam catalisando a hidrélise de triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol em meio
aquoso ou a reagdo inversa em meio organico. Estes biocatalisadores sio comumente
encontradas na natureza, podendo ser obtidos a partir de fontes animais, vegetais ou
microbianas (DE CASTRO et al., 2004; REETZ, 2002). As lipases provenientes de
microrganismos sdo as mais utilizadas industrialmente por apresentarem procedimentos mais
simples de isolamento e serem mais estaveis e com propriedades bem mais diversificadas que
as de outras fontes (CARVALHO et al., 2003).

Lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes ndo apenas pela capacidade de

atuarem sobre substratos insoldveis em dgua, mas também pela capacidade de catalisarem
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diferentes reacOes, tais como esterificacdo e interesterificacdo (alcodlise, aciddlise e

transesterificacio) (PANDEY et al.,, 1999). Estas reacdes podem ser observadas

esquematicamente na Figura 2.6.

HIDROLISE
O O
I [l
R-C-O0-R’ + H,0 — R-C-0H + HO-R’

ESTERIFICACAO

O 0
I Il
R-C-OH + HO-R’ - R-C-0-R’ + H,0

INTERESTERIFICACAQ

Aciddlise (reacao de éster com acido)
0O O O O
Il I Il Il

R,-C-O-R' + R,-C-OH - R,-C-O-R* + R;-C-CH

Alcodlise (reacao de éster com alcool)
0O O
I I
R'-C-0-R;, + HO-R; - PR-C-0-R; + HO - R,

Transesterificacao (reacao de éster com éster)

0 O 0 o)

Il | 1 I
R;-C-0-Ry + R;-C-0-RyY -» R-C-0-Ry + Ry;- C-O-Ry

Figura 2.6. Reacdes catalisadas por lipases (CARVALHO et al., 2003).

As lipases sdo muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam em uma ampla

faixa de pH, podem ser estdveis em meios nao-aquosos e apresentam especificidade



(regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade). Estas enzimas t€m sido
extensivamente investigadas com relagdo as suas propriedades bioquimicas e fisioldgicas e,
mais recentemente, para aplicagdes industriais (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004).

Como as lipases sdo ativas em condi¢des suaves de reagdo, sua utilizacdo elimina
custos requeridos por reacdes que sdo conduzidas a altas temperaturas e pressoes. Além disso,
devido a sua especificidade, elas eliminam custos direcionados aos processos de recuperacao
e separacdo, visto que conduzem a obtencdo de produtos especificos (HASAN; SHAH,;
HAMEED, 2006).

A diversidade de propriedades das lipases propicia a utilizacdo comercial destas
enzimas em diferentes campos, incluindo os setores de 6leos e gorduras, alimentos, resolugcao
de misturas racémicas (SHARMA; CHISTI; BANERIJEE, 2001), detergentes, industria de
papel entre outros (JAGUER; DIJKSTRA; REETZ, 1999), conforme exemplos mostrados na
Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Alguns setores de aplicagdes potenciais de lipases.

Setor Aplicacio

Oleos e gorduras Modificagdo de 6leos e gorduras.

Produgdo de polimeros biodegraddveis  Producdo de poliésteres biodegraddveis.

Remocao de lubrificantes, resultando em fibras com

Téxtil - .
grande poder de absorc¢do, melhores para o tingimento.

Detergentes Remocao de manchas de gorduras.

Farmacos, agroquimicos e pesticidas Resolucdo de misturas racémicas.

Processamento e melhora da qualidade de alimentos e
modificag¢do de aromas.
Ferramentas de diagndstico auxiliando a indicacio da

Processamento de alimentos

Medicina : -
presenca de certas infeccdes ou doengas.
. Obtencdo de produtos altamente puros que nao
Cosméticos ¢ P - P q
requerem separacao.
Processamento de chas Melhoramento de aromas.
Couro Remocdo de gorduras do couro.

Utilizada em lodo ativado entre outros processos

Tratamento de efluentes 1 ~
aerdbios para a remocao de camadas de gordura.

Biodegradacao de 6leos Tratamento de hidrocarbonetos e polimeros organicos.
Eliminacdo de manchas, melhorando o processo de
Polpa e papel
branqueamento.
Combustivel Producéo de biodiesel

Fonte: (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).



Considerando as aplicagdes industriais, a especificidade das lipases € um fator muito
importante. Segundo Carvalho et al. (2003) e De Castro et al. (2004), as lipases sdo
classificadas em trés diferentes grupos de acordo com sua especificidade, conforme mostrado
na Tabela 2.3. A versatilidade das lipases, entretanto, pode ser mais bem explorada quando
sdo previamente estabilizadas por técnicas como a imobilizacdo. Enzimas imobilizadas sao
mais estdveis em uma ampla faixa de condi¢Oes reacionais (pH, temperatura), além de
contribuir para redu¢do do custo do produto final, devido a facilidade de recuperagdo do
sistema e posterior reutilizacio (SHELDON; SCHOEVAART; VAN LANGEN, 2003;
SOARES et al., 1999).

Para o desenvolvimento de um sistema imobilizado com bom desempenho dois fatores
devem ser considerados: o método e o suporte para imobilizagdo. Diversos procedimentos
para a imobilizacdo de enzimas tém sido desenvolvidos nos ultimos anos, objetivando-se a
reducdo da perda de atividade biocatalitica durante o processo de imobilizagdo e
conseqiientemente a diminuicdo do custo extra da imobilizacdo, pelo uso mais efetivo da

atividade catalitica retida na matriz de imobilizacao (TISCHER; KASCHE, 1999).

Tabela 2.3. Classificacdo das lipases de acordo com sua especificidade

Lipase Atuacio Exemplos
Candida cylindracea
Penicilium cyclopium,
Staphylococcus aureus
Corynebacterium acnes,
Pseudomonas fluorescens
Mucor miehei

Rhizopus oryzae
Aspergillus niger
Rhizopus delemar
Lipase pancredtica
Penicillium roquefortii

Catalisam a hidrdlise de TAGs gerando dcidos

Nao especificas . . .
P graxos livres e glicerol, de modo aleatério.

Catalisam a hidrolise de TAGs gerando acidos
1,3 especificas graxos livres provenientes especificamente das
posi¢des sn-1 e sn-3.

Acido graxo Catalisam a hidrdlise de tipos especificos de

P P < Geotrichum candidum
especificas dcidos graxos nas moléculas de TAGs.

Fonte: (CARVALHO et al., 2003; DE CASTRO et al., 2004).

A imobilizacdo pode ocorrer por adsorcdo (ligacdo fisica) ou ligacdo covalente
(ligacao quimica) da enzima a um material insoldvel, por ligacdes cruzadas por meio do uso

de um reagente multifuncional, pelo confinamento da enzima em matrizes de géis poliméricos
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ou por encapsulacio em membrana polimérica (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO;
FABER, 1997; SOLDI, 2004). Dentre os métodos de imobilizacdo mencionados, pode-se
destacar o método de ligacao covalente que é o mais difundido e pesquisado. Como a ligagao
formada entre a enzima e o suporte por este método € forte, o derivado imobilizado obtido €
estdvel, o que ndo permite que a enzima se solte do suporte em presenca do substrato ou de
solucdes de alta concentragdo idnica (ZANIN; MORAES, 2004).

A selecdo de um suporte apropriado para imobiliza¢do de enzimas € muito importante,
pois a eficiéncia de um sistema imobilizado é dependente tanto da natureza do suporte, quanto
de sua ligacdo com a proteina. Um bom suporte deve ser resistente a contaminagdo, ter boa
resisténcia mecanica, ser estdvel termicamente e estar disponivel comercialmente por um
custo razodvel (ATIA et al.,, 2003). Em especial para lipases, uma grande variedade de
materiais naturais, sintéticos, organicos ou inorganicos, com diferentes caracteristicas de
tamanho, forma e densidade, t8m sido utilizadas como suporte de imobilizacio (BALCAO;
PAIVA; MALCATA, 1996).

Em estudos recentes no Laboratério de Biocatdlise da Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de Sao Paulo (EEL, USP) foi desenvolvida uma matriz hibrida, pela
técnica sol-gel, a partir de tetraetilortossilicato (TEOS) e dlcool polivinilico (PVA). O produto
resultante, polissiloxano — alcool polivinilico (POS-PVA) é um composto que combina
atributos fisico-quimicos de material organico e inorganico (BRUNO et al., 2005). Este
material tem sido utilizado com sucesso para imobilizacdo de diferentes fontes de lipases tais
como: Pancredtica (PAULA; BARBOZA; CASTRO, 2005; PAULA et al., 2007a), Candida
rugosa (PAULA et al, 2008; SANTOS et al, 2008a) e P. fluorescens (PAULA et al., 2007b).
A sintese desta matriz envolve trés etapas conforme mostrado na Figura 2.7. Tendo em vista
os resultados promissores obtidos no Laboratério de Biocatdlise da EEL, USP, selecionou-se
essa matriz para imobilizacdo da lipase que serd utilizada no desenvolvimento do presente
trabalho.

Para unir a enzima ao suporte através de ligacdo covalente € necessdria a utilizacdo de
agentes de ativacdo que s@o compostos que modificam quimicamente a superficie deste
suporte possibilitando a ligacdo. Dentre os agentes mais utilizados estdo o glutaraldeido,
epicloridrina, carbonildiimidazol e metaperiodato de sddio. Para o desenvolvimento do
presente trabalho foi selecionado o metaperiodato de sédio como agente de ativagdo,

composto que oxida a superficie do suporte, resultando em grupo aldeido capaz de ligar-se
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covalentemente a enzima, conforme mostrado na Figura 2.8. Esta selecao foi baseada no bom
desempenho mostrado por este agente de ativagdo para uso em reacdes catalisadas por lipase

em meio organico (SANTOS et al., 2008a).
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Figura 2.7. Etapas envolvidas na formagdo do POS-PVA (“R” representa o grupo alquil)

(SANTOS et al., 2008a).
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POS-PVA ativado com metaperiodato de s6dio (SANTOS et al., 2008a).



2.2.2. Transesterificagcdo enzimdtica da gordura de leite

A transesterificacdo consiste de uma reagdo que promove a troca e redistribuicao dos
residuos de 4cidos graxos entre os triacilglicerdis até que um equilibrio termodinamico seja
alcancado, resultando em produtos que apresentam a mesma composi¢ao em dcidos graxos,
porém com diferente composi¢do em triacilglicerdis e, conseqiientemente, com diferentes
caracteristicas fisicas e nutricionais (LAWSON, 1995; NOOR LIDA et al., 2002;
RODRIGUEZ et al., 2001).

Nutricionalmente, a transesterificacdo promove beneficios quando comparada a
hidrogenacdo, pois o processo de rearranjo dos acidos graxos ndo altera sua isomeria ou seu
grau de insaturacdo (NOOR LIDA et al., 2002), o que leva a geracdo de produtos com
quantidade reduzida ou livre de isdmeros trans e que podem possuir maiores concentragcdes de
dcidos graxos poliinsaturados (MARTIN; MATSHUSHITA; SOUZA, 2004).

A reacdo de transesterificagdo pode ser catalisada por via quimica ou enzimdtica. A
via quimica, em geral, utiliza como catalisador sédio metélico e metilato de sédio (DE
CASTRO et al., 2004; GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002) e leva a uma redistribui¢do
aleatdria dos 4cidos graxos na cadeia do triacilglicerol, sob altas temperaturas e pressoes. A
via enzimatica faz uso de lipases como biocatalisador, nela, os dcidos graxos podem ser
redistribuidos de forma aleatéria empregando-se lipases ndo especificas ou podem ser
redistribuidos em posi¢des caracteristicas, quando enzimas especificas sdo utilizadas (DE
CASTRO et al., 2004; RODRIGUES; GIOELLI, 2003). Na Figura 2.9 sao apresentados
esquemas dos produtos resultantes da reacdo de transesterificacdo de diferentes triglicerideos
por catdlise quimica ou enzimatica.

Ambas vias, quimica ou enzimdtica, podem ser utilizadas na inddstria de Oleos e
gorduras para a fabricacdo de margarinas e ‘“‘shortenings” (SILVA; GIOIELLI, 2006).
Entretanto, deve-se destacar que a via enzimadtica possui vantagens se comparada a quimica,
tais como a reogioespecifidade que permitir maior controle sobre a distribui¢do posicional dos
acidos graxos no produto final (D’AGOSTINI, 2001) e condi¢des de reacdo mais suaves
(temperaturas e pressdes reduzidas) que podem ser menos prejudiciais as qualidades

organolépticas da manteiga (RODRIGUES; GIOELLI, 2003; RONNE et al., 2005).
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Figura 2.9. Produtos resultantes da reac@o de transesterifica¢ao de diferentes triglicerideos
por catélise (a) quimica ou enzimatica com lipase ndo especifica e (b) enzimédtica com lipase
1,3 especifica (As letras A, B e C representam os diferentes residuos de acidos graxos que sao

redistribuidos nas moléculas dos triacilgliceréis) (CARVALHO et al., 2003).

Na literatura foram encontrados diversos estudos que relatam a transesterificacao
enzimdtica da gordura de leite, utilizando diferentes fontes de lipases, reagentes de
transesterificacdo e condi¢des de reacdo. Na Tabela 2.4 sdo apresentados alguns desses
trabalhos com seus principais resultados.

Os trabalhos envolvendo a transesterificacdo enzimatica da gordura de leite iniciaram-
se a partir da segunda metade da década de 80 (KALO et al., 1986, 1988; KALO; HUOTARI;
ANTILA, 1989a, 1989b). Na Tabela 2.4 pode se verificar que nos primeiros trabalhos
desenvolvidos a reacdo era realizada com a gordura de leite pura e que apenas a partir dos
anos 90 outros materiais foram misturados a ela para a transesterificacio (FOGLIA;
PETRUSO; FEAIRHELLER, 1993; YU; RIZVI; ZOLLWEGF, 1992).

Até o final da década de 90, a maior parte dos pesquisadores utilizava a técnica de
adsor¢do para a imobilizacdo das enzimas adquiridas sob a forma livre que catalisavam a
transesterificacdo da gordura de leite e como suportes, empregavam celite (KALO et al.,
1986, 1988; KALO; HUOTARI; ANTILA, 1989a, 1989b, 1990; YU; RIZVI; ZOLLWEGF,
1992; FOGLIA; PETRUSO; FEAIRHELLER, 1993) e polipropileno (BALCAO et al, 1998;
ROUSSEAU; MARANGONI, 1998a, 1998b, 1999; MARANGONI; ROUSSEAU, 1999).
Nos trabalhos desenvolvidos a partir do ano 2000, observa-se o uso predominantemente de

enzimas ja adquiridas comercialmente na forma imobilizada (NOR HAYATI; AMINAH,;
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MAMOT, 2000; LIEW et al, 200la; BRYS et al., 2004, 2005a, 2005b, 2006;
WIRKOWSKA; BRYS; KOWALSKI, 2005a, 2005b; RONNE et al., 2005; BRYS;
WIRKOWSKA ; KOWALSKI, 2006; ZHANG; MU; XU, 2006).

As enzimas mais empregadas para catdlise da reacdo em estudo foram as lipase de
Mucor miehei, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus arrhizus e Candida antarctica. Alguns
autores avaliaram o uso de diferentes fontes de lipase comparativamente, tais como Kalo et al.
(1988) que utilizaram as lipase Mucor miehei e Aspergillus niger, obtendo resultados em
composi¢ao de triacilgliceréis para ambas as fontes de enzima semelhantes, mesmo a
temperaturas de trabalho diferentes e com distintas técnicas de imobiliza¢cdo, enquanto que no
trabalho desenvolvido por Lai et al. (2000) sete diferentes fontes de lipases foram empregadas
e apresentaram resultados distintos uma das outras sendo a lipase de Pseudomonas sp. a que
demonstrou o melhor desempenho para a catdlise da reacdo da gordura de leite produzindo o
mais elevado grau de transesterificacao.

Os estudos realizados envolvendo as reacOes de transesterificacdo enzimdtica da
gordura de leite foram conduzidos em sua maioria em reatores do tipo batelada com agitag¢des
que variam de 100 a 400rpm. Destaque pode ser dado aos trabalhos recentes realizados por
Ronne et al. (2005) e Zhang, Mu, Xu, (2006) nos quais as reacdes foram conduzidas em
reatores do tipo leito empacotado e por Balcdo et al. (1998) no qual um reator do tipo fibra
oca foi empregado.

Como condi¢des reacionais, estudos mostram que essa reacdo pode ser conduzida em
temperaturas que oscilam desde 35 até 80°C e em pH que varia de 6 a 8. O uso de solvente é
variavel e quando presente, os mais comumente utilizados sdo o hexano e isooctano. Pode ser
destacado o estudo realizado por Yu, Rizvi, Zollwegf (1992) no qual utilizaram como
solvente o diéxido de carbono supercritico que € empregado nos setores de alimentos e
farmacéutico. Comparado aos solventes liquidos ele ndo € t6xico e possui baixa viscosidade e
altas taxas de difusdo e transferéncia de massa, propriedades que sao adequadas para reacdes

enzimaticas.
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Biocatalisador =~ Matérias-primas Condicoes reacionais Principais Resultados Referéncia
Em relagdo a composi¢do houve uma reducdo dos TAGs Csg e Csg €
C. cilyndracae . As reacdes foram uma elevagdo dos TAGs Cyy € Cso. Os produtos obtidos por catélise
. o Gordura de Leite . .. S L L
imobilizada por Anidra realizadas em frascos quimica e enzimdtica foram bastante similares em composicdo, visto ~ KALO et al.,
adsorc¢do em agitados, sem ou com que a lipase empregada ndo apresentou especificidade. Entretanto, a 1986
Celite solvente (hexano) a 60°C.  gordura transesterificada com biocatalisador apresentou-se mais
macia devido a presenca dos mono e diglicerideos formados.
C - s produtos de reacdo apresentaram composi¢cdo em TAGs diferentes
M. miehei As reacdes foram Os p s P IPOSIE: . G
. . da Gordura de Leite antes da transesterificacdo, porém apresentaram
(Lipozyme TM) realizadas em frascos . ~ . .
. . composicdes semelhantes para a reacdo catalisada por ambas as lipases.
. agitados, com isooctano . ~ o~ L
. Gordura de Leite Os resultados revelaram que as enzimas estudadas ndo sdo especificas KALO etal.,
A. niger . como solvente, a - ~ P 1
. - Anidra o sob as condicdes de reagdo empregadas. O contetido de gordura sélida 1988
imobilizada por temperatura de 35°C para . ) . ~ . .
~ . ) o foi mais baixo para os produtos da reacdo catalisada pela lipase de
adsor¢do em lipase de A.niger e 60°C P . NI . ~
. . .~ M.miehei devido ao mais alto grau de hidrdlise ocorrido nesta reagdo.
Celite para lipase de M. miehei.
Os produtos de reag@o apresentaram composicdo em TAGs diferentes KALO:
P. fluorescens . . . da Gordura de Leite antes da transesterificacdo, porém apresentaram i
. A o Gordura de Leite Variagdo da quantidade s - § _p p . HUOTARI;
imobilizada por . ) . composicdes semelhantes para a reacdo realizada sob diferentes
~ Anidra de dgua do meio . - .. . ANTILA,
adsorcdo em . condi¢gdes reacionais. Os resultados mostraram que o conteddo de
. reacional. o < . . 1989a
Celite produtos hidrolisados é fortemente dependente da quantidade de dgua
presente no meio reacional.
A reacdo foi realizada em - . .. KALO;
P.fluorescens . §40 Os produtos de reacdo apresentaram composicdo em TAGs similares o
. . Gordura de Leite um meio com solvente - : . HUOTARI,
imobilizada por . . . para a reacdo realizada sob as diferentes temperaturas estudadas,
~ Anidra (isooctano), com baixa . . ANTILA,
adsor¢do em . ) concluindo-se, portanto que a temperatura de reacdo ndo afetou a
quantidade de dgua e sob 1989b

Celite

TAGs = Triacilglicer6is
AG = Acidos Graxos

diferentes temperaturas.

posi¢do especifica de rearranjo dos AG no TAGs.
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Biocatalisador Matérias-primas Condicoes reacionais Principais Resultados Referéncia
A reagao foi r.eahzada emum o produtos de reag@o apresentaram composi¢do em TAGs similares KALO;
P. fluorescens . . meio com baixo contetdo de DA . . .
. o Gordura de Leite Anidra p para a transesterificac@o realizada sob diferentes temperaturas e meios HUOTARI;
imobilizada em dgua, sem ou com solvente L ) .
. . reacionais (com e sem solvente). Apresentaram também propriedades ANTILA,
Celite (isooctano), sob temperaturas de fusdo semelhantes 1990
de 40, 50 e 60°C. )
C. cilyndracae Gordura de Leite Anidra A reacdo 501 realizada a 40°C,  Os produtos obtidos apresentziram um aum?gto da conc?qtragag dos YU: RIZVI
. . sob pressdo de 30MPae com  TAGs Cy,-Csy e Csy, em relagc@o a mistura fisica das matérias primas,
imobilizada em € . e . - 3 ZOLLWEGF,
Celite Oleo de Canola (1:1) diéxido de carbono supercritico que apresentava maior concentragdo dos TAGs Cs,-Csq do Oleo de 1992
) como solvente (SC- CO,). Canola e Cs,-Czg da Gordura de Leite.
M. miehei
(Lipozyme)
Gordura de Leite Anidra o grau de h1dr/ohse.df:1$. mlsturas.de go§dura/oleo foi dependerite da}
R. delemar - . quantidade de dgua inicial no meio reacional. O tempo de reagdo foi FOGLIA;
. o e A reagdo foi realizada em . . o ~
imobilizada em 2 . . dependente das diferentes fontes de enzimas utilizadas, mas ndo da PETRUSO;
. Oleo de Girassol frascos agitados (100rpm) a . . . o
Celite . . o o temperatura empregada. Os diferentes tipos de lipases permitiram um FEAIRHELLE
enriquecido com 4cido 60°C. P . 1
oléico aumento ou um decréscimo no conteddo de gordura sélida (CGS) das R, 1993
G. candidum misturas ap0s a transesterificacao.
imobilizada em
AcurelEP 100
Os resultados mostraram que a lipase de A. niger teve o mais alto
P. putida rendimento de 1nterester1f1f:aga0 (26%) e que a lipase de R.. oryzae PABAL;
. e . apresentou o menor rendimento (4%). A lipase de A. niger foi
A. niger . . A reacdo foi realizada em um ) . (. L. KERMASHA;
R orveae Gordura de Leite Anidra sitema de microemulsdo também a que mostro mais elevado decréscimo (17%) dos 4cidos MORIN
- oY% ' graxos de cadeia longa hipercolester6lemicos (C12:0, C14:0 e C16:0) 1995 ’

TAGs = Triacilglicerdis
CGS = Conteudo de gordura sélida

na posi¢do sn-2. A lipase de P. putida foi a que se demonstrou menos
favordvel as mudancas em posicdes especificas.



Continuacao Tabela 2.4.. Exemplos de estudos realizados empregando a transesterificagdo enzimdatica de gordura de leite

33

Biocatalisador

Matérias-primas

Condicoes reacionais

Principais Resultados

Referéncia

P. fluorescens
imobilizada em
vidro poroso

Gordura de Leite Anidra

A reacgdo foi realizada a
42°C por 120h, sem e com
solvente (hexano).

A composi¢do em TAGs dos produtos obtidos foi distinta da composi¢do
da matéria-prima, pois houve um decréscimo dos TAGs C;5-C4 € um
aumento nos TAGs Cys-Cso. O produto apresentou temperatura de fusdo e
CGS mais baixo que o apresentado pela Gordura de Leite.

LEE;
SWAISGOOD,
1997

Mucor javanicus
imobilizada por
adsor¢do em
fibras de
polipropileno

Gordura de Leite Anidra

A reacgdo foi realizada a
40°C sem solvente em um
reator de fibra oca.

O produto resultante da transesterificacdo apresentou uma faixa de
temperatura de fusdo mais ampla que a Gordura de Leite antes da reacdo.
O total de TAGs saturados decresceu 2,2%, enquanto que 0s TAGs Cyg-Cyg
(que contém dois ou trés residuos de 4cidos laurico, miristico ou palmitico)
decresceram 13%. Os TAGs da Gordura de Leite transesterificada tém
cerca de 10,9% menos residuos de acido laurico, 10,7% menos residuos de
dcido miristico e 13,6% menos residuos de 4cido palmitico que a Gordura
de Leite original.

BALCAO et al,
1998

Rhizopus arrhizus
imobilizada por
adsor¢do em
polipropileno

Gordura de Leite Anidra

Gordura de Leite Anidra
e
Oleo de Canola
(90:10), (80:20), (70:30)
e (60:40)

A reagdo foi realizada em
um meio isento de
solvente, sob diferentes
condicdes de temperatura
(40-60°C), pH (6-8) e
contetdo inicial de dgua
(0,1-1,0%).

As mudangas mais marcantes na composicdo em TAGs ocorreram dentro
das primeiras 24h de reagdo. Para misturas com maior propor¢io de Oleo
de Canola, maiores alteragdes no contetido de TAGs foram observadas. A
reacdo de transesterificacdo teve seu melhor desempenho com um
contetido de dgua de 0,35%. A taxa de hidrélise inicial foi linearmente
dependente do contetido inicial de dgua na faixa de 0 — 0,55% de dgua. Os
AG livres predominantes foram C18:1 e C16:0.

ROUSSEAU;
MARANGONI,
1998a

R. arrhizus
imobilizada por
adsor¢@o em
polipropileno

Gordura de Leite Anidra

Gordura de Leite Anidra
e
Oleo de Canola
(90:10), (80:20), (70:30)
e (60:40)

TAGs = Triacilglicerdis
CGS = Contetdo de Gordura Sélida

AG = Acidos graxos

A reagdo foi realizada em
um meio livre de solvente,
sob diferentes condicdes
de temperatura (40-60°C),
pH (6-8) e conteddo
inicial de dgua (0,1-1,0%).

Os produtos da reacdo apresentaram um perfil de CGS em fungdo da
temperatura mais baixos que o das misturas nao transesterificadas. O ponto
de gota (“dropping point”) como fungio da proporgio de Oleo de Canola
decresceu para as misturas apds a reacdo de forma mais acentuada que para
as misturas ndo transesterificadas. Tanto a mistura fisica da Gordura de
Leite com o Oleo de Canola quanto a transesterificagio destas matérias-
primas diminufram a dureza da Gordura de Leite de forma ndo linear. Para
os produtos da reacdo esta diminuicdo foi mais acentuada durante as
primeiras 12h. A andlise de difratometria por raioX revelou a
predomindncia de cristais na forma 3’ e pequena por¢do de cristais na
forma P para todas as amostras analisadas, sendo que para as amostras
resultantes da transesterificacédo a presenca de cristais [} foi mais acentuada
que para as amostras nao transesterificadas.

ROUSSEAU;
MARANGONI,
1998b
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Biocatalisador Matérias-primas Condicoes reacionais Principais Resultados Referéncia
Gordura de Leite Anidra A transesterificagdo da Gordura de Leite levou a um decréscimo dos
TAGs Cs;;, — C4, € um aumento dos TAGs Cyy — Csy. O CGS da Gordura
_ R arrhizus Gordura de Leite Anidra Conforme descrito por ~ de Leite e da mistura (80:10) apds a reagdo enzimdtica reduziu para MARANGONI;
1m<()1blhz?da por e Rousseau e Marangoni,  todas as temperaturas estudadas. A dureza e o médulo de estocagem da ~ ROUSSEAU,
; Olsig;g;?l:; Oleo de Canola 1998a. Gordura de Leite e das misturas acima de (70:30) decresceram com a 1999
(90:10), (80:20), (70:30) interesterificagéo. A porgdo relativa de cristais na forma 3’ das misturas
e (60:40) decresceu ligeiramente ap6s a reagéo.
Os produtos transesterificados por via enzimdtica apresentaram uma
R. arrhizus Gordura de Leite Anidra . . redugéq no CGS na fgixa de. 5-40°Ce uma reducdo dos pontos de
imobilizada por A reacdo foi r?ahzada em amolemmppto (“softenmg. points”) comparativamente as amostras nio ~ ROUSSEAU;
adsorgéio em Gordura de Leite Anidra frascos agitados a transesterificadas. A andlise de textura por cone de penetracdo revelou MARANGONI,
polipropileno . temperatura de 50°C. que os produtos da reacdo enzimdtica apresentaram um aumento na 1999
Oleo de Canola (80:20) profljndldade de penetracdo do cone em relacdo as amostras antes da
reagdo.
A andlise por calorimetria diferencial exploratéria indicou que a
A reagio foi realizada em transesterificacdo reduziu o nimero de picos distintos de fusdo e a
Rhizomucor miehei Gordura de Leite Anidra frascos agitados (250 entalpia de fusdo. Foi observado um decréscimo no CGS na faixa de NOR HAYATI;
(Lipozyme IM) e Estearina de Palma rpm) sob temperatura de temperatura de 25 — 40°C. A composicio em AG mostrou que a AMINAH;
“mole” e “dura” 60-70°C funcionalidade da Gordura de Leite pode ser melhorada devido ao MAMOT, 2000
enriquecimento de AG saturados de cadeia longa provenientes tanto da
Estearina de Palma “mole” quanto “dura”.
A. niger,
R. miehei,

R. javanicus,
Rhizopus niveus,
Alcaligenes sp.
Pseudomonas sp.
Candida rugosa
Todas imobilizadas
em Celite

TAGs = Triacilglicerdis

Gordura de Leite Anidra
e Estearina de Palma
(60:40)

CGS = Contetido de Gordura Sélida

AG = Acidos Graxos

As reacdes foram
realizadas em frascos
agitados, (200 rpm), sem
solvente, a 60°C.

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

LAI et al., 2000
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Biocatalisador

Matérias-primas

Condicoes reacionais

Principais Resultados

Referéncia

R. miehei
(células integras
ndo viaveis)

R. miehei

(Lipozyme IM60)

Gordura de Leite Anidra
e Oleina de Palma
(100:0), (70:30),

(60:40) (50:50) e (0:100)

As reacdes foram
realizadas em frascos
agitados (200 rpm), a

60°C.

Os resultados indicaram que ambas as enzimas foram capazes de
produzir misturas com um novo perfil de TAGs, que apresentaram
geralmente um ponto de deslizamento e CGS mais baixos. Os
termogramas obtidos por calorimetria diferencial exploratéria
indicaram mudancas na composi¢do cristalina dos TAGs e uma
alteracdo nos TAGs de mais baixos pontos de fusdo. A Lipozyme
IM60 produziu maior rendimento de transesterificacdo (43-51%) que
a lipase da biomassa fingica (22-34%).

LIEW et al.,
2001a

R. miehei
(células integras)

Gordura de Leite Anidra

Gordura de Leite Anidra
e Oleina de Palma
(70:30)

As reacdes foram
realizadas em frascos
agitados (200 rpm), a

60°C.

Os resultados indicaram que a emulsdo preparada usando a mistura
transesterificada exibe um comportamento reolégico diferente da
Gordura de Leite pura e da mistura ndo modificada. O perfil de
freqiiéncia de varredura mostrou que as emulsdes com a Gordura de
Leite e a mistura transesterificada apresentaram valor de moddulo
complexo (G*) mais elevado que seu valor antes da reacdo, o que
indicou que estas emulsdes sdo predominantemente eldsticas.

LIEW et al.,
2001b

Candida antarctica
(Novozyme 435)

TAGs = Triacilglicerdis

Gordura de Leite Anidra
e Oleo de Colza

CGS = Contetudo de Gordura Sélida

AG = Acidos Graxos

A reacdo foi realizada a
60°C por 2 e 8h.

Tanto transesterificacdo quimica quanto a enzimdtica aumentaram o
conteido de AG livres e de fracdes polares (mono e diglicerideos),
entretanto a via quimica foi a que apresentou os teores mais elevados.

BRYS et al., 2004
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Biocatalisador

Matérias-primas

Condicoes reacionais

Principais Resultados

Referéncia

R. miehei
(Lipozyme RM-
M)

Gordura de Leite Anidra
e Oleo de Colza

A reacgdo foi realizada
por 2, 4 e 8h, nas
temperaturas de 50, 60,
70 e 80°C.

Apés a transesterificacdo houve uma elevacio do conteido AG livres
e da fracdo polar. O CGS e a temperatura de fusdo dos TAGs
resultantes da reacdo decresceram quando comparados aos da mistura
inicial das matérias-primas.

BRYS et al.,
2005a

C.antarctica
(Novozyme 435)

Gordura de Leite Anidra

A reacgdo foi realizada
por 2, 4 e 8h, nas
temperaturas de 50, 60,
70 e 80°C.

Apés a transesterificacdo houve uma elevacio do conteido AG livres
e da fracdo polar (mono e diglicerideo). O CGS e a temperatura de
fusdo dos TAGs resultantes da reagdo foram mais elevados quando
comparados aos da matéria-prima. A interesterificacdo melhorou as
propriedades fisicas da gordura de leite sem afetar a composi¢dao
global dos AG.

BRYS et al.,
2005b

R. miehei
(Lipozyme RM-
M)

C. antarctica
(Novozyme 435)

qudura de Leite Anidra
e Oleo de Girassol (1:1)

A reacgdo foi realizada
por 8h a temperatura de
70°C.

Os produtos transesterificados apresentaram um decréscimo da
estabilidade oxidativa em comparacdo a mistura inicial das matérias-
primas. Esse decréscimo foi mais relevante quando catalisador
quimico foi utilizado e menos acentuado na reacdo em que Lipozyme
RM- IM foi empregada como biocatalisador.

WIRKOWSKA ;
BRYS;
KOWALSKI,
2005a

R. miehei
(Lipozyme RM-
M)

C. antarctica
(Novozyme 435)

Gordura de Leite Anidra
e Oleo de Colza (1:1)

CGS = Contetido de Gordura Sélida

TAGs = Triacilglicerdis

AG = Acido Graxos

A reacgdo foi realizada
por 8h a temperatura de
70°C.

Os produtos transesterificados apresentaram um decréscimo da
estabilidade oxidativa em comparag@o a mistura inicial das matérias-
primas.

WIRKOWSKA ;
BRYS ;
KOWALSKI,
2005b
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Biocatalisador Matérias-primas Condicoes reacionais Principais Resultados Referéncia

Thermomyces
lanuginosus
(Lipozyme TL IM)

T. lanuginosus
imobilizada em

Accurel EP100 A reaciio em batelada foi As seis lipases imobilizadas foram avaliadas nas reacdes em batelada,
realigza da em frascos sendo as Lipozymes TM IM e RM IM escolhidas para os estudos
R. miehei agitados, (400 rpm), a adicionais no reator continuo de leito empacotado. A lipase TM IM
e G de Lo A S0C. s s de o s s e usc s canlie o
e Oleo de Colza (70:30) u p raenct » enquanto que a "p 2005

demandou um tempo de residéncia de 60 min. Em relacdo aos AG da
posi¢do sn-2, observou-se uma reducdo do conteido de AG saturados
(C14:0 e C16:0) e um aumento dos AG de cadeia longa saturados e
insaturados (C18:0 e C18:1).

C.antarctica A reagdo continua foi
(No'voz me 435) realizada em um reator de
Y leito empacotado a 60°C.

Burkholderia
cepacia

(Lipase PS-C-I)

B. cepacia
(Lipase PS-D-I)

C. antarctica Gordura de Leite Anidra A reagio foi realizada por Ap6s a transesterificacdo houve uma elevacido do conteddo AG livres BRYS et al., 2006
(N(;voz me 435) j ] 2 4 e 8h a temperatura de para todas as misturas. O CGS e a temperatura de fusdao dos produtos BRYS -
Y e Oleo de Girassol ’ 70°C e SI())°C resultantes da reacdo foram dependentes da composi¢do da mistura antes WIRKOW SI’( A
(1:1) (1:3) (3:1) ' do processo. ;

KOWALSKI, 2006

Gordura de Leite Anidra

. A reacdo foi realizadaem O trabalho demonstrou a viabilidade da aplicagdo de espectroscopia de
T. lanuginosus . . . . ZHANG; MU;
. . . um reator de leito infravermelho por transformada de Fourier para o monitoramento da
(Lipozyme TL IM)  Gordura de Leite Anidra o ~ o . p XU, 2006
e Oleo de Colza (70:30) empacotado a 70°C. reacao de transesterificacdo da Gordura de Leite com Oleo de Colza.

AG = Acidos Graxos
CGS = Contetido de Gordura Sélida



Os métodos de andlise mais utilizados para avaliacdo dos produtos resultantes da
transesterificacdo enzimadtica da gordura de leite sdo cromatografia em fase gasosa para
quantificacdo dos mono, di e triacilglicerdis, ressonancia magnética nuclear (RMN) para a
quantificacdo do contetido de gordura sélida, titulacdo para a determinacdo do contetido de
acidos graxos livres e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) para andlise do
comportamento térmico dos produtos transesterificados. Destaque pode ser dado ao estudo
desenvolvido por Zhang, Mu, Xu (2006), no qual uma nova abordagem ¢ dada ao
monitoramento da reagdo aplicando-se a espectroscopia de infravermelho para a anélise.

Dentre as matérias-primas em estudo para a transesterificacdo com a gordura de leite
deve-se realcar a utilizacdo de 6leos vegetais, visto que a transesterificacdo de misturas entre
gorduras sélidas e Oleos vegetais pode formar produtos com excelentes propriedades. A
mistura de manteiga com Oleos vegetais como os de milho, canola, girassol, soja entre outros,
que sdo liquidos a temperatura de refrigeracdo, conduz a formacdo de produtos que
equilibram caracteristicas nutricionais, organolépticas e fisicas desejdveis, com custos de
producgdo reduzidos (RODRIGUES; GIOIELLI; ANTON, 2003).

A soja € uma cultura de extrema importancia para o agronegocio brasileiro, sendo que
o Brasil, em 2005, foi responsavel por 24,59% da producao mundial, perdendo apenas para os
EUA, que produz cerca de 40% da producdo mundial de soja (AMARAL; JAIGOBIND;
JAIGOBIND, 2006). Neste contexto, entre as diversas possibilidades de O6leos para
transesterificacdio com gordura do leite destaca-se o 6leo de soja. Além da importancia
econOmica da soja, este 6leo tem grande importancia em relacdo aos aspectos nutricionais,
pois apresenta potencial para o aumento na quantidade de dcidos graxos insaturados, visto que
sua composi¢do € rica nos mesmos (Tabela 2.5), ao contrédrio do observado com a gordura de
leite (FIRESTONE, 2006). Esses acidos graxos t€ém sido associados ao decréscimo do nivel
de colesterol no sangue e, conseqiientemente, ao risco de doengas corondrias, bem como a
diminui¢do na probabilidade de desenvolvimento de tumores (McGRADY, 1994). O 6leo de
soja apresenta quantidades expressivas dos dcidos graxos essenciais linoléico e linolénico, os
quais tém sido apontados como fundamentais na prevenc¢do e no tratamento das doencgas
cardiovasculares, além de possuir outras atuacdes importantes na hipertensdo arterial,
diabetes, artrites e doengas autoimunes. Esses acidos graxos sdo também empregados em
terapia farmacoldgica, potencializando o efeito de certas drogas, € no crescimento € no

desenvolvimento de criangas (CARVALHO et al., 2003).
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A Tabela 2.5 apresenta a composicdo em acidos graxos do 6leo de soja segundo
Firestone (2006).

Tabela 2.5. Composicao em dcidos graxos do 6leo de soja (% em massa)

Acidos Graxos Composicio Oleo de soja (%)
Laurico C12:0 0-0,1
Miristico C14:0 0-0,2
Palmitico C 16:0 9,7-13,3
Palmitoléico C16:1 0-0,2
Estearico C18:0 3-54
Oléico C18:1 17,7 -28,5
Linoléico C18:2 49,8 - 57,1
Linolénico C18:3 5,5-9,5
Araquidico C20:0 0,1-0,6
Gadoléico C20:1 0-0,3
Eicosadienoico C20:2 0-0,1
Behénico C22:0 0,3-0,7
Eruacico C22:1 0-0,3
Lignocérico C24:0 0-04

Saturados 13,1 - 20,3
Insaturados 73 -96

2.3. Modificacao das propriedades fisicas da gordura de leite

As propriedades fisicas de 6leos e gorduras t€ém grande importincia, pois em geral elas
€ que determinam sua adequagdo para as diversas aplicacdes (TIMMS, 1985). Dentre os
varios meios para a modificacao de 6leos e gorduras, destaca-se a transesterificacdo, reacao na
qual o rearranjo dos residuos de 4cidos graxos nas moléculas de triacilgliceréis tem
promovido a obtencdo de produtos com novas propriedades fisicas (KARABULUT; TURAN;
ERGIN, 2004; SILVA; GIOELLLI, 2006).

Alguns fatores como grau de insaturagdo, comprimento de cadeia e formas isoméricas
dos 4cidos graxos, estrutura molecular dos triglicerideos e processamento exercem forte
influéncia nas caracteristicas fisicas de 6leos e gorduras (LAWSON, 1995). Dentre estas
caracteristicas destacam-se ponto de fusdo, polimorfismo, conteido de gordura sdlida,

reologia e textura.
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2.3.1. Ponto de fusdo

O ponto de fusdo € a temperatura na qual uma gordura sé6lida se torna um 6leo liquido.
Cada 4cido graxo puro possui um ponto de fusdo especifico (LAWSON, 1995). Porém, como
as gorduras s3o misturas de muitos componentes elas exibem uma ampla faixa de
temperaturas de fusdo ndo apresentando uma temperatura definida (TIMMS, 1985).

Os seguintes fatores sao importantes na determinacdo do comportamento térmico e do
ponto de fusdo de um produto: comprimento de cadeia, grau de insaturac@o e isomeria dos
acidos graxos (MORRETO; FETT, 1998).

Gorduras que consistem essencialmente de dcidos graxos saturados de cadeia longa
tem geralmente um ponto de fusdo mais elevado de que aquelas que possuem um alto
contedido de 4cidos graxos insaturados ou saturados de cadeia curta (GHOTRA; DYAL;
NARINE, 2002).

Os 4cidos graxos insaturados podem apresentar distintas formas isoméricas com
diferentes temperaturas de fusdo. Por exemplo, o dcido oléico (cis) e seu isdmero geométrico
o 4cido elaidico (trans) nao apresentam o mesmo ponto de fusdao. O acido oléico € liquido a
temperaturas abaixo da ambiente enquanto o elaidico é s6lido nas mesmas condi¢des. Isso
pode ser explicado pelo fato de que a molécula do isémero trans é mais linear, o que facilita
seu empacotamento cristalino e conduz conseqiientemente a um ponto de fusdo mais elevado

(LAWSON, 1995).

2.3.2.Polimorfismo

Outra importante caracteristica de 6leos e gorduras € a fase cristalina ou polimorfismo
(GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002). Polimorfismo relaciona-se a capacidade das moléculas
de se arranjarem em cristais por diferentes formas de empacotamento. As trés principais
formas das gorduras sdo conhecidas como o (alfa), B’(beta-prima) e B (beta) (DEMAN, 1992)
listadas por ordem crescente de estabilidade termodindmica (GHOTRA; DYAL; NARINE,
2002). As configuragdes o, B’ e B referem-se aos empacotamentos das gorduras na forma
hexagonal (espacamento de 0,42nm), ortorrombico (espacamento de 0,42-0,43 e 0,37-
0,40nm) e triclinico (espacamento de 0,46nm), respectivamente (GHOTRA; DYAL;
NARINE, 2002), conforme mostrado na Figura 2.10.
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di
(~0.37 nm)

o - Hexagonal

B’ — Ortorrdmbico B - Triclinico

Figura 2.10. Formas de empacotamento de gorduras. (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002; HARTEL,

2001).

A estrutura do cristal pode variar com a fonte de 6leo, com os procedimentos de

fabricacdo e temperamento e com as condi¢des de estocagem (LAWSON, 1995). A
classificacdo de alguns Oleos e gorduras de acordo com sua natureza cristalina pode ser

observada na Tabela 2.6.

Tabela 2.6. Classificacdo de 6leos e gorduras de acordo com sua natureza cristalina.

B (beta) B’(beta-prima) o (alfa)

Oleo de soja Oleo de algodio Acetoglicerois
Oleo de cartamo Oleo de palma

Oleo de girassol Sebo

Oleo de gergilim
Oleo de amendoim
Oleo de milho
Oleo de canola
Oleo de oliva
Oleo de coco

Oleo de palmiste
Banha de porco
Manteiga de cacau

Oleo de peixe (arenque)
Oleo de peixe (savelha)
Oleo de baleia

Oleo de colza

Gordura de leite (manteiga)
Banha de porco modificada
Oleo de sardinha

Fonte: (GHOTRA; DYAL; NARINE, 2002).



Em relagcdo as condi¢des de estocagem, se uma gordura € rapidamente resfriada ela
tende a compor pequenos cristais na forma alfa. Porém esta configuragdo geralmente ndo é
muito estdvel, convertendo-se rapidamente para forma beta-prima que apresenta cristais
firmes e, por isso, mais desejaveis de serem obtidos na fabricacio de margarinas e

“shortenings” (LAWSON, 1995).
2.3.3. Contetido de gordura sélida (CGS)

O contetido de gordura sélida € uma estimativa do percentual de gordura de um
produto que se encontra no estado sélido a uma determinada temperatura. Estd associado a
muitas propriedades de gorduras, como consisténcia, firmeza, plasticidade (SIMOES;
GIOELLI, 2000) aparéncia geral, facilidade de empacotamento, caracteristicas
organolépticas, facilidade de espalhabilidade e exsudacao do 6leo, exercendo, portanto grande
influéncia na adequagdo dos 6leos e gorduras para aplicacdes especificas (KARABULUT;

TURAN; ERGIN, 2004).
2.3.4. Reologia e Textura

Reologia pode ser definida como a ciéncia que estuda o comportamento sob
deformacdo e fluxo dos materiais, ndo importando se este estd em estado sélido, liquido ou
gasoso. Este estudo € feito através da andlise das respostas (deformacgdo ou tensdo) do
material a uma dada solicitacdo mecanica (deformacdo ou tensdao) (BRETAS; D’AVILLA,
2005).

Um determinado fluido que possui a relacao entre tensao e taxa de deformacao igual a
uma constante, independentemente do tempo e da deformacdo, € classificado como
Newtoniano (Figura 2.11a). Para liquidos viscosos essa constante de proporcionalidade €
chamada de viscosidade Newtoniana. Contrariamente, fluidos que apresentam uma curva de
fluxo ndo linear, ou seja, fluidos nos quais a viscosidade € dependente do tempo ou da
deformacao, s@o chamados de ndo-Newtonianos (BRETAS; D’AVILA, 2005; FERREIRA et
al., 2005).

Um sistema nao newtoniano pode ser pseudoplastico apresentando uma diminui¢do da
viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 2.11b) ou dilatante no qual a
viscosidade aumenta com a elevacdo da taxa de cisalhamento (Figura 2.11c). Pode ser

também tixotropico, no qual a viscosidade diminui se o sistema € mantido sob uma taxa de
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cisalhamento constante ou reopéxico no qual ocorre o efeito contrério, ou seja, a viscosidade
aumenta se o sistema for mantido sob taxa constante (Figura 2.11b). A tixotropia e a reopexia

sao efeitos dependentes do tempo (DANTAS et al., 2006).

a b c d
e
n T n T
TENSAO DE VISCOSIDADE TENSAD DE
VISCOSIDADE CISALHAMENTO CISALHAMENTO
—
¥ vaxa v cisaLhamenTo 7 Taxa D cisaLHATENTO § TRERECALIANY Y 1w o cisacamewto
e f g h
T T
n 5 n TENSAQ DE
TENSAO DE CISALHAMENTO
VISCOSIDADE CISALHAMENTO. VISCOSIDADE \
}/ TAXA DF CISALHAMENTO }/ TAXA DE CISALHAMENTO 7 TAXA DE CISALHAMENTO }/ TAXA DE CISALHAMENTO
5
1 J
TENSAQ DE
ViSCORORIE CISALHAMENT!
]
yTAXA DE CISALHAMENTO }/ TAXA DE CISALHAMENTO

Figura 2.11. Curvas caracteristicas de fluidos newtonianos (a) e (b); pseudoplaticos (c) e (d);
dilatantes (e) e (f); tixotrépicos (g) e (h) e reopéxicos (i) € (j).

De extrema importancia também é a ligacdo entre as propriedades mecanicas de
alimentos e sua textura (LEWIS, 1996). De acordo com Rosenthal (1999), o termo textura
relaciona-se a todos os atributos mecanicos, geométricos e de superficie de um produto que
podem ser detectados por meio de receptores mecanicos ou pelos sentidos humanos (tato,
visdo, audi¢do).

Dentre as propriedades de textura mais estudadas no setor de 6leos e gordura estdo a
consisténcia (RODRIGUES, GIOIELLI, ANTON, 2003; SIMOES; GIOIELLI; OLIVEIRA,
1998), a dureza e a espalhabilidade (WRIGTH et al., 2001).

Em especial, o segmento que envolve o estudo das caracteristicas de textura de

lipideos do leite tem sido dominado pela necessidade de melhorar a espalhabilidade da
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manteiga a temperatura de refrigeracdo (WRIGTH et al., 2001). Muitos autores ja realizaram
trabalhos relacionados a caracterizacao destas propriedades na manteiga. Dentre estes, alguns
relatam diversas propriedades desse produto alimenticio, mostrando a importancia da relagao
entre suas propriedades reoldgicas com sua microestrutura e composi¢ao quimica (SKULA;
RIZVI, 1996; WRIGHT et al., 2001).

No que se refere a modificacdo das propriedades de textura da gordura do leite,
diversos tratamentos t€m sido testados. A Tabela 2.7 apresenta os métodos mais comumente

empregados para a modificacdo da textura da manteiga.

Tabela 2.7. Métodos mais empregados para a modificacdo da textura da manteiga.

Alteracio na composicao da Tratamentos aplicados durante a Tratamentos aplicados depois
manteiga fabricacao da agitacio da manteiga
Regulacdo da alimentacdo da
vaca: Meétodos de fabricacdo: Condig¢des de estocagem:
-suplementacdo com 6leos de Convencional comparado ao processo - tempo
grios continuo - temperatura

- 0leos insaturados encapsulados

Agitacdo do creme durante a

. ~ Trabalhos mecanicos
refrigeracdo

Mistura com insaturado

Fracionamento da gordura de leite Taxa de refrigeracao

Interesterificagdo da gordura de

leite Reciclagem
- quimica Adicao de cristais de graos
- enzimdtica

Outras mudangas

- teor de dgua

- teor de ar

- adicdo de surfactantes

Fonte: (WRIGHT et al., 2001).

Processo de amadurecimento do creme

Muitos trabalhos que relacionam a transesterificacdo enzimdtica da gordura de leite
com as caracteristicas fisicas do produto obtido tém sido desenvolvidos, porém poucos
trabalhos enfatizam as anélises de textura e /ou reologia (LIEW et al., 2001b; MARAGONI;
ROUSSEAU, 1999; ROUSSEAU; MARAGONI, 1998b; ROUSSEAU; MARAGONI, 1999).
Rousseau e Marangoni (1998b) estudaram a interesterificacdo enzimdtica da mistura de
gordura do leite e 6leo de canola para avaliar o potencial da lipase como um agente
modificador da textura da manteiga. Os estudos concluiram que este processo € uma
ferramenta vidvel para modificar as propriedades relégicas deste produto, pois esta reagao
levou a diminuicao da dureza e do cardter s6lido da gordura do leite pela queda na quantidade

de sodlidos presentes e uma pequena mudanca na estrutura da rede cristalina.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Matérias-primas

Como matérias-primas, foram utilizadas gordura do leite e 6leo de soja. A gordura de
leite foi obtida a partir de fusdo completa de manteiga comercial (Paulista Extra sem sal,
adquirida em um mercado local) sob temperatura de 50-65°C em forno de microondas para
desfazer a emulsdo, seguida de centrifugacdo e separagdo da fase aquosa. O dleo de soja
comercial (Liza Tipo 1 Extra filtrado 5 vezes, adquirido em um mercado local) foi utilizado

sem tratamento adicional.

3.1.2. Enzima

Neste trabalho foi utilizada lipase microbiana de Aspergillus niger (Lipase A, Amano

Enzyme Inc., Nagoya, Japdo), com atividade declarada pelo fabricante maior que 12000 U/g.

3.1.3. Outros materiais e reagentes

O suporte foi preparado pela técnica sol-gel, empregando como precursor
Tetraetilortossilicato (TEOS) adquirido da Aldrich (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis,
EUA). Os outros reagentes utilizados foram: Hexano p.a. (Reagen Chemical Co, Sao Paulo,
Brasil); Acetona p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha); Etanol comercial 95%; goma arédbica
em poé pura e Polietilenoglicol — PEG-1.500, ambos da marca Synth (adquiridos da
Hipperquimica, Santo André/SP, Brasil) e metaperiodato de sédio p.a. (Nuclear, Casa da
Quimica, Diadema/SP, Brasil). Azeite de oliva comercial (baixa acidez, grau comercial) foi
utilizado para determinacdo da atividade hidrolitica. Os demais materiais e reagentes foram

adquiridos comercialmente em grau analitico.
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3.2. Principais Equipamentos

Na Tabela 3.1 constam os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Tabela 3.1. Equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Analise e/ou Ensaio

Equipamento

Modelo/ fabricante

Separacdo da gordura de
leite

Centrifuga

Modelo Centra CL2, Thermo IEC
(Thermo IEC, Waltham / MA, EUA)

Teor de umidade
das matérias-primas

Estufa de secagem

Modeleo 315 - SE
(FANEM, Sao Paulo, SP, Brasil)

Viscosidade

Modelo LVDVII+ Pro

Viscosimetro (Brookfield Viscometers Ltd,
Middleboro, MA, USA)
Modelo LVDVIII+

Reodmetro (Brookfield Viscometers Ltd

Middleboro, MA, USA)

Perfil de fusdo e
Conteudo de gordura
sélida

Calorimetro Exploratério
Diferencial

Modelo Q 10
(TA Instruments New Castle, DE,
USA)

Ativagdo do suporte e
imobiliza¢do da enzima

Banho termostatizado
com agitacdo

Modelo 145 Marconi
(MARCONI, Piracicaba, SP, Brasil).

Teor de umidade
da enzima

Balanca de secagem
acoplada com lampada de
infra vermelho

Modelo ID 50

(Marte Balangas e Aparelhos de
Precisdo Ltda, Santa Rita do Sapucai,
MG, Brasil).

Atividade hidrolitica

Titulador automatico

Modelo 794 BASIC TITRINO
Metrohm

(Metrohm Pensalab Instrumentagao
Analitica Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Condicionamento das
amostras para andlise de
textura

Incubadora de temperatura
controlada

Tipo B.D.O.
(Adamo Ltda, Piracicaba, SP, Brasil)

Textura
(Consisténcia e Dureza)

Analisador de Textura

Modelo QTS 25
(Brookfield, Middleboro, MA, USA)

Composi¢do em TAG

Cromatdgrafo a gas

Modelo GC-3800 VARIAN
(Varian Inc. Corporate Headquarters,
Palo Alto, CA, EUA).

3.3. Procedimento experimental
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3.3.1. Separagdo da Gordura de leite

Para a separacao da gordura de leite a manteiga comercial foi fundida em forno

microondas (55 — 62°C). Durante a fus@o, a amostra foi homogeneizada a cada 10s de



aquecimento e sua temperatura foi medida com um termdmetro para que ndo ultrapassasse a
faixa desejada. Em seguida o béquer com a amostra foi mantido em banho de glicerina (55 —
62°C), para que houvesse a decantagdo da fase aquosa: A amostra foi entdo centrifugada sob
1900 x g por 10 min, sendo separada, com auxilio de uma pipeta volumétrica, a fase
gordurosa da fase aquosa. A gordura de leite obtida foi armazenada em frascos de vidro com

tampa, sob -18°C, para posterior utilizacao.

3.3.2. Obtengdo do suporte

O composto hibrido de polissiloxano-dlcool polivinilico foi sintetizado conforme
metodologia descrita por Paula et al. (2008), pela mistura de SmL de tetraetil ortosilicato
(TEOS), SmL de etanol e 6mL de uma solucdo de alcool polivinilico (PVA) 2% (p/v). Essa
mistura foi aquecida a 60 °C, sob agitacdo, com adicdo de trés gotas de HCI concentrado.
Ap6s um periodo de incubacdo de 40 min, a preparacdo foi mantida a 25°C por 48 h até a
completa solidificagdo (formagao da rede interpenetrada de polissiloxano e dlcool polivinilico,
POS-PVA). O composto foi entdo triturado até que passasse completamente por uma peneira
padrdao série Tyler (adquirida da Hipperquimica, Santo André/SP, Brasil) de 42 MESH e
ficasse retido em peneira de 60 MESH.

3.3.3. Ativagdo do suporte

Foi adotada a metodologia descrita por Carneiro da Cunha et al. (1999), conforme
segue: o suporte foi suspenso numa solu¢do aquosa 0,5M de metaperiodato de sddio, na
proporcdo de 1 g de suporte: 10 mL NalO4. A mistura foi mantida sob agitagdo durante 90
min em temperatura ambiente na auséncia de luz. Em seguida, o suporte foi filtrado sob vacuo
e lavado em abundancia com &4gua destilada e tampdo fosfato pH 8,0. Apds a lavagem, o
sOlido foi levado a estufa (60 °C) por 24 h, para entdo ser utilizado no procedimento de

imobilizacao.

3.3.4. Imobilizagdo da lipase

O suporte ativado foi embebido em hexano (1 g:10 mL), sendo mantido sob agitacio
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em temperatura ambiente durante 2h. Apds este periodo, o sélido foi decantado e o excesso de
hexano foi removido. Ao suporte, adicionou-se uma solu¢do aquosa de PEG ( 1500 (5mg
/mL) e lipase na propor¢ao de 250 mg de enzima: 1g suporte: 150 uL de solu¢do de PEG. O
sistema foi mantido em geladeira (4°C, 24h). A lipase imobilizada foi recuperada por filtracao
a vécuo, com posterior lavagem com hexano. Foram quantificados os teores de umidade e

atividade enzimatica do derivado imobilizado obtido.

3.3.5. Planejamento Estatistico

Para o estudo das interacdes em misturas bindrias da gordura de leite com 6leo de soja
foi realizado um planejamento estatistico de mistura. Foram efetuados 10 experimentos, e a
fracdo massica dos componentes utilizada na preparagdao de cada mistura pode ser observada
na Tabela 3.2, na qual a gordura do leite € representada por X; e o 6leo de soja é representado
por X,, sendo que X; + X; = 1. As misturas das matérias-primas foram preparadas e, quando
necessario em fungdo da presenca de gordura de leite, fundidas sob temperatura de 55-62°C
em forno de microondas. Em seguida, foram armazenadas em frascos de vidro com tampa e

mantidos a -18°C, para posterior utilizacao.

Tabela 3.2 — Planejamento estatistico de misturas.

Misturas Fraciao massica dos
Xi X,
1 0 1
2 0 1
3 0,25 0,75
4 0,33 0,67
5 0,50 0,50
6 0,67 0,33
7 0,75 0,25
8 1 0
9 1 0
10 1 0

X = gordura de leite; X, = 6leo de soja.

48



A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando-se o programa Design —
Expert (versdo 6.0.6 — Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA), considerando como varidveis
resposta os indices de acidez, saponificacdo, iodo e peroxido, a consisténcia e a dureza das
misturas e dos produtos transesterificados em estudo e o grau de transesterificagao alcangado
em cada reagdo. Os resultados obtidos foram aplicados a um modelo de regressdo multipla e
os coeficientes deste modelo foram gerados pelo programa estatistico, que apresentou também

seus niveis de significancia e andlise de variancia.

3.3.6. Condigoes reacionais da transesterificacdo da gordura do leite com éleo de soja

A transesterificacdo da gordura de leite com o 6leo de soja foi realizada em batelada,
em reatores cilindricros de 90ml encamisados (Figura 3.1) carregados com 40 g de meio
reacional, composto por uma mistura de gordura de leite e 6leo de soja nas proporcdes
mdssicas segundo planejamento experimental de misturas (Tabela 3.2). A mistura reacional,
foi adicionado sistema imobilizado na propor¢ao de 20% em relagdo a massa total de mistura
reacional. Os reatores foram mantidos sob agitacio magnética, em atmosfera inerte de
nitrogénio e a temperatura de 45°C. Foram avaliadas algumas caracteristicas e propriedades
especificas do produto obtido, tais como: indices de acidez, saponificacdo, iodo e perdxido,

consisténcia e dureza, teor de dcidos graxos livres e composi¢ao em triglicerideos.

Entrada de Nitrogénio

Saida de
agua na
camisa
Entrada de
agua na
camisa

Figura 3.1. Representacdo esquematica do reator empregado nas reagcdes de transesterificacao
da gordura de leite com 6leo de soja.
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3.4. Métodos de Analise

3.4.1. Umidade e voldteis das matérias-primas

A determinagdo do teor de umidade e voldteis na gordura de leite e 6leo de soja foi
realizada medindo-se a perda de massa do material apds secagem de uma quantidade
conhecida de amostra (cerca de 5g) em estufa a 105°C até massa constante, conforme descrito

pela instru¢do normativa n° 22 (BRASIL, 2003).

3.4.2. Teor de gordura e sélidos ndo gordurosos

A determinagdo do teor de gordura e sélidos ndo gordurosos da manteiga foi feita com
base na determinacdo do teor de umidade e voléteis seguida de extrac¢do por solvente (hexano)
da gordura presente na amostra dessecada e medida da massa do residuo, conforme descrito

pela instru¢do normativa n° 22 (BRASIL, 2003).

3.4.3. Indice de acidez e teor de dcidos graxos livres

O indice de acidez ou teor de dcidos graxos livres das amostras foi determinado de acordo
com as Normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Para esta determina¢@o, em um erlenmeyer,
pesou-se cerca de 2,0 g da amostra e anotou-se a massa. Adicionou-se entdo 25ml da mistura
de éter etilico e dlcool etilico 95% preparada na propor¢do 2:1 em volume. Em seguida,
titulou-se com solucdo de hidroxido de potéassio (KOH) de concentragdo 0,01M previamente
padronizada, utilizando-se fenolftaleina como indicador. Para a determinac¢do do indice de
acidez, o resultado foi calculado através da relacdo entre a massa em miligramas de hidréxido
de potéssio consumidos por grama de amostra analisada (Equacdo 3.1). O teor de acidos
graxos livres foi determinado com base no numero de mols de hidréxido de potdssio
consumidos (Equacdo 3.2).

V,

amostra

~ Virance)* MM e X Chase Equacao 3.1
m

Indice de Acidez (mgKOH/g) = (

amostra
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amostra Cbase 'dmistura Equa(;ao 3.2

m

teor de acidos graxos livres =

amostra

Em que: Vymosra = Volume de solucao de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vpranco =
Volume de solu¢do de KOH gasto na titulagdo do branco (mL); MMy, = Massa Molar do
KOH (56,1g/mol); Cpse = Concentragdo molar da solucao de KOH (mol/L); dumistura =

densidade da mistura(g/ml); Mumostra = Massa de amostra (g).

3.4.4. Indice de saponificacdo

O indice de saponificacdo das matérias-primas foi determinado de acordo com as
Normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Para esta determinacdo em um baldo de fundo
redondo pesou-se cerca de 2,0 g da amostra e anotou-se a massa. Adicionou-se 20ml de uma
solucdo alcodlica de hidréxido de potdssio (4%m/v) previamente preparada e acoplou-se o
baldo a um condensador de refluxo. Levou-se a mistura a ebuli¢do por 30 min, sob agitacdo
magnética e aquecimento (aproximadamente 95°C mantida em banho de glicerina) conforme
esquema apresentado na Figura 3.2. Em seguida, transferiu-se o conteido do baldo para um
erlenmeyer e titulou-se com solug¢do de acido cloridrico, de concentracao 0,5M, previamente
padronizada, utilizando-se fenolftaleina como indicador. O mesmo procedimento foi realizado
com o branco (20mL de solugao alcodlica de hidréxido de potédssio). O resultado foi calculado
como sendo a quantidade de dlcali em miligramas necessdria para saponificar um grama de

amostra (Equacao 3.3).

Condensador
de refluxo

Termometro

Banho de
glicerina

Banho de gelo

Bomba Peristaltica ( para
recirculaciio de agua fria no
condensador).

Figura 3.2. Representacio esquematica do sistema montado para determinacao do indice de
saponificacao.

51



-V

amostra

m

JXMM,,.. XCyear  Equaciio 3.3

(Vbranco

Indice de saponificacao (mgKOH/g) =
amostra

Em que: Vamosra = Volume de solucdo de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vpanco =
Volume de solu¢do de KOH gasto na titulagdo do branco (mL); MMy, = Massa Molar do
KOH (56,1g/mol); Cycr = Concentragdo molar da solu¢do de HCl (mol/L) ; mamesra= Massa

de amostra (g).

3.4.5. Indice de iodo

O indice de iodo das matérias-primas foi determinado pelo Método de Hiibl de acordo
com as Normas do Instituto Adolfo Lutz (1985). Para esta determinacdo, pesou-se em um
erlenmeyer aproximadamente 0,25g da amostra em balanca analitica e anotou-se a massa.
Adicionou-se 10mL de cloroférmio (solvente) e 20mL de uma mistura de volumes iguais de
solucdo alcodlica de iodo 5%m/v e solugdo alcodlica de cloreto de mercirio 6%m/v,
preparada de 12 a 24h antes de ser utilizada. Deixou-se proceder a reagdo por 30 min no
escuro, agitando-se ocasionalmente. Em seguida, adicionou-se 100mL de dgua e 10mL de
solucdo de iodeto de potassio (15%). Titulou-se o excesso de I, com solucdo de tiossulfato de
sodio (reacdo representada pela Equacdo 3.4) de concentragdo 0,IM (previamente
padronizada com dicromato de potdssio) até coloracdo amarela (Figura 3.3c). Durante a
titulacdo manteve-se agitacdo constante (agitador magnético). Adicionou-se ImL de solugdo
indicadora de amido (1,0%) e continuou-se a titulacdo até descolora¢do da soluc¢do (Figura
3.3f). O mesmo procedimento foi realizado com o branco (10mL de cloroférmio + 20mL de
solucdo de iodo). O resultado foi calculado com base na quantidade em gramas de iodo

absorvidos por 100g de gordura ou 6leo (Equagdo3.5).

2Na»S,04 + I > Na»S40¢ + 2Nal

Equacao 3.4. Reacdo do Iodo com Tiossulfato de sédio.
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Figura 3.3. Alteracdes de coloragio que ocorrem durante a titulagio para obtencdo do Indice
de Todo das amostras.

(Vbranco - Vamostra )X MM I X Ctio x0,1 Equagﬁo 3.5

Indice de Iodo (g1,/g) =

2x mamostra

Em que: Vymosra = Volume de solucdo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo da amostra
(mL); Vpranco = Volume de solucao de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo do branco (mL)
MM, = Massa Molar do I, (253,8g/mol); Cy;, = Concentragao molar da solu¢do de tiossulfato

de s6dio (mol/L); mymostra = Massa de amostra (g).

3.4. 6. Indice de peréxido

O indice de per6xido das matérias-primas foi determinado de acordo com o método
oficial Cd 8b-90 da AOCS (2004). Para esta determinacdo, pesou-se em um erlenmeyer
aproximadamente 5g da amostra em balanca analitica e anotou-se a massa. Adicionou-se
50mL da mistura dcido acético — isooctano (3:2 v/v) e 0,5mL de uma solucdo de Iodeto de
potassio saturada, deixando-se reagir por 1 min sob agitacdo constante. Em seguida,
adicionou-se 30mL de 4gua e titulou-se o I, formado com solucido de tiossulfato de sddio
(Equacao 3.4), de concentragao 0,01N (previamente padronizada com dicromato de potdssio),
até coloracdo amarela. Adicionou-se 1,0mL de solucdo indicadora de amido (1,0%), 0,5mL
de Lauril sulfato de sédio (10%m/v) e prosseguiu-se a titulagio até descoloracdo da solugdo.
Durante a titulacio manteve-se agitacdo constante (agitador magnético). O mesmo
procedimento foi realizado com o branco (50mL da mistura 4cido acético — isooctano +
0,5mL da solucdao de Iodeto de potdssio saturada). O resultado foi calculado com base na

quantidade, em miliequivalentes, de per6xido por 1000g de amostra Equagdo 3.6.
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(Vamostra B Vbranco )X Ctio %1000 Equagéo 3.6
m

Indice de Peroxido (meq/kg) =

amostra

Em que: Vymosra = Volume de solucdo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo da amostra
(mL); Vipranco = Volume de solucdo de tiossulfato de sédio gasto na titulagdo do branco (mL);
Ciio = Concentragao molar da solucdo de tiossulfato de sédio (mol/L); Mumoesra = Massa de

amostra (g).
3.4.7. Viscosidade

Os valores de viscosidade absoluta em fun¢do da taxa de deformacao foram medidos
em dois diferentes equipamentos. Viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII+ (cone CP 42)
foi utilizado para as medidas de viscosidade do 6leo de soja nas temperaturas de 20-60°C e da
gordura de leite nas temperaturas 40-60°C. Redometro LVDVIII+ (splindle SC4-31 e SC4-18)
foi utilizado para as medidas de viscosidade da gordura de leite nas temperaturas 20-35°C. Os
dados obtidos (viscosidade, taxa de deformacao e tensdo de cisalhamento) foram ajustados de
acordo com a lei de poténcia (Equacdo 3.7), conforme descrito por Freitas et al. (1998) para
verificacdo de possiveis desvios do comportamento Newtoniano. Para fluidos Newtonianos, a
viscosidade foi determinada com base na inclinacdo da curva de tensdo em funcdo da taxa de

deformacao.

=Ky Equacao 3.7

Em que: t € a tensao de cisalhamento, y é a taxa de deformacdo aplicada, n é o indice de

comportamento do fluido e K € o indice de consisténcia.

Fez-se também o ajuste da dependéncia da viscosidade com a temperatura de acordo
com a Equacgao de Arrhenius (Equagao 3.8) conforme descrito por Ibarz e Barbosa-Cénovas
(2003).

Ea
H=u, el Equacio 3.8
Em que: pp é um parametro da equacao, Ea € a energia de ativagdo do escoamento, R € a

constante dos gases ideais e T € a temperatura absoluta.
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3.4.8.Calorimetria exploratoria diferencial

As andlises térmicas da gordura de leite e do 6leo de soja foram realizadas em um
Calorimetro exploratdrio diferencial (TA Intruments, Modelo Q10), tendo por base o método
oficial Cj 1-94 da AOCS (2004). A calibracdo do aparelho foi feita empregando n-decano
(m.p. —29.66°C, AH; 202,09 J/g) e indio (m.p. 156.60°C, AH; 28,45 J/g), como padrdes de
referéncia. A confirmacgao da calibragcdo foi efetuada com metil estearato. Antes de realizar a
andlise, a gordura de leite foi fundida em estufa a 50°C.

Aproximadamente 5 mg de amostra (6leo ou gordura) foram pesados em balanca
analitica dentro de um cadinho de aluminio hermeticamente selado. Outro cadinho hermético,
vazio, foi utilizado como referéncia. A amostra foi entdo alocada dentro do aparelho e
aquecida rapidamente a 80°C, sendo mantida nesta temperatura por 10 min para garantir que
toda sua estrutura cristalina prévia fosse destruida (KIM; AKOH, 2005). Em seguida, sob
atmosfera de nitrogénio (N;), a amostra foi resfriada a uma taxa de 5°C/min até -60°C
(gordura de leite) ou -90°C (6leo de soja). Posteriormente, o material foi mantido por 10 min
nesta temperatura para garantir sua total cristaliza¢do. Por fim, este foi aquecido a uma taxa
de 5°C/min até 80°C, obtendo-se seu perfil de fusdo. A andlise dos termogramas permitiu

obter as temperaturas de fusdo das amostras, bem como sua entalpia de fusao.
3.4.9. Consisténcia

A consisténcia das amostras foi determinada utilizando texturdmetro Brookfield
Modelo QTS-25 controlado com auxilio do software Texture Pro (version 2.1). As amostras
foram aquecidas em forno microondas (55 — 62°C) para fusdo completa dos cristais, e
condicionadas em formas cubicas de silicone (aresta de 25mm) O condicionamento foi
efetuado por 48h em incubadora sob temperatura controlada (10°C) para recristalizacdo da
gordura. Foi utilizada a sonda TA1S5, correspondente a um cone acrilico com ponta nao
truncada e angulo de 45° (Figura 3.4). Os testes foram conduzidos nas seguintes condicoes:
retorno ao inicio, distancia: 10mm, velocidade: 120mm/min , tempo: S5s, determinacdo da

forca em compressao (gf), duplicata.
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Figura 3.4. Sensor em forma de cone, acrilico, com ponta ndo truncada e angulo de 45°
utilizado para a andlise de consisténcia das amostras.

As amostras foram analisadas quanto ao “yield value” que foi calculado através da

Equacio 3.9, proposta por Haighton (1959).

C=K

A\
F Equacao 3.9

Em que: C = “yield value” (gf/cmz), K = fator dependente do angulo do cone (para 45°, 4700),
W = forca méxima em compressao (gf), para tempo de Ss, p = profundidade de penetracdo

(0,Imm).

3.4.10. Dureza

A dureza das amostras foi determinada de acordo com a norma ISO 16305/ IDF 87,
utilizando-se texturdometro Brookfield Modelo QTS-25, controlado com o auxilio do software
Texture Pro (version 2.1). As amostras foram aquecidas em forno microondas (55 — 62°C)
para fusdo completa dos cristais, € condicionadas em formas cubicas de silicone (aresta de
25mm), por 48h em incubadora sob temperatura controlada (10°C) para recristalizacdo da
gordura. Foi utilizada a sonda de fio cortante TA26 (Figura 3.5). Os testes foram conduzidos
nas seguintes condi¢des: retorno ao inicio, distancia: 18mm, velocidade: 60mm/min,
determinagdo da forca em compressao (gf), duplicata. Os resultados foram expressos como

sendo a forca média entre as distancias de 8 e 16mm percorridas pela sonda.
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Figura 3.5. Sonda de fio cortante utilizada para a anélise de dureza das amostras.

3.4.11. Quantificacdo dos triglicerideos das reacoes de transesterificacdo da gordura do leite
com oleo de soja

Para a andlise de triglicerideos obtidos nas reacdes de transesterificacdo, empregou-se
um método de andlise baseado na metodologia da comunidade européia (PRECHT;
MOLKENTIN, 1997). A adaptacdo feita na metodologia foi especialmente relacionada a
rampa de temperatura, modificada para introducdo de um padrao interno. A Tabela 3.3

apresenta as condicdes empregadas no presente trabalho.

Tabela 3.3. Condicdes operacionais para quantificagcdo de triglicerideos por cromatografia
gasosa.

Padrao
interno (PT) Tetradecano
Empacotada 3% OV-1 SILPT-WBM, 100/120 MESH 0,5 m x 1/8” OD x 2,0

mm ID em Silco Var marca Restek (adquirido da Frankel Comércio de

Caracteristicas da

coluna Instrumentos Analiticos Ltda., Sdo Paulo, SP).

Rampa de 70°C por 1min; seguido de aquecimento até 210°C numa taxa de 50°C/ min,
aquecimento da  mantendo-se constante por 1 min; seguido de aquecimento até 340°C numa
coluna taxa de 6°C/ min, mantendo-se constante por 4 min.

Te.mperatura do 370°C

Injetor

Temperatura do o

Detector 330°C

Gas de arraste Nitrogénio, utilizado em fluxo constante 40 mL/min.

3.4.12. Grau de Transesterificacdo (T, %) nas reacoes com gordura de leite e oleo de soja

O grau de transesterificacdo das reacdes entre gordura do leite e 6leo de soja foi

calculado de acordo com a Equacgao 3.10:



(TAG ), - (TAG )
T(%):Z ot Z 22 100

Equacao 3.10

Em que: TAG, = concentragdao (mM) dos triglicerideos cuja concentracdo a umentou durante
a reacdo; TAGp = concentragdo (mM) dos triglicerideos cuja concentracao diminuiu durante
a reacdo. Os indices “t” e “0” representam as concentracdes de TAGs em um tempo qualquer

de reag@o e na mistura reacional inicial, respectivamente.
3.4.13. Grau de hidrdlise (H, %)

O grau de hidrélise das reagdes de transesterificacdo da gordura do leite com 6leo de
soja foi calculada de acordo com a Equagdo 3.11, com base na determin¢do do teor de acidos

graxos livres (secdo 3.4.3).

H(%)ZAGf
AG

x100 Equacdo 3.11

t

Em que: AGs= concentragdo total de 4cidos graxos formados na reagcdo (mM); AG; =
concentracdo total de dcidos graxos que poderiam ser liberados, considerando-se hidrdlise

total dos triglicerideos presentes no meio reacional (mM).

3.4.14. Determinacdo das caracteristicas do biocatalisador

3.4.14.1. Umidade

O teor de dgua foi medido diretamente em uma balanca de secagem acoplada com

lampada de infravermelho (MARTE ID 50).
3.4.14.2. Atividade hidrolitica

Foram misturados 5 mL de uma emulsdo de azeite de oliva (50% azeite : 4gua) e 4 mL

de pH tampao fosfato (pH 7,0; 0,1 M). A fim de garantir a homogeneizacdo do meio, o
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sistema reacional foi mantido sob agitacdo prévia, a 37°C por 10 minutos. Em seguida,
adicionou-se 1 mL da solucdo enzimética (0,5 mg/mL, preparada em solug¢do tampao pH 7,0)
ou 0,1 g do derivado imobilizado, mantendo-se o sistema reacional sob agitacao, a 37 °C, por
5 minutos. Apéds o periodo de incubagdo, foram adicionados 20 mL de uma mistura de etanol
e acetona (1:1) e 10 mL de uma solucdo de KOH (0,05N). O excesso de KOH foi titulado
com HCI (0,05N) utilizando-se um titulador automético, sendo o ponto de equivaléncia
determinado empregando-se o modo ‘“titulacdo dindmica” do aparelho (DET, “Dynamic
Equivalence point Titration”). A atividade enzimadtica foi calculada de acordo com a Equagao

3.12:

(V, = V,)xC,, x10°

A(Ulg)= txm

Equacao 3.12

Em que: V, = volume do branco (L); V, = volume da amostra (L); Cyc = concentr¢do da
solucdo de é&cido cloridrico (mol/L); t = tempo de incuba¢do (min); m = massa de

biocatalisador adicionado (g).
3.4.14.3. Rendimento de imobilizacdo (1)

O rendimento de imobilizacdo foi calculado usando a Equagao 3.13:

Ux100

n(%) = Equacio 3.13

0

Em que: Uo = unidades de atividade hidrolitica oferecidas para imobiliza¢do; U= unidades de

atividade hidrolitica total presente no suporte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

60

Antes da avaliacao das propriedades do produto transesterificado obtido a partir da

mistura, em diferentes proporc¢des, da gordura de leite com 6leo de soja, estas matérias-primas

foram caracterizadas com relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e térmicas

conforme relatado na se¢do 4.1.

4.1. Caracterizacao fisico-quimica e reolégica das matérias-primas

Inicialmente as matérias-primas foram caracterizadas quanto a umidade, indices de

acidez, saponificacao, iodo e per6xido. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela

4.1. Para a manteiga foi analisado também o teor de gordura e de s6lidos nao gordurosos.

Tabela 4.1. Umidade, teor de gordura, s6lidos ndo gordurosos, indices de acidez,
saponificagao, iodo e peréxido das matérias-primas empregadas em comparacao aos valores
estabelecidos pela legislacdo brasileira.

Oleo de Soja Manteiga
Caracteristicas Legislacao Legislacao
Observado (BRASIL, Observado (BRASIL,
2006) 1996)
Umidad(e,;)“"é‘eis 0,09 <0,10 15,25 méix. 16
Teor de Gordura p
(%) --- --- 83,05 min. 82
Sélidos nao gordurosos )
(%) -—- - 1,69 max. 2
Indice de Acidez 0,10%* <0,20% 2,58%% max. 3**
Indice de Saponificacao
(mg KOH/g) 195,92 189 - 195 222,32 218 - 325
Indice de Todo
12 - 29,62 -
(g I/ 100g) 0,60 124 - 139 9,6 28 - 38
Indice de Peréxido < .
(megq/ 1000g) 0,48 <25 ndo detectado max. 1

*mg KOH/g ; ** mmol/100g. Os valores de umidade, teor de gordura e de sélidos ndo gordurosos foram
determinados para a manteiga obtida comercialmente sem nenhum tratamento prévio. Os demais indices foram
determinados para a gordura de leite obtida a partir da fusdo completa da manteiga comercial seguida por

separagdo da fase aquosa.

A seguir sdo discutidos os resultados apresentados na Tabela 4.1.



4.1.1.Umidade, teor de gordura e solidos ndo gordurosos

Segundo Grandi (2001), entende-se por manteiga o produto resultante da batedura de
creme de leite fresco ou fermentado pela adicdo ou nao de fermento latico selecionado, ao
qual se incorpore ou nao sal (cloreto de s6dio). A manteiga é uma suspensao de dgua (fase
descontinua) em gordura (fase continua).

Conforme apresentado na Tabela 4.1, a Portaria n° 146 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996) estabelece os valores de no minimo 82% de teor
de gordura, no maximo 16% de umidade e volateis e 2% de extrato seco ndo gorduroso para
manteiga. Sendo assim, a matéria-prima analisada apresentou estas propriedades de acordo
com o indicado na legislacdo, tendo 83,05% de gordura, 15,25% de umidade e voldteis e
1,69% de sélidos nao gordurosos. Os resultados obtidos condizem também com o indicado
por Grandi (2001) que diz que a manteiga possui em sua composicio em média 83% de
gordura e 16% de dgua e por Cecchi (2003) que relata que a manteiga apresenta 81% de
gordura e 15% de umidade.

Para 6leo de soja o teor de umidade determinado (0,09%) enquadra-se na faixa de
valor da legislagdo brasileira (BRASIL, 2006), que estabelece um maximo de 0,10% de
umidade e voldteis para 6leo de soja refinado tipo L.

E importante a determinacio da umidade das matérias-primas em estudo, pois esta
caracteristica estd relacionada com sua estabilidade, qualidade e composicio (CECCHI,
2003). Além disso, a umidade influencia também o processo de transesterificacdo, pois para
que ocorra a troca entre os dcidos graxos dos triglicerideos presentes € fundamental que o teor
de 4dgua no meio reacional seja reduzido. Sabe-se que uma pequena quantidade de dgua é
necessdria para manutencdo da atividade enzimdtica (LAMBOURSAIN et al., 1996), mas
uma quantidade um pouco mais elevada favorece a reagdao de hidrélise, com a formacao de

acidos graxos livres, monoglicerideos e diglicerideos, ao invés do rearranjo dos triglicerideos.
4.1.2.Indice de acidez

A acidez livre de uma gordura € proveniente da hidrolise parcial dos glicerideos, sendo
sua medida muito importante, pois revela o estado de conservacdo de um 6leo ou gordura,
estando intimamente relacionada com a qualidade da matéria-prima, o processamento e,

principalmente, com as condi¢des de conservacido do produto (MORETTO; FETT, 1998). A
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formagdo dos 4acidos graxos livres pode ser acelerada por luz e calor, sendo estes acidos
responsaveis pelo sabor e odor desagraddveis, especialmente em gorduras como a manteiga,
que possui grande quantidade de 4cidos graxos de baixa massa molar (OSAWA;
GONCALVES; RAGAZZI, 2006).

O indice de acidez € definido como o nimero de miligramas de hidréxido de potassio
(KOH) necessdrios para neutralizar os acidos livres presentes em um grama de 6leo ou
gordura. Pode ser expresso também em mililitros de solu¢cdo normal por cento (V/m)
(MORRETO; FETT, 1998), em porcentagem (em massa) de 4dcidos graxos livres, em relacao
a um 4cido graxo especifico, geralmente o dcido oléico ou outro 4cido graxo predominante na
amostra (OSAWA; GONCALVES; RAGAZZI, 2006), ou ainda em milimol de 4cidos graxos
livres por 100g de matéria gorda (BRASIL, 1996).

Para gordura de leite analisada, o valor de acidez apresentado na Tabela 4.1 (2,58
mmol/100g) estd dentro do previsto pela legislacdo, que estabelece um valor maximo de 3
mmol/100g (BRASIL, 1996).

O dleo de soja avaliado apresentou indice de acidez de 0,10 mg KOH/g sendo este
valor correspondente a metade do valor maximo estipulado pela legislacdo brasileira

(BRASIL, 2006), e, portanto bastante satisfatorio.

4.1.3.Indice de saponificacdo

A saponificacdo consiste de uma reacdo entre um 6leo ou gordura, sob aquecimento,
com uma solu¢ao alcalina (hidréxido de sédio ou de potdssio), da qual resultam glicerol e sais
alcalinos de 4cidos graxos (sabdes) de acordo com a reacdo representada pela Equagdo 4.1

(MORRETO; FETT, 1998).

0 (]
Il I 1+
H:o—0—C—R, R CE s SR HO Mz
o] o ‘
Il Il - 1+
HC —O0—C—R; + 3NaOH —— Re—C—0 MNa + HO—CH
o 0
” ” 1- 1+
HC—O0— C— PRy Ry— C—0 Na HO—CH,

Equacao 4.1. Reacgao de saponifica¢do de um triacliglicerol.
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O indice de saponificagdo € definido como a quantidade de 4lcali necessaria para
saponificar uma quantidade definida de amostra, sendo expressa como o nimero de
miligramas de hidréxido de potdssio necessarios para saponificar 1 grama de amostra (AOCS,
2004). De acordo com Cecchi (2003), este indice é uma indicacdo da quantidade relativa de
acidos graxos de alta e baixa massa molecular. Os 4cidos graxos de baixa massa molecular
requerem mais dlcalis para a saponificacdo; portanto, o indice de saponificacdo ¢é
inversamente proporcional a massa molar dos dcidos graxos presentes nos triacilglicerdis. Isso
acontece porque, para uma mesma massa de amostra, a quantidade de grupos carboxilicos
serd maior em ftriaciliglicer6is com dcidos graxos de baixa massa molecular e,
conseqiientemente, o consumo de base serd maior. Essa determinagdo € util para verificagdo
da massa molecular média de uma gordura e da adulteracdo por outros 6leos com indices de
saponificagdo muito diferentes.

A gordura de leite avaliada apresentou indice de saponificacao de 222,32 mg KOH/g,
compreendido na faixa de valores estabelecida pela legislacdo brasileira, (218 — 325 mg
KOH/g) (BRASIL, 2006) e na faixa indicada por Firestone (2006) (210 — 232 mg KOH/g). E
importante ressaltar ainda que, o resultado encontrado também é proximo ao apresentado por
Cecchi (2003) (225mg KOH/g).

O indice de saponifica¢do do 6leo de soja analisado foi 195,92 mg KOH/g, sendo este
valor bem préximo ao maximo estipulado pela legislacdo (BRASIL, 2006), que estabelece
uma faixa de 189 — 195 mg KOH/g.

O 6leo de soja apresentou, conforme esperado, menor indice de saponificacdo que a
gordura de leite, visto que esta apresenta em sua composi¢do maior quantidade de acidos

graxos de baixa massa molecular que o 6leo em estudo.
4.1.4.Indice de iodo

Uma determinacdo analitica importante para os especialistas em 6leos e gorduras é a
medida da insaturacdo. Essa determinacdo € importante para a classificacdo de Odleos e
gorduras e para o controle de alguns processos. O método geralmente utilizado € a medida do
indice de iodo (CECCHI, 2003).

Este indice é definido como a quantidade em gramas de iodo absorvidos por 100g de
gordura ou 6leo. Sob determinadas condi¢des, o iodo pode ser quantitativamente introduzido

nas duplas ligacdes dos dcidos graxos insaturados dos triglicerideos (Equacdo 4.2), razdo pela
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qual, quanto mais insaturado um &4cido graxo, maior serd a sua capacidade de absor¢do de

iodo e, conseqiientemente, maior também serd o indice de iodo (MORETTO; FETT, 1998).

—CH,—CH = CH—-CH,— + 1, —> —CI—II—(liH—(l,‘H~CH;—
I

Equacao 4.2. Introdugdo dos atomos de iodo aos pontos de insaturagdo do dcido graxo

Para a gordura de leite analisada o indice de iodo determinado foi 29,62g I,/ 100g
estando de acordo com a faixa estabelecida pela legislacdo brasileira que varia entre 28 e 38¢g
I,/ 100g (BRASIL, 1996), com Firestone (2006) que estabelece valores entre 26 e 40g I/
100g (para a gordura de leite) e com Cecchi (2003) que apresenta uma faixa de 25 — 42 gl,/
100g (para manteiga).

O dleo de soja avaliado apresentou indice de iodo de 120,60g I,/ 100g, enquadrando—
se, portanto, nas faixas de valores apresentados por Firestone (2006), entre 118 e 139g I,/
100g, por Knothe (2002), entre 120 e 143g I,/ 100g e por Cecchi (2003) entre 120 e 141g 1,/
100g para este 6leo. Porém, o resultado observado estd um pouco abaixo da faixa estabelecida
pela legislacdo brasileira, entre 124 — 139g I,/ 100g (BRASIL, 2006). Esta diferenca de
valores encontrados pode ser devido aos diferentes métodos utilizados para avaliagdo desse
indice, Wijs para a legislag@o brasileira e Hiibl para o presente trabalho.

Para cada 6leo existe um intervalo caracteristico de indice de iodo, cujo valor também
estd relacionado com o método empregado em sua determinagdo. Em geral, este indice é
determinado pelo método de Wijs, que utiliza solucdo de tricloreto de iodo, mas pode também
ser determinado pelo método de Hanus, que emprega o monobrometo de iodo, ou pelo
método de Hiibl, no qual se utiliza solucao de iodo e cloreto de mercurio. Os métodos de Hiibl
e Wijs sdo utilizados em laboratérios oficiais de varios paises, enquanto que o método de
Hanus é empregado em laboratérios de industrias e nas andlises para fins comerciais
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). No presente estudo optou-se por utilizar o método de
Hiibl, considerando-se a disponibilidade dos reagentes em nosso laboratério e também que o
método de Wijs emprega reagentes mais téxicos.

O indice de iodo do 6leo de soja em estudo apresentou, conforme esperado, valor mais
elevado que o encontrado para a gordura de leite, visto que esta apresenta em sua composi¢ao

uma quantidade menor de acidos graxos insaturados.
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4.1.5.Indice de peréxido

Uma importante consideragdo a ser feita em relacao a 6leos e gorduras € a estabilidade
oxidativa, sendo que seu grau de importancia estd diretamente relacionado a temperatura de
uso e ao tempo de estocagem do produto final (MOUSTAFA; STAUFEER, 1997). A
oxidagdo pode alterar o aroma e a qualidade nutricional de alimentos e produzir compostos
téxicos, os quais podem conduzir a menor aceitabilidade dos produtos pelo cosumidor (MIN;
BOFF, 2002).

Um dos métodos mais utilizados para medir o estado de oxidacdo de 6leos e gorduras
¢ o indice de peréxido, pois os perdxidos s@o os primeiro compostos formados quando uma
gordura se deteriora e, sendo assim, toda gordura oxidada d4 resultados positivo neste teste
(CECCHI, 2003). O método para avaliagdo do indice de peréxido determina todas as
substancias em termos de miliequivalentes de per6xido por 1000g de amostra, que oxidam o
iodeto de potéassio (KI) sob as condi¢cdes de teste (Equagdo 4.3). Estas substincias s@o
geralmente assumidas como peréxidos ou outros produtos similares provenientes da oxidagao
de Oleos e gorduras (AOCS, 2004). Devido a acdo fortemente oxidante, os peroxidos
organicos no inicio da rancificacdo, atuam sobre o iodeto de potdssio, liberando iodo que €
titulado com tiossulfato de s6dio, em presenca de amido como indicador (MORETTO; FETT,
1998).

ROOH + 2H" + 2KI —= I, + ROH + H,O + 2K"

Equacio 4.3. Reacdo entre os peréxidos presentes na amostra e lodeto de potassio sob condi¢des de
andlise do indice de perdxido.

Para a gordura de leite analisada o indice de perdxido ndo foi detectado, o que pode
significar que ndo existam produtos provenientes de oxida¢do na manteiga empregada. O 6leo
de soja avaliado apresentou um indice de peréxido de 0,48 meq/1000g, sendo este valor cinco
vezes menor que o valor maximo (2,5 meq/1000g) estabelecido pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2006). Estes resultados indicam que as matérias-primas em estudo apresentaram
um baixo grau de oxidacdo.

Pode ainda ser destacado que o 6leo de soja apresentou indice de peréxido maior que o
da gordura de leite, o que era esperado, pois ele possui maior nimero de 4cidos graxos

insaturados em sua composi¢ao que a manteiga e, portanto, € mais susceptivel a oxidagao.
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Em geral, os resultados de caracterizagdo fisico-quimica das matérias-primas em
estudo estavam em grande parte de acordo com as normas brasileiras, o que indicou que

possuiam qualidade adequada para serem empregadas na continuidade do projeto.

4.1.6.Viscosidade

Viscosidade é uma medida da resisténcia ao deslizamento das moléculas de um fluido
devido a friccdo interna (FERREIRA et al, 2005; LAWSON, 1995). Para 6leos, em geral, ela
se eleva com o aumento do comprimento da cadeia dos dcidos graxos e decresce com o
aumento da insaturacdo destes dcidos (MORRETO; FETT, 1998; TIMMS, 1985) e com o
aumento da temperatura (TIMMS, 1985).

No presente trabalho, as viscosidades do 6leo de soja e da gordura de leite foram
avaliadas em um viscosimetro cone-placa ou, para a gordura de leite sob temperaturas abaixo
de 40°C, em um redometro do tipo cilindros concéntricos. Para avaliar a influéncia da
temperatura e verificar os possiveis desvios do comportamento Newtoniano, as viscosidades
foram medidas a cada temperatura em funcdo da rotacdo do cone (viscosimetro) ou do
cilindro (redbmetro), o que permitiu o ajuste da tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de
deformacdo de acordo com a lei de poténcia (Equacdo 3.7). As curvas de ajuste dos dados a
esta lei, para cada temperatura, sio apresentadas no APENDICE A. Os resultados de indice de
comportamento do 6leo de soja e da gordura de leite obtidos para as diferentes temperaturas
estudadas, bem como os coeficientes de correlacdo de ajuste dos dados a lei de poténcia sdao
apresentados na Tabela 4.2.

Observa-se que os dados obtidos foram bem ajustados a lei de poténcia, visto que os
coeficientes de correlagdo sdo iguais a 1 ou proximos a este valor. Pode ser observado
também que o 6leo de soja apresentou comportamento newtoniano para todas as temperaturas
estudadas, visto que os valores de indice de comportamento (n) obtidos para este 6leo foram
proximos da unidade. Isto estd de acordo com Gunstone (2002), que afirma que Oleos e
gorduras comportam-se como fluidos Newtonianos na maioria das situagdes, exceto para

condic¢des de alta pressao.
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Tabela 4.2. Indice de comportamento do 6leo de soja e da gordura de leite obtidos nas
diferentes temperaturas estudadas e coeficientes de correlacdo de ajuste dos dados a lei de

poténcia.
Temperatura i Oleo de soja / Gordura de leite
(°C) Indice de 2 Indice de R?
comportamento (n) comportamento
20 1,02 0,9999 0,71 0,9963
25 0,99 1,0000 0,84 0,9999
30 1,00 1,0000 0,99 1,0000
35 1,00 1,0000 0,99 0,9999
40 1,01 1,0000 1,00 0,9998
45 1,01 1,0000 1,01 0,9999
50 1,00 1,0000 1,01 1,0000
55 1,01 0,9998 1,00 0,9999
60 1,01 0,9999 0,99 0,9999

Para a gordura de leite analisada o comportamento newtoniano foi observado apenas
para a faixa de temperatura de 30 — 60°C, na qual os valores de indice de comportamento (n)
também foram préximos da unidade. Entretanto, para as temperaturas de 20 e 25°C, a gordura
de leite apresentou indices de comportamento (n) menores que 1, caracterizando-se como um
fluido pseudopléstico. De fato, comportamento nao Newtoniano tem sido observado abaixo
do ponto de fusdo devido a presenca de cristais de gordura (TIMMS 1985).

Para a faixa de temperaturas em que o 6leo de soja (20 — 60°C) e a gordura de leite (30
— 60°C) comportaram-se como fluidos newtonianos, a viscosidade (u) foi assumida como
sendo equivalente a inclinagcdo da curva de tensao de cisalhamento (1) em fungdo da taxa de
deformacdo (y). Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.3 e as curvas
correspondentes a estes resultados encontram-se no APENDICE B.

Na Tabela 4.3, observa-se que os valores de viscosidade obtidos tanto para o 6leo de
soja quanto para a gordura de leite foram similares aos observados por outros autores. O
resultado de viscosidade obtido para a gordura de leite a 50°C (22,25mPa.s) se assemelha ao
relatado por Rousseau, Hill e Marangoni (1996) (24,73 mPa.s) para a gordura de leite a
mesma temperatura, quando utilizado um red6metro de placas paralelas. Para o 6leo de soja,
observa-se que os resultados de viscosidade determinados neste trabalho sdo préximos aos
reportados por Timms (1985). E importante ressaltar ainda que o valor de viscosidade
encontrado para 6leo de soja, a 25°C (51,60mPa.s) se aproxima do valor relatado por

Gunstone (2002) (50,09mPa.s) para a viscosidade deste 6leo a mesma temperatura.

67



Tabela 4.3. Viscosidades do 6leo de soja e da gordura de leite em diferentes temperaturas
observadas no presente trabalho, comparativamente a valores encontrados na literatura.

Viscosidade (mPa.s)

Oleo de Soja Gordura de leite
Temperatura
0 Presente Presente ROE?SEf&U;
trabalho TIMMS, 1985 trabalho MARANG,ON I,

1996

20 68,20 63,60 -—-- -—--

25 53,63 51,60 -—-- -—--

30 42,24 43,10 48,40 ----

35 35,16 36,80 38,10 -—

40 28,87 31,70 32,69 -—--

45 24,85 26,80 26,26 -—--

50 20,06 22,50 22,25 24,73

55 17,94 -—-- 17,12 -

60 15,80 -—-- 15,69 -—--

A andlise dos resultados mostrados na Tabela 4.3 permitiu também a constru¢do do
grafico apresentado na Figura 4.1, que mostra a redugdo da viscosidade das matérias-primas a

cada variacao de 10°C na temperatura.
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Figura 4.1. Reducio da viscosidade (%) do 6leo de soja e da gordura de leite a
cada variacao de 10°C na temperatura.



O gréfico da Figura 4.1 indica uma tendéncia de diminui¢do no valor de viscosidade,
tanto para o Oleo quanto para a gordura, entre 20 e 40% a cada aumento de 10°C na
temperatura. Esta diminui¢ao estd de acordo com Timms (1985), que relata que a viscosidade
de um 6leo reduz aproximadamente 30% a cada aumento de 10°C na temperatura.

Para as temperaturas em que a gordura de leite comportou-se como fluido
pseudopléstico (20 e 25°C), porém com a existéncia de uma tensdo minima de escoamento,
utilizou-se 0 Modelo de Casson (Equacao 4.4) para o ajuste dos dados. Neste caso calculou-se
a viscosidade plastica e o limite de escoamento de Casson. Os resultados obtidos sao
apresentados na Tabela 4.4 e as curvas correspondentes a estes resultados estdo no
APENDICE C. Optou-se por este modelo, pois, segundo Lannes, Medeiros e Amaral (2002),
para muitos fluidos pseudopldsticos com uma tensao de cisalhamento inicial, as propriedades
de fluxo podem ser caracterizadas pela equacdo de Casson. Além disso, de acordo com
Branco e Gaspareto (2003), este modelo foi desenvolvido para uma suspensio de particulas
interagindo em um meio newtoniano, exatamente como se acredita que a gordura de leite
comporte-se nas temperaturas de 20 e 25°C, considerando-se que os cristais de gordura em
formacdo sdo particulas em suspensdo e a parte da gordura ainda liquida (6leo) € um fluido
newtoniano. Deve-se ressaltar também que este modelo foi empregado em diferentes estudos
que utilizaram um redmetro do tipo cilindros concéntricos para a caracterizagdo reoldgica de
diversos alimentos, entre os quais o chocolate e a gordura de cupuacu (COHEN; JACKIX,

2005; VISSOTO et al., 1999; VISSOTO; GOMES; BATISTA, 2005).

\/; = ﬁ : (\/_ - \/a ) Equacao 4.4

Em que: v = Taxa de deformacdo; |, = Viscosidade Plastica de Casson; T = Tensdo de

cisalhamento; T., = Limite de escoamento de Casson.

Tabela 4.4. Parametros de ajuste dos dados obtidos para a gordura de leite, nas temperaturas
de 20 e 25°C, ao modelo de Casson e os correspondentes coeficientes de correlacdo do ajuste.

Temperatura Gordura de leite
0 Mea (mPa.s) Tea (Pa) R2
20 769,60 0,3136 0,9989

25 382,08 0,1188 0,9996
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Na Tabela 4.4 observa-se que os dados obtidos foram bem ajustados ao modelo
proposto, visto que os valores dos coeficientes de correlacdo sdo proximos da unidade.
Observa-se também que, com a diminui¢do da temperatura hd um aumento tanto da
viscosidade plastica de Casson (Mca), quanto do limite de escoamento de Casson (Tca). De
acordo com Cohen e Jackix (2005), dentre os principais fatores que podem afetar a
viscosidade plastica de Casson de um produto estdo a temperatura e o conteido de gordura
solida.

Segundo Lai et al. (1999), a presenca de um limite de escoamento indica a necessidade
de uma tensdo minima de cisalhamento que deve ser excedida para que o fluido comece a
escoar. Este fato tem sido interpretado pela existéncia de uma rede estrutural na qual as
ligacdes devem ser quebradas para que o fluxo aconteca.

Para aplicacOes industriais o conhecimento da viscosidade pléstica e do limite de
escoamento de fluidos ndao newtonianos € muito importante, pois estes parametros
influenciam o dimensionamento de tubulac¢des e sistemas de bombeamento empregados para
o transporte destes fluidos na planta de processamento (COHEN; JACKIX, 2005).

Como a dependéncia da viscosidade com a temperatura € geralmente expressa segundo
a relacdo de Arrhenius (Equagao 3.8), conforme descrito por Ibarz e Barbosa-Canovas (2003),
os dados obtidos para o 6leo de soja e para a gordura de leite nas temperaturas estudadas
foram ajustados de acordo com esta equacdo, sendo os parametros desse ajuste apresentados
na Tabela 4.5. As curvas do logaritmo natural da viscosidade em funcdo do inverso da
temperatura absoluta, para ambas as matérias-primas, utilizadas para obtencdo destes

resultados sdo apresentados no APENDICE D.

Tabela 4.5. Parametros da equacdo de Arrhenius ajustada para os dados de viscosidade em
funcdo da temperatura para o 6leo de soja e a gordura de leite avaliados.

Oleo de soja Gordura de leite
”0 Ea R2 l-l() Ea R2
Parametros __(mPa.s) (kJ/mol) (mPa.s) (kJ/mol)

3,21x10™ 29,76 0,9954  1,37x10™ 32,16 0,9942

Na Tabela 4.5 observa-se que o ajuste dos dados de viscosidade em funcdo da
temperatura a relagdo de Arrhenius foi satisfatério, visto que os coeficientes de correlagao

encontrados estdo proximos da unidade. Para a gordura de leite, apenas os dados obtidos na
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faixa de temperatura em que ela comporta-se como um fluido newtoniano (30 — 60°C) foram
considerados na obten¢do dos parametros apresentados na Tabela 4.5. Quando os dados de
viscosidade em funcdo da temperatura em 20 e 25°C foram considerados, nao foi obtido um
ajuste satisfatdrio a relagdo de Arrhenius, visto que o coeficiente de correlagdo foi diferente da
unidade.

Observa-se também, na Tabela 4.5, uma energia de ativacdo de escoamento (Ea) mais
elevada para a gordura de leite em relagdo ao 6leo de soja, o que sugere uma influéncia da
temperatura na viscosidade ligeiramente maior para a gordura de leite (GRATAO; BERTO;

SILVEIRA JUNIOR, 2004).

4.1.7. Andlise do comportamento térmico das matérias-primas

Muitos estudos tém sido conduzidos para investigar o perfil térmico de dleos e
gorduras (NOOR LIDA; SUNDRAM; IDRIS, 2006; SHEN et al., 2001; TAN; CHE MAN,
2000). Dentre as técnicas empregadas para esta investigacdo, destaca-se a andlise por
calorimetria exploratoria diferencial (‘“Diferencial Scanning Calorimetry” — DSC), que é uma
técnica termo-analitica amplamente utilizada para avaliar varios componentes de alimentos
(NASSU; GONCALVES, 1999). Ela oferece vantagens perante outras técnicas calorimétricas
por promover uma medida direta das variagdes de energia, permitindo o acompanhamento das
alteracoes fisico-quimicas das amostras (TAN; CHE MAN, 2000).

As curvas de fluxo de calor em funcdo da temperatura, obtida por andlise de
calorimetria exploratdria diferencial, da fusdo do 6leo de soja e da gordura de leite s@o
apresentadas na Figura 4.2.

Na Figura 4.2a verifica-se a presenca de dois picos endotérmicos nas temperaturas de
-36,76°C e -23,72°C. Este resultado € préximo ao obtido por Tan e Che Man (2000). Estes
autores realizaram um estudo do comportamento térmico de vérios 6leos empregados para
fins alimenticios. Para o 6leo de soja, a curva de fluxo de calor de fusdo por temperatura
obtida no presente trabalho € semelhante a apresentada por eles, sendo as temperaturas dos
dois picos endotérmicos, no caso do trabalho destes autores, -39,60°C e -25,57°C.

O perfil térmico obtido para o 6leo de soja estd de acordo também com o previsto por
Nassu e Gongalves (1999), que relatam que este 6leo tem uma curva caracteristica de fusao

em torno de -25°C.
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Figura 4.2. Curvas de fluxo de calor em func¢io da temperatura, obtidas por andlise de
calorimetria exploratéria diferencial, da fusdo do 6leo soja (a) e da gordura de leite (b).
Na figura, Ti refere-se a temperatura inicial de fusdo e Tf refere-se a temperatura final de
fusao.

Na Figura 4.2b observa-se a presenca de picos endotérmicos, nas temperaturas de
7,12°C e 16,09°C e um platd entre 20°C e 32,70°C. Este resultado estd de acordo com o
relatado por Hunt e Buckin (2000), que relacionam a interpretacdo das medidas obtidas por
calorimetria exploratdria diferencial para a gordura de leite a existéncia de trés espécies de
fusdo predominantes de baixa fusdo (em torno de 281K ou 8°C), de média fusdo (entre 281 e
293K, ou seja, entre 8 e 20°C) e de alta fusao (acima de 293K, ou acima de 20°C).

Diversos autores estudaram o comportamento de fusdo da gordura de leite através da
andlise de calorimetria exploratéria diferencial (TEN GROTENHUIS et al., 1999;
SELLAPAN e AKOH, 2001; SHEN et al, 2001).

A curva de fluxo de calor da gordura de leite em funcdo da temperatura obtida no
presente trabalho tem perfil semelhante a observada por Ten Grotenhuis et al. (1999), que
obtiveram picos endotérmicos em 5°C e 15°C (mdximo) e um platd de 20 a 35°C. Esta mesma
curva € diferente da observada por Shen et al., (2001), pois no estudo realizado por estes
autores foi determinada a presenga de um pico maximo em aproximadamente 12°C, de dois
pequenos picos em torno de 3 e 7 °C, e um platd entre 15 e 34°C. Eles relatam que as
diferengas de perfis térmicos da gordura de leite encontradas em distintos estudos podem ser
explicadas por diferentes composi¢Oes e historicos térmicos das amostras, ou mesmos as
condi¢des utilizadas na andlise de calorimetria exploratéria diferencial, que afetam a

cristalizacao da gordura de leite.



De acordo com Tan e Che Man (2000), a complexidade do perfil térmico de 6leos e
gorduras € essencialmente devido a grande variedade de triacilglicer6is como seus principais
constituintes. Nas curvas de fusdo de 6leos e gorduras obtidas por calorimetria exploratdria
diferencial, caracteristicas complexas nao sdo facilmente interpretadas, e isto é conseqii€éncia
do fendmeno de polimorfismo de 6leos e gorduras que € fortemente dependente do histérico
térmico das amostras (CONI et al., 1994).

Como 6leos e gorduras sao uma mistura de muitos componentes, eles exibem uma
ampla faixa de fusdo ao invés de uma temperatura claramente definida. O ponto de fusdo de
uma gordura €, portanto, uma propriedade empirica relacionada a um método experimental de
determina¢do e ndo uma propriedade fisica, como o ponto de fusdo de um componente puro
(TIMMS, 1985).

O ponto de fus@o de gorduras pode ser determinado por varios métodos, tais como:
ponto de deslizamento (‘“slip point”), ponto de amolescimento (“softening point”), ponto de
gota (“dropping point”) ou ainda por andlise de calorimetria exploratdria diferencial (NASSU;
GONCALVES, 1999).

O ponto de fusdo determinado por esta ultima técnica pode ser considerado como a
temperatura inicial do pico principal presente na curva de fusdo de um 6leo ou gordura. Esta
temperatura pode ser determinada pela extrapolacdo até a linha de base da parte mais
inclinada do pico (AOCS, 2004; CEBULA; SMITH, 1992). Entretanto, existem outras
consideragdes para obtencdo deste resultado por esta técnica de andlise. Alguns autores
consideram como ponto de fusdo a temperatura na qual o fendmeno de fusdo termina, ou seja,
quando todos os cristais no estado sélido se tornam liquidos (NASSU; GONCALVES, 1999).

No presente trabalho, assim como Nassu e Gongalves (1999), considerou-se como
ponto de fusdo a temperatura na qual ocorre a fusdo completa de todo o material cristalino
presente nas matérias-primas em estudo, ou seja, a temperatura na qual termina o dltimo pico
presente na curva que representa o perfil de fusdo das amostras.

A andlise das curvas apresentadas na Figura 4.2 permitiu obter os resultados de
temperatura inicial de fusdo (T;), temperatura final de fusdao (Ty), faixa de temperatura de
fusdo (AT) e entalpia de fusdo (AHy) para o 6leo de soja e gordura de leite em estudo, estes

resultados sdo apresentados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Temperatura inicial de fusdo (T;), temperatura final de fusdo (Ty), faixa de
temperatura de fusdo (AT) e entalpia de fusdo (AHy) do 6leo de soja da gordura de leite,
obtidos por calorimetria exploratéria diferencial.

T; (°C) T: (°C) AT (°C) AH; (J/g)
Oleo de Soja -46,46 -3,19 43,27 88,09
Gordura de leite -31,73 40,51 72,24 98,36

Para o 6leo de soja o ponto de fusdo estimado foi -3,19°C, resultado que estd préximo
ao obtido por Nassu e Gongalves (1999) (-5,18°C), que também utilizaram a calorimetria
exploratdria diferencial para determinar o ponto de fusio do 6leo de soja desodorizado.

Os resultados apresentados na Tabela 4.6 de temperatura inicial de fusdo -46,46°C e de
faixa de temperatura de fusdo 43,27°C sdo semelhantes aos obtidos por Tan e Che Man
(2000), sendo que estes autores obtiveram como temperatura inicial de fusdo para éleo de soja
-46,11°C e como faixa de temperatura de fusdao 47,75°C.

Para a gordura de leite a fusdo teve inicio em -31,73°C e seu ponto final foi 40,51°C,
sendo a faixa total de temperatura de fusdo 72,24°C, muito mais elevada que para o 6leo de
soja (43,27°C), o que pode ser explicado pela maior complexidade de composi¢do da gordura
de leite.

Embora existam muitos dados de calores de fusdo de triglicerideos puros reportados
na literatura, existem limitados dados referentes aos calores de fusdao de 6leos e gorduras
naturais e, sendo assim, as entalpias de fusdao do dleo de soja e da gordura de leite foram
calculadas. Este cdlculo foi realizado através da integracdo da curva de calor especifico do
6leo de soja e da gordura de leite em fungdo da temperatura (APENDICE E). Os resultados de
entalpia encontrados foram 88,09J/g para o 6leo de soja e 98,36J/g gordura de leite, conforme
apresentado na Tabela 4.6.

A entalpia total associada a fusdo da gordura de leite € proxima a relatada por Timms
(1985), que apresenta como faixa de valores de entalpia de fusdo para a gordura de leite de
74,11 — 93,37kcal/kg. Entretanto este o resultado é diferente do obtido por Shen et al. (2001)
70,60]/g. Acredita-se que a diferenca de valores possa ser devido as diferentes composicoes
da gordura de leite bem como as distintas condi¢des de andlise.

Segundo Tan e Che Man (2000), por meio da aplicagdo de técnicas estatisticas e
matematicas os dados obtidos por calorimetria exploratéria diferencial podem ser utilizados

para vérias outras medidas. Dentre estas se destacam o contetido de gordura sélida, a detec¢ao
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de outras gorduras “estranhas” presentes em gorduras animais e em manteiga, a estimativa da
quantidade de saturagdes presentes em misturas transesterificadas e a quantificacdo do indice

de iodo em 6leos.

4.2. Avaliacdo das propriedades fisico-quimicas, de composicdo e de textura dos
produtos obtidos por transesterificacdo da gordura de leite com 6leo de soja catalisada
por lipase de Aspergillus niger

Apés a caracterizagdo inicial das matérias-primas, selecionou-se a lipase de
Aspergillus niger, para catalisar a reacdo de transesterificagdo da gordura de leite com 6leo de
soja. Esta enzima, adquirida em grau alimenticio com o nome comercial Lipase A, (Amano
Enzyme Inc., Nagoya, Japao), tem sido relatada em trabalhos da literatura para a catélise desta
reacdo (KALO et al, 1988; PABAI; KERMASHA; MORIN, 1995; LAI et al., 2000). A

caracterizacdo do biocatalisador € apresentada na secdo 4.2.1.

4.2.1. Caracteristicas do sitema imobilizado

A lipase de Aspergillus niger ¢ uma enzima de fonte microbiana que hidroliza acidos
graxos nas posicoes 1,3 do triglicerideo, e pode ser utilizada em reagdes de transesterificacdo
(MARANGONI, 2002). Na literatura esta lipase tem sido relatada para a transesterificacao de
gordura de leite em diferentes estudos. Kalo e colaboradores (1988), por exemplo, estudaram
o comportamento desta lipase, obtida comercialmente na forma livre e posteriormente
imobilizada em celite por adsor¢do, na transesterificacio da gordura leite dissolvida em
solvente (issoctano), sob temperatura de 35°C, em frascos agitados, determinando que a
enzima atuou de forma ndo especifica sob as condi¢cdes reacionais analisadas. Em outro
estudo, Pabai, Kermasha e Morin (1995) investigaram o desempenho da lipase de A. niger,
obtida por um processo fermentativo em laboratdrio, comparativamente a lipases de outras
fontes, na transesterificacdo da gordura de leite em um sistema de microemulsdo. Nesse
trabalho esta enzima foi a que atingiu o maior grau de transesterificacdo (26%), sendo
comprovado seu potencial para substituicdo de 4dcidos graxos hipercolesterolémicos (C12:0,
C14:0 e C16:0) na posicao sn-2 da gordura de leite por 4cidos graxos hipocolesterolémicos
(C18:0e C18:1).

No presente trabalho, a lipase de A. niger foi imobilizada por ligacdo covalente em

POS-PVA para aplicagdo na transesterificacio da gordura de leite com 6leo de soja. Na
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Tabela 4.7 sdo apresentadas os valores de umidade e atividade hidrolitica da lipase de A. niger

livre e imobilizada em POS-PVA, bem como o rendimento de imobilizagao.

Tabela 4.7. Caracteriticas da lipase de A. niger livre e imobilizada em POS-PVA.
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Umidade Atividade Hidrolitica Rendimento de imobilizacao
(%) (U/g) (%)
Livre 13,39 26567,19
Imobilizada 14,60 1682,32 34,91

Conforme pode ser observado, a umidade do sistema imobilizado foi cerca de 15%. O
conhecimento da umidade do sistema é de grande importancia, especialmente para aplicacdes
em esterificacOes e interesterificagdes em meios ndo aquosos (YADAV; DEVI, 2004). Neste
caso, elevados teores de d4gua podem resultar em reacdes de hidrdlise, ao invés da formacgao
do produto de interesse (XU, 2003).

Pode-se observar ainda na Tabela 4.7 que cerca de 35% da atividade hidrolitica da
lipase foi retida no suporte apds o processo de imobilizacdo. Isso significa que parte da
atividade foi perdida durante este procedimento, fato bastante comum em trabalhos com
enzimas (PAULA, 2008; SANTOS, 2008b). Cao, Langen e Roger (2003), relatam que a
imobilizacdo de enzimas em um suporte na maior parte dos casos leva a uma perda de mais de
50% de sua atividade. Esta perda de atividade pode ser explicada como sendo resultado da
interacdo da enzima com o suporte, bem como por efeitos de transferéncia de massa.

De acordo com do Georgio e Hubbell (1993), as caracteristicas cinéticas da enzima
imobilizada sdo afetadas por sua proximidade ao suporte, sendo que a natureza e extensao
desses efeitos dependem do processo de imobilizacdo. Ainda segundo estes autores, trés
formas de interacdo podem ser distingiiidas: (1) a ligagao da proteina na matriz pode resultar
em mudancas conformacionais que afetam a funcao catalitica; (2) o acesso do substrato ao
sitio ativo da enzima pode ser afetado por impedimento estérico do suporte e; (3) as
propriedades do suporte, como sua natureza hidrofilica ou hidrofébica, ou a presenca de
cargas fixas que afetam o modo de a¢do da enzima. Apesar de todos esses possiveis efeitos
que resultam em reducdo de atividade de enzimas submetidas a procedimentos de
imobilizacdo, deve-se destacar que a necessidade destes procedimentos ¢é justificada pelo

aumento da estabilidade, possibilidade de recuperagcdo e uso continuo do biocatalisador e



outras vantagens associadas ao uso enzimas imobilizadas (CAO; LANGEN; ROGER. 2003;
MATEQO et al, 2007). Além disso, para uso em meio organico a imobilizacdo € muitas vezes
um procedimento necessdrio para possibilitar a distribuicio homogénea da lipase no reator,
uma vez que esta € insolivel nestes meios e tende a formar aglomerados.

Como forma de avaliar as modifica¢des nas propriedades fisico-quimicas, de textura e
de composi¢do do produto obtido na reacdo de transesterficacdo da gordura de leite com dleo
de soja catalisada pela lipase de A. miger, os materiais de partida foram misturados em
diferentes proporcdes seguindo um planejamento experimental estatistico de misturas. As
varidveis resposta foram os indices de acidez, saponificacdo, iodo e perdxido, as propriedades
de textura, consisténcia e dureza e o grau de transesterificacdo calculado através da
composi¢ao em TAGs da mistura e dos produtos. Os resultados obtidos estdo apresentados a

seguir.

4.2.2. Avaliacdo do efeito da transesterificacdo enzimdtica nas propriedades fisico-quimicas
do produto obtido

Os indices de acidez, saponificacdo, iodo e per6xido das misturas fisicas da gordura de
leite com o6leo de soja e dos respectivos produtos transesterificados, referentes aos
experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico, sdo apresentados na
Tabela 4.8.

A andlise dos resultados indicou que, tanto para a mistura das matérias-primas quanto
para os produtos transesterificados, os indices apresentaram uma dependéncia linear com o
aumento da fracdo mdssica de gordura de leite, sendo possivel o ajuste de modelos que nao
apresentaram falta de ajuste e foram estatisticamente significantes a um nivel de confianca de
95%. Isso pode ser observado na Tabela 4.9, na qual € apresentada a andlise de varidncia
correspondente. H4 excecdo apenas para o indice de acidez do produto transesterificado, para
o qual ndo foi possivel o ajuste de um modelo linear satisfatério, ou seja, o mesmo nao foi
significante e apresentou falta de ajuste. Neste caso, testaram-se também os modelos

quadratico e cibico, ndo havendo, no entanto, um ajuste satisfatdrio.
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Tabela 4.8. Indices de acidez, saponificagdo, iodo e peréxido das misturas fisicas da gordura de leite com 6leo de soja e dos respectivos
produtos transesterificados correspondentes aos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico.

Fracdio massica Variaveis Resposta
Indice Indice Indice Indice
Experimento Gordura « de de de de
de Oleq de acidez saponificacao Iodo peroxido
Leite Soja (mgKOH/g) (mgKOH/g) (gl,/100g) (meq/1000g)
Mistura Produto Mistura Produto Mistura Produto Mistura Produto

1 0 1 0,15 7,66 187,56 190,03 117,99 120,65 1,71 1,87
2 0 1 0,16 5,20 192,08 192,79 122,48 121,09 1,89 2,24
3 0,25 0,75 0,38 4,87 198,23 201,68 97,13 99,72 1,30 2,24
4 0,33 0,67 0,37 2,77 199,29 199,32 90,43 91,18 1,20 1,49
5 0,50 0,50 0,49 3,00 204,08 205,64 77,70 77,70 1,03 1,68
6 0,67 0,33 0,56 8,68 202,88 212,71 61,73 62,47 0,54 1,49
7 0,75 0,25 0,63 3,69 205,05 214,85 54,36 55,59 0,32 0,93
8 1 0 0,87 4,25 215,32 224,85 31,27 32,00 0,19 0,56
9 1 0 0,90 4,55 216,54 226,11 34,41 32,04 0,28 0,46
10 1 0 0,92 4,36 221,48 223,09 33,20 34,69 0,19 0,54
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Tabela 4.9. Andlise de variancia para os indices de acidez, saponificacdo, iodo e peréxido das misturas fisicas da gordura de leite com 6leo de
soja e dos respectivos produtos transesterificados correspondentes aos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico.

Mistura Produto
SQ GL MQ F P SQ GL MQ F P
Modelo 0,72 1 072 367,1 <0,0001* 1,85 1 185 0,48 0,5064
fndice Erro residual 0,016 8  1,965x10” 30,58 8§ 382
de Falta de ajuste 0,014 5 2,879x10° 6,50 0,0772 27,51 5 5,50 5,37 0,0985
acidez Erro puro 1329x10° 3 4,429x10* 3,07 3 1,02
R’ 0,9787 0,0570
Modelo 991,92 1 991,92 90,52 0,0001* 1538,71 1 1538,71 434,59  <0,0001%*
ndice Erro residual 87,67 8 10,96 28,33 8 3,54
de Falta de ajuste 53,70 5 10,70 094 05577 19,91 5 398 1,42 0,4107
saponificacio  prrg pure 34,17 3 11,34 8,41 3 2,80
R’ 0,9188 0,9819
Modelo 1064238 1 1064238 46357 <0,0001*  10882,88 1  10882,88 1361943 <0,0001*
Indice Erro residual 18,37 8 2,30 6,39 8 0,80
de Falta de ajuste 3,30 5 0,66 0,13 09740 1,54 5 031 0,19 0,9470
iodo Erro puro 15,07 3502 4,885 31,62
R’ 0,9983 0,9994
Modelo 3,63 1 3,63 231,67 <0,0001% 3,69 1 3,69 52,62 <0,0001*
indice Erro residual 0,13 8 0016 0,56 8 0,070
de Falta de ajuste 0,10 5 0021 2,77 02153 0,49 5 0,097 3,95 0,1439
perdxido Erro puro 0,022 3 7432x10° 0,074 3 0,025
R? 0,9666 0,8680

Na Tabela: SQ — soma quadratica; GL — grau de liberdade; MQ — média quadratica. *p< 0,05.



De acordo com os valores de R> obtidos, mais de 91% da variabilidade experimental
pode ser explicada pelos modelos lineares relativos aos indices de acidez, saponificagdo, iodo
e peroxido para as misturas fisicas das matérias-primas. Observa-se também que, para os
produtos transesterificados, mais de 98% da variabilidade experimental pode ser explicada
pelos modelos relativos aos indices de saponificacio e iodo e mais de 87% no caso do indice
de peroxido.

Os modelos estatisticos obtidos para cada indice para as misturas e para os produtos

transesterificados sdo representados pelas equacdes da Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Equacdes que representam os modelos estatiticos ajustados para os indices de
acidez, saponificacao, iodo e peréxido em funcdo da fracdo massica das matérias-primas*

Variavel Mistura Produto transesterificado
Indice de acidez 0,86- X, +0,15-X,

Indice de saponificagio 216,15-X, +189,58- X, 223,92 X, +190,84 - X,
Indice de iodo 32,91 X, +119,93 X, 33,12-X, +121,11-X,
Indice de peréxido 0,14-X, +1,75 - X, 0,62 - X, +2,24-X,

*X1 e X, correspondem as fracdes massicas de gordura de leite e 6leo de soja, respectivamente.

O ajuste dos dados experimentais aos modelos pode ser melhor visualizado nas
Figuras 4.3(a-d) e 4.4(a-c), na qual sdo apresentados os resultados observados para cada
indice estudado em comparacdo aos resultados preditos pelos modelos ajustados para as
misturas e para os produtos transesterificados, respectivamente.

Observa-se que o ajuste dos dados experimentais de cada indice em relagdo a variacao
na quantidade de gordura de leite presente nas misturas fisicas das matérias-primas €
representado por uma reta, o que indica que a interac@o entre os componentes da mistura ndao
interfere nas respostas estudadas. Este resultado era esperado, e mostra que houve apenas
interacdo fisica entre os componentes da mistura, sem qualquer alteracdo quimica aprecidvel
nas condi¢Oes experimentais. Os resultados foram similares aos obtidos por Rodrigues (2002)
ao estudar a mistura entre gordura de leite e 6leo de milho. Naquele estudo o autor concluiu
que a mistura fisica entre os componentes indicou o ajuste dos dados a modelos lineares para

os indices de acidez, saponificagdo e iodo.
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Figura 4.3. Resultados Experimentais (pontos) e preditos pelos
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Para os produtos transesterificados, os ajustes dos dados experimentais para os valores
dos indices de saponificagdo, iodo e peréxido em relagdo a variacdo da quantidade de gordura
de leite presente nas misturas, também podem ser representados por uma reta.
Na Figura 4.5(a-c) é feita uma comparagao dos modelos obtidos para as misturas e

produtos transesterificados referentes aos indices de saponificacdo, iodo e perdxido.
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Figura 4.5. Modelos ajustados segundo planejamento estatistico para os indices de
saponifica¢do (a), iodo (b), e peréxido (c) em funcao da fragdo méssica de gordura de leite
para a mistura das matérias-primas e para os produtos transesterificados.

Observa-se que os modelos obtidos para os indices de saponifica¢do e iodo da mistura
das matérias-primas e dos produtos transesterificados sdo semelhantes. Além disso, pode-se
verificar que, para o caso do indice de iodo, houve sobreposi¢do dos modelos, indicando que a
reacdo ndo provocou qualquer alteragdo neste indice. No caso do indice de saponificagdo,
embora ndo seja observada perfeita sobreposicdo dos modelos, a diferenca entre os valores
preditos é desprezivel (menores que 3%). Isto ocorreu porque a transesterificagdo € uma

reacdo que promove somente a troca e redistribui¢do dos residuos de acidos graxos entre os



triacilglicerdis, resultando em produtos que apresentam a mesma massa molecular e a mesma
composi¢do em 4cidos graxos, porém com diferente composicdo em TAGs (NOOR LIDA et
al., 2002).

O mesmo nao foi observado para os indices de perdxido e acidez, sendo que para este
ultimo nao foi possivel o ajuste satisfatério de um modelo. Isso se deve ao fato de que as
mudancas na estrutura quimica obtidas através da reacdo influenciam estas duas respostas.

Os indices de peréxido dos produtos transesterificados foram pelo menos 30%
superiores aos observados para as misturas correspondentes, indicando que reacdes de
oxidag¢do ocorreram paralelamente a transesterificacao.

Os indices de acidez dos produtos transesterificados também foram superiores aos
resultados obtidos para as mesmas combinagdes de gordura e 6leo ndo transesterificada. Isto
demonstra a ocorréncia de hidrélise parcial dos triglicerideos, também indicada pela presenca
de odor caracteristico de 4dcidos graxos livres. Neste caso, a presenca de umidade no sistema

imobilizado, embora inferior a 15%, pode explicar a ocorréncia de hidrélise.

4.2.3. Avaliacdo do efeito da transesterificacdo enzimdtica nas propriedades de textura do
produto obtido

A textura da manteiga é um aspecto essencial para sua qualidade, sendo um dos quatro
fatores que determinam sua aceitabilidade pelo consumidor. Esta propriedade influencia sua
espalhabilidade, aparéncia, sabor, impressdes sensoriais na boca e adequac¢ao aos varios usos
(WRIGHT et al, 2001). Manteigas devem ser nem muito firmes nem muito macias, ndo
devem ser viscosas, gordurosas, escamosas, ou quebradicas (SHERMAN, 1976).

Neste trabalho, dentre as propriedades de textura foram selecionadas, para avaliar os
produtos transesterificados, a consisténcia e a dureza, cujos valores apresentam relagao
inversa com a espalhabilidade.

A consisténcia € um aspecto funcional importante das gorduras plésticas, que sdo
misturas de cristais de gordura sé6lida e 6leo liquido. A relacdo entre as duas fases e o carater
cristalino da fase sélida determina a consisténcia e a firmeza das amostras (SIMOES et al.,
1998). Em termos de impressdes sensoriais, consisténcia pode ser definida como o conjunto

de todas as sensacOes resultantes da estimulacdo dos receptores mecanicos e titeis,

especialmente na regidao da boca (BOURNER, 2002).
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Muitos instrumentos sdo utilizados para medida da consisténcia de gorduras plésticas,
destacando-se entre eles o penetrometro (DEMAN, 1976). Este aparelho originalmente foi
desenvolvido para medir a firmeza ou ponto de escoamento de materiais como petréleo
gelatinoso e betume, mas por muitos anos vem sendo vastamente utilizado para efetuar
medidas destas mesmas propriedades em margarinas, manteigas e outras gorduras plasticas.
Ele consiste de uma haste vertical unida a um cone que é submerso dentro de uma gordura
solida, sob a forca da gravidade, por um tempo padrdo, sendo medida a profundidade de
penetracdo (BOURNER, 2002). Esta resposta depende das propriedades geométricas
envolvidas na medida, bem como da massa e angulo do cone, da altura inicial do sensor e da
combinacdo das propriedades do material testado (VLIET, 1999).

Este é também uma espécie de teste de compressao (VLIET, 1999) e pode ser usado
para medir a maxima for¢a quando o sensor € submerso em uma amostra a uma velocidade
constante e com profundidade de penetracdo especificada. Neste caso a maxima forca pode
ser obtida em curvas de forca em fung¢do do tempo, como a mostrada na Figura 4.6, e o valor
desta forca ¢ utilizado para o célculo da consisténcia como “yield value”, conforme Equacado

3.9.

Figura 4.6. Curva caracteritica de forca em fun¢do do tempo obtida em testes de consisténcia
da mistura contendo 67% de gordura de leite e 33% de 6leo de soja, a temperatura de 10°C.
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Outros aparelhos para medir a textura incluem examinadores especiais de
espalhabilidade e sondas de fio cortante (DEMAN, 1976), sendo esta ultima empregada para
medida da dureza das amostras em estudo neste trabalho.

Dureza € uma caracteristica de um produto que dispde uma resisténcia substancial a
deformacdo ou quebra (BOURNER, 2002). A sonda de fio cortante pode ser utilizada sob
velocidade constante para cortar amostras de produtos derivados de leite. Uma grande
vantagem € que a drea da amostra em contato com o fio € constante durante todo o teste, o que
minimiza os efeitos de friccdo e adesdo entre o produto e a superficie da célula de teste
(VOISEY; DEMAN, 1976).

Uma curva caracteristica de forca em funcdo da profundidade de corte da sonda
utilizada em um teste de dureza de gordura € mostrada da Figura 4.7. Nesse caso, a dureza foi

expressa como sendo a forca média exercida para cortar a amostra, entre 8§ ¢ 16 mm de

profundidade, a temperatura de 10°C.
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Figura 4.7. Curva de for¢ca em funcao da profundidade de corte utilizada para a determinacdo
da dureza da mistura contendo 67% de gordura de leite e 33% de 6leo de soja, a temperatura
de 10°C.

A plasticidade de uma gordura, assim como a viscosidadede, é influenciada pela
temperatura da amostra e, por isso, € importante mencionar a temperatura de teste, bem como
os detalhes sobre as condi¢des experimentais (KLEINERT, 1976).

A consisténcia e a dureza das misturas e produtos transesterificados, sob temperatura

de 10°C, sdo apresentadas na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11. Consisténcia e dureza, obtidas sob temperatura de 10°C, para as misturas
fisicas de gordura de leite e 6leo de soja e para os produtos transesterificados
correspondentes referentes aos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento

estatistico.
Proporc¢ao massica Variaveis
Gordura Oleo Consisténcia Dureza
Amostra g de (gf/cm?) (of )
Leite soja Mistura Produto Mistura Produto

1 0 1 0 0 0 0
2 0 1 0 0 0 0
3 0,25 0,75 0 0 0 0
4 0,33 0,67 85 145 0 0
5 0,50 0,50 988 1211 82 56
6 0,67 0,33 3743 2134 309 169
7 0,75 0,25 4419 4405 506 300
8 1 0 9391 6932 1250 827
9 1 0 11514 8146 1216 882
10 1 0 10231 7593 1069 671

Na Tabela 4.11 é possivel notar que a consisténcia das misturas varia de 0 a 11514
gf/crn2 e que esta mesma propriedade para os produtos transesterificados encontra-se na faixa
de 0 a 8146 gf/crnz. A dureza das misturas variou de 82 a 1250 gf, enquanto que para os
produtos transesterificados este intervalo variou de 56 a 882gf.

Observa-se que para as amostras contendo de 75 a 100% e 67 a 100% de 6leo nao foi
possivel determinar a consisténcia e a dureza, respectivamente. Isso se deve ao fato de que
estas misturas apresentam-se fluidas na temperatura analisada, o que impossibilitou a
deteccao pelos sensores. Nestes casos, atribuiu-se o valor zero para estas propriedades.

Apenas a adicdo de 6leo de soja a gordura de leite conduziu a diminui¢do de pelo
menos 57% (mistura 7) tanto em sua consisténcia quanto em sua dureza. Estes resultados se
devem ao fato de que o acréscimo de um 6leo liquido a gordura de leite causa uma diluicao de
sua rede cristalina e, conseqiientemente, a formac¢ao de uma rede cristalina estruturalmente
mais fragil (RODRIGUES, GIOIELLI, ANTON, 2003).

As amostras contendo 33 a 50% de gordura de leite apresentaram um aumento de sua
consisténcia apds a transesterificacdo, enquanto que as amostras contendo de 67 a 100% de
gordura de leite apresentaram uma diminuicdo da consisténcia depois da reacdo. Para a

propriedade dureza observou-se um aumento apds a reacdo em todas as amostras estudas.
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Haighton (1959) estabeleceu critérios através dos quais € possivel comparar as
amostras analisadas em funcdo da propriedade subjetiva de espalhabilidade, sendo estes

critérios mostrados na Tabela 4.12.

Tabela 4.12.Avaliacdo de margarinas e “shortenings” por meio de sua consisténcia.

Consisténcia (gf/cm’) Avaliacao
<50 Muito macia,
50 - 100 Muito macia, ndo espalhdvel
100 - 200 Macia, mas ja espalhdvel
200 - 800 Satisfatéria plasticidade e espalhabilidade
800 — 1000 Dura, mas satisfatoriamente espalhavel
1000 — 1500 Muito dura, limite de espalhabilidade
> 1500 Muito dura

Fonte: (HAIGHTON, 1959).

Comparando os dados da Tabela 4.11 referentes as misturas aos critérios da Tabela
4.12, nota-se que a gordura de leite pura (misturas 8, 9 e 10) pode ser classificada segundo
Haighton (1959) como “muito dura”, pois apresentou, em média, consisténcia de 10379
gf/cm?, enquanto que a mistura 5 contendo 50% de gordura de leite, apresentou valor de
consisténcia entre 800 e 1000 gf/cmz, podendo assim ser classificada como um material duro,
mas que € “satisfatoriamente espalhdvel”.

Em relagdo aos critérios estabelecidos por Haighton (1959), o produto contendo 37%
de gordura de leite apresentou uma consisténcia entre 100 e 200 gf/cm2, sendo, portanto
“macio, mas ja espalhdvel”, enquanto que o valor de consisténcia do produto contendo 50%
de gordura de leite encontra-se na faixa de 1000 a 1500gf/cm?, podendo assim ser classificado
como “muito duro, mas que ainda estd no limite de espalhabilidade”. Os demais produtos
contendo de 67 a 100% de gordura tém resultados de consisténcia maiores que 1500gf/cm?,
sendo assim considerados como materiais “muito duros”.

Com relacdo a andlise estatistica das propriedades de textura, observou-se que tanto a
consisténcia quanto a dureza das misturas e dos produtos transesterificados apresentaram uma
dependéncia quadritica com o aumento da fracdo mdssica de gordura de leite. Os modelos
obtidos ndo apresentaram “falta de ajuste” e foram estatisticamente significantes a um nivel
de confianga de 95%. Isso pode ser observado na Tabela 4.13, na qual € apresentada a anélise

de variancia correspondente.



Tabela 4.13. Andlise de variancia para consisténcia e dureza (sob temperatura de 10°C) das misturas fisicas de gordura de leite e 6leo de soja e

produtos transesterificados correspondentes referentes aos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico.

Mistura Produto
SQ gl MQ F p SQ gl MQ F p
Modelo 1,942x10° 2 9,711x107 246,76  <0,0001* 1,025 x10% 2 5,126x107 246,76  <0,0001*
Mistura linear 1,658 x10° 1 1,658x10" 42123  <0,0001* 8,988x107 1 8,988x10" 401,66  <0,0001*
X;. X, 2,845x10" 1 2,845x10" 72,28  <0,0001% 1,263x10" 1 1,263x10" 56,44  <0,0001*
Consisténcia  Erro residual 2,755x10° 7 3,935x10° 1,566x10° 7 2,238x10°
Falta de ajuste 4,691x10° 4 1,173x10° 0,15 0,9488 8,276x10° 4 2,069x10° 0,84 0,5806
Erro puro 2,860x10° 3 7,619x10° 7.388x10° 3 2,463x10°
R? 0,9860 0,9849
Modelo 2,552x10° 2 1,276x10° 336,47  <0,0001* 1,157x10° 2 5,787x10° 125,68  <0,0001*
Mistura linear 2,115x10° 1 2,115x10° 557,65  <0,0001* 9,377x10° 1 9,377x10° 203,64  <0,0001*
X;. X, 4372x10° 1 4,372x10° 115,29 <0,0001* 2,197x10° 1 2,197x10° 47,72 0,0002*
Dureza Erro residual 26543,77 7 3791,97 32232,95 7 4604,71
Falta de ajuste 8017,00 4 2004,25 0,32 0,8473 8272,29 4 2068,07 0,26 0,8876
Erro puro 18526,77 3 6175,59 23960,67 3 7986,89
R? 0,9897 0,9729

Na Tabela: SQ — soma quadrética; GL — grau de liberdade; MQ — média quadratica. *p< 0,05.
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A Tabela 4.13 mostra que a falta de ajuste para os modelos relativos tanto a
consisténcia quanto a dureza apresentou valores de p acima de 0,05, o que demonstrou que
ndo foi significativa para ambas as varidveis. Nota-se que para as duas propriedades, tanto o
termo correspondente a mistura linear quanto os termos que representam a interagao
quadratica dos componentes, apresentaram valores de p inferiores a 0,05, o que indica que
estes termos sdo significativos para o modelo e que ha interacdes entre os componentes da
mistura que interferem nas repostas estudadas. Observando-se os valores de R* na Tabela
4.13, verifica-se que pelo menos 97% da variabilidade experimental pode ser explicada pelos
modelos ajustados para a mistura das matérias-primas e produtos transesterificados.

Os modelos estatisticos obtidos para as propriedades de textura das misturas e

produtos transesterificados sao representados pelas equagdes da Tabela 4.14.

Tabela 4.14. Equacdes que representam os modelos estatiticos ajustados para os indices de
acidez, saponificacdo, iodo e peréxido em funcao da fracdo massica das matérias-primas™.

Variavel Mistura Produto transesterificado
Consisténcia 10336-X, +74-X, -15716:X, - X, 7596-X,-2,6-X, -10472-X, - X,
Dureza 1170-X, +18-X, -1948-X, - X, 782-X,+18-X, 1381 X, - X,

*X, e X, correspondem as fracdes mdssicas de gordura de leite e 6leo de soja, respectivamente.

Observa-se que os coeficientes relativos a interagdo entre os componentes nos
modelos obtidos sdo negativos, mostrando que a mesma correspondeu a um efeito antagdnico
as respostas avaliadas.

O ajuste dos dados experimentais aos modelos pode ser melhor visualizado nas
Figuras 4.8 (a-b) e Figuras 4.9 (a-b), nas quais s@o apresentados os resultados observados para
ambas as propriedades de textura estudadas em comparacdo aos resultados preditos pelos
modelos ajustados para as misturas e produtos transesterificados, respectivamente. Conforme

pode ser notado a dureza teve uma tendéncia de variacdo similar a observada para a

consisténcia, tanto para a mistura quanto para os produtos transesterificados.
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Figura 4.8. Resultados experimentais (pontos) e preditos pelos modelos (linhas cheias)
ajustados segundo planejamento estatistico para consisténcia (a) e dureza (b) em funcao da
fracdo massica de gordura de leite na mistura fisica das matérias-primas.
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Figura 4.9. Resultados experimentais (pontos) e preditos pelos modelos (linhas cheias)
ajustados segundo planejamento estatistico para consisténcia (a) e dureza (b) em funcao da
fracdo massica de gordura de leite nos produtos transesterificados.

A fim de verificar os efeitos da transesterificagcdo nas propriedades de textura dos
produtos estudados, foram construidos os graficos apresentados na Figura 4.10(a-b), nos quais
podem ser observados, comparativamente, os modelos obtidos para consisténcias e dureza das

misturas e produtos transesterificados, respectivamente.
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Figura 4.10. Modelos ajustados segundo planejamento estatistico para consisténcia (a) e
dureza (b) em funcdo da fragdo madssica de gordura de leite, para a mistura das matérias-
primas comparativamente aos produtos transesterificados.

Na Figura 4.10 nota-se que a transesterificacdo promoveu uma diminui¢do tanto da
consisténcia quanto da dureza nas misturas que possuem mais de 50% de gordura de leite em
sua composicdo, sendo que as misturas que contém fragdes de gordura abaixo dessa
porcentagem, praticamente ndo sofreram alteracdes nessas propriedades apds a reagao.

Acredita-se que as diferencas nas propriedades de textura sejam devido as distintas
composi¢des em triacilglicerdis observadas para o produto em relagdo a mistura. Sabe-se que
a composi¢do em triacilglicerdis pode ser responsavel pela formacdo de diferentes tipos de
cristais durante o processo de resfriamento e recristalizacdo da gordura, influenciando
fortemente a textura do produto. Os triglicerideos da gordura de leite contém 4cidos graxos de
cadeia curta e média e cristalizam na forma beta-prima, enquanto o 6leo de soja contém
acidos graxos de cadeia longa e tende a cristalizar na forma beta. Assim, na secdo a seguir €
discutida a composicdo em TAGs dos produtos transesterificados comparativamente as

misturas correspondentes.

4.2.4. Avaliagdo do efeito da transesterificacdo enzimdtica na composi¢cdo do produto obtido

Na Figura 4.11 é apresentado o perfil de triacilglicerideos (TAGs), com base no
numero total de carbonos dos residuos de acidos graxos presentes, na gordura de leite e no
Oleo de soja, bem como nas misturas dessas matérias-primas nas diferentes proporcdes

estudadas neste trabalho.
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Figura 4.11. Composi¢do TAGs das misturas de gordura de leite e 6leo de
soja contendo, percentualmente, 100:0; 75: 25; 67:33; 50:50; 33:67; 25:75 ¢
0:100 desses componentes, respectivamente.

Verifica-se que apenas a adicdo de 6leo de soja a gordura de leite conduziu a reducao
da concentragdo dos triglicerideos C3p a Csp € ao aumento da concentragdo dos triglicerideos
de Cs;, e Csy, caracteristicos desse 6leo.

A Figura 4.12 (a-j) mostra as concentragdes de triglicerideos das misturas fisicas e
produtos transesterificados da gordura de leite com o 6leo de soja nos experimentos
conduzidos de acordo com o planejamento estatistico.

As amostras 1 e 2 correspondem ao 6leo de soja puro, enquanto que as amostras 3, 4 e
5 correspondem as misturas com 25, 33, e 50% de gordura de leite respectivamente. Ao
observar a Figura 4.12 fica evidente que para estas amostras ndo hd grandes mudangas no
perfil de TAGs comparando-se as misturas aos produtos transesterificados. Isso se reflete
também nos resultados de textura (consisténcia e dureza), tendo em vista que estatisticamente
para amostras cuja fracdo madssica de gordura de leite € inferior a 0,50 tanto a consisténcia
quanto a dureza mostram praticamente os mesmos resultados para as misturas e produtos

transestificados, como ja discutido na se¢do anterior 4.2.3.
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Figura 4.12. Concentragdes de trigicerideos (em nimero de carbonos) obtidos para as misturas fisicas e produtos transesterificados da

gordura de leite e o 6leo de soja nos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico para as amostras contendo 0%(a)

e (b), 25% (c) e 33%(d) de gordura de leite.
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Continua Figura 4.12. Concentragdes de trigicerideos (em nimero de carbonos) obtidas para as misturas fisicas e produtos
transesterificados da gordura de leite e o 6leo de soja nos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico para as

amostras contendo 50%(e), 67%(f), 75%(g) e 100%(h) de gordura de leite.
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Conclusao Figura 4.12. Concentragdes de trigicerideos (em nimero de carbonos) obtidas
para as misturas fisicas e produtos transesterificados da gordura de leite e o 6leo de soja
nos experimentos conduzidos de acordo com o planejamento estatistico para as amostras

contendo 100% (i) e (j) de gordura de leite.

As amostras 6 e 7 correspondem as misturas com 67 e 75% de gordura de leite
respectivamente, enquanto que as amostras 8, 9 e 10 correspondem a gordura de leite pura.
Observa-se na Figura 4.12 que a reagdo dessas misturas promoveu modificagdes no perfil
de TAGs, conduzindo de forma geral a diminui¢do na concentracdo dos triglicerideos Cs4-
Css e Csq € a0 aumento na dos triglicerideos Cy4-C3p € Cua-Csp, sendo que as maiores
alteracoes foram observadas para as amostras 6 e 7.

Como forma de avaliar quantitativamente as mudangas ocorridas nas concentragdes

dos TAGs dos produtos obtidos, o grau de transesterificacio das amostras apds 72h de
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reacdo foi calculado segundo a Equacdo 3.10 e os resultados sdo apresentados na Tabela
4.15.

Tabela 4.15. Grau de transesterificacdo dos produtos resultantes da reac@o entre a gordura
de leite e 6leo de soja para os experimentos conduzidos de acordo com o planejamento.

Proporc¢ao massica Grau
Amostra Gordura Oleo de
de de transesterificacio
Leite soja (%)
1 0 1 3,67
2 0 1 3,00
3 0,25 0,75 5,75
4 0,33 0,67 3,90
5 0,50 0,50 6,67
6 0,67 0,33 10,75
7 0,75 0,25 7,55
8 1 0 4,74
9 1 0 5,73
10 1 0 5,15

Na Tabela 4.15 observa-se que o grau de transesterificacdo variou de 3,00 a 10,75%,
sendo que os menores resultados foram apresentados para amostras 1 e 2 que continham
apenas o6leo de soja puro. Pode-se notar uma tendéncia de aumento do grau de
transesterificacdo a medida que a concentracdo de gordura de leite cresce, até o ponto em
que a mesma chega aos 67% (amostra 6) e este grau passa a decrescer novamente para as
mais altas concentracdes de gordura.

As amostras contendo gordura de leite pura apresentaram um grau de
transesterificacdo mais elevado em relacdo ao dleo puro. Acredita-se que este fator esteja
diretamente ligado a especificidade da enzima, que pode ser capaz de atuar de forma mais
efetiva em substratos contendo acidos graxos de cadeia curta e média, no caso a gordura de
leite, em comparagdo a substratos nos quais os acidos graxos de cadeia longa sao as
substancias mais expressivas, tais como o 6leo de soja. De acordo com Uhlig (1998) a
atuacdo dessa enzima pode variar dependendo da isoenzima presente. Este autor mostra que
as isoenzimas de A. niger cujo peso molecular estd em torno de 31 kDa atuam de forma
especifica em substratos que contém &acidos graxos de cadeia longa, enquanto que as lipases

dessa mesma fonte cujo peso molecular estd em torno de 19kDa agem de forma especifica
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em substratos que contém 4cidos graxos de cadeia curta. Sendo assim, pode-se supor que as
mudancas promovidas através da transesterificacdo no perfil de triglicerideos e,
consequentemente, na textura das misturas que continham maior por¢ao de gordura de leite
(amostras 6, 7, 8, 9 e 10) tenham ocorrido devido a acdo especifica da enzima. Neste caso,
pode-se explicar também porque as misturas contendo maior quantidade de 6leo de soja ndao
sofreram praticamente alteracdes em seu perfil de TAGs e em sua textura, ja4 que esta
enzima ndo atuaria nesse substrato.

O maior grau de transesterificacdo foi obtido para a mistura contendo 67% de
gordura de leite. Esse € um resultado bastante interessante, pois mostra que € possivel
transesterificar misturas de gordura de leite com o6leo de soja contendo um elevado
conteido de gordura, o que preserva mais suas caracteristicas organolépticas e permite
também a obten¢do de um produto com melhor espalhabilidade em comparacdo a simples
mistura fisica com igual composicdo. Além disso, € interessante notar que o maior grau de
reacdo foi obtido para uma mistura de gordura e 6leo e ndo para gordura pura, o que
permite a insercao ao produto dos 4cidos graxos insaturados presentes em maior quantidade
no 6leo de soja em comparagdo a manteiga.

Com relagdo a andlise estatistica do grau de transesterificacdo dos produtos, os
resultados obtidos indicaram uma dependéncia cubica desta varidvel com o aumento da
fracdo mdéssica de gordura de leite, com modelo estatisticamente significante a um nivel de
confianca de 95%. Isso pode ser observado na Tabela 4.16, na qual € apresentada a anédlise

de variancia correspondente.

Tabela 4.16 — Andlise de variancia para o grau de transesterificacao (correspondente as 72h
de processo) dos produtos da reagcdo da gordura de leite com 6leo de soja nos experimentos
conduzidos de acordo com o planejamento estatistico.

SQ gl MQ F P
Modelo 36,23 3 12,08 6,66 0,0245%*
Mistura linear 4,89 1 4,89 2,70 0,1516
X, X, 20,00 1 20,00 11,02 0,0160%*
X, X, (X,-X,) 983 1 9,83 5,42 0,0588
Erro residual 10,88 6 1,81
Falta de ajuste 10,43 3 3,48 23,04 0,0142*
Erro puro 0,45 3 0,15
R’ 0,7690

Na Tabela: SQ — soma quadratica; GL — grau de liberdade; MQ — média quadratica. *p< 0,05.
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Observando-se o valor de R? na Tabela 4.16, pode-se notar que pelo menos 77% da
variabilidade experimental pode ser explicada pelo modelo ajustado para o grau de
transesterificacdo dos produtos, apesar da significancia da falta de ajuste. O modelo

estatistico obtido para esta variavel € representado pela Equagdo 4.5.

Grau de Transesterifica¢io (%) = 4,78 X, +3,42-X, +13,19-X, - X, +19.89 X, X, - (X - XZJ Equacao 4.5

Em que: X, = fracdo mdssica de gordura de leite; X, = fracdo méssica de 6leo de soja.

O ajuste dos dados experimentais ao modelo pode ser melhor visualizado na Figura
4.13, na qual sdo apresentados os resultados observados em comparagdo aos resultados

preditos pelos modelos ajustados para o grau de transesterificacao.

OI,O 0:2 0,4 0:6 0:8 1 :0
Fragdo massica de Gordura de leite

Grau de transesterificagao (%)

Figura 4.13.Resultados experimentais (pontos) e preditos pelos modelos (linhas cheias)
ajustados segundo planejamento estatistico para o grau de transesterificacdo dos produtos.

Observa-se uma dependéncia ndo linear do grau de transesterificacdo em relagdo a
propor¢do dos componentes nos produtos transesterificados, indicando que a varidvel em
estudo € susceptivel as interagdes entre a gordura de leite e o 6leo de soja.

Um outro fator muito importante para a realizacdo de reacdes de transesterificacao
enzimadtica e que pode interferir na concentracdo de triglicerideos € a quantidade de dgua

presente no meio reacional. Em ambientes cuja concentragdo de dgua € elavada ha o

predominio de reagdes de hidrélise, enquanto que em ambientes com baixo contetido de

98



99

dgua é predominante a formacao de ésteres. A transesterificacdo requer um balanco dessas
duas reacOes para ser efetiva (ROSSEAU; MARANGONI, 1998). Sendo assim julgou-se
interessante avaliar o grau de hidrélise das amostras retiradas do meio recional ao longo do

tempo e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 4.14.

Grau de Hidrdlise (%)

Figura 4.14. Grau de hidrdlise das amostras retiradas do meio recional ao longo do
tempo para as reacOes de transesterificacdo da mistura de gordura de leite e 6leo de soja nas
seguintes proporcoes, respectivamente: 0:100 (—=—) e ( );25:75 (—*);33:67
( );50:50 (—*—);67:33 (— 7 );75:25 (——);100:0 (—* ), (— T )e(—').

Observa-se uma tendéncia de aumento do grau de hidrdlise até 24h de reacdo em
todos os casos, sendo que apds este tempo pode-se notar pouca variacdo nos valores do
mesmo para todas as reagdes estudadas. Os maiores graus de hidrélise foram obtidos nas
reacoes 2 e 6, cujos produtos continham 0 e 67% de gordura de leite, respectivamente. Os
menores resultados de hidrdlise foram obtidos para os produtos das reacdes 4 e 5, que
continham fragdes massicas de gordura de 0,33 e 0,50 nesta ordem. As demais reacdes
apresentaram graus de hidrdlise intermedidrios aos valores obtidos para os experimentos
citados.

De forma geral, os produtos apresentaram um baixo grau de hidrélise, tendo este
variado de 0,90 a 3,76% para as amostras retiradas em 72h de reacdo. Este resultado pode
ser devido ao sistema inerte, com atmosfera seca, garantido através da inser¢do de

nitrogénio gasoso ao meio reacional durante toda a reacdo e também pelo fato de que a



umidade do sitema imobilizado foi mantida abaixo de 15%, para assegurar que a quantidade

de 4gua no meio reacional fosse reduzida.

4.2.5. Avaliagdo global dos resultados obtidos

Considerando-se ser desejavel a obtencdo de um produto que, apesar de incoporar
parte dos acidos graxos insaturados e essenciais presentes no 6leo de soja, mantivesse as
caracteriticas organolépticas da manteiga e apresentasse boa espalhabilidade sob
temperatura de refrigeracdo, foi realizada uma andlise global dos resultados obtidos
visando-se a escolha da composicao adequada da mistura transesterificada.

O produto com maior teor de gordura de leite, e que, assim, preserva em maior grau
suas caracteriticas organolépticas, mas que ainda manteve-se na faixa de espalhabilidade
conforme classificagdo de Haighton (1959) (Tabelas 4.11 e 4.12) corresponde ao material
obtido a partir da mistura contendo 50% de cada matéria-prima. Porém, o produto obtido a
partir da mistura contendo 67% de gordura de leite, cujo grau de transesterificacdo foi o
mais elevado, apesar de apresentar valor de consisténcia dentro do nivel considerado por
Haighton como “muito duro” e “na@o espalhdvel”, mostrou satisfatéria espalhabilidade, sob
temperatura de 10°C, quando observado visualmente e aplicado, com auxilio de uma faca,
sobre alimentos tais como biscoito. Sendo assim, julgou-se interessante a comparacdo da
consisténcia e dureza desses dois produtos com os resultados dessas mesmas propriedades
obtidos para as misturas fisicas das matérias-primas correspondentes, bem como os
resultados obtidos para a manteiga comercial empregada como material de partida e para a
gordura de leite anidra obtida a partir desta. Os dados correspondentes sdo apresentados na
Tabela 4.17.

Tabela 4.17. Consisténcia e dureza de misturas fisicas entre gordura de leite e 6leo de soja
e os respectivos produtos transesterificados obtidos no presente trabalho em relacdo a
manteiga.

Gordura 50% de Gordura 67 % de Gordura de

leite
pura Mistura  Produto Mistura Produto
Consisténcia* 1,00 1,67 0,16 0,20 0,60 0,34
Dureza* 1,00 4,74 0,33 0,23 1,24 0,68

*valores relativos a manteiga

100



Conforme Tabela 4.17, a godura de leite apresenta valores de consisténcia e dureza
mais elevados em comparacdo a manteiga, o que pode ser atribuido a presenga de cerca de
16% de dgua nesta dltima. Com relagdo aos produtos obtidos, a transesterificagdo promoveu
um aumento na espalhabilidade em comparacdo a manteiga e a gordura de leite pura,
evidenciado pela reduc¢do nos valores de consisténcia e dureza. Para o produto contendo
67% de gordura, observa-se também que hd reducdo nos valores destas propriedades em
comparacdo a simples mistura fisica de 6leo na gordura, a qual apresentava inclusive maior
valor de dureza que a manteiga. Este resultado comprova a possibilidade de obten¢do de um
produto com melhor espalhabilidade, mantendo-se elevado teor de gordura de leite e,
portanto, suas caracteristicas sensoriais desejaveis. Além disso, observou-se visualmente
que a reagdo de transesterificacdo melhorou o aspecto dos produtos em relacdo a simples
mistura, resultando em produtos de aparéncia mais homogénea e menos granular. Estas
observacgdes indicaram que o produto obtido a partir da mistura com 67% de gordura de
leite apresenta caracteriticas melhores que o obtido a partir da mistura com 50% de cada
matéria-prima. Pode ser observado ainda nos dados da Tabela 4.17 que este produto
apresentou uma reducdo de quase metade da consisténcia e da dureza apds a reacdo em
relac@o a mistura inicial.

A Tabela 4.12 foi desenvolvida por Haighton no ano de 1959 para produtos tais
como margarina e ‘“shortenings”, provenientes de produtos hidrogenados e, sendo assim
esta Tabela foi utilizada neste trabalho como um pardmetro de comparagdo para obtengdao
de um material espalhavel. Entretanto, é importante destacar que esta tabela nao foi feita
fundamentada em produtos transesterificados a base de gordura de leite, e por isso podem
existir divergéncias entre os parametros nela estabelecidos e os determinados
sensorialmente em laboratdrio para produtos como o desenvolvido no presente tranbalho.

Assim, acredita-se que héd necessidade de novos testes mais precisa da composicao
adequada a ser empregada nas reacdes. Com os resultados obtidos, pode-se indicar que a
transesterificacio de misturas contendo 50-67% de gordura de leite correspondeu ao
mellhor produto, sendo esta faixa de composicdo a que resultou em um material mais

espalhavel em comparagdo a manteiga ou a gordura de leite, porém com elevado teor desta.
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5. CONCLUSOES

O presente projeto teve como objetivo avaliar o efeito da transesterificacido
enzimatica da gordura de leite com Oleo de soja na composi¢do e na textura do produto
alimenticio obtido, empregando como catalisador uma preparacdo de lipase previamente
imobilizada em suporte hibrido polissiloxano — dlcool polivinilico obtido pela técnica sol-
gel. Considerou-se desejavel a obtencdo de um produto que, apesar de incoporar parte dos
acidos graxos insaturados e essenciais presentes no Oleo de soja, mantivesse as
caracteriticas organolépticas da manteiga e apresentasse boa espalhabilidade sob

temperatura de refrigeracdo. Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

v' Com relagdo a caracterizagdo das matérias-primas, observou-se que as mesmas
apresentavam-se de acordo com as normas brasileiras, excecao feita ao indice de iodo para

o 6leo de soja, cujo valor foi um pouco menor que o estabelecido pela legislacao;

v Quando avaliados em um planejamento estatistico de misturas, os indices de acidez,
saponificagdo, peroxido e iodo apresentaram como resultado uma dependéncia linear com o
aumento da fracdo mdssica de gordura de leite tanto para a mistura das matérias-primas
quanto para os produtos transesterificados. Para o indice de acidez do produto
transesterificado, no entanto, ndo foi possivel o ajuste de um modelo satisfatério. Os
modelos obtidos para os indices de saponificagdo e iodo da mistura das matérias-primas e
dos produtos transesterificados foram semelhantes, mostrando que a reagdo promoveu
somente a troca e redistribuicdo dos residuos de 4cidos graxos entre os triacilglicerdis,
resultando em produtos que apresentam a mesma massa molar e composi¢do em &acidos
graxos. Os indices de peroxido dos produtos transesterificados foram pelo menos 30%
superiores aos observados para as misturas correspondentes, indicando que reagdes de
oxidag@o ocorreram paralelamente a transesterificacdo. Os indices de acidez dos produtos
transesterificados também foram superiores aos resultados obtidos para as mesmas
combinagdes de gordura e 6leo ndo transesterificada, o que demonstrou a ocorréncia de
hidrdlise parcial dos triglicerideos, também indicada pela presenga de odor caracteristico de

acidos graxos livres;
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v" Em relagdo a avalia¢do das propriedades de textura, foi observado que apenas a adigdo
de 6leo de soja a gordura de leite conduziu a diminuicdo de pelo menos 57% tanto em sua
consisténcia quanto em sua dureza. Quando estudadas com o auxilio do planejamento
estatistico, a consisténcia e a dureza das misturas e dos produtos transesterificados
apresentaram uma dependéncia quadratica com o aumento da fracdo mdssica de gordura de
leite. Nos modelos obtidos, os coeficientes relativos a interagdo entre os componentes
foram negativos, mostrando que a mesma correspondeu a um efeito antagdnico as respostas
avaliadas. Estatisticamente foi observado que a transesterificacdo promoveu uma
diminui¢do tanto da consisténcia quanto da dureza nas misturas que possuem mais de 50%
de gordura de leite em sua composi¢do, sendo que as misturas que contém fracdes de
gordura abaixo deste valor praticamente nao sofreram alteracdes nessas propriedades apds a

reacao;

v' A avaliagdo da composi¢do dos produtos obtidos por mistura e transesterificagdo
permitiu observar que a simples adicdo de 6leo de soja a gordura de leite conduziu a
reducdo da concentracdo dos triglicerideos C3p a Csp € a0 aumento da concentracdo dos
triglicerideos de Cs; e Cs4. As amostras correspondentes ao 6leo de soja puro e as misturas
contendo 25, 33, e 50% de gordura de leite ndo apresentaram mudangas expressivas no
perfil de TAGs comparando-se as misturas aos produtos transesterificados, enquanto que as
amostras correspondentes a gordura de leite pura e as misturas com 67 e 75% de gordura de
leite apresentaram modificacdes no perfil de TAGs, mostrando de forma geral diminui¢ao
na concentracio dos triglicerideos C34-C3s € Css € aumento na dos triglicerideos Cps-Csg €

Cus-Cso;

v As amostras contendo gordura de leite pura apresentaram um grau de transesterificagdo
mais elevado em relacdo ao 6leo puro, o que pode estar diretamente ligado a especificidade
da enzima por 4cidos graxos de cadeia média. O maior grau de transesterifica¢io foi obtido
para a mistura contendo 67% de gordura de leite. Quando avaliado estatisticamente, o grau
de transesterificacdo dos produtos apresentou uma dependéncia ctbica com o aumento da

fragdo massica de gordura de leite;
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v No processo de transesterificagio, observou-se uma tendéncia de aumento do grau de
hidrélise até 24h de reagdo em todos os casos, permanecendo este praticamente constante
apos este tempo. De forma geral, os produtos apresentaram um baixo grau de hidrdlise, o
que estd relacionado ao uso de atmosfera de nitrogénio isenta de umidade e a baixa umidade

do derivado imobilizado empregado;

v" Os resultados indicaram que a transesterificacio de misturas contendo 50-67% de
gordura de leite correspondeu ao melhor produto, sendo esta faixa de composicdo a que
resultou em um material mais espalhdvel (sob temperatura de refrigeracdo) em comparagao

a manteiga ou a gordura de leite, porém com elevado teor desta.

De forma geral este trabalho demonstrou ser possivel efetuar a tranesterificagdo de
misturas de gordura de leite com 6leo de soja contendo um elevado conteiido de gordura, o
que possibilita preservar grande parte de suas caracteristicas organolépticas. Além disso,
foi possivel a obtencao de um material com melhor espalhabilidade sob temperatura de
refrigeracio em comparagio a simples mistura fisica com igual composicdo. E interessante
notar também que os melhores resultados foram obtidos para misturas de gordura e 6leo e
ndo para gordura pura, 0 que permitiu a incorporacdo no produto dos dcidos graxos

insaturados presentes em maior quantidade no 6leo de soja em comparagdo a manteiga.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Uso de ferramentas de andlise sensorial para avaliagdo das propriedades
organolépticas e da aceitabilidade do produto alimenticio obtido por

transesterificacao enzimatica;

Avaliacdo do potencial de uso de outros 6leos comestiveis disponiveis no Brasil

para transesterificacdo enzimética com gordura de leite;

Avaliacdo das condi¢des reacionais visando a maximizacdo do desempenho do

Pprocesso;

Avaliacdo do emprego de reagdes assistidas por microondas visando a diminui¢ao

no tempo de reacao.
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APENDICES

APENDICE A - Curvas de ajuste dos dados de tensdo de cisalhamento (t) em funcdo da
taxa de deformacao (), obtidos para as matérias-primas de acordo com a lei de poténcia
para cada temperatura estudada.
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Continua APENDICE A - Curvas de ajuste dos dados de tensao de cisalhamento (T) em
func¢ao da taxa de deformacao (), obtidos para as matérias-primas de acordo com a lei de
poténcia para cada temperatura estudada.

117

Oleo de soja (40°C)

Oleo de soja (45°C)

14 1,4
1,3 1 1,3
y = 1,0077x - 0,5531 y = 1,0076x - 0,6186
1,2 4 1,2
IC) C
114 11
2 g
1,0 4 1,0
09 0,9 1
0,8 r r . r r 0,8 T T T . .
1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 1,4 1,5 1,6 1,7 1,8 1,9 2,0
log (v) log ()
Oleo de soja (50°C) Oleo de soja (55°C)
1.4 1,4
2 = 1,0045x - 0,7061 131
y=1 ’ y =1,0129x - 0,7713
1,2 12
c C
E g 11
1,0 1 10
0,9 0,9
0,8 0,8

1,6 1,7 1,8 1,9 2,0 2,1
log (v)

2,1




Continuacio APENDICE A - Curvas de ajuste dos dados de tensdo de cisalhamento (7)
em fun¢do da taxa de deformacdo (%), obtidos para as matérias-primas de acordo com a lei
de poténcia para cada temperatura estudada.
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Continuacio APENDICE A - Curvas de ajuste dos dados de tensdo de cisalhamento (7)
em fun¢do da taxa de deformacdo (%), obtidos para as matérias-primas de acordo com a lei

de poténcia para cada temperatura estudada.
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Conclusio APENDICE A - Curvas de ajuste dos dados de tensdo de cisalhamento (T) em
fun¢do da taxa de deformacao (), obtidos para as matérias-primas de acordo com a lei de
poténcia para cada temperatura estudada.

Gordura de leite (55°C) Gordura de leite (60°C)
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APENDICE B - Curvas de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacio,
obtidas para as matérias-primas na faixa de temperaturas em que se comportam como

fluidos newtonianos (20 — 60°C para o 6leo de soja e 30 — 60°C para a gordura de leite).
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Continua APENDICE B — Curvas de tensio de cisalhamento em funcdo da taxa de
deformacdo obtidas para as matérias-primas na faixa de temperaturas em que se comportam
como fluidos newtonianos (20 — 60°C para o dleo de soja e 30 — 60°C para a gordura de

leite).
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Continuacio APENDICE B — Curvas de tensdo de cisalhamento em funcdo da taxa de
deformacao obtidas para as matérias-primas na faixa de temperaturas em que se comportam
como fluidos newtonianos (20 — 60°C para o dleo de soja e 30 — 60°C para a gordura de

leite).
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Conclusiio APENDICE B — Curvas de tensio de cisalhamento em funcdo da taxa de
deformacdo obtidas para as matérias-primas na faixa de temperaturas em que se comportam
como fluidos newtonianos (20 — 60°C para o dleo de soja e 30 — 60°C para a gordura de

leite).
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APENDICE C - Curvas de ajuste dos dados de tensdo de cisalhamento (T) em funcdo da
taxa de deformacdo (7y), obtidos para a gordura de leite em 20 e 25°C, de acordo com o

modelo de Casson

Gordura de leite (20°C)

y =1,1399x - 0,6383

2
‘Cl

3,5

Gordura de leite (25°C)

5,0

4.5 1

4,0

y = 1,6178x - 0,5576

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0 T

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

3,5

APENDICE D - Curvas do logaritmo natural da viscosidade (i) em funcdo do inverso da
temperatura absoluta (T), para ambas as matérias-primas, utilizadas para obtencdo dos

parametros da equacdo de Arrhenius
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APENDICE E - Curvas de calor especifico do 6leo de soja e da gordura de leite em funcdo
da temperatura obtidas por calorimetria exploratdria diferencial. Estas curvas foram usadas
na determinacdo da entalpia de fusdo das matérias-primas em estudo.
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