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RESUMO

Os sistemas enzimiticos tém apresentado bons resultados sobre os processos quimicos

convencionais nas transformacdes de 6lecs e gorduras, onde S0 necessanos normalmente um grande

niimero de reagdes.

Pela sua composi¢ho trigliceridica, o dleo de Piqu {Caryocar brasiliense camb) fol
escothido como matéria-prima para modificacBes enziméticas visando a obtengio de produto, com
composigio trighceridica semelhante 4 da manteiga de cacau brasileira, através da reagio de
interesterificacio enzimatica na presenga de Acido estearico. A incorporagdo do 4cido deve ser na
posicio sz1-1,3 que se efetiva com a utilizagio de uma enzima triacilhidrolase sr 1,3-3,1 especifica, do

fungo Mucor michei (Lipozyme TM, Novo Industri, Copenhagen, Dinamarca).

Em sistema aberto, na reacdo por batelada, com agitacio termostatizada a 70°C, foram
testadas varias razdes em peso dos substratos e variages na umidade e quantidade de enzima
utilizada, com o objetivo de se obter um produto com composi¢io trighceridica pnncipal semefhante 4

da mantziga de cacau, com 44% de incorporagio de acido estearnco.

A incorporacio de acido estedrice fol determinada baseando-se na quantificagiio dos

triglicerideos principais presentes na Manteiga de Cacau (POS, S80S ¢ POP).

Os trigliceridens, apos a reagdo de interesterificagdo, foram separados por Cromatografia de

Camada Delgada (CCD), recuperados em silica, dissolvidos em acetona e injetados em cromatografo a

liquido para quantificac@o.

O monitoramento da reacdo foi realizado por Cromatografia Liquida de Ala Eficiéncia

{CLAE) em sistema de fase reversa.

Baseado nos resuitados conclui-se que: a razio em peso de acido estearico / Oleo piqu de
033, 10% de Lipozyme com sua umidade original (2,36%) e temperatura de 70°C, sdo as condigdes

ideais para a interesterificagdo do élec de piqui, com um tempo de reagdo de 240 MInNEoS.



A proposta se mostrou viavel em escala laboratorial, em reago com tempo de 4 horas. Ha
necsssidade de se purificar o trigliceridio obtido do 4cido estearico néo reagido e dos sub-produtos

indesejaveis como: mono e dighcerideos e triglicerideos saturados.
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SUMMARY

Enzymatic systems have been shown good results over conventional chemical processes for

fats and oils modifications, where a great number of reactions are needed.

Piqui (Caryocar brasiliense camb) was selected for this work based on the triglycende
composition of the piqui fruit's oit. The oil of the Piqu fruit was then transformed into a raw-material
to produce cocoa-butter-like fat through an enzymatic reaction.. This transformation was possible
through an enzymatic Imeresterification reaction in the presence of stearic acid The acid was
incorporated in the s» 1,3 position and catalyzed by sn 1,3-3,1 specific tnacithydrolase enzyme from
Mucor michei fungi (Lipozyme TM, Novo Industri, Copenhagen, Denmark),

Tn open system, a senies of batch tests were performed at 70°C, with agitation. The weight
ratio of the substrate, the concentration and the moisture of the enzyme were varied in these tests n

order to obtain a cocoa butter-like fat with 44% of an acid stearic INCOTporation.

The incorporation of stearic acid was determined based on the quantification of the principal

triglycendes { POP,POS e SOS) founded on the cocoa butter,

After the interesterification reaction, the triglycenides were isolated by Thin Layer
Chromatography (TLC). This was achieved by first recovering the layer in silica, then dissolving it m
acetone and finally quantifying the tniglycerides by High Performance Liquid Chromatography In a

reverse phased system (HPLC), this was used to monitorated the reactions.

Based on the results, it was found that 2 weight ratio of 6,33 : | {stearic acid : piqu: frut

oil), 10% of enzyme at 70°C are the ideals conditions to obtam a cocoa-butter-like fat.

Finally, it was observed that the proposed process was feasible with a reaction time of 240
minutes under laboratory scale and conditions. In addition, it 1s necessary to punify the triglycerides

obtained from non-reacted stearic acid and undesirable by-products such as mono- and di-glycerides

and saturated triglycendes.
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1. INTRODUGAO

Biotecnologia & a aplicagio de organismos simples ou mulucelulares e de seus sistemas
enziméticos derivados ou associados na obtengfio de produtos desejados. Estes sistemas tém sido
empregados nas reagdes de hidrélise de triacilghicerdis, formagdo de ésteres cerosos, actlagfo de
glicerol, interesterificagdo de triacilglicerdis ¢ na formagio de esterois. Os sistemas enzimaticos tém
apresentado muitas vanfagens sobre 0s processos quimicos convencionais nas transformacdes de dleos

¢ gorduras, onde s#o necessérios normalmente grande nimero de reaghes { RATTRAY, 1584).

As propriedades fisicas de uma gordura dependem do tipo de acido graxo ¢ da sua posigio

na molécula do glicerol (STEVENSON, et alii, 1979).

A manteiga de cacau é uma importante matéria-prima utilizada nas indistrias de chocolate e
de produtos de confeitaria, apresentando aito valor comercial. Contém teores substanciais de 2-oleoil-
glicerideos de acido palmitico ¢ estearico, que lhe conferem caracteristicas Gmicas e valiosas de
cristalizacdo e de derretimento, essenciais na fabricagdo de determinados produtos, com ponto de fusgo
préximo 4 temperatura do corpo humano. Entretanto, sen alto custo inviabiliza sua utihzag3o em
muitos produtos alimenticios e faz com que seja substituida por outras gorduras de pregos inferiores.
Eetearinas dog 6leos de coco e do carogo da palma (palmiste), t8m pontos de fusdo semelhantes 4 da

manteiga de cacau, mas quando misturados a mesma, formarn misturas eutéticas com caracteristicas

indesejavels (POSORSKE e alii, 1988).

Varios estudos 18m sido realizados no sentido de se modificar gorduras com o objetivo de
se obter equivalentes da manteiga de cacau: pot cristalizag@o fracionada em solvente (BALIGA &
SHITOLE, 1981), interesterificagio quimica (BHATTACHARYYA & BANERIEE, 1987) ou
hidrogenagiio (GHOSH et alii, 1993), mas Com Sucessos fimitados. A hidrogenagdo catalitica produz
isdmeros de acidos graxos devido & geometna (frams) e isomerizaco posicional das duplas ligagBes,
enquanto que a interesterificagio quimica produz triglicerideos de forma randémica, o que afeta a
qualidade dos equivalentes da manteiga de cacau O fracionamento em solventes € um processo
enfadonho que envolve uma série de cnstalizagSes da gordura com o objetive de se obter uma mistura

simples de triglicerideos com uma estrutura desejavel (SRIDHAR ez alii, 1991}



Com a biotecnologia, varios processos enzimaticos tém sido estudados com a finalidade de
se obter equivalentes da manteiga de cacau a partir de Oleos e gorduras de baixo valor comercial.
Recentemente, o uso de lipases (triacilglicerol acilhidrolase, EC 3.1.1.3) como catalisadores de reagles
de interesterificagdo tém recebido considerdvel atengdo, pois os resultados obtidos demonstram boa

aficiénea do processo.

Dados da composigdo em acidos graxos do 6leo da polpa e da améndoa do Piqui {(Caryocar
brasiliense camb) mostram que sio constituidos na sua maior parte por acido oléico e acido palmitico,

enquanto que a manieiga de cacau apresenta altos teores dos acidos, oléico, palmitico e estednico.

O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos de vérios parametros na reaggo de
interesterificagio do dleo da poipa de piqui com 4cido estearico, utilizando-se como catalisador uma
lipase sn 1,3 especifica e estimar as condigdes ideas de reagfio visando uma composigio trighceridica

similar 4 da manteiga de cacau.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo e Consumo de Piqui (Brasil MIC-STI, 1985)

2.1.1. Producie

O piqui é uma planta arbérea da familia CARYOCARACEA, género Caryocar L.,
englobando cerca de 20 espécies, a maioria de porte alto e compondo a vegetaglo da floresta
amazbnica, inclusive estendendo seu habitat natural aos paises limitrofes, principalmente Peru,
Suriname e Guianas. No Brasil, o piqui distribui-se desde a sua érea de maior ocorréncia ne Pard e no
Amazonas, aos estados do Nordeste e amda aos estados do Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais,

Sio Paulo e norte do Parana. E uma planta tipica de cerrado ¢ das caatingas.

Por ser urna planta nfio explorada economicamente, ndo se tém dados oficiais de producio,
mas estima-se uma produgio de 1.000 a 2,000 frutos por planta, sendo de 80g o peso médio de cada

fruto e de 65g o peso médio dos carogos {ovarios).

Com base nas estimativas feitas, o rendimento de 6leo, por hectare de drea cultivada, que

comporte até 100 pés, ird variar de I a 2 toneladas anuas.

2.1.2. Consume

Além da utilizagio do piquizeiro como fonte de combustivel (lenha e carviio), € na

marcenaria, a casca, como também as folhas, por conterem altos teores de taninos, constituem-se em

matérias-primas na fabricacio de tintas.

Entretanto, o8 carogos amarelos, encontrados no interior do fruto maduro, constituem ©

produto mais sigmficative da planta, sobretudo por representar um dos poucos recursos alimentares da

populagio subnutrida moradora das areas de ocorréncia do piu.
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O consumo doméstico do piqui inclul a fabricagfio de hicor, a elaboragiio de pratos tipicos
com o fruto cozido (arroz e frange com piqui, etc.). O Sleo extraido da améndoa e da polpa séo
consurmidos como os outros Oleos (soja, milho, etc.) e como unguento, usado em fricgdes costals e
toraxicas e the atribuem efeitos curativos para doencas respiratonias. Mas a impertdnciz basica co
consumo de piqui estd no suprimento nutricional, pelo menos 4 meses ao ano, de vitamina A e de

lipidios {calorias), aos moradores carentes dessas regides.

2.2. Composicao do Piqui

Os resultados das analises em diversos lotes de frutas, mostradas na Tabela 1, indicam que
o carogo amarelo representa aproximadamente 80% do peso da fruta, sendo a polpa do carogo a fonte

principal de triglicerideos, participando sozinha com mais de 75% do rendimento total do dleo.

Tabela 1: Composiciio e teor de éleo nas fracdes do piqui - Base Seca

COMPONENTES COMPOSICAO (%) TEOR DE OLEO (%)
Casca 420+ 58.0 2.0
Polpa 16,0 - 30,0 62,0
Endocarpo 15,0~ 16,0 15,8
Améndoa 5.0~ 70 340

Brasil MIC-STI, 1985

Dados da composi¢io de 4cidos graxos do dleo da polpa e da améndoa do Piqui {Caryocar
brasiliense Camb), mostram que sdo constituidos na sua maior parte por acido oléico ¢ acido palmitico
{BRASIL MIC-STIL 1985}, enquanto que a manteiga de cacau (Theobroma cacao) apresenta altos

taores de acido oléico, estearico e palmitico (PADLEY ef afii,1986), como se observana Tabela 2.



Tabela 2: Composicio de Acidos Graxos do Oleo de Pigui e da Manteiga de Cacau

(“op/p).
ACIDO OLEO DE GLEO DE PIQUI MANTEIGA DE
GRAXO PIQUI (POLPA) (AMENDOQA) 1 CACAU2
1

Palmitico 344 32,0 26,0
Palmitoléico 2.1 1,3 0.3
Estearico 1.8 2,1 34,4
Oléico 574 56,3 34,8
Linoléico 2,8 7,2 3.0
Linolénico 1,0 0.3 0,2
Saturados 36,2 34,1 60,4
Insaturados 63,3 65,1 383

1 - Brasil MIC-STI, 1985

2 - Padley ef alii, 1995

Como a manteiga de cacau apresenfa como maiores componenies na sua composicio
triacilgliceridica o 1(3)-palmitoil-2-oleoil-3(1)-estearoil-glicerol (POS, SOP) com 46%, o 13-
diestearoil-2-oleoil-ghicerol (SOS) com 33% e o 1,3-dipalmitoil-2-olecil-glicerol (POP) com 16%
(PADLEY et alii,1986), a interestertficagio do bleo de piqui com 4cido estedrico, catalisada por uma
lipase sn-1,3 especifica, podera gerar um produto final com composicio trigliceridica e propriedades

fisicas adequadas para a produgdo de equivalentes da manteiga de cacau.



2.3. Vantagens do uso das Enzimas nos Processos Industriais

(POSORSKE, 1984):

Pode-se relacionar as seguintes vantagens do uso de enzimas:
- Especificidade da enzima, o que permite controlar a produgdo dos produtos desejados.

+  Condigdes brandas de processamento, 0 que diminui os custos em termos energeticos e de

investimentos de equipamentos,
+  Reducfio nos custos de tratamento de residuos, pois as enzimas s3o biodegradaveis.

Utilizando uma lipase s 1,3 especifica, como a do fungo Mucor michei (acilhidrolase EC
3.1.1.3), um é%fdo graxo especifico pode ser incorporado nas posigdes extremas do triglicerideo, sem
alterar o 4cido graxo da posicdo central, por um processo conhecido como acidélise ou rearranjar
randomicamente os acidos graxos das posighes extremas, sem alterar o da posigdo central, pelo

processo de transesterificagio (HANSEN & EIGTVED, 1986). A Figura 1 exemplifica os dois tipos

de reagbes:



- ACIDOLISE DE TRIGLICERIDEOS

A X —X
I —
B +2X 3A ™ + B + AC
———
C C X

—eer A e ) oo 1) s B
PP —
et s T B S ) 3A —8 + —E +
T
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onde:

A =enzima; X = acido graxoe

Figura 1- FExemplos de Acidélise e Transesterificacio ou Interesterificaciio usando

lipase sn 1,3 especifica.

Fonte: Hansen & Eigtved, 1986.

2.4. Mecanismo de Interesterificagdo Catalisada por Lipase

O mecanismo de reagio ocorre via acil-enzima (SEMERIVA et alii, 1974}, como mostra a
Figura 2. Se o diglicerideo desacilar o complexo acil-enzima contendo o grupo acil a ser incorporado
no triglicerideo para formar o produto, uma reag&o produtiva ocorre. Mas se uma molécula de agua

atacar o complexo acil-enzima, ocorrera uma reagdo de hidrélise. Operando com teores mutto baixos

de umtidade, evita-se a hidrolise.



Lipase 1 ) -OH - OCOR;

enzima livre ' complexo Acil-enzima
* e - B
H:-C-O0R, H,-C-OH
R,CO0-C-H R,C00-CH
H,-C-O0R; H,-C~OO0R;
Triglicerideo 2,3 Diglicerideo

enzima hivre

! .

ey
H,-C-OH HrC-00R
RAC00-C-H R:COO-CH
H,-C-O0R; H,-C-O0Rs
Atague acif-enzima Triglicerideo produzido

Figura 2 - Mecanismo de Interesterificagio catalisada por Lipase.

Fonte: Semeriva ef alii, 1974.



2.5. Especificacbes da Enzima Acilhidrolase EC 3.1-1.3
(LIPOZYME TM, 1985)

Lipozyme é um produto granular, com tamanho de particula de 0,3 a 0,6 mm, adequado

para uso em reatores continuos de leito empacotado ou em reatores por batelada.

A enzima geralmente se apresenta imobilizada em uma resina macroporosa de troca

anionica. A imobilizaciio da lipase se faz necessaria devido &
«  Estabilizacdo da enzima.
«  Requerimento de baixas concentragdes de agua nas reag0es.

«  Reutilizacio da enzima, com separagdo da mesma do meio de reagdo por filtraco ou

centrifugacio.

A estabilidade térmica da Lipozyme imobilizada estd entre 60 e 80°C. Sua atividade de
interesterificagio depende do conteido de dgua, sendo méxima a 10% de umidade, dependendo dos

substratos & das condigdes de reagio. A enzima retém a maxima atividade por 3 meses se estocada a

5°C, conforme fabricante.

A atividade de interesterificacio da lpase imobilizada ¢ medida em BIU (Batch
Interesterification Unit¥g e 1 BIU corresponde a I micromol de &cido palmitico mcorporado na

trioleina por minuto, sob condigdes padrdes (40°C e 1 atm).

A seguranga da utilizagio da Lipozyme na interesterificagio de dleos e gorduras

comestiveis foi testada segundo um programa de seguranga compreendendo 03 seguintes pontos

(EIGTVED et alii, 1986}

«  Seguranga do tipo (grupo) do fungo Mucor michel, onde se testou a patogenicidade do

MICTOOIZanISmo.

»  Estudo toxicolégico da lipase, onde foram efetuados testes de alimentagdo em rafos e

cachortos.



»  Avaliagiio da estabilidade fisico-quimica da lipase imobilizada com o objetivo de detectar

alguma fuga de compostos aromaticos da resina para o meio de reagdo e/ou de enzima.

2.6. Especificidade Posicional da Lipozyme

Para se obter produtos especificos é necesséria a escolha correta das maténas-primas ¢ da
enzima. A especificidade das enzimas pode ser posicicnal, guanto ao tamanho de cadela dos

substratos, quanto ao grau de insaturagdo e também guanto ao fipo de substrato.

A Lipase do fungo Mucor miehei possui a especificidade posicional su 1,3 {3,1) como suz
principal caracteristica. A Figura 3 mostra as vanfagens da ufilizagio de enzimas com diferentes
especificidades na obtengdo de produtos especificos. As reagOes de interestenificagdo de acido
palmitico e trioleina utilizando-se as lipases da Céndida cylindracea em um caso, e no outio a lipase
do Mucor michei demonstram claramente a diferenga de especificidade posicional das enzimas. Os
trighcerideos foram analisados por CLAE em fase reversa. Os resultados obtidos apds 3 horas de
reagdo revelam a nfio especificidade da lipase da Céndida cylindracea pois a trcleina foi
interesterificada nas suas 3 posicbes, formando trés compostos diferentes (POO, POF, PPP). Masa
lipase do Mucor miehel mostrou-se extremamente especifica quanto 4 posigio do acido graxo

interesterificado nas posigBes 1 e 3, formando somente dois compostos diferentes (POO, POP)

(POSORSKE, 1984).
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Figura 3 - CLAE de ftriglicerideo interesterificado por lipases com especificidades

diferentes.
¢, C16:0/trioleina = 1:1 (p/p), 31% de lipase e 3h de incubacdo 2 40°C.

Fonte: Posorske, 1984,

SCHUCH & MUKHERJIEE (1987) confirmaram a especificidade posicional da hipase do
Macor michei em varios experimentos quando estudavam a especificidade dessa enzima quanto ao
substrato, citados no item 2.7. A especificidade posicional foi determinada isolando os tracilglicerdts
da mistura por CCD. A distribuigio posicional dos grupos acil foi determinada por hidrélise com lipase
pancreatica (CHRISTIE, 1982) ¢ CCD com silica gel H impregnada com éacido borico {THOMAS ef

alii, 1965) em conjunto com cromatografia gasosa para identificacio dos acidos graxos.

2.7. Especificidade da Lipozyme quanto ao Substrato

A interesterificacio de lipideos usando-se uma lipase triacilghicerol sm 1,3 especifica
(Lipozyme), foi estudada por SCHUCH & MUKHERJEE (1987), onde triactlglicerdis da ucuhuba
(Virola surinamensis), que apresentam 90% de acido laurico (C12:0) e miristico (C14:0) na sua

composicdo, foram interesterificados com: ésteres metilicos de 4cidos graxos saturados {tridecanoato

11



(C13:0) , pentadecanoato (C15:0), heptadecanoato (C17:0), nonadecancato {C19:0) ¢ araquidato
(C20-0)], Acido heptadecandico, triaciiglicerdis contendo C18 nas posigdes acil (6leo de girassol, de
milho e trioleina), alcool de cadeia longa (octadecil) & com glicerol. Os substratos foram utilizados em
guantidades equimolares, dissolvidos em hexana saturada com 4gua. As reagbes foram catalisadas peia

Lipozyme (10% em peso sobre os substratos) e temperatura de 45°C.

A taxa de interesterificaco dos ésteres metilicos decrescen com o aumento do comprimento
da cadeia (Figura 4) e as reagBes com com vanos substratos apresentaram as seguintes taxas de

interesterificagiio, em ordem decrescente: alcool de cadeia longa > acido graxo > triaciighcerol > éster

metilico > glicerol {Figura 5),

Conclui-se que a Lipozyme é seletiva quanto ao tipo de substrato e quanto a0 tamanho de

cadeia do mesmo.

1z:8
158
I7D
» 19:8
20:8

£
N

prmol /mg Lipogyme

2 2 4 5 8

Femgro (7}

Figura 4 - Taxas de interesterificacio do dleo de ucuhuba com varies ésteres

meftilicos.

éleo ucuhuba/éster metilico = 1:1 {mol/mol), 10% de Lipozyme e T=45°C.

Fente: Schuch & Mukherjee, 1987,
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Ae. keptadecandica
Triolecilghcerol
Metil-heptadzcanoate
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Figura 5 - Taxas de interesterificaciio do éleo de ucuhuba com viries substratos.
$leo ucububa/substrate = 1:1 {mol/mol), 10% Lipozyme ¢ T=43°C.

Fonte: Schuch & Mukherjee, 1987.

A Figura 6 ilustra a composigio dos produtos das interesterificagbes do dleo da ucuhuba com
sleo de mitho, dleo de girassol e trioleina, catalisadas pela Lipozyme 2 45°C, com relagio ao tempo de
reagdo. Sdo expressos os teores de tnglicerideos iniciais e os formados (%) apods 2 e 4 h de reagho, com
relacdo a0s seus nitmeros de carbono. As alteragdes observadas sdo marcadas pelo decréscimo do teor de
triglicerideos com niimeros de carbono 38, 40 e 47 (correspondente aos triglicerideos do dleo de ucuhuba)
e aqueles com namero de carbono 34 {correspondente ao trioleocilglicerct) e 32 e 34 {correspondente 20s
triglicerideos dos oleos de girassol e milho). Simultaneamente ¢ observado um acréscimo no teor de

triacilglicerdis com nimeros de carbono de 44 a 50. A reagdo com trioleoilglicerol mostra a formagio de

triglicerideos com nimero de carbono 52, que ndo estavam presentes 1o micio da reagio.



2h

Ok

38 a0 42 44 45 48 50 52 54

niemero de carbono

Figura 6 - Composi¢do des produtos da interesterificacio do éleo de ucuhuba com

tricleoiiglicerel B3 6leo de girassol ] ¢ 6leo de milho B

$leo ucuhuba/sabstrate = 1:1 (mol/mol), 10% Lipozyme e T=45°C.,

Fonte: Schuch & Mukherjee, 1987,

Portanto, ficou demonstrado o grande potencial das reagdes de interesterificagdo catalisadas
por lipases nas preparagbes de uma infinidade de acilglicerdis e ésteres de acidos graxos que sio

usados como aditivos em alimentos e na agroquimica,

Também se torna possivel a produgdo de triacilglicerdis com estrutura de &cidos graxos que
ndo ocorrem na natureza, como por exemplo, triaciiglicerdis contendo alto nivel de acido linoléico nas
posigdes sn 1,3 e quase que exclusivamente dcidos graxos de cadeia média na posigio s» 2, atraves da

interesterificagdo de 6leo de milho e girassol (ricos em dcido hinoléico) catalisada por hipase sa# 1,3
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especifica. Tais produtos tém interesse como produtos dietéticos, pois as lipases pancredticas da
maioria dos mamiferos hidrolisam rapidamente as posig@es sn 1,3, hiberando o acido linoléico que é

utilizado como acido graxo essencial pelo organismo.

2.8. Atividade da Lipozyme em funcio da Umidade da reacao

A maior parte das enzimas ajuam em sistemas aquosos onde ambos, enzima ¢ substrato sfo
soltiveis, No caso da lipase, o substrato é insolavel em agua, e a enzima atua na nterface dleo/agua,
que & essencial para a sua atividade. Para a Lipozyme, a interface é obtida por imobilizacdo da agua

necessaria junto com a enzima.

A questdo da quantidade de agua em meio de reagdes bio-orgénicas é necessaria para

manter a conformagio tridimensional da enzima.

A agua ligada 4 lipase é mais importante do que a 4gua livre, pois assegura a estabilidade ¢
a atividade da enzima, Substratos & solventes secos podem remover esta agua ligada, fazendo com que

a atividade enzimatica diminua (Y AMANE, 1988 b).

O complexo acil-enzima pode ser rapidamente hidrolizado pela agua, pois ¢ uma molécula
pequena e com grande mobilidade, favorecendo, dessa forma, a reagfo de hidrolise, com consequente
aumento nas quantidade de 4cidos graxos livres e diglicerideos (LILLY & DUNNIL, 1987). Mas a
questdo central ¢ determinar a concentragdo étima de 4gua no meio da reacdo de interestenificagio.

Esta depende de vanos fatores, inctuindo:
» tipo de lipase
o suporte de imobilizagdo da enzima
*+ presenga de Outros COMPOSOS N0 Suporte
+ método de preparagio do catalisador
s tipo e pursza dos substratos

e tipo dos solventes
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O contetrdo de dgua determinard a concentragdo de equilibrio dos acidos graxos fivres,

meno, di & triglicerideos (POSORSKE et alii, 1988).

A infludneia do contedido de umidade sobre a atividade BIU da Lipozyme esté ilustrada na
Figura 7, onde se verfica que a umidade otima da enzima é cerca de 10% na reagfo de
interesterificagiio de acido palmitico e moleina. Teores de 10% de enzima, em peso sobre os substratos

& temperatura de 70°C s¥o relatados (EIGTVED e alii, 1986).

4
o
i

atividade (BIU/g)
50y
| K

] i H i

& ¢ 28 38 46
conteido dgua {5}

Figura 7- Influéncia do conteiido de dgnana atividade da Lipozyme,

4c.C16:0/trioleina = 1:1 (mol/mol), 10% Lipozyme a 25°C/1Zh.

Fonte: Eigtved ef alii, 1986.

As reagBes de interesterificagdo por batelada entre o acido oléico (10 g) e o glicerol (1,1 g),
catalisadas pela Lipozyme IM-20 (0,5 g), em mew sem solvente, a 70°C, foram relatadas
posteriormente por ERGAN et alii, 1990, que registraram urnidades tio baixas como 0,01% do meiwo

de reaclio, bem como varios métodos de remogfio da igua formada durante o Processo de

interesterificagfio ou de sintese de ésteres, mclundo:
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s VACUO

« bombeamento de ar seco através do meio de reagdo

s adi¢io de peneiras moleculares

« evaporagio espontinea utilizando-se recipientes abertos ¢ aitas temperaturas.

BLOOMER et alii (1992), estudaram o efeito da umidade da Lipozyme IM-20 em fungio
do tempo de reagdo de interesterificagdo entre efil-estearato e éleo de girassol e os niveis de acidos
graxos livres e diglicerideos formados. A figura 8 mostra os resultados obtidos, onde se conclui que a
reacdo realizada com a enzima seca foi mais ripida e resultou em meror formacdo de acidos graxos

livres e diglicerideos, comparando-se com as reagBes realizadas com a Lipozyme com umidade

equilibrada.

o 248 - - 46
. e
g T
g 189 1 - 30 3 3
s 120 A - 20 .%;}
E ;B
¥ -8 |

68 - =1 1‘3

a T 1 L | L] 0

g 02 04 06 08 10
atividade dgua (%)
Figura 8 -  Efeitos da atividade de 4gua da Lipozyme na formacio de subprodutos

¢ no tempo de reagio.
etil-estearato/dleo girassol = 2:1 (p/p), 10% Lipozyme e T=S0°C.
Simboles: O - tempo de reagéo

{1 - acido graxos livres

W - diglicerideos

Fonte: Bloomer et alii, 1992
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2.9. Atividade e Produtividade da Lipozyme em funcdo da

temperatura de reagao

A atividade de uma lipase imobilizada, em um tipo especifico de reagio, & também fungdo

da temperatura, sendo uma variavel importante.

A velocidade da reagiio de interesterifica¢@o aumenta com O aumento da temperatura, até
um porito onde comega ocotrer 2 inativagio da enzima e sua atividade de interesterificagio dimmnut.
Portanio, a produtividade da Lipozyme depende de ambos, da atividade e da taxa de desativagdo da
mesma. A infludncia da temperatura sobre a atividade BIU da Lipozyme estd ilustrada na Figura 9,
onde se verifica que a temperatura 6tima de atuaglo da Lipozyme se encontra ao tedor de 70°C

(EIGTVED et alii, 1986). Na reagdo de interesterificacdo do acido palmifico e trioleina foram usadas

as seguintes condig@es: 10% de enzirna, em peso sobre os substratos, com umidade de 10% sobre o

peso da enzima.

160 -
=
=
L8
> 80 -
3
360 .
§
28
8 i [ 13 i Ed

s 28 48 60 88
Temperatural °C)

Figura9 -  Atividade da Lipozyme em funcdo da temperatura.

3c. C'16:0/tvieleina = 1:1 (mol/mol), 10% Lipozyme com 10% umidade e T=70°C.

Foute: Eigtved et alii, 1988,
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ERGAN et afii (1950) observaram uma queda acentuada no tempo de reagio necessano
para alcangar o equilibrio com © aumento da temperatura. Glicerol e &cido oléico, em guantidades
estequiométricas foram utilizados como substratos, em meio sem solvente e na presenga de 10% de
Lipozyme. A sintese dos glicerideos fo1 estudada a varias temperaturas (34, 50, 60, 70 e 80°C) em
tubos abertos. Ficou claro que o aumento da temperatura facilita a remogdo da agua por evaporacio
favorecendo a reagdo de sintese de trigliceridecs. Em temperaturas de 60, 70 e 80°C o tempo
necessario para se obter 86% de trioleina foi reduzido a menos de 48 horas, o que ndo ocorreu a 34°C,

temperatura esta msuficiente para a evaporagio de dgua gerada no meio da reagio.

BLOOMER et alii (1992) confirmaram a redugio no tempo de reagdio com o aumento da
temperatura, mas também observaram um aumento no teor de acidos graxos livres e dighcerideos
formados entre 30 e 70°C, como mostra a Figura 10. Na reagéo de interesterificagdo foram utilizados

como substratos o etil-estearato e o dleo de girassole a Lipozyme como catalisador.
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Temperature { °C)

Figura 10 - Influéncia da temperatura ne tempo de reagio e na formacdoe de

subprodutos.

etil-estearato/éleo girassol = 2:1 (p/p), 10% Lipozyme com 7% de umidade.

Simbolos: O - tempo de reacio
1 - Acidos graxes livres
B - diglicerideos

Fonte: Bloomer ef alii, 1991,

2 40. Efeitc da Concentracdo de Enzima na reacdo de

interesterificagido

As reacBes de interesterificacdo de 4cido palmitico e trioleina (2:1 em peso), a 70°C, usando

a Lipozyme imobilizada com Aw= 0,12 - 0,16, em varias concentragoes, foram estudadas por

BLOOMER ez alii (1991), concluindo que a quantidade de enzima consisiiu do pardmetro mais
e reduzir a formagio de diglicerideos. A

iportante para s¢ eviar a formacio de trpalmitato
%%, a

dade da reacfio aumentou com O aumento do teor de enzima Utlizando-se niveis de 50

se antes da produgio do tripatmitato, com formagao de baixos

veloct

velocidade de reagiio é maior e finaliza-

taores de diglicerideos.



Observagdes semelhantes foram feitas pelos mesmos autores em 1992, na reaclo de
interesterificagio entre etil-estearato e dlec de girassol a 50°C, como mostra a Figura 11. Neste
trabatho concluiu-se que o teor $timo de enzima € de 10% em peso sobre os substratos. O aumento do

custo do processo ndo seria compensado com a utilizagio de 15% de enzima, pois se teria uma

reducio de apenas 15 minutos no tempo de reagf0.

tempe reagie (min}
P
B
=S
1
b
o
de, graxos livees e
diglicerideos (%)

g 10 28 0 40 50
contetido enzima (%)

Figura 11 - Efeito da concentragio de Lipozyme no tempo de reagiio e na formacio
de subprodutes.
Simbelos: O - tempo de reacio
[1- acidos graxos livres
. - diglicerideos
=50°C e enzima com 7% de umidade.

etil-estearato/éleo girassol = 2:1 {p/p),

Fonte: Bloomer ef alii, 1992,
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7 14. Efeito da Concentracdo do Solvente na reacgdo de

interesterificagao

0 uso de um solvente acrescenta custo e complica 0 processo, exigindo um sistema mals
caro pois este deve ser fechado. Entretanto, apresenta 2 vantagem da reagdo de interesterificagdo poder
ser realizada a temperaturas mais baixas, pois diminui a viscosidade dos substratos e viabiliza as

reacBes continuas onde os substratos sdo bombeados através de um leito fixo de enzima imobilizada,

O uso de sistemas sem solvente na interesterificagéo foi sugerido por HANSEN &
EIGTVED (1986), que encontraram taxas de reacio satisfatorias. Mas a temperatura foi aumentada

para 60°C para dimpuir a viscosidade da mistura de reagio a niveis aceitaveis e solubilidade dos

subsiratos.

ISON et alii (1988) estudaram o efeito do solvente (dter de petrdleo) em reages de
mteresterificagdo por batelada e por processo continuo, utilizando Gleo de oliva e acido laurico ou
octandico ou decandico como substratos. A lipase usada foi a do Mucor miehei. Os autores concluiram
que a quantidade de solvente usada ndo teve efeito sobre a reagio de interesterificagdo por batelada
apesar do aumento da viscosidade do meio quando nio se utilizou solvente. Deste trabalho conclu-se
que a viscosidade do meio ndo interfere na reagio de interesterificaco por batelada. Ja no processo
continuo, houve um decréscimo na velocidade de reagic com o aumento da concentragdo dos
substratos, ou seja, reduzindo-se a quantidade de solvente do meio. Os melhores resultados foram
obtides usando-se baixos teores de solvente. Conchriu-se que para esse tipo de processo a viscosidade

do meio ¢ muito importante devido a necessidade de bombeamento,

BLOOMER et alii (1990) venficaram a influéncia da concentragdo de solventes na
velocidade da reagdo de interestenficagdo, por processe continuo, visando como substratos a fragio
média do ¢leo de palma e etil-estearato sendo a Lipozyme usada como catalisador. A Figura 12 mostra
que a 40°C obteve-se a mator faxa de interesterificacio utilizando-se nivers de solvente {n-heptano)
entre 1-1,5 /g de substrato. Entretanto, os melhores resultados foram obtidos a 60°C. A esta
temperatura os substratos so fuidos e a taxa de interesterificagdo & mator do que a 40°C. Observa-se

igualmente a formacio de glicerideos trisaturados em menores 1eores quando s2 usa sistema sem

solventes (Figura 13).
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Figura 12 - Efeito da concentragio de solvente na taxa de interesterificaciio.

etil-estearato / POMF = 2:1 (p/p), T=40 e 60°C, 10% Lipozyme, =75 minutos e

solvente n-heptano saturado com Agua.

Fonte: Bloomer ef alii, 1994.
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Figura 13- Efeito da concentragio de solvente na formacio de triglicerideos

saturados.
- as mesmas condicdes de reagdo da Figura 12.

Fonte: Bloomer ef alii, 1950.

2 412, Efeito da razdo da concentragdo dos substratos na reagao

de interesterificacao

Na sintese de trighcerideos a partir de éacido oléico e ghicerol, a maxima formagio de

trioleina, no equilibrio da reagfio, catalisada pela Lipozyme (10% em peso sobre os substratos), a8

60°C, ocorre com quantidades estequiométricas dos substratos. Os teores de mono e diglicerideos

aumentam significativamente com a adigdo de glicerol (BERGAN et alif, 1990).

Q efeito da variagdo da razfio 4cido palmitico/trioleina foi estudado por BLOOMER ef alfi,
1991 para obtengdo de equivalentes de manteiga de cacau. Bstes autores concluiram que longos

tempos de reacBes, catalisada pela Lipozyme {10% em peso sobre os substratos a 60°C) séo



necessarios quando se utilizam razdes molares baixas de acido/trighicerideo. Acima da raziio molar
3,45 o contetdo de diglicerideos € constante. Assim sendo, o acido palmitico foi considerado um
excelente acil-doador na reagio de interesterificagfio, pois o tempo de reagio diminuiu com ¢ atmento

do seu teor em relagfio ao triglicerideo.

Os mesmos autores, em 1992, verificaram o efeito da razdo molar dos substratos {etil-
estearato/éleo de girassol) na reagéio de interesterificagio catalisada pela Lipozyme. O tempo de reacio
diminuiu e a formacfo de diglicerideos aumentou com o aumento da razdo molar dos substratos. Entre

as TazBes molares de 0,4 a 0,66 nfio se conseguin chegar ao final da reagfo apos 6 horas.

2.13. Producio de Gorduras Especiais

A produgio mundial de manterga de cacau esti em tormo de 800.000 toneladas por anc, €
devido 2o seu alto prego, os substitutos e equivalentes dessa matéria-prima tio importante nas
indéstrias de achocolatados e de produtos de confeitaria, vém sendo estudados e utilizados com o
objetivo de redugiio nos custos dos produtos finais. O mercado potencial para tais produtos

equivalentes € cerca de 10% da produgdo da manteiga de cacau (RATLEDGE, 1987).

A manteiga de cacau € uma gordura natural que constitui aproximadamente 50 - 55% dos
‘nibs’ secos do cacau. Apesar das suas propriedades {micas de sabor e derretimento na elaboragiio de
alguns produtos, a manteiga de cacau apresenta, além do seu alto custo, algumas lmitagdes de uso,

que 530 superadas com a utilizago de gorduras especiais, em misturas Com a mesma ou em Sua total

substituicio (SOON, 1991), que s&o:

@ Ffeitos indesejavels nas suas propriedades fisicas causadas por variagies de temperatura.
Talvez, devido a esse fato, a manteiga de cacau de diferentes origens geograficas tem diferentes graus
de dureza e diferentes pontos de fusdo. Para se obter uma padronizagio adequada de consisténcia, €

necessario que se proceda a uma mistura de varios tipos de manteiga de cacau (SHUKLA ef alii,

1985).

A Tabela 3 apresenta alguns sxemplos de manteiga de cacau de diferentes procedéncias

com suas respectivas composigbes trigliceridicas.



Tabela 3: Composicie dos triglicerideos principais da manteiga de cacau de

diferentes origens.

TEOR % (p/p)

MANTEIGA CACAU POP POS SOS
Malasia 15,1 40,3 29 4
Nigéria 16,1 40,1 26,8
Brasil 14,4 34,5 22,6
Amostra A’ 15,0 36,0 24,1
Amostra B! 18,2 39,5 24,5

1- nfio descritos no artigo.

Fonte: Shukla er alii, 1988

@ Sendo a manteiga de cacau uma gordura vegetal, todas as substancias fipossoltvets
indesejaveis como: acidos graxos livres, pesticidas, substincias que alteram seu sabor, acido Iatico,

4cido acético e outros, farfio parte da sua composi¢do, alterando seu sabor ¢ contaminando o produto

final.

® A manteiga de cacau ¢ uma gordura de natureza polimorfica, com diferentes
caracteristicas fisicas. Devido a isso, na produgdo de chocolates é necessario que se proceda a uma

témpera cuidadosa, mas demorada, 2 fim de que se obtenha uma cristalizagio da gordura na sua forma

mais estavel (B).

© A manteiga de cacau tem uma toleréncia limitada a gordura lactea. Chocolates com alto

teor de leite na sua formulagiio somente podem ser produzidos com sorduras especlais.

® As gorduras especiais podem ser produzidas para serem duras, de média consisténcia ou
macias, dependendo do tipe do produto final a que se destina. J4 a manteiga de cacau tem aplicagBes

limitadas para corte e extruso, por exemplo, devido a sua consisténeia.



A tecnologia de produgiio de gorduras especiais vem ha muito tempo sendo desenvolvida e
mantida em segredo. O maior desenvolvimento dessa tecnologia se restringe principalmente &

fabricacgho dos substitutos lauricos da manteiga de cacau.
As gorduras especiais podem ser divididas em trés classes, a segwr (SOON, 1991}
& CBS { SUBSTITUTOS DA MANTEIGA DE CACAU)

Siio gorduras especiais Lauricas, ricas em C36 (LLL), 38 (LLM) e C40 (LMM), obtidas
por fracionamentoe ou ennquecimento de outras gorduras, como a de palma. Podem ser utilizadas até
100% em substituigic & manteiga de cacau, mas ndo admitem misturas com a mesma. O limite

méximo de mistura, sem alterar as propriedades reologicas da manteiga de cacau no chocolate, é de no

méasamo 4%,
& CBE (EQUIVALENTES DA MANTEIGA DE CACAU)

Sfio gorduras especiais Nio-Lauricas, compostas por isdmeros cis, ricas em triglicerideos
monoinsaturados (SUS) e podem ser obtidas naturalmente na natureza (gorduras do Bomeo Hllipe e
Kokum) ¢ gorduras enriquecidas ou obtidas por fracionamento de outras gorduras, como por exemplo:
gordura de Paima, Shea e Sal, que sdo ricas em POP, POS, 508, SOAr ¢ ArOAr Podem ser
utilizadas emn misturas com a manteiga de cacau, sem limites de propor¢do e sem alterar suas

propriedades fisicas na fabricagdo de chocolaate. Sfio gorduras totalmente compativers com a manteiga

de sacau.

® {BX (EXTENSORES DA MANTEIGA DE CACAU)

Ssio gorduras especiais Nio-Léuricas, compostas por isdmeros cis e frans, derivadas do
acido elaidico (C18:} trans), obtidas por hidrogenagdo e subsequente fracionamento. Sdo parcialmente
compativets, em nusturas, com a manteiga de cacau (isdmeros c¢is). A proporgiio é de 5 a 20% de

utilizagdio, sem afetar as propriedades reologicas da manteiga no chocolate.

As gorduras especiais ricas em wriglicerideos monoinsaturados podem ser incorporadas a

manteiga de cacau com a finalidade de reduzir a exudagiio de gordura e aumentar sua consisténcia.

As gorduras especiais extensoras s30 aplicadas em misturas com a manteiga de cacau com

a finalidade de modificar sua consisténcia, crocancia, britho e the confenr umt grau de plasticidade.
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A gordura CBS derivada da familia do acido Jaurico € um substituto total da manteiga de
cacan. A Estearina do Oleo da Polpa da Palma fracionada é a matéria-prima geraimente utilizada na
producdo dessas gorduras especiais. Apos O fracionamento, geralimente com acetona, OCOITe 2
hidrogenacio até um indice de iode menor que 1,0. Ag Fstearinas de Coco e de Babagu fracionadas e
postariormente hidrogenadas, sfo outra fonte de CBS, mas com qualidades inferiores 4 CBS da
estearina da palma, devido a esta filtima conter principalmente dois trighicerideos, com niimeros de
carbono C36 e C38 e por outro lado, serem as estearinas do coco € do babagu serem compostas por
um leque maior de triglicerideos, com nimeros de carbono de €32 a C40. Essa é a razio pela qual a
estearina do coco e do babagu sdo muito macias, isto é, apresentam um baixo contetdo de solidos

{SFC) e por conseguinte, ndo resistem as altas temperaturas dos meses de verao (SOON, 1991},

O abastecimento irregular de fontes de 6leos de boa qualidade, ricos nos triglicerideos POS
e SO8, é um dos mais unportantes fatores que geraram o desenvolvimento da Biotecnologia para
modificar outras gorduras/éleos naturais e sransforma-los em fontes desses triglicerideos essenciais na
produgdo de gorduras especials (CBE). Nas reacdes de interesterificacio de glicerideos, realizadas
com este objetivo, o final da reacio néo se d4 ao alcancar o seu equilibrio, mas sim quando se obtém

uma composi¢io trigliceridica desejada pré-estabelecida.

TANAKA et alii (1981) estudaram os efeitos da adiglo de tampdo ao meio da reaglio de
interesterificaciio de 6leo de oliva (10 g) com 4cido estedrico (10 g) catalisada pela hipase do Rhizopus
delimar (40 g) e hexano como solvente, a 30°C ¢ 3 dias de incubagio sob agitagio. Verificaram que
com o decréscimo da quantidade do tampdo e com 2 adigdio de hexano (20 g), & incorporagio de acido

estearico nos triglicerideos do éleo de aliva foi mats eficiente.

MACRAE (1983) estudou a composicho trighceridica do produto obtido por
interesterificagio da Fragio Intermedidria do Oleo de Palma - POMF (240 g) com acido estedrico
{120 g), a 40°C, por 16 horas, usando éter de petrolec (530 g) como solvente € a lipase do Aspergillus

niger como catalisador da reagio. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4.



Tabela 4: Triglicerideos formados na reacfio de interesterificacio de POMF com

Acido estearico

% NOS TRIGLICERIDEOS
POMF PRODUTO
INTERESTERIFICADO
ACIDOS GRAXOS C14:0 0,70 0,70
C16:0 57,0 37,0
C18:0 6,0 28,9
C18:1 31,8 30,2
C18:2 3,60 3,50
C20:0 0,20 0,20
TRIGLICERIDEOS 88S 5 13
POP s8 19
POS 13 32
SOS 2 13
SSO 7 2
SLnS 9 7
SO0 4 11
OUTROS 2 3

Fonite; Macrae, 1983
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Houve um aumento indesejavel de 8% nos triglicerideos saturados (888} e de 7% em SOO0.
O importante ¢ observar que houve incorporagio de 4cido estearico (C18:0), aurnentando sen teor de
6,0 para 28,9%, com consequente redugdo do 4cido palmitico (C16:0) de 57 para 37% ¢ que o perfil
trigliceridico da POMF foi modificado de forma a se obter maior teor dos triglicerideos desejados,

principais componentes da manteiga de cacau (POS, S08) e consequente, mas desejavel, redugdo no

teor de POP.

Com a descoberta das lipases s 1.3 especificas e parindo-se de gorduras vegetais baratas,
com caracteristicas apropriadas, vérios métodos foram e continuam sendo desenvolvidos com a
finalidade de se obter produtos equivalentes a manteiga de cacau (BLOOMER er alii, 1990, 1991,
1992; CHONG ef afii, 1992).

BLOOMER e alii (1990) estudaram 12 preparacdes de hpases comerciais com o objetivo
de verificar as performances como catalisadores nas reagdes de interesterificagio da POMF com enl-
estearato na formagio de equivalentes da manteiga de cacan, sendo que cinco lipases se mostraram
adequadas. A quantidade 6tima de enzima na reacao de interesterificagio foi de 10% (em peso sobre
os substratos). Observaram que a 60°C o aumento na quantidade do solvente no meio de reagdo faz

com que aumente os niveis de triglicerideos saturados, o que ndo é de interesse.

Ficou demonstrado que a escolha do suporte usado na mmobihizagao das lipases e a forma do
substrato (esterificado ou 4cido graxe livre), afetaram significativamente a atividade catalitica das
enzimas. A taxa de atividade de interesterificaglio fo1 determinada pelo percentual de incorporagdo de

estearato nos triglicerideos monoinsaturados do produto, definida pela formula:

%POS+2x %S08
% POP + %POS +%S0S)

% Incorporagdo = 5 (

BLOOMER (1990) verificout o tempo necessano na formagio de equivalente da manieiga
de cacau estudando o tempo de incorporagdo de estearato nos trighcerideos da POMF (1 parte, em
peso) com etil-estearato (2 partes, em peso}, usando a Lipozyme como catalisador e T=80°C. Chegou-
se & conclusio que foram necessérios aproximadamente 37 minutos de reacio para se obter 57% de

incorporagio de estearato. Também foram estudadas variacSes nas condiges de reagio, com as

seguintes conclusdes:

& 75°C foi a temperatura onde ocofren maior incorporaacio de estearato.
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® Lipozyme ¢ a lipase com maior capacidade catalitica, quando comparada com outras
duas lipases e menos dependente do conteido de agua no meio de rsagdo. A capacidade de
interestenificacio da Lipozyme praticamente ndo foi alterada quando se utilizou a enzima com urmidade

tdo baixa quanto 0,15%.

#® Na raziio em peso dos substratos (etil-estearato / POMF) de 1,4, obteve-se um tempo de
reagdo de 72 minutos e formagdo de 14% de triglicerideos saturados. Na razdo de 2,0, o tempo de

reaco foi de 93 minutos ¢ 11% de trissaturados foram formados.

© Outros substratos foram analisados: POMF, dleo de girassol e triolefna foram
interesterificados com efil-estearato e trioleina também interesterificada com etil-palmitate. O tempo
necessario para alcangar o final da reagdo variou muto pouco em todos os casos. A formagdo de

triglicerideos saturados teve pequenas diferencas.

® Foi observada redugio significativa no tempo de reagio em fungiio do aumento do teor de

Lipozyme utilizada, variando de 290 minutos com 5% de enzima até 40 minutos com 20% de enzima.

® Foi utilizada uma coluna empacotada com Lipozyme para estudar o tempo de reagdo
necessario para esterificar POMF com etil-estearato (1:1, em peso), a 40°C e usando n-hexano como
solvente. O fluxo de substratos adotado foi de 6 mlh. O tempo de residéncia dos substratos na colura
foi estimado em 12 minutos, A mcorporagio de estearato néo se alterou, aproximadamente 25%, por 5

dias. Portanto, niio apresentando bons resultados.

CHANG ez alii (1990) prepararam equivalentes da manteiga de cacau a partir de dleo de
algoddo completamente hidrogenado (fonte de #cido esteanco) e dlec de oliva (1:1 em peso), por
interesterificagio catalisada pela Lipozyme O tempo otimo de reagio para produzir O maor
componente da manteiga de cacay, i(3)~palmitoil~3(1)—estearoil-fl-manooieina (POS) foi de 4 horas. O
produto interestertficado for isolado da mistura de reagfio por duas etapas de filtraglo, 2 4 e 25°C. O
rendimento obtido foi de 19%, em peso, com relagéo aos dleos originais. O produto foi analisado por
CLAE em fase reversa, (ug¢ demonstrou ¢ seu contendo em componentes triglicerideos similares aos

da manteiga de cacau, mas com um nivel mais elevado em diglicerideos (Figura 14).

O ponto de fusio do produto obtido determinado por DSC (Differencial Scanning
Calorimetry = Calorimetria Diferencual de Varredura) foi de 39°C, que pode ser comparado com o da

manteiga de cacau (36°C). Este aumento no ponto de fusdo pode ser explicado pelo maitor teor em

triglicerideos SOS.
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Figura 14 - CLAE da manteiga de cacan {a) e do produto interesterificado ib}.
sleo algodio hidrogenado/bleo oliva = 1:1 {p/p), T=76°C ¢ 10% Lipozyme.
(b) triglicerideo interesterificado obtido por filtragio a 4 e 25°C.

Fonte: Chang ef alii, 1990



Devido 2 sua composigio em acidos graxos, gorduras semi-solidas de plantas originanas da
india (sal, kokum, mahua, dhupa e mango) foram utilizadas em reagOes de interesterificagdo com
palmitato e/ou estearato, na propor¢do em peso 2:1 (palmitato/gordura), catalisadas pela Lipozyme,
com o objetivo de se obter produtos semelhantes 2 manteiga de cacau. Exceto no caso da Kokum, além
da adic3o de palmitato, seria necessdria a INnCOTPOracao de estearato nos cutros tipos de gordura. Os
triglicerideos equivalentes da manteiga de cacau foram isolados por fracionamento em etanol a 4 &
254C. A Figura 15 mostra a curva de derretimento do produto obtido da interesterificagdo da gordura
do kokum e da manteiga de cacau. As outras gorduras nio tem composicio trigliceridica adequada

para transformacao em equivalentes da manteiga de cacau (SRIDHAR ez alii, 1991},
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Figura 15 - Curvas de derretimento de I. gordura do kekum interesterificado e

1. manteiga de cacau.
palmitato/gordura = 2:1 {p/p), T=60°C e 6% Lipozyme.
I = triglicerideo interesterificado e fracionade com etanol a 4 e 25°C,

Fonte: Sridhar et alii, 1991



CHONG et alii {1992) desenvolveram procedimentos de fracionamento para punficacic
dos equivalentes da manteiga de cacau obtidos a partir da interesterificacio da oleina de palma com
4cido estedrico catalisada pela Lipozyme. A incorporagdo de estearoil na oleina de paima formou

39.3% de triglicerideos desejaveis, equivalentes aos da manteiga de cacau {POP, POS e 8O8).

Uma combinagiio de etapas de fracionamento envolvendo inicialmente a remogiio dos acidos
graxos livres da mistura, por destlagdo por arraste de vapor sob vacuo, seguida por cristalizagdo
fracionada dos glicerideos em hexano e/ou acetona, forneceram fragdes de gorduras cuja composigéo
de triglicerideos foi analisada por CLAE ¢ o comportamento térmico analisado por DSC. A analise por
CLAE mostra que a fragio F2(A) pode ser comparada com a manteiga de cacau (Figura 16) e a
analise por DSC {Figura 17) ilustra o comportamento térmico das fracdes F2(A), F2 (B} e F2((),
também equiparaveis & marnteiga de cacau quanto 2o derretimento. Estas fracdes foram obtidas por

cristalizacdo em hexano (1:10 p/v), hexano (1:5 p/v) e acetona (1:10 p/v).

Portanto, a oleina de palma se mostrou como uma fonte de triglicerideos para serem
transformados enzimaticamente em equivalentes da manteiga de cacau, e apos trés fracionamentos

seletivos, obteve-se um rendimento de aproximadamente 25% de trighcerideos desejados, sobre o peso

do dleo original.
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Figura 16 - CLAE dos triglicerideos do equivalente da manteiga de cacaw F2(A) da

oleina de palma (A) e da manteiga de cacau - (B).

oleina de palma/dc. C18:0 = 2:1 (p/p) T=60°C, 10% Lipozyme, agua (1% v/p do éleo)

¢ =20 h,

{A) triglicerideo interesterificado obtido e fracionade com hexanoe (1:10 p/v).
(B) trigliceridees da manteiga de cacan.

Fonte: Chong f ofii, 1992,
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BLOOMER et alii (1992) estudaram em escala piloto (2.000 g de dleo inicial) as melhores
condigBes da reagiio de interesterificagdo catalisada pela Lipozyme entre o 6leo de girassol e o etil
estearato para se obter a incorporagio de estearato igual 4 obtida na fragio média do dleo de palma,
com a finalidade de produzir equivalente da manteiga de cacau. Nao houve formacéio de trighcerideos

saturados nas reagdes. Os resultados obtidos foram:

e O tempo de reagio diminui e o nivel de 4cidos graxos livre ¢ diglicerideos aumenta com

a elevaciio da temperatura € COIM © aumento da concentracdo de etil-estearato.

s Aumentando-se a quantidade de enzima, reduz-se o tempo de reacdo mas observa-se ©

acréscimo nos teores de acidos graxos livres ¢ de dighcerideos.

» A elevacio do teor de umidade do meio de reagdo favorece a reaclio de hidrolise. A
reagio de interasterificagio conduzida com 2 lipase seca é mais rapida e resulta em

menor formagcio de acidos graxos livres e dighicerideos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Matérias-primas

o Oleo da Polpa de Piqui: obtido do fruto da espécie Caryocar brasiliense camb, extraido
artesanalmente corn 4gua em fervura a partir de frutos colhidos na regifio de Planalima -

(oids.

e Acido estearico: grau bioquimico Riedel de Haen (27403) com Ponto de Fusio = 67 -

68°C - Alemanha

e Enzima imobilizada em resina anibnica macroporosa, wma lipase do fungo Mucor
michel, especificidade sn 1,3, comercializada pela Novo Industri A/S, sob o nome de
Lipozyme TM, cedida pelo fabricante. Lote LUC 0004/10 de Janeiro de 1992 -
Atividade 49 BIU/g - Copenhagen - Dinamarca. 1 BIU (Bath Interesterication Unit) / g

= 1 umol de 4cido palmitico incorporado na trioleina (40°C, 1 aim), por runuto,

s Manteiga de cacaw: extraida a partir de frutos coldos na regifio de Ubatuba-SF, da

espéoie Theobroma cacao, variedade Forasteire, cedida pelo IT AL-Campinas-SP.

3.1.2. Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau P.A e de diferentes procedéneias:

Merck, Fcibra, Sigma, Fluka, Riedel de Haen e Nu-Chek.

3.1.3. Instrumental

Além dos utensilios e vidraria normalmente utilizados em laboratrio, os seguintes
equipamentos foram utilizados para a realizacdo do trabatho:



e Cromatdgrafo gasoso, modelo Sigma 3B, Perkin-Elmer, com detector de fonizagio de
Chama (FID), acoplado a integrador Perkin-Elmer, modelo LLI-100.

« Cromatografo Liquido, modelo Senies 10, Perkin-Elmer, com detector de Indice de
Refracio Sicon Analytic, acoplado a integrador Perkin-Elmer, modelo LCI-100.

s Cabine UV para leitura de placas fluorescentes dotada de 1dmpada Fluotest, Hanan,

Heracus (254 2 365 nm).

e Banho termostatizado IKA Werk, modelo HBR-250, com agitacio e acoplado 2

termdmetro de contato {precisio 0,1°C).

» Estufa marca Memmert, modelo UL 40, com ventilagio a ar.

s Evaporador rotativo Buchr.

3.2. Métodos

3.2.1. Extracie dos Lipidios

Os frutos maduros do piqui foram colhidos no cerrado de Planaltina - Goids e logo apds a

cotheita, submetidos ao seguinte processo de extragao, na unidade da Embrapa do local.

Descascamento - para a remocio dos ovirios do fruto, geralmente em noamero de

quatro nesta vanedade.

Despolpamento - manual, para a separagdo da poipa do carogo.

Trituragiio da polpa -realizada em liquidificador, utihizando-se 100% de dgua em peso.

e Extragio do éleo - empregou-se 0 método artesanal utilizado pelos usuarios na regifio
de coleta dos frutos. Submeteu-se a polpa a UM COZIMENto intensivo
com Agua e separou-se o oleo sobrenadante. Em seguida, secou-se O
produto em recipiente metalico sobre uma chapa quente atd que o

mesmo perdesse a opacidade causada pela umidade. Fimalmente, o
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oleo obtido foi filtrade em papel de filtro. Os carogos obhidos apos a

separaco da polpa foram descartados.

Para a obtengio de uma amostra homogénea de dleo de piqui, apos a extragio, procedeu-se
4 mistura dos 6leos obtidos e o 6leo final homogeneizado foi conservade em geladeira, ap6s o

acondicionamento em varios frascos de 20 ml., envoltos em papel aluminio.

A cada série de experimentos, um frasco era retirado da geladeira e deixado a femperatura
ambiente por 2 horas, tempo suficiente para liquefaggo do produte. Tomou-se o cuidado de nio utidezar

o produto do mesmo frasco por mais de cinco vezes.

32.2. Caracterizagio e Compoesicio do Oleo bruto de Pigui

Na caracterizagdo da polpa & no estudo da composigdo do éleo de piqui, foram realizadas

determinagBes utilizando-se os seguintes métodos analiticos:
A, Porcentagem de Lipidios

Foi determinada pelo método oficial AOCS Ac 3-44 (1993), com solvente hexano por 12

horas.

B. Teor de Umidade

Foi utilizado neste trabalho o método oficial AGCS Ca 2¢-25 (1993)
C. Porcentagem de Acidos Graxos Livres

Foi determinado pelo método oficial AOCS Ca 52-40 (1993). O resultado expresso em

acido oléico tomando-se como fator 282 para o cilculo.
D.  Indice de Iodo (Wijs)

Foi utilizado o método oficial AOCS Cd 16-87 (1993)
E. Indice de Saponificacdo

Foi determinado pelo método oficial AOCS Cd 3-25 (1993)
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E Indice de Peroxido
Uilizou-se o método oficial AOCS Cd 8-53 (1993}

G Composigdo em Acidos Graxos

Para esta determinagdo seguiu-se o método oficial AOCCS Ce 1-62 (1993), por

cromatografia gasosa dos ésteres metilicos. As condigOes adotadas foram:

e Coluna de ago inoxidavel com 1/8” de didmetro extemo e 4 m de comprimento,

empacotada com 10% de Silar 10 C em Chromosorb W-HP (100-120 mesh).
¢ Fluxo de Nitrogénio (gas de arraste) de 25 mE/min.
o Temperatura do injetor = 225°C
e Temperatura da coluna = 175°C

+ Temperatura do detector =225°C

Os ésteres metilicos foram preparados segundo HARTMAN & LAGO (1973). Injetou-se

no cromatografo de 1 a3 pL de ésteres metilicos em hexano.

A identificacio dos acidos graxos foi realizada comparando-se os tempos de retengfo dos
componentes da amostra com os de padrSes de ésteres metilicos de acidos graxos (Standard Nu-Chek).
A quantificagio foi efetuada por normalizagio de éreas, obiendo-se a porcentagem de cada

componente pela razdo da 4rea individual ¢ area total dos picos, calculadas pelo Integrador.
H. Composi¢do Trighceridica

Foi empregada a técnica de cromatografia liquda de alta eficiéncia (CLAE) em sistema de

fase reversa, com detector de indice de refraclo, empregando-se as seguintes condighes

{DEFFENSE, 1984):
e Coluna: Lichrosorb RP-18 (5 um) - 25 cm, Merck.
« Fase movel: acetona : acetonitrila (62:38, viv).

« Fluxo; 1 ml/min.
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Os solventes empregados nesta analise foram todos grau CLAE e sofreram processo de
degaseificagdo através de ultra-som e filtracio em membrana Alltech (nylon, 47 mm, 0,2 micron,

100/PK) antes do uso. As amostras de 6leo foram dissolvidas em acetona e injetadas no cromatografo

equipado com *“loop™ de 20 uL.

Para a identificagdo dos iriglicerideos foram utilizados padrSes individuais e mushuras
padrio (Fluka e Sigma) para se obter os tempos de retencao. A ordem de eluigio dos triglicerideos fot
determinada por comparagio com cromatograma CLAE do dleo de palma (DEFFENSE, 1984) e

andlises de misturas do 6leo de piqui com padrdes individuais.

Nas reacdes de interesterificagio seguiu-se procedimento conforme descrito posteriormente

no e 3.3.4.

3.2.3. Composicio da Manteiga de Cacau

Foram realizadas duas determinacBes na amostra de manteiga de cacau, utilizando-se a

metodologia citada anteniormente:
A. Composicio em dcidos graxos (CG), conforme item 322G

B Composigdo mrigliceridica (CLAE), conforme item 3.2.2 H

3.3.4. Determinacio de Umidade ¢ Acondicionamento da Enzima

A, Teor de umidade

Foi determinado pele método oficial AOCS Ca 2¢ - 25 (1993)

B. Acondicionamento

A enzima utilizada foi acondicionada em embalagem de aluminio ¢ conservada em
geladeira. A cada dois dias, uma amostia de peso estimado ao uso era retwrada da geladeira
transferida para dessecador contendo silica, assim, se dispunha sempre de Lipozyme com sua umidade

original. O produto residual néo utilizado era descartado,



O acondicionamento da enzima a 10% de umidade foi efetuado seguindo-se metodologia
oficial (ASTM E 104-85, 1985) Manteve-se 13 g de Lipozyme em dessecador por 48 horas, no
minimo, contendo no seu fundo solugdo de acido stitfurico PA e agua, nas proporgdes de 64 e 35%

respectivamente. A determinagiio da umidade da enzima foi verificada apés acondicionamento.

A enzima acondicionada a 10% de umidade foi mantida em dessecador, hermeticamente

fachado, A amostra de Lipozyme era renovada a cada semana e procedia-se o seu acondicionamento.

3.3. Procedimento Experimental

3.3.1. Critério de Selecao

Baseado na composicio em éacidos graxos do oleo de piqui, citada em literatura, verificou-
se que com a incorporagdo de acido astearico poderia ser viavel a obtengdo de produta lipidico

modificado com composigio semelhante a da manteiga de cacau

Apés a analise do perfil trigliceridico em CLAE do oleo de piqu, verificou-se que uma
interesterificacio enzimatica com lipase sn 1.3 especifica seria adequada para alterar seu perfil

trigliceridico na presenga de 4cido estedrico, formecendo teoricamente teores diferentes de POP, POS ¢

SOS.

A Lipozyme fol adotada como catalisador das reagbes de interesterificagdo, por ser wma
lipase ja avaliada em trabalhos anteriores sobre obtencio de equivalentes da manteiga de cacay, ja
citados na revisio bibliografica, por ter comprovada sua especificidade e eficiéncia e também por estar

comercialmente disponivel no mercado sob a forma mmobilizada.

O acido estearico foi escolhido por apresentar uma maior taxa de interesterificagdo quando

comparado com seu éster (SCHUCH et al, 1987), por apresentar menor custo e mator disponibilidade

no mercado.

O trabalho aqui desenvolvido equivale ao estudo da viabilidade em escala laboratorial de

obtencio de uma mushura trigliceridica ndo disponivel na natureza, com composigio semelhante a da
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manteiga de cacau brasileira, obtida através de reagéo de interesterificagéo catalisada por lipase sn 1,3

especifica, sem reutilizagfio da mesma.
3.3.2. Critérios de Avaliacio

Para se verificar preliminarmente a eficiéncia da Lipozyme na incorporagdo de acido

estearico nos trighcerideos do dleo de piqui empregou-se a téenica de cromatografia gasosa.

0 monitoramento das reacdes de interesterificacdo do Gleo de piqui com acido esteanco,
cataltsadas pela Lipozyme, foi realizado pela deterninagio da composigio trigliceridica, pois esta fem
influéneia direta nas propriedades fisicas de um dleo/gordura. Como POP, POS e SOS sdo os
principais triglicerideos presentes na mantsiga de cacau, o produto mteresterificado for avaliado

baseando-se nos teores destes triglicerideos presentes na sua composi¢io.

Para determinar o ponto final de cada reacdo, adotou-se a incorporagio de acido estearico
(% AEI), como método para se quantificar o 4cido estearico total nos triglicerideos do 6leo de piqu
interesterificado. O final da reagfio foi determinado ap se chegar na %AEI = 44, que ¢ o valor

encontrado para a manteiga de cacau utlizada como padrio. Pontos acima de 44% néo foram

estudados.

3.3.3. Monitoraments das Reacdes de Interesterificacao

0O acido estearico incorporado no dleo de piqui foi determinado através da quantificacdo dos

triglicerideos principais presentes na manteiga de cacau (POP, POS e SOS) e calculados pela seguinte
equagio (BLOOMER et alif, 1990):.

%POS +2 x %808

\ x 100
2(%POP + %POS + %SOS)

% AEL =

Para o monitoramento das reacdes de interesterificagio foram utilizadas as seguintes

determinacdes:
A. Composicdo em deidos graxos (CG), conforme tem 3.2.2G

B. Composicdo trighceridica (CLAE), conforme item 322H
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3.3.4. Procedimente nos Ensaios

Os experimentos foram realizados em micro escala (menor que 1 grama) onde 4 enzima, o
dleo de piqui e o acido estedrico foram incubados, sob agitagio magnética, em tubo de ensaio aberto &
imerso em banho de glicerol termostatizado a 70°C. Ao final de cada reagio, o tubo de ensaio fol
retirado do banho, adicionados 5 mL de hexano ao meio de reagdo, para evitar a solidificacio do
produto 4 temperatura ambiente. Apds separacao da Lipozyme por decantagdo, o sobrenadante foi

acondicionado em frasco ambar, com tampa e estocado no freezer.

Para cada pardmetro estudado (umidade e concentracdo da enzima ¢ concentracio de
substratos), submeteu-se a avaliagio um nimero limitado de tubos de ensaio que se enquadrasse
dentro de wma faixa de tempo suficiente para que a incorporagdo de acido estedrico necessana
ocorresse. Dependendo do experimento, os tempos de reagdo utilizados variaram de 1 a 20 horas. Para

cada pardmentro ge verificou a melhor faixa de estudo otimizando-a apds a obtengio de resultados

preliminares em intervalos maiores de tempo.

Nio se utilizou solvente no meio de reagdo, com a finalidade de redugio na temperatura,

pelos seguintes motivos (BLOOMER ez alii, 1992):
® zumentar a velocidade de reagio
® reduzir a formagao de mono e diglicerideos

® utilizar sistema aberto e por batelada, que & eficiente, de mais facil operaglo e mass

econdImICo,

O emprego de 70°C como temperatura de reagio ¢ justificado por trés motvos:

- Ser uma temperatura ligeiramente superior ao Ponto de Fusio do acido esteartico {67 -

68°C), garantindo a total solubilidade do mesmo no meio de reaco.

. Estar dentro da faixa de temperatura otima de atuagfio da Lipozyme {LIPOZYME TM,

1985).

_ Nio ser necessario a retirada da agua formada durante a reaclo, pois a esta temperatura a

evaporagio ocorre naturalments, minimizando, dessa forma, a reagio de hdrélise (ERGAN et alii,

1990),
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Nio se justifica realizar experimentos em regides de temperatura diferentes da indicada pelo
fabricante da enzima pois, a temperatura 6tima normalmente ¢ obtida de estudos de equagfio de
Michaslis - Menten e da relagio de Arrhenius (GACESA ef al, 1990). No caso das enzimas, a relagio

de Arrhenius se mantém somente em uma faixa restrita de temperatura.

A estabilidade térmica limitada das enzimas resulfa na sua inativaciio a elevadas
temperaturas. As condigBes de operagiio devem sempre contemplar o equilibrio entre a conventéncia

de uma velocidade alta com a necessidade de uma estabilidade aceitavel.

Neste caso especial, o fator realmente predominante é o fato do acido estearico apresentar-

se sélido abaixo de 67°C, limitando portanto as condigbes de ensaio fora desta pequena faxa de

trabalho (67 a 70°C).

Frsaios preliminares para defini¢fo do tipo de sistema a ser uttlizado levaram a reagdes de
interesterificaglio com tempos de 1 a 20 horas. A partir dos resultados obtidos em termos de
composicdo em Acidos graxos, verificou-se que em sistema aberto o tempo de reagio para se obter
aproximadamente 23% de 4cido estearico mcorporado nos triglicerideos interesterificados do dleo de
piqui fot inferior a 1 hora. A escolha das condiges de reagio esta baseada na obtengio de gorduras
especiais (CBE) a parir da POMF e etil-estearato, principaimente (SRIDHAR er alii, 1991;
BLOOMER e alii, 1992 ¢ CHONG et alii, 1992). Utilizou-se para este ensaio 10% de Lipozyme em

peso sobre o5 substratos cora sua umidade ori ginal, razio em peso acido estedrico / dleo piqm de 2.0 e

temperatura de 70°C.

Nio foi utilizado vécuo no sistermna porque a Lipozyme mostrou-se eficiente em reagdo

aberta, com tempos reduzidos.

33.5. Purificagio de Triglicerideos em escala laboratorial

Os produtos de reagfo obtidos como citado mo iter 3.3.4 & armazenados em freezer, foram
deixados 4 temperatura ambiente por duas horas antes do uso. Os triglicerideos foram separados por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), em placas preparativas de 0,5 mm preparadas
manualmente no laboratorio, com: hexanoféter etilico/acido acético, na proporgde 70:30:1 (v/v/v).
Recorreu-se a0 uso do sotvente Toluol para dissolver as amostras, quando estas apresentavam-se

insoliveis. Por ser o oleo de piqui rico em carotendides, a quantidade de amostra aplicada em cada
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placa foi estimada baseando-se na intensidade de colorago da amostra aplicada, aproximadamente 30
- 50 mg Utilizou-se o Fluotest (254 e 365 nm) para localizagio dos tnglicerideos e postertor
recuperacio (SCHUCH er af, 1987). A verificagio da classe de tnglicerideos foi constatada por
comparagio de Ry de padrbes de mono, di e triglicerideos aplicados simultaneamente. As amostras,
dissolvidas em acetona, foram centrifugadas para separagdic da silica ¢ o solvente parciaimente
evaporado sob corrente de mitrogénio. Na fragdo resultante foi determinada sua composigio
trighceridica (3.3.2 H) e em éacidos graxos (3.3.2 G). Utilizou-se duas placas preparativas para cada

determinagio.
3,3.6. Estudo das Cendicdes de Reacdio na Interesterificacio do Oleo de Pigui
A. Umidade da Lipozyme
Foram testadas duas umidades:
® oniginal da Lipozyme
& 10% de ummdade
B. Concentragdo de Lipozyme
Foram estudadas as seguintes concentragdes de Lipozyime, em peso sobre os substratos:
6% ;. 8% : 10% ; 12% e 14%.
C. Ruazdo de Concentragdo dos Substratos

Foram utilizadas as seguintes concentrages dos substratos (actdo estearico / dleo de piqui):

RAZAO MOLAR RAZAO EM PESO
1,0 0,33
2,4 0,80
3,6 1,20
4.8 1,60
6.0 2,00
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados reportados neste trabalho foram obtidos através de analise de amostras

em duplicata, e portanto representam um valor médio das determmagdes.

4.14. Caracterizacdo das Matérias-Primas

4.1.1. Caracteristicas do Oleo de Piqui

Os testes iniciais foram realizados com 6leo de piqui adquinidos no comércio, na regido de
Montes Claros - MG, Amostras enviadas de Fortaleza, obiidas artesanalmente também foram testadas,
Na caracterizacio em acidos graxos detectou-se que ambas estavam adulteradas com oleo de soja. Na
impossibilidade de obtengdo de amostra pura do dleo de piqui, recorreu-se 4 colheita dos frutos na

regido produtora, conforme tem 3.2.1.

A polpa do piqui apresentou um teor de tipidios de 63,05% (B.8.), por exiragio com éter de

petroleo, por 12 horas.

As caracteristicas fisico-quimicas do éleo de piqui, extraido artesanalmente e utiizado nos

experimentos, ¢stio apresentadas na Tabela 5. Neste método de extragio nfo foi determinado o

rerrdimento em 6leo.
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Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas do éleo de piqui

CARACTERISTICAS QUIMICAS VALORES
Umidade (%) 0,065
% AGL (expresso em 4c. oléico) 027
Indice de Pardxido (meq/1.000g amostra) | 1,38
indice de Iodo (Wis) 50
Indice de Saponificagiio (mg KOH/g amostra) 201

Os resultados obtidos estio de acordo com os citados em BRASIL MIC-STI (1983) e
mostram boa qualidade do dleo extraido pelo baixo valor de 4cidos graxos livres ¢ bom estado

oxidativo (Indice de Peroxido baixo).

4.1.2. Caracteristicas da Lipozyme

Lipozyme TM, com umidade ongmal de 2,36% .

4.1.3. Caracteristicas do Acido Estearico

O produto de grau P.A, foi caracterizado por cromatrografia gasosa, detectando-se mistura

com outros acidos graxos (Tabela 6).
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Tabela 6: Composicdo de dcidos graxos ne acido estedrico

ACIDOS GRAXOS TEOR % {p/p)
Palmitico (C16:0) 5.3
Palmitoléico  {C16:1) 0,9
Esteanico (C18:0) 80,6
Oléico (Ci8:1) 0,6
Linoléico {C18:2) 0,1
Araquidico {C20:0% 2.4

Pelos dados acima, a pureza do acido estedrico utilizado € de 90,6%.

Peso molecular = 2833 g/mol.

Para efeito de calculo da razdo de concentragio dos substratos recorreu-se ao valor 90,6

aqui obtido, que representa a pureza real do dcido.

4.2. Composicio em acidos graxos do dleo de piqui e da

manteiga de cacau.

A composigio em acidos graxos e a sua distribuigdo triglceridica caracterizam e definem a

utilizagio de um oleo ou gordura para um determmado fim.

A importincia de sua determinagio no dleo de piqui e na manteiga de cacau, se deve
principalmente para se determinar preliminarmente, se o dleo de piqut ¢ adequado para ser utilizado

como substrato com o objetivo de se obter uma composico semethante & da manteiga de cacau e para
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se definir o tipo de acido graxo a ser incorporado. Os resuitados estio apresentados na Tabela 7,
juntamente com o peso molecular obtido e dados encontrados na literatura para a manteiga de cacau ¢
fragio média do 6leo de palma, utilizado para modificagfo lipidica na obtenglo de equivalente de
manteiga de cacau (BLOOMER ef alfi, 1990, 1991 e 1992).

Tabela 7: Composicio em #dcidos graxes do éleo de piqui, manteiga de cacau e

fracdio média do éleo de palma (POMF)

TEOR % (p/p)

MANTEIGA MANTEIGA

ACIDO GRAXO OLEO PIQUI CACAU CACAU' POMEF!
Palmitico (C16:0) 40.2 27,0 26,0 54,0
Palrmutoléico {Cl6:1) 1.4 0,2 0.3 -
Estearico {C18:0) 23 253 34,4 8,0
Olsico (C18:1) 53,9 40,4 34,8 34,0
Linoléico (C18:2) 1.5 59 3,0 2,0
Linolénico {Ci8:3) 0,7 0,3 0.2 -
Araquidico {C20:0) 0,2 0,9 1.0 0,7
PESO MOLECULAR

{g/mol) 853,0 881,8
1 - Padley ef alii, 1995
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Observa-se que o dleo de piqui possui apenas 9,2% do fotal de 4cido estedrico presente na
manteiga de cacau, portanfo a meorporagdo desse acido se faz necessaria para que o sey teor, no

produto interesterificado, seja elevado a niveis préximos aos enconirados na manteiga de cacau

(25,3%).

Como j4 citado na revisio bibliografica, a POMF ¢é a matéria-prima mais utilizada para
modificacBes em equivalentes da manteiga de cacau e pode-se observar, na Tabela 7 que, assun como

o bleo de piqui, 2 POMF contém na sua composigio, baixo teor de 4ctdo estedrico e alto teor de acido

palmitico.

Encontrou-se na literatura valores diferentes para a composigfo em acidos graxos principais
da manteiga de cacau (PADLEY er af, 1995), mas optou-se por utilizar uma variedade brasileira como
padrio. Assim como o café e o oleo de palma, a manteiga de cacau também tem seu prego no mercado
de acordo com sua origem, pois dependendo do pais, a variedade cultivada pode gerar uma manteiga
de cacau com propriedades fisicas diferentes e ser considerada de qualidade inferior para a confecgio
de determinados produtos, como por exemplo os chocolates finos. Essas variagbes se devem &
composigio em acidos graxos e 4 sua distribuigdo trighceridica (STEVEN SON er ahi, 1979). Verifica-
se perfeitamente pela composico em Acidos graxos que neste caso {emos duas variedades de manteiga

de cacau bem diferentes entre st

A Figura 18 apresenta os cromatogramas de dcidos graxos do dleo de piqui {A) e da

manteiga de cacau (B).
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Figura 18 -Cromategrama de dcidos graxoes {CG) do élee de piqui obtide artesanalmente

(A) e da manteiga de cacau da vaviedade Forasteiro (B)
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4.3. Composicgdo Trigliceridica do 6leo de piqui e da manteiga de

cacau

A Tabela § apresenta os valores obtidos dos principais triglicerideos para ¢leo de picut
original, marteiga de cacan padrdo e para efeito de comparagéo, 08 dados de composigio trigliceridica

da fragho média do dleo de palma (POMF).

A Tabela apresenta a %AEI como citado no item 3.3.3, considerando-se os valores
encontrados para os iriglicerideos POP, POS e SOS. O acompanhamento das reagdes de
interesterificagio podero ser realizados através do dado de 44% de incorporagio de 4cido esteanco

com o objetivo de obtengdo de composi¢ao trighceridica similar 4 da manteiga de cacau,

Observa-se que a manteiga de cacau de procedéncia nacional utilizada como padrio nesta

pesquisa apresenta valores de S0S ¢ POS abaixo dos valores encontrados na literatura (Tabela 3).
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Tabela 8: Composicio trigliceridica do éleo de piqui, manteiga de cacau ¢ fragio

média do dleo de palma (POMF).

TEOR % (p/p)
TRIGLICERIDEO OLEO PIQUI MANTEIGA CACAU POMF
LOO 3,8 3,6 -

POL 27 3,1 1,1
000 5,4 3,4 2,0
POO 22,9 16,2 4,0
POP 27,6 20,3 65,0
500 9,1 12,3 1,2
POS 18,2 25,8 15,8
PPS 0,3 0,7 1,0
SOS8 8,7 13,2 2.4
%AEI 32,6 44,0 12,4

1 - Bloomer, 1990

Por comparagio da composigio trgliceridica do dleo de piqui com a manteiga de cacau,
observa-se que ha a necessidade de aumento dos triglicerideos POS, SOS e SO0 e redugio dos
trighcerideos POP e POO do bleo de piqui. Portanto, a incorporagdo do acido esterico deve ser nas

posicBes | e/ou 3 das moléculas dos seus triglicerideos.
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Uma lipase sn 1,3-3,1 pode levar 4 incorporagio de é4cido estedrico em reagdes de

interesterificagiio nas quais esta enzima atue como catalisador.

O &leo de piqui pode ser considerado adequado como substrato, comparando o seu perfil
wigheeridico com o da POMF, pois esta, ¢ considerada adequada na mteresterificagdo enzimatica
catalisada por Lipozyme na obtencfio de CBE (BLOOMER er afii, 1990, 1991 ¢ 1992). Ambos sfo
ricos em POP e pobres em POS e SOS. Além desse fato, a % AEI no oleo de piqui é bem mazor do
que na POMF. A partir dos resultados obtidos, observamos que o dleo de piqui tem aproximadamente

1185 vezes mais acido estedrico incorporado em seus triglicerideos (32,6%) que a POMF (12,4%}).

Em se considerando que hé vanagBes na composigio em 4cidos graxos para manteigas de
cacau de difsrentes origens, consequentemnente também serdo encontradas diferengas no perfil

trigliceridico, conforme mostra a Tabela 3, descritas por SHUKLA ez afii (1983).

As Figuras 19 e 20 apresentam os cromatogramas de triglicerideos (CLAE) do oleo de

piqui e da manteiga de cacau.
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Figura 19  Cromategrama de triglicerideos (CLAE) do dleo de piqui obtido

artesanalmente,
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Figura 20 - Cromategrama de triglicerideos {CLAE) da manteiga de cacau da

variedade Forasteiro,
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4.4. Estudo das Condigbes de Reacdo na Interesterificacdo do

Oleo de Piqui

Oleo de piqui, acido estedrico e Lipozyme foram submetidos a testes de interesterificacdo a
70°C. Umidade de Lipozyme, concentragio dos substratos e concentragfo da enzima foram os

pardmetros estudados.

Em escala laboratorial deseja-se definir as methores condigbes de reagio para modificagio

enzimatica do dlo de piqui a im de se obter uma composigdo trigliceridica semelhante 4 da manteiga

de cacau.

No estudo de cada parfmeiro, foram efetuados vérios testes, em condigBes pré-determunadas,
onde em cada etapa foram determinados os teores de POP, POS e SOS do produto interesterificado e
consequentemente a percentagem de AEL O pardmetro de controle do final da reagio é a obtengdo de

um percentual proximo de 44% de AEI no produto nterestertficado.

4.4.1. Efeito do teor de Umidade da Enzima

Yabe-se da importincia da 4gua para ativagio da enzima e para que 2 reagdo de
interesterificacfio ocorra, pois as lipases atuam na interface dgua-oleo (MACRAE ,1983). Entretanto, a
partir de determinada umidade do meio, a reago de hidrolise é favorecida, aumentando a formagdo de

acidos graxos livres, mono e diglicerideos (POSORSKE, 1988).

Neste trabatho, a reagiio de interesterificago do éleo de piqu com acido estearico foi
estudada utilizando-se a Lipozyme com duas umidades diferentes: a original (2,36%) e com 10% de
umidade, como recomenda o fabricante (Novo Industr). Este recomenda a secagem da enzima sob
vicuo caso a sua umidade atinja valores superiores a 15%. Portanto, néo tem sentido estudos de
interesterificagiio com valores de umidade acima de 10%. Em estudos com leito fixo de enzima ha
necessidade de se regenerar a umidade da enzima caso esta se reduza a niveis que possam causar
perda da sua atividade caralitica durante 2 reagio. Para tanto, se recomenda a regeneragdo por
hidratacio com solvente e substratos saturados com agua. No caso especifico a ser estudado em escala
laboratorial esta rehidratacio niio é necessdria. Para se estudar o efeito da umudade da Lipozyme
durante a reacio de interesterificacio do 6leo de piqui fixou-se a razéio em peso dos subsiratos em

condighes de excesso de acido estearico em relagdo ao éleo de piqui (2 : 1), temperatura de 70°C e
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10% de concentragio de enzima, conforme recomendacc do fabricante. Nesta razdo em peso
escolhida existe suficiente substrato para ocorrer a interesterificagio e o equilibrio da reagdo ficar
deslocado para favorecé-la. A escolha destas condigbes de reagfio estd baseada na obtengdo de

gorduras especiais (CBE) citada ¢ justificada no item 3.3.4.

A Tabela 9 apresenta os resultados, em acidos graxos principais, correspondentes somente a
fraciio trigliceridica do dleo de piqui interesterificado 2 70°C com 10% de Lipozyme e fixando-se a

razdo em peso de 2,0 (4cido estedrico/éleo piqul).

Tabela 9: Efeito da umidade da Lipozyme sobre a composicdo em dcides graxos dos

trighicerideos interesterificados do éleo de piqui

TEMPO TEOR % (p/p)
REACAQ Lipozyme 2,36% umidade Lipozyme 10% umidade
{min} 16:0  16:1  18:0 181 182 | 16:0 i6:1 18:0 18:1 1822
20 3406 05 172 485 1,1 352 0.8 14,5 47,9 1,2
30 29,6 03 218 458 1.2 331 0.6 17,9 46,9 il
40 2%.0 08 357 445 1,2 313 4,7 20,5 453 1.5
30 271 0.8 26,5 439 1,3 302 0.8 223 44 8 1,1
© 6.6 07 286 420 L1 277 06 %4 437 11
Oleo Piqui 40,2 14 23 53 15
M. Cacau 276 02 233 404 59

10% de Lipozyme , 4¢.C18:0/6leo piqui =20 (p/p) ¢ T=70°C
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Podemos observar a velocidade de incorporagio do acido estedrico nos trighcerideos do
piqui em fungdo do tempo de reaghio. O valor desejado de 4cido estedrico é o mais proximo do teor
encontrado na manteiga de cacau (25,3%). Observa-se que na reagiio de interesterificacio utilizando a
enzima com sua umidade original (2,36%), houve uma redugfio gradual nos teores dos acidos oléico 8
palmitico & uma incorporaglo inicial rapida de acido sstedrico. Com 20 minutos de reago, este valor
se elevou de 2.3 para 17,2% ¢ apds este tempo, 0 aumento da incorporagio deste acido foi gradual até

obter-se o valor de 25,7% com 40 minutos de reagdo.

Na reago com enzima a 10% de umidade, observa-se 0 mesmo comportamenta dos acidos
graxos quando comparados ao da reagdo utilizando a enzima na sua umidade origmal, mas com
velocidade de imteresterificagdo inferior. O tempo aproximado para se obter o teor de acido estearico

ncorporado desejado foi de 60 mmutos.

Os produtos obtidos com os dois nfveis de umidade de enzima testados, 2,36 ¢ 10%, com
tempos de reagdo de 40 ¢ 60 minutos respectivamente, niio apresentaram diferengas significativas em

suas composi¢Ses de acrdos graxos.

A incorporagio do 4cido estehrico nos iriglicerideos do piqui, utitizando a Lipozyme como
catalisador, mostrou-se efetiva e a capacidade catalitica da enzima apresentou-se maior operando-a

com baixa umidade (2,36%).

A Tabela 10 apresenta o perfil trigliceridico principal do dleo de piqui interesterificado
obtide nas duas umidades de Lipozyme testadas. As amostras dos triglicerideos utilizados para analise

foram as mesmas utilizadas para se determunar 2 composigo em dcidos graxos.

Fracdes de mono e diglicerideos ndo foram monitoradas durante 0§ experumentos por

problama técnico de equipamento para sua quantificagfo.
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Tabela 10: Efeite da umidade da Lipozyme sobre a composicio irigliceridica

principal do élee de piqui interesterificado

TEMPO TEOR % (p/p)
REACAQ Lipozyme 2,36% umidade Lipozyme 10% umidade
{min)} POP POS SOS %AE] POP POS 508 %AEIL

20 257 229 9,5 36,1 267 219 8.9 344
30 22,3 27.6 11,3 409 25,1 23,2 89 36,7
40 217 28,3 10,3 40,6 234 29,2 10,4 397
50 20,4 32,1 12,7 442 23,2 29,6 10,9 40,3
60 217 303 il 4 41,8
70 20,8 314 11,6 42,8
80 191 33,0 12,1 445

Oleo Pigui 276 182 87 32,6

M. Cacau 20,3 258 13,2 440

18% de Lipozyme , &c. C18:0/éleo piqui= 2,0 {(p/p} ¢ T=T70°C

Observa-se que nas reagdes de interestenficacio com a mistura de trighcerideos do dleo de
piqui e um acido graxo livre, atilizando a enzima com umidade original {2,36%) ¢ 10% de umidade, os
teores dos trighcerideos POS e SOS aumentaram gradualmente ¢ o de POP diminuiy, levando a
formacdo de maiores teores de POS e SOS nos produtos interesterificados. A formagio de novos
trighcerideos enriquecidos com 0 acido graxo adicionado comprova 4 migragio dos grupes acila dos

trigliceridicos nas condigbes da reacao, conforme esperado.
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Estes ensaios foram suficientes para mostrar que a Lipozyme é uma lipase eficiente como
catalisador da reagio de interesterificagio do dleo de piqui com écido estedrico para se obter
triglicerideos modificados com uma composigdo em POP, POS e SOS que fornegam um percentual de
AEI semelhante ao da manteiga de cacau (44%). A eficiéncia catalitica da Lipozyme é maior quando
utlilizada com sua umidade original (2,36%), pois o tempo de reagdio foi menor (50 minutos) guando
comparado com o tempo necessério utilizando-se a enzima com 10% de urnidade (80 munutos), 0 gue

representa 60% de acréscimo no tempo de reagao.

Comparando-se 2 técnica de CG ¢ CLAE venfica-se que a composigdo trighceridica
constifui-se na técnica de monitoramento de reagio de interesterificagio mais importanie que a
composicio em acidos graxos. Comparando-s¢ as Tabelas 9 ¢ 10, observa-se que o tempo NeCEssaro
para se atingir o valor desejado de acido estearico (25,3 %) foi menor que o tempo de ncorporagdo do
mesmo para obtengdo dos trighcerideos POP,POS e SOS em teores proximos a % AEL = 44. Com 40
minutos de reacdo, utilizando-se enzima com sua umidade original, apesar do teor de 4cido estedrico
nos triglicerideos totals interestenficados apresentar-se 25.7%, o percentual de acido estearico
incorporado foi de 40,6 %, mostrando que, além da necessidade de incorporagio do 4cido esteanico,

esta deve ser eficiente na formagio dos produtos desejados. Somente a analise trigliceridica pode

avaliar com precisio os compostos formados.

Comparando-se os valores encontrados para POP, POS e SOS a 50 minutos e 80 munutos
de reagdo com enzima a 2,36 ¢ 10% de umidade respectivamente, observa-se que as diferengas nos
teores desses trighcerideos s3o menores que 4% para POS e SOS e de 7% para POP, mdicando que o

efeito principal da variagio da umidade da enzima se reflete sobre o tempo de reagio.

Os resultados encontrados estio em desacordo com a recomendagdo do fabricante da
enzima que indica 10 % como sendo a umidade étima de atuacdo da Lipozyme. Também diferem dos
resultados obtidos por BLOOMER, 1990, na reagfio de interesterificacio de POMF com etil-estearato,
quando observou-se que a umidade da Lipozyme (de 2 a 10 %) praticamente ndo influenciou no teor

de incorporagio de estearato. Deve-se considerar o fato deste pesquisador ter fixado o tempo de reagdo

e determinado o percentual de AEL

Os resultados encontrados por BLOOMER et alii (1990, 1992) e ERGAN e alii {1990) ac

estudarem o efeito da umidade da Lipozyme nas reagbes de interesterificagio do 6leo de girassol com
etil-estearato e do glicerol com 4cido oléico, estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho.

Estes autores reportaram maior velocidade de interesterificagio quando empregou-se Lipozyme com
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umidades tio baixas como 0,01 % e uma menor formagfo de acidos graxos livies @ dighcerideos,
indesejveis como produtos de reagdo. A Lipozyme quando utiizada como catalise de
interesterificacio sob condigBes nas quais o teor de umidade no sistema ¢ restrta, tem na

interesterificaciio sua reagio predominante, minimizando reagfes de hidrdlise.

Verificamos que a velocidade de reagfio de interesterificagdo ndio depende somente da

umidade da enzima, mas do meio de reagfo como um todo, conforme citado no item 2.8,

4.4.2. Efeito da Concentra¢io de Lipozyme.

Estudowse o efeito da concentrago da Lipozyme sobre o tempo de reagfo de
interesterificacio, utilizando-se enzima com 2,36% de umidade, temperatura de 70°C ¢ razdo em peso
de 2.0 (cido estedrico / dleo de piqui). A concentragfio de substratos foi fixada neste valor para que
houvesse um excesso de acido estearico no meio da reagdo e a concentragdo de enzima fosse o anico

parAmetro a ter interferéncia na interesterificacio do oleo de piqul

A Figura 21 ilustra o comportamento da % AEI em fung@o do tempo de reagfio, vanando-se

as concentragdes de Lipozyme (6% ;8% ; 10% ; 12%e 14%0).
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Figura 21: Relacfio do tempo de reacio em funciio da concentracio de Lipozyme

enzima com 2,36 % de umidade, Ac. C18:0/6lea piqui=6,0 {mol/mol) e T=70 C
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Observa-se que a velocidade de reagSio € diretamente proporcional & concentraglo de
Lipozyme, variando de 140 mimutos, quando se utilizou 6 % de enzima, até 40 minutos com 14 % de
enzima Este fato deve ser devido ao aumento da probabilidade de formago do complexo acil-enzima,

o que favorece a reagdo de interestenificagdo (Figura 2).

Nio se observou diferencas significativas da cinética de interesterificac3o na faixa entre 10

e 14% de Lipozyme. Pode-se aqm dizer que a concentragio de 10% de enzima ¢ um valor limitante

acertavel.

A Tabela 11 mostra a composicio trighceridica principal do 6leo de piqui interesterificado

em fungio do teor de enzima utilizada, calculada sobre o peso dos substratos, para se obter % AEl =

44,
Tabela 11: Ffeito da concentracie de Lipozyme sobre ¢ tempo de reagio na
formacio de triglicerideos
TEOR % {(p/p)
TRIGLICERIDEOS 6% 8% 10% 12% 14%
POP 20,1 20,2 20,4 19,7 18,5
POS it 29,3 32,2 32,4 30,6
SOS 12,4 13,2 12,7 12,4 12,2
“sAEl 43,9 44.5 442 44 4 449
TEMPO DE
REACAO
140 70 50 45 40
{min)}

ic. C18:0/8leo pigui = 2,0 (p/p) . diferentes concentracies de Lipozyme com 2,36 %
de umidade ¢ T="768°C
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Na faixa de concentragio de enzima estudada niio foi observada diferenca significativa na
composicio triglceridica do dleo de piqui interesterificado (menores que 10%). Independente do
tempo de reagio, obteve-se uma composigio proxima & da manteiga de cacau padrdo, mas com altos
teores de POS. Esse fato pode ser devido a se atingir rapidamente © percentual desejado de

incorporagdo, com tempo insuficiente para a interesterificacio do POS formado em SOS.

O aumento da concentragdo de enzima leva a uma menor formacio de diglicerideos e

trighcerideos saturados (BLOOMER, 1990, BLOOMER ef alii, 1991, 1992), aqu: ndo quantificados.

O tempo necessario para incorporagdo de 44% de Acido estearico no dleo de piqui diminu
rapidamente com o aumento da concentragéo de Lipozyme de 6 para 8%. Vernfica-se que dobrande a
concenfragio de enzima de 6 para 12%, o tempo de reaghio diminui aproximadamente trés vezes.
Observa-se que a partir de 10% de Lipozyme, 2 tendéncia é a estabilizacfio do tempo de reagio, ou
seja, a partir desse ponto, o aumento da concentragio de enzima ndo tem influéncia significativa sobre
a velocidade de reagdo. Portanto, no estudo do efeito da concentragio de substratos sobre a reagdo de

interesterificagio do 6lec de piqul tomaremos Como ideal a concentracio de 10% de Lipozyme.

4.4.3. Efeito da Razio de Concentracio deos Substrates.

Apés ter-se fixado a temperatura de reagio, determimnado que na sua umidade original a
enzima exibe methor atuagdo na interesterificagio e determinado que a utilizacdo de 10% de Lipozyme
em peso sobre 0s substratos & adequada, estudou-se o efeito da razao de concentragdo dos substratos

na reacio de interesterificagdo do oleo de piqui & cido estedrico para obtengdo de miglicerideos

modificados com as caracteristicas ja mencionadas.
Foram estudadas as razdes molares de acido eatearico / dleo de piqui 1 ;2,4 ;3,6,48¢

6,0 que correspondem as seguintes razies em peso! 033,08;1,2;1,6e20 respectivamente.

A Figura 22 ilustra o comportamento do percentual de AEX em fungo do tempo da reagdo

de interesterificacdo.
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Figura 22: Rela¢do do tempo de reaciio em funciio da raziic em peso dos substirates
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Observa-se na velocidade de incorporagiio do acido estedrico nos tnglicerideos do piqui que
o tempo de reacdo € inversamente proporcional & razio de concentragio acido estedrico / oleo de piqui,

vartando de 50 minutos para razdc em peso de 2,0, até 240 minutos para a razdo em peso de 0,33

O acdo estedrico é chamado de acil-doador, pots apés formagio do complexo acil-enzima,
este composto ¢ desacilado e incorporado no diglicerideo, obtendo-se entio o triglicerideo
interesterificado (Figura 2). Aumentando-se a concentragdo relativa do acido, o equilibrio da reagio ¢

deslocado ne sentido da interesterificagfo.

Observa-se que 2 razio em peso acido estedrico / dleo piqui de 0,33 (molar de 1,0) ha
deficiéncia do reapente acil-doador e discrepancias sdo observadas no inicio da reagdo, com valores
que nfio mantém bom desempenho na catilise enzimatica, mas que apos aproximadamente 70 minutos

de reacdio ndo se observa mais este comportamento.

Até a faixa de incorporagio de substrato estudada observa-se que a reago néo atingiu um
estado estacionario em nenhuma das condigBes. A cinética da interesterificacdo mostrou-se

inversamente proporcional ao teor do reagente acil-doador, ou seja, reagbes mais lentas a menores

razBes em peso acido estedrico / dleo piqul.

A partir dos resultados obfidos, confirmou-se a importdncia em se determunar as

concentragGes relativas iniciais dos substratos na reagio de interesterificagfio catalisada pela Lipozyme.

A Tabela 12 apresenta os valores encontrados de POP, POS e SOS ao final de cada reago
de interesterificacdo a 70°C, utilizando-se 10% de Lipozyme com sua umidade onginal e variando-se a

razio em paso dos substratos.

70



Tabela 12: Efeito da razdo de concentragiic dos substratos sobre o tempo de reagio

na formacio de triglicerideos

TEOR % (p/p)

TRIGLICERIDEOS 6,33 0,8 1,2 L6 2,0

POP 20,6 189 18,5 18,7 204

POS 28,0 35,2 323 35,5 32,2

508 13,1 11,5 11,4 12,5 12,7

%AEI 44,0 44,4 443 453 44,2

TEMPO DE 240 110 90 80 50
REACAD

{min}

10% de enzima com 2.36% umidade, diferentes razies em peso dos substratos ¢

T=78°C

A partir desses dados, pode-se determinar a razio de concentragio dos substratos mais

adequada para se obter um produto interesterificado com composigio trigliceridica principal desejada,

pré-estabelecida.

Observa-se que as composigdes tnglhiceridicas obtidas utilizando-se as razGes de substratos
em peso de 0,33 ¢ 2,0, com tempos de reagao de 240 e 50 minutos respectivamente, s30 as que mais se
aproximam da composi¢io trighceridica da manteiga de cacau padriio {Tabela B), embora com feores
de POS ligeiramente elevados. A reagdo com razéo 0,33 apresentou maior eficiéncia na formagio dos
triglicerideos desejados, pots a vartagdo no teor de POS foi menor que 8% comparativamente com &
manteiga de cacau, enquante que & razdo de 2.0 2 variagio foi de aproximadamente 15%. Qbserva-se

também uma reduclic nos teores de POP e aumento de SOS e POS em relagdo & composigio

trigliceridica do dleo de piqui origmal,
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Observa-se que a partir da razdio molar dos substratos de 3,6, equivalente a 1,2 em peso, o
aymento da concentragio de acido estedrico em relagio ao Oleo de piqui ndo interfers

significativamente na velocidade de reagfo.

Estes resultados levam a possibilidade de se obter produtos com composigdo trigliceridica

similar 4 da manteiga de cacau com diferentes cinéticas de interesterificagdio, que poderdo ser avaliadas

em escala piioto.

Portanto, 2 selegfio do processo depende da definigho de critérios como: quatidade desejada

e custos de produgiio e punficagdo.

Propde-se as seguintes condighes de reagdo: 10% de Lipozyme com sua umidade original
{2,36%), raziio em peso acido estearico / oleo piqui de 0,33 e temperatura de 70°C, como as mats
adequadas para a interesterificag@io do oleo de piqui, considerando-se que neste £aso 08 Custos de
produgio e purificacio s@o menores, porém com um tempo maior de reagdo (240 minutos}. Com
relagio a este fator, pode-se fazer comparagio com o tempo de interesterificacio da POMF que leva

entre 6 & 24 horas de processo (BLOOMER et afif, 1992).

A Figura 23 apresenta o cromatograma (CLAE) dos triglicerideos do Sleo de piqu

interesterificado em condi¢des ideals de reagio.
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Figura 23~ Cromatograma de triglicerideas (CLAE) do dleo de piqui

interesterificado

Condigdes de reaciio:

10% Lipozyme (2,36% de umidade).
de. C18:0 / dleo piqui = 0,33 (p/p)

T= 70°C e { = 248 minufos.
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Podemos notar que o perfil trigliceridico do oleo de piqui foi alterado principalments quanto
ao componente POS. Comparando-se a Figura 23 com as Figuras 19 ¢ 20, verifica-se que o perfil

cromatografico (CLAE) do triglicerideo interesterificado obtido é similar ao da manteiga de cacau

padrio.

NOTA: Nio foram realizadas anabises para comparagio do comportamento fisico dos trigliceridsos
mnteresterificados obtidos com a manteiga de cacau, pois as quantidades obtidas dos mesmos, em IHHCTO

escala, foram insuficientes para determinacgdes fisicas (RMN e DSC). Haveria necessidade de

produgio em escala piloto.
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5. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos na modificacgio enzimatica do Oleo de piqu visando uma

composicdo trigliceridica similar 4 da manteiga de cacau, pode-se concluir o seguinte:

- O dleo da polpa de piqui apresemta multiplas vantagens como matéria-prima na

interesterificagio enzimatica.

- A lipase microbiana Lipozyme mostrou-ge eficiente na modificacdo da composigio do

dleo de praul

- As condicdes ideals para a interesterificagio enzimatica foram: 10% de Lipozymne com sua

umidade original (2,36%), razio em peso acido estearico / 6leo piqui de 0,33 e temperatura de 70°C.
_ Nas condigdes acima o tempo do processo & de 240 mnutos.

- Razes maiores de substratos {acido estearico / dleo piqut) diminuem o tempo de processo

porém, aumentam os custos de produgiio e purificagéo.
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