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PIQUI (Caryocar brasiliense Camb) OIL TRIGLYCERIDE COMPOSITION MODIFICATION BY
ENZYMATIC WAY. Piqui (Caryocar brasiliense Camb) oil was transformed into a cocoa butter-like
fat through an enzymatic interesterification reaction using Lipozyme in the presence of stearic acid
that was incorporated in the sn 1,3-3,1 position into triglyceride. Stearic acid incorporation was
determined by HPLC, based on the quantification of the principal triglycerides (POP, POS e SOS)
found in cocoa butter. The proposed process was feasible with a reaction time of 240 minutes with
10% of Lipozyme at 70°C and substract weight ratio of 0,33 (stearic acid:piqui oil).
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INTRODUCAO

As propriedades fisicas de uma gordura dependem do tipo
de &cido graxo e da sua posicdo na molécula do glicerol®.

A manteiga de cacau € uma importante matéria-prima utiliza-
da nas industrias de chocolate e de produtos de confeitaria, apre-
sentando alto valor comercial. Contém teores substanciais de 2-
oleoil-gliceridios de &cido palmitico e estedrico, que lhe confe-
rem caracteristicas Unicas e valiosas de cristalizacdo e de derre-
timento, essenciais na fabricac&o de determinados produtos, com
ponto de fusdo proximo a temperatura do corpo humano. Entre-
tanto, seu alto custo inviabiliza sua utilizagdo em muitos produ-
tos alimenticios e faz com que sgja substituida por outras gordu-
ras de pregos inferiores. Estearinas dos 6leos de coco e da amén-
doa de palma (palmiste), tém pontos de fusdo semelhantes aos
da manteiga de cacau, mas quando misturados a mesma, for-
mam misturas eutéticas com caracteristicas indesejaveis.

Vérios estudos tém sido realizados no sentido de se modificar
gorduras para produzir equivalentes da manteiga de cacau: por cris-
talizagdo fracionada em solvente®, interesterificaco quimica® ou
hidrogenag&o®, mas com sucessos limitados. A hidrogenag&o
catalitica produz rearranjos estruturais na molécula dos trigliceridios
com formacdo de isdmeros trans, aém de isdmeros posicionais
formados pela mudanca da localizag8o das duplas ligagBes nos
&cidos graxos dos trigliceridios, enquanto que a interesterificagdo
quimica produz trigliceridios de forma casual, o que afeta a quali-
dade dos equivalentes da manteiga de cacau. O fracionamento em
solventes € um processo enfadonho que envolve uma série de cris-
talizagBes da gordura com o objetivo de se obter uma mistura sim-
ples de trigliceridios com uma estrutura desejavel®.

Varios processos enziméticos tém sido estudados visando a
obtencéo de 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 reacOes de interesterificacdo tem recebido con-
sideravel atencéo, pois os resultados obtidos demonstram boa
eficiéncia do processo. Estudos estdo sendo realizados princi-
palmente com a fragdo intermediéria do 6leo de paima’ e com
gorduras de frutos de plantas exoticas da India como sal,
mahua, kokum, mango e dhupa®.

Dados da composi¢do em acidos graxos do éleo da polpa e
da améndoa do piqui (Caryocar brasiliense Camb) mostram
gque sdo constituidos na sua maior parte por acido oléico e
4cido palmitico®, enquanto que a manteiga de cacau apresenta
altos teores de 4cidos oléico, palmitico e esteérico®.
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O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito de
varios parametros na reacdo de interesterificacdo do 6leo da
polpa de piqui com é&cido estearico, utilizando-se como
catalisador uma lipase sn 1,3 especifica, obtida do fungo Mucor
miehei’®, para se obter um produto com composic&o trigliceri-
dica semelhante & da manteiga de cacau’.

PARTE EXPERIMENTAL

A extragdo do 6leo de piqui foi realizada a maneira
artesanal, submetendo a polpa do fruto a um cozimento inten-
sivo com &gua e separando o 6leo sobrenadante. Em seguida,
secou-se 0 produto em recipiente metalico sobre uma chapa
guente até que o mesmo perdesse a opacidade que é causada
pela umidade. Finalmente, o 6leo obtido foi filtrado em papel
de filtro.

As caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de piqui (umida-
de, acidez, indices de perdxido, iodo e saponificagdo) foram
determinadas segundo métodos oficiais™.

A composicdo em &cidos graxos, para se determinar a pure-
za do é&cido estearico e para se caracterizar o 6leo de piqui e a
manteiga de cacau padrdo, foi determinada seguindo-se
metodologia oficial*', por cromatografia & gas, utilizando
cromatdgrafo Sigma 3B, Perkin-Elmer, com detector de
ionizagdo de chama e coluna de aco inoxidavel com 1/8”" de
didmetro, 4m de comprimento e empacotada com 10% de Silar
10C em Chromosorb W-HP (100-120 mesh). As condi¢fes
empregadas foram: fluxo de nitrogénio de 25 mL/min., tempe-
ratura do injetor = 225°C, temperatura da coluna = 175°C e
temperatura do detector = 225°C. Os ésteres metilicos foram
preparados segundo método oficial’? e em seguida, uma amos-
trade 1 a 3 pL foi injetada no cromatégrafo. A identificacdo
dos acidos graxos foi realizada comparando-se os tempos de
retencdo com padrdes (Standard Nu-Chek). A quantificacéo foi
realizada por normalizacdo de éreas calculadas pelo integrador
LCI-100, Perkin-Elmer.

As reacOes de interesterificacdo do 6leo de piqui com &cido
estedrico catalisadas pela lipase sn 1,3-3,1 especifica foram
realizadas em micro escala, em sistema aberto, por batelada e
com agitacdo magnética em banho termostatizado de glicerol a
70°C em equipamento IKA Werk, modelo HBR-250, equipado
com termdmetro de contato. A lipase utilizada (Lipozyme TM)
€ comercializada pela Novo Industri - Dinamarca e apresenta
as seguintes caracteristicas: imobilizagdo em resina anidnica
macroporosa, atividade de 49 BlU/g e umidade de 2,36%.
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A escolha das condicOes ideais de reagdo esta baseada na
obtenc&o de gorduras especiais a partir da fragdo intermediaria
do 6leo de palma’. O emprego de 70°C como temperatura de
reacdo € justificado por ser um valor ligeiramente superior ao
ponto de fusdo do &cido estedrico (67-68°C), estar dentro da
faixa de temperatura 6tima de atuagdo da Lipozyme e ndo ser
necess&rio a retirada da agua formada durante a reagdo, pois
nesta temperatura a evaporagdo ocorre naturalmente
minimizando, dessa forma, a reagdo de hidrdlise.

Foi estudada a atuacdo da lipozyme sob 2 condi¢Bes de
umidade: 2,36%, que é a sua umidade original e 10%, que é a
umidade indicada pelo fabricante’®. As concentracbes de
enzima utilizadas nos experimentos foram de 6%; 8%; 10%;
12% e 14% em relagéo ao peso dos substratos (&cido estearico
+ Oleo piqui). A partir dos resultados obtidos de umidade e
concentracdo da lipase, variou-se a razéo de concentragdo em
peso dos substratos: 0,33; 0,80; 1,20; 1,60 e 2,00. Para cada
parémetro estudado, submeteu-se a avaliagdo um ndmero limi-
tado de ensaios que se enquadrasse dentro de uma faixa de
tempo suficiente para que a incorporagdo de &acido estedrico
necessaria ocorresse (44%). Os resultados reportados neste tra-
balho foram obtidos através de andlise de amostras em triplicata
e portanto, representam um valor médio das determinagdes.

Apbs as reacOes de interesterificacdo os trigliceridios foram
isolados por cromatografia de camada delgada (CCD) com:
hexano/éter etilico/acido acético (70:30:1, v/viv)'3, A verifica-
¢do da classe de trigliceridios foi constatada por comparagdo
com Rf de padrdes de &cidos graxos, mono, di e trigliceridios.
Utilizou-se o Fluotest (254 e 365 nm) para localizagdo dos
trigliceridios e sua posterior recuperagéo.

Como é a composic¢ao trigliceridica que define as proprie-
dades fisicas de um 6leo/gordura, adotou-se esta determinagdo
para monitoramento das reacdes de interesterificacdo do éleo
de piqui, quantificando-se os trigliceridios principais (POP,
POS e SOS) presentes na manteiga de cacau.

A taxa de interesterificacdo é determinada pelo percentual
de incorporacg8o de &cido nos trigliceridios monoinsaturados
do 6leo ou gordura e definida pela formula”:

0, 0,
%I ncorporagéo(%AEl ) = 2(%;?;80/:5;?5;203) x100

O é&cido estearico incorporado no 6leo de piqui foi calcula-
do pela formula acima e o monitoramento das reagdes de
interesterificagc@o foi realizado por CLAE. O fina da reagdo
foi determinado quando os produtos de reagdo (POP, POS,
SOS) forneceram um valor de taxa de incorporagéo semelhante
ao da manteiga de cacau padréo (44%).

Para a determinagdo da composicéo trigliceridica do éleo de
piqui e da manteiga de cacau foi empregada cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE) em sistema de fase reversal®.
As amostras, dissolvidas em acetona, foram introduzidas com
seringa de 10 puL na valvula injetora do cromatégrafo liquido
Series 10, Perkin-Elmer equipado com detector de indice de
refragdo e coluna de aco inoxidavel com 4,0 mm de didmetro,
25 cm de comprimento e empacotada com Lichrosorb RP-18
(5 pm), Merck. Foi empregada como fase mével, mistura de
acetona:acetonitrila (62:38, v/v) e fluxo de 1 mL/min. Para a
identificac8o dos trigliceridios foram utilizados padrdes indivi-
duais e misturas padrées. A ordem de elui¢éo dos trigliceridios
foi estabelecida por comparacdo com cromatograma CLAE do
6leo de pama'® e anélises de misturas do 6leo de piqui com
padrées individuais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas quimicas do éleo de piqui utilizado nos
ensaios foram: 0,065% de umidade, 0,27% (em é&cido oléico)
de &cidos graxos livres, 1,38 meg/kg de indice de peroxido, 50
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cg lo/g de indice de iodo e 200 mg KOH/g de indice de
saponificagdo. Os resultados encontrados est@o de acordo com
a literatura® e demonstram boa qualidade na extracdo do 6leo
pelo baixo teor de acidos graxos livres e pelo bom estado
oxidativo (indice de perdxido baixo).

A tabela 1 apresenta a composicdo em &cidos graxos do
6leo de piqui e da manteiga de cacau padr&o, onde se verifica
que o 6leo de piqui tem apenas 9,2% do total do &acido estedrico
presente na manteiga de cacau, indicando a necessidade de
incorporagao desse &cido na molécula do trigliceridio para que
se obtenha um teor de acido estedrico semelhante ao da man-
teiga de cacau.

Tabela 1. Composi¢cao em éacidos graxos de 6leo de piqui e de
manteiga de cacau

Teor % (p/p)

Acido Graxo Oleo  Oleo Manteiga Manteiga
Piqui  Piqui® Cacau  Cacau
Palmitico (16:0) 40,2 34,4 27,0 26,0
Palmitoléico (16:1) 1,4 2,1 0,2 0,3
Estedrico (C18:0) 2,3 1,8 25,3 34,4
Oléico (C18:1) 53,9 57,4 40,4 34,8
Linoléico (C18:2) 15 2,8 59 3,0
Linolénico (C18:3) 0,7 1,0 0,3 0,2
Araguidico (C20:0) 0,2 - 0,9 1,0

A tabela 2 apresenta os valores obtidos da composi¢ao trigli-
ceridica para o dleo de piqui e a manteiga de cacau utilizados.

Tabela 2. Composicéo trigliceridica do 6leo de piqui e da
manteiga de cacau.

Teor % (p/p)

Trigliceridio Oleo Manteiga  Manteiga
Piqui Cacau Cacau®™

LOO 3,8 3,6 0,2
POL 2,7 31 2,4
000 54 34 -

POO 22,9 16,2 2,2
POP 27,6 20,3 18,9
SO0 9,1 12,3 2,4
POS 18,2 25,8 41,3
PPS 0,3 0,7 -

SOs 8,7 13,2 29,7

A partir dos dados encontrados, conclui-se a necessidade de
reducdo nos teores dos trigliceridios POP e POO e aumento dos
trigliceridios SOS, POS e SOO do 6leo de piqui. Teoricamente,
a interesterificagdo enzimatica deste 6leo com é&cido estedrico
(C18:0), catalisada por uma lipase sn 1,3 especifica, é adequada
para obtencdo de equivalente da manteiga de cacau.

Astabelas 3, 4 e 5 apresentam os resultados obtidos a partir
das reacOes de interesterificagdo do 6leo de piqui com é&cido
estedrico catalisadas pela Lipozyme TM.

Os ensaios realizados mostraram a eficiéncia da Lipozyme
como catalisador da reacdo de interesterificacdo do 6leo de
piqui com &cido estearico para se obter trigliceridios modifica-
dos com uma composi¢cdo em POP, POS e SOS e com um
percentual de AEI semelhante ao da manteiga de cacau (44%).

A eficiéncia catalitica da enzima € maior quando utilizada
com sua umidade original (2,36%) com tempo de reagdo de 50
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Tabela 3. Efeito da umidade da Lipozyme sobre o tempo
de reagéo.

Lipozyme Tempo Trigliceridios
de Reacéo % (p/p)
(min) POP POS SOS
2,36% umidade 50 20,4 32,1 12,7
10% umidade 80 19,1 330 121

10% de Lipozyme , C18:0/6leo piqui = 2:1 (p/p) e T = 70°C

Tabela 4. Efeito da concentragdo de Lipozyme sobre o tempo
de reagéo.

Lipozyme Tempo Trigliceridios
% (p/p)  de Reagdo % (p/p)

(min) POP POS SOS

6 140 20,1 31,1 12,4

8 70 20,2 29,3 13,2

10 50 20,4 32,2 12,7

12 45 19,7 324 12,4
14 40 18,5 30,6 12,2

C18:0/6leo piqui=2,0(p/p), T=70°C e diferentes teores de
Lipozyme com 2,36% de umidade.

Tabela 5. Efeito da razéo de concentragdo dos substratos sobre
o tempo de reagéo.

Razéo de Tempo Trigliceridios
Concentragdo  de Reagdo % (p/p)
dos Substratos
% (p/p) (min) POP POS SOs
0,33 240 20,6 28,0 13,1
0,80 110 18,9 35,2 115
1,20 90 18,5 32,3 114
1,60 80 18,7 35,5 12,5
2,00 50 20,4 32,2 12,7

10% de Lipozyme com 2,36% de umidade, T=70°C e diferen-
tes razbes em peso dos substratos.

minutos. Comparando-se os valores encontrados para 50 e 80
minutos de reagdo com enzima a 2,36 e 10% de umidade res-
pectivamente, observa-se que as diferencas nos teores desses
trigliceridios sdo menores que 4% para POS e SOS e de 7%
para POP, indicando que o efeito principal da variagdo da umi-
dade da enzima reflete-se sobre o tempo de reagdo. Portanto,
os resultados encontrados estdo em desacordo com a recomen-
dac&o do fabricante da enzima, que indica 10% como sendo a
umidade 6tima de atuagdo da Lipozyme TM.

Observa-se que a velocidade de reac@o é diretamente pro-
porcional a concentragdo de Lipozyme, variando de 140 a 40
minutos para concentragdes de enzima de 6 a 14% respectiva-
mente. N&o se observou diferengas significativas (menores que
10%) na cinética de interesterificagcdo na faixa de 10 a 14% de
Lipozyme. Em todos os casos, obteve-se uma composi¢ao tri-
gliceridica com altos teores de POS. Esse fato pode ser devido
ao atingimento répido do percentual desejado de incorporagéo
de &cido estearico, com tempo insuficiente para a
interesterificagdo do POS formado em SOS. Pode-se aqui dizer
que a concentragdo de 10% de enzima € um valor limitante
aceitavel, pois a partir desse valor, a tendéncia € a estabiliza-
¢do do tempo de reacéo.

Observa-se que o tempo de reagcdo é inversamente proporcio-
nal a razéo de concentragdo dos substratos (&cido estedrico/6leo
piqui), variando de 50 a 240 minutos para razdes dos substratos
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de 2,0 a 0,33 respectivamente e que nestes dois pontos a compo-
sicdo trigliceridica dos produtos interesterificados mais se aproxi-
ma da composi¢do da manteiga de cacau, embora com teores de
POS ligeiramente elevados. A reagcdo com razdo 0,33 apresentou
maior eficiéncia na formag&o dos trigliceridios desejados, pois a
variagdo no teor de POS foi menor que 8% comparativamente
com a manteiga de cacau, enquanto que a razéo de 2,0 a variagdo
foi de aproximadamente 15%. Verifica-se que a partir da razéo de
substratos de 1,2 ndo héd interferéncia significativa na velocidade
da reacdo. RazBes maiores de substratos diminuem o tempo de
reacdo, porém, aumentariam os custos de producdo e de purifica
¢80 dos trigliceridios desgjados, devido ao alto custo do &cido
estedrico e da maior quantidade do mesmo a ser retirada do meio
de reagdo.

Estes resultados levam a possibilidade de se obter produtos
com composicao trigliceridica similar & da manteiga de cacau
com diferentes cinéticas de interesterificagdo, que poderdo ser
avaliados em escala piloto. Portanto, a sele¢do do processo
depende da definicdo de critérios como: qualidade desejada e
custos de producéo e purificago.

A partir dos resultados obtidos, verifica-se que as melhores
condicdes da reacdo de interesterificagdo do 6leo de piqui com
acido estedrico para se obter um produto com composicao tri-
gliceridica semelhante a manteiga de cacau sdo: 10% de
Lipozyme com sua umidade original (2,36%), razdo em peso
de &cido estedrico/6leo piqui de 0,33 e temperatura de reagdo
70°C, com um tempo de reagdo de 240 minutos.

Para a continuidade do trabalho de pesquisa sugere-se o
estudo da reagdo em escala piloto, para que seja possivel o
estudo de purificagdo dos trigliceridios interesterificados e
posterior qualificagdo da gordura obtida por CLAE e RMN
(Ressonancia Nuclear Magnética).

Asfiguras 1, 2 e 3 apresentam os cromatogramas CLAE do
6leo de piqui original, manteiga de cacau padréo e do 6leo de
piqui interesterificado em condicdes ideais de reagdo.

-

Figura 1. Cromatograma de trigliceridios (CLAE) do 6leo de piqui
obtido artesanalmente.
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Figura 2. Cromatograma de trigliceridios (CLAE) da manteiga de
cacau da variedade Forasteiro.

POP
POS

POO

ooL
oL
000
S{ele}
S0S

PPS

—l
Figura 3. Cromatograma de trigliceridios (CLAE) do 6leo de piqui

interesterificado. CondicOes de reacdo: 10% Lipozyne (2,36% de umi-
dade), C18:0/6leo piqui=0,33 (p/p), T=70°C e t=240 minutos.
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CONCLUSOES

Dos dados obtidos na modificagdo enzimética do éleo de
piqui visando uma composicao trigliceridica similar a da man-
teiga de cacau, pode-se concluir que:

- O oleo da polpa de piqui apresenta multiplas vanta-
gens como matéria-prima na interesterificagdo enzimética
devido a sua composicdo trigliceridica adequada e eficién-
cia como substrato na reagdo estudada, além de, no futuro,
poder exercer influéncia positiva no fator socio-econdmico
da regido produtora.

- A lipase microbiana Lipozyme mostrou-se eficiente na
incorporacdo de éacido estedrico nos trigliceridios do 6leo
de piqui.

- As condicBes ideais para a interesterificagdo enzimética
em micro escala foram: 10% de Lipozyme com sua umidade
origina (2,36%), razdo em peso &cido estedrico/dleo piqui de
0,33 e temperatura de 70°C, com um tempo de processo de
240 minutos.
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