INTERESTERIFICACAO  ENZIMATICA NA  OBTENGCAO DE
SUBSTITUTOS DA MANTEIGA DE CACAU

ALEXANDRE PORTE *

Apresenta breve revisdo bibliografica sobre
interesterificacdo quimica e enzimatica, abordando
0S aspectos gerais e comparando Seus USOS.
Enfoca também a producdo de substitutos da
manteiga de cacau a partir de 6leos vegetais e
outros alimentos por interesterificacdo enzimatica.

1 INTRODUCAO

A cada dia cresce a preocupacdo com a qualidade dos alimentos
industrializados que sao consumidos. Por isso, nova demanda por
produtos “naturais” e “nutritivos” tem impulsionado todas as areas da
indUstria alimenticia na busca de processamentos mais brandos, que
melhorem os produtos e ainda sirvam como apelo comercial. Neste
sentido, métodos ndo convencionais de processamento, como 0 emprego
de enzimas, em substituicdo a drasticos tratamentos térmicos e quimicos
na industria de oOleos e confeitaria, visando obtencdo de substitutos da
manteiga de cacau, vém conquistando espac¢o na producéo de alimentos.

2 A INTERESTERIFICACAO E SEUS USOS

A interesterificacdo € um dos métodos de modificacdo de lipidios mais
utilizados (WISDOM, 1984). Trata-se da substituicdo de &cidos graxos
esterificados ao glicerol pela reacdo quimica entre um triacilglicerol e um
acido graxo ou entre dois triacilgliceréis. Com a formacdo de novo
trigliceridio, novas propriedades organolépticas, fisicas e quimicas sao
adquiridas. MARANGONI & ROUSSEAU (1995) definem-na como a
substituicdo de acidos graxos dentro e entre trigliceridios.

A interesterificacdo pode ser quimica ou enzimatica. A interesterificacao
quimica, conhecida desde 1844, é o método de interesterificagdo mais
empregado na industria nos dias atuais (MARANGONI & ROUSSEAU,
1995; ALLEN, 1996). E realizada por meio de bases fortes, acidos, metais
e, principalmente, alcoxidos de sddio (notadamente o metéxido de sédio),
promovendo a migracdo ndo controlada e aleatéria de acidos graxos nos
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trigliceridios (MARANGONI & ROUSSEAU, 1995; ALLEN, 1996). Pode ser
classificada em aleatéria e direta. Quando as rea¢gBes ocorrem acima da
temperatura de fusdo do trigliceridio, que apresenta ponto de fusdo mais
elevado, todos os triacilglicerdis estardo disponiveis para reagirem
aleatoriamente, caso contrario a mistura de triacilgliceréis se enriquece
dele, cristalizando-o e separando-o da matéria-prima original
(MARANGONI & ROUSSEAU, 1995).

A interesterificacdo quimica é realizada em bateladas de 10-15 toneladas
de reagente, em sistema de vacuo e muito baixo contetdo de umidade
(0,01%). Ao final do processo, adiciona-se agua a fim de neutralizar a
reacdo. Apds curto espaco de tempo, a agua é, entdo, separada por
centrifugacdo do produto (TOMBS, 1997). O tamanho do catalisador, a
agitagdo, e principalmente, a temperatura, afetam o0 processo
(MARANGONI & ROUSSEAU, 1995). Por exemplo, as reacdes com
metdxido de sodio e sddio metélico, que sdo os dois catalisadores mais
aplicados, devem ocorrer entre 60-90 °C e 130 °C, respectivamente
(ALLEN, 1996).

A interesterificacdo é usada como método alternativo a hidrogenacao de
Oleos vegetais para a producdo de margarinas e similares (ADHIKARI &
ADHIKARI, 1992). Para isso, € empregado metdxido de sodio a 75-80 °C
por 30 minutos, resultando em cristalizacdo com boas propriedades
organolépticas e menor faixa de fusdo, melhorando o produto que unta
alimentos e vasilhames a serem submetidos ao aquecimento em fornos. A
interesterificagdo quimica também pode ser realizada com hidroxido de
sodio, mas neste caso, necessita de temperaturas em torno de 150 °C para
produzir margarinas com teores de acidos graxos trans inferiores a 5%.
(LIST et al. 1995; MARANGONI & ROUSSEAU, 1995; ALLEN, 1996;
SCHMIDT et al. 1996).

As novas exigéncias dos consumidores e dos 6rgaos governamentais dos
paises desenvolvidos, por menor quantidade de aditivos alimentares e pela
reducdo de tratamentos quimicos dados aos produtos alimenticios, tem
tornado mais atrativo o uso de enzimas (TOMBS, 1997).

As enzimas utilizadas na interesterificagdo enzimatica sdo as lipases ou
triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3) (TOMBS, 1997). Embora o maior
interesse nas lipases seja a busca de enzimas resistentes a alcalis para
uso em detergentes, na area de alimentos a modificagdo de Oleos e
gorduras por enzimas esta se tornando uma das mais importantes
tecnologias das industrias de Oleos e gorduras (TOMBS, 1997,
KAWAHARA, 1993; MARANGONI & ROUSSEAU, 1995). As lipases
catalisam reacgdes de hidrolise de trigliceridios, interesterificagéo, alcoolise
e formacéo de ésteres de ceras ou de acgUcares, podendo ser agrupadas
em duas grandes classes. A primeira, ataca as ligacbes 1 e 3 dos
trigliceridios, incluindo aqui as lipases pancreaticas e extracelulares de
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Aspergillus sp., Pseudomonas sp., Mucor sp., Rhizopus sp., C. viscosum,
etc. A segunda, ataca as ligagcbes 1, 2 e 3, sendo comum as lipases de
Candida sp., Sthaphylococcus sp. e Geotrichum sp. (TOMBS, 1997;
KAWAHARA, 1993; MARANGONI & ROUSSEAU, 1995).

A interesterificagdo enzimatica ndo afeta de modo adverso as
concentracbes de lipidios plasmaticos pelo rearranjo direto dos
trigliceridios. Por isso, representa estratégia para a solidificacdo de 6leos,
tornando-se alternativa ao consumo de &cidos graxos trans produzidos
durante a hidrogenacao (NESTEL et al. 1996).

O uso de lipases para interesterificacdo enzimatica foi descrito por varios
autores em sistemas com baixo conteiddo de &agua, em batelada ou
continuo (WISDOM, 1984).

GHOSH & BHATTACHARYYA (1997) interesterificaram com lipase 1,3
especifica de Mucor miehei, durante 5 horas, a fracdo de alto ponto de
fusdo (58 °C) da estearina fracionada do 6leo de palma. Reduziram seu
ponto de fusdo conforme o 6leo empregado como fonte de acidos graxos
insaturados para 37,5 °C (6leo de girassol), 38,9 °C (6leo de soja) e
39,6 °C (6leo de arroz). Os autores atribuiram este decréscimo no ponto de
fus@o a substituicdo de tripalmitina e outros trigliceridios trissaturados por
triacilglicerois insaturados. Tal fato tornou aproveitavel a fracdo de alto
ponto de fusdo em alimentos livres de &acidos graxos trans, jA que
normalmente apenas a fragdo de baixo ponto de fusdo (35 °C) é
empregada na obtencdo de margarinas isentas de &cidos graxos trans.
Outra aplicacao da interesterificacdo enzimatica destina-se a inserir acidos
graxos polinsaturados na sintese de gliceridios, como &cido
eicosapentaenodico (EPA, 20:5) e acido docosahexaendico (DHA, 22:6),
que reduzem as doencas do sistema cardiovascular, como trombose
cerebral e aterosclerose (KAWAHARA, 1993; MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995). Estes acidos também apresentam qualidades anti-
tumorais, anti-inflamatoria e antiviral, além do EPA ser precursor de
substancias anti-agregatorias e o DHA compor a membrana fosfolipidica
das células (SRIDHAR & LAKSMINARAYANA, 1992; ZU-YI & WARD,
1993). Tanto o EPA quanto o DHA podem ter suas sinteses prejudicadas
na deficiéncia da atividade da enzima A6-desaturase, devendo-se ressaltar
a importancia da presenca destes na alimentacdo. Contudo, a ingestao de
Oleos de peixes como fonte destes acidos graxos poliinsaturados resulta no
consumo adjacente de colesterol (SRIDHAR & LAKSHMINARAYANA,
1992; ZU-YI & WARD, 1993). Como a absorcdo destes acidos é
dependente de outros lipidios é possivel que sua presenca, em
triacilglicerodis seja mais aproveitavel do que em suplementos isolados, e
ainda, sejam muito mais consumidos regularmente, devido a utilizacéo
diaria de 6leos comestiveis na preparacéo dos alimentos em, praticamente,
todo o mundo.
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Na india, SRIDHAR & LAKSHMINARAYANA (1992) esterificaram 6leo de
amendoim com EPA e DHA, substituindo os acidos graxos saturados de
cadeias longas normalmente presentes, como os acidos araquidico (20:0),
behénico (22:0) e lignocérico (24:0), que exercem atividade aterogénica. A
reacao, que durou 4 horas com enzima estereoespecifica 1,3 de Mucor
miehei incorporou 9,2% de EPA e 7,4% de DHA no 6leo original.

TANAKA et al. (1994) sintetizaram trigliceridios contendo EPA e DHA,
mediante intesterificacdo catalisada por enzima de Chromobacterium
viscosum. Outros microrganismos, como a Candida antarctica sdo usados
como produtores de enzimas, da mesma maneira que outros 6leos, como o
de canola e de soja hidrogenado sao interesterificados (MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995).

ZU-YI & WARD (1993) utilizaram lipase de Mucor miehei para
interesterificar, com sucesso, os 6leos de milho, girassol, amendoim, oliva
e soja, durante 12 horas.

A interesterificacdo também pode ser muito Util para garantir ingestao
suficiente de &cidos graxos poliinsaturados, que sdo facilmente oxidaveis e
termolabeis (KAWAHARA, 1993). Em contraste, de acordo com SRIDHAR
et al. (1991a), as altas concentracBes de &cidos graxos poliinsturados
presentes nos Oleos de amendoim, girassol, soja, linhaca (usado
industrialmente e consumido em alguns lugares) e acafroa podem
promover efeitos maléficos a salde. Isto se deve ao fato dos acidos graxos
poliinsaturados decrescerem o0s niveis de LDL (lipoproteina de baixa
densidade), mas também diminuirem as concentracbes de HDL
(lipoproteina de alta densidade), enquanto o0s &cidos graxos
moninsaturados reduzem apenas a primeira (YODICE, 1990). Os efeitos
maléficos provocados por altas concentracdes de &cidos graxos
poliinsaturados envolvem:

e aumento no risco de colelitiase (STURDEVANT et al. 1973);

e alteracdo na composicao de membranas celulares (KING & SPECTOR,
1978);

¢ reducdo nos niveis de HDL (VEGA et al. 1982);

e atuam como fator aterosclerético (KUBOW, 1990);

e sdo oxidados e atuam como iniciadores e promotores na oncogénese
(KUBOW, 1990).

O acido oléico (acido graxo monoinsaturado) pode ser tdo benéfico quanto
0s acidos graxos poliinsaturados, sem no entanto, afetar os niveis de HDL
(MATTSON & GRUNDY, 1985; KUBOW, 1990). Por isto, SRIDHAR et al.
(1991a) interesterificaram com lipase 1,3 especifica de Mucor miehei, em
hexano, por 4 horas, os 6leos de amendoim, girassol, soja, linhaca e
acafroa para substituir parte dos acidos graxos saturados e dos &cidos
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graxos poliinsaturados por acido graxo monoinsaturado. No caso da soja,
por exemplo, o acido oléico aumentou sua concentracdo em 30%.

O o6leo de girassol (Sunola®) produzido a partir de variante genética desta
oleaginosa foi desenvolvido recentemente. Além de elevado conteudo de
acido oléico apresentou estabilidade a oxidacdo e caracteristicas
adequadas para o uso em frituras (NESTEL et al. 1996).

KERMASHA et al. (1995) interesterificaram manteiga, usando lipase
comercial obtida de Rhizopus niveus para substituir acido palmitico de
efeito hipercolesterolémico, por acido oléico.

Uma familia de triacilgliceréis contendo um acido graxo de cadeia curta
(acido acético, propibnico ou butirico) e outro de cadeia longa
(predominantemente acido estearico) foi desenvolvida pelo grupo Nabisco
nos Estados Unidos. A familia Salatrim®, obtida pela interesterificacdo
pode ser Gtil como lipidios de baixas calorias para alimentos, apresentando
caracteristicas fisicas desejaveis para uso industrial (HUANG et al. 1994;
SMITH et al. 1994; SOFTLY et al. 1994).

Segundo HAUMANN (1994) 33% do total de 6leos usados no mundo sao
hidrogenados, enquanto 10% ja séo interesterificados.

Tanto a interesterificacdo quimica como a enzimatica apresentam
limitacdes e caracteristicas atraentes sob o ponto de vista tecnoldgico,
guando mutuamente comparados.

A Tabela 1 apresenta algumas vantagens e desvantagens entre ambos 0s
processos.

3 A INTERESTERIFICACAO ENZIMATICA USADA PARA OBTER
SUBSTITUTOS DA MANTEIGA DE CACAU

Exemplo bem conhecido de modificacdo enzimatica de Oleos e gorduras é
a producdo de substitutos da manteiga de cacau. Oleos e gorduras que
contém &cido oléico na sua posicdo 2 sao interesterificados com &cido
palmitico ou acido esteéarico na presenca de enzima esteoreoespecifica 1,3
(KAWAHARA, 1993).

A manteiga de cacau € um lipidio de alto valor comercial na produgéo
industrial de chocolates. Apresenta ponto de fusdo (36 °C) e estrutura
cristalina particulares, vitais para o seu uso, devido a mistura de palmitil,
oleil, estearil, glicerol e 1,3-diestearil, 2-oleil, glicerol (CHANG et al. 1990;
TOMBS, 1997). Em temperaturas abaixo de 26 °C, a manteiga de cacau é
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ENTRE

AS

ENZIMATICA

TABELA 1 - VANTAGENS E DESVANTAGENS MAIS
INTERESTERIFICACOES

IMPORTANTES
QUIMICA E

Interesterificagdo Quimica

Interesterificacdo Enzimética

Vantagens

Desvantagens

Vantagens

Desvantagens

Catalisadores sdo mais baratos
(MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995)

Lipases sdo mais caras
(TOMBS, 1997)

H4 disponibilidade industrial de
equipamentos e procedimentos
operacionais prontos para a
implantacdo (MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995)

Necessita 0
desenvolvimento e
otimizacéo de
biorreatores adequados

Catalisadores
podem ser
explosivos

(ALLEN, 1996)

Sem riscos de
explosdo (ALLEN,
1996)

Quando comparado com a
interesterificag8o de enzimas
ndo estereoespecificas (como a
de Candida cylindracae),
diferengas minimas sao
encontradas (MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995)

E mais rapida, durando de 30 a
60 minutos (ALLEN, 1996)

Demanda horas
(ALLEN, 1996)

Perda do flavour
caracteristico da
manteiga
(MARANGONI
& ROUSSEAU,
1995)

Geralmente séo
exigidas
condicfes mais
enérgicas

Exige condicBes
brandas de
operacionalizagdo

Estereoespecificidade
permite
transformacdes
inalcangaveis pelo
método quimico
(MARANGONI &
ROUSSEAU, 1995)

Grande producao
de produtos
colaterais
(WISDOM, 1984;
CHAN et al.1990)

Reduzida producdo de
produtos colaterais
(WISDOM, 1984;
CHAN et al. 1990)

Néo produzem acidos graxos
trans (ALLEN, 1996)

Néo produzem acidos
graxos trans (ALLEN,
1996)
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dura e guebradica (CHANG et al., 1990; SRIDHAR et al. 1991). Quando
ingerida, derrete completamente na boca propiciando agradavel sensacao.
Estas propriedades sao ocasionadas por sua incomum composi¢cdo de
gliceridios. Diferente dos outros 6leos e gorduras, a manteiga de cacau
contém poucos trigliceridios e trés destes constituem 80% do seu peso,
sendo que o palmitil, oleil, estearil, glicerol e o 1,3-diestearil, 2-oleil, glicerol
correspondem a 52% e 18,4% do total, respectivamente (CHANG et al.
1990).

O o6leo de palma, comumente descrito como precursor de substitutos de
manteiga de cacau, conta com o 1,3-dipalmitil, 2-oleil, glicerol como
triacilglicerol predominante e por interesterificagdo enzimatica, usando
acido estearico ou etilestearato, forma mistura de palmitil, oleil, estearil,
glicerol e 1,3-diestearil, 2-oleil, glicerol, os principais componentes
responsaveis pelo baixo ponto de fusdo da manteiga de cacau
(MARANGONI & ROUSSEAU, 1995).

MOJOVIC et al. (1993) interesterificaram a fracdo média do 6leo de palma
com acido estearico em n-hexano, mediante triacilglicerol hidrolase de
Rhizopus arrhizus e o produto obtido mostrou-se similar a manteiga de
cacau. De acordo com estes autores, a adicdo de lecitina de soja
desengordurada elevou significativamente a conversao do substrato. Tal
fato foi atribuido ao efeito protetor sobre a enzima contra solvente apolar, o
gue aumentou a difusdo do produto no microambiente da enzima.

Um dos maiores problemas para a acdo das lipases € a agua, pois ao
mesmo tempo que pequenas concentracdes sdo necessarias para manter
a integridade da enzima, niveis maiores provocam hidrélise dos
trigliceridios. Por isso, € bom manter o nivel de agua o mais baixo possivel,
e como este variard durante o processo, € preciso monitora-lo
cuidadosamente. Para contornar o problema dos niveis de agua, os lipidios
e a enzima sado dissolvidos em heptano ou outro hidrocarboneto de
viscosidade adequada, para permitir razoavel tempo de vida das enzimas,
mas a toxicidade do solvente passa a ser o empecilho. Também se usa
manteiga fundida como substituta do solvente no processo de
interesterificacdo (BORNAZ et al., 1994; TOMBS, 1997).

CHANG et al. (1990) interesterificaram azeite de oliva e 6leo de semente
de algodao hidrogenados com lipase 1,3-esteroespecifica do fungo Mucor
miehei, durante 4 horas, a 70 °C e obtiveram rendimento de 19% baseado
no peso dos oOleos. CHONG et al. (1992) obtiveram 25% de rendimento
baseado no peso dos 0leos, pela agdo desta mesma enzima sobre o 6leo
de palma com temperaturas entre 60 e 70 °C.

BYSTROM & HARTEL (1994) usaram lipase de Candida rugosa sob

pressdes supercriticas em didxido de carbono, para obter substituto da
manteiga de cacau a partir de fracdes do leite. Empregaram este novo

B.CEPPA, Curitiba, v. 17, n. 2, jul./dez.1999 121



produto na fabricacdo de chocolates, substituindo 10 a 20% da manteiga
de cacau, contudo, os chocolates tornaram-se mais moles que o controle e
0S autores concluiram que o processo precisa ser aperfeicoado para obter
um produto adequado e funcional.

SRIDHAR et al. (1991b) tentaram interesterificar uma variedade de manga
como substituto da manteiga de cacau, empregando triacilglicerol
hidrolases fungica de Mucor miehei imobilizada em resina de troca i6nica
microparticulada. Apesar de terem conseguido aumentar a quantidade de
acido palmitico no substrato, ndo lograram decrescer o0s contedudos
naturais de linoleatos, afetando o ponto de fusdo do produto.

Os substitutos da manteiga de cacau podem apresentar melhor resisténcia
ao calor e melhor comportamento de fusdo do que a prépria manteiga de
cacau (KAWAHARA, 1993).

Enzimas extracelulares de Aspergillus sp. especificas para as liga¢des 1,3
sdo vendidas comercialmente e sua solucdo € precipitada com acetona
resfriada em suporte de terra de diatomacea. Neste as enzimas tornam-se
fixas sem se solubilizarem no solvente, mas podem ser dissolvidas e
lavadas para fora do suporte, usando-se agua e solucbes aquosas
(WISDOM, 1984). A reacao dura varias horas, sendo necessario remover a
seguir o excesso de 1,2,3-triestearil glicerol e 1,2,3-tripalmitil glicerol para
tornar o 6leo de palma mais parecido com a manteiga de cacau (TOMBS,
1997).

A terra de diatoméacea (de nome comercial diatomite) € obtida a partir de
restos de algas, pertencentes a familia das diatomaceas, fossilizados em
silica. O tratamento do material bruto inclui: lavagem, moagem e
aguecimento com um sal, ao fim do qual servirA como suporte para
imobilizacdo de enzimas. Nos suportes, as lipases podem ser facilmente
removidas da mistura e reutilizadas, logo, a escolha do suporte em que a
enzima sera imobilizada também é importante, pois determina o acesso da
enzima ao substrato, e portanto, bom grau de interesterificacdo (WISDOM,
1984; CHANG et al. 1990).

Na pratica, as caracteristicas do fluxo no meio de suporte é de grande
importédncia no projeto das colunas dos reatores, e isto € segredo
comercial (TOMBS, 1997). O tempo de reacdo, a ser determinado em
funcdo de uma série de variaveis (temperatura, suporte, solvente,
substrato, etc.) também é fundamental. Existe o tempo 6timo no qual maior
concentracdo de palmitil, oleil, estearil, glicerol é produzida.

Segundo CHAN et al. (1990) as enzimas sao estereoespecificas, mas nao

sdo acido especificas, permitindo a producdo de até 18 compostos
colaterais, em pequenas quantidades.
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As triacilglicerol hidrolases apresentam relativamente pouca especificidade,
mas é dificil determina-las pelo método convencional porque este se
baseia na medicdo da concentracdo de substrato, e no caso das lipases,
outros fatores como a area de superficie disponivel também interferem. Por
isso, uma das mais atrativas possibilidades para as lipases em alimentos é
o surgimento de enzimas com especificidade por determinados acidos
graxos. A lipase do Geotrichum sp., por exemplo, hidrolisa triacilglicerois
que contenham o &cido oléico, liberando-o (MARANGONI & ROUSSEAU,
1995; TOMBS, 1997).

A estabilidade das triacilglicerol hidrolases é outro ponto a ser considerado.
A lipase pancreédtica de porco (a Unica lipase que teve sua cadeia
polipeptidica totalmente sequienciada) é estavel a 100 °C por varias horas.
Em muitos casos, contudo, a termolabilidade pode ser desejada, uma vez
gue se torna conveniente terminar o processo com aguecimento (TOMBS,
1997).

4  CONCLUSAO

A medida que enzimas mais estaveis e baratas forem sendo introduzidas e
biorreatores enzimaticos de grande escala desenvolvidos e otimizados,
cada vez mais aumentara o uso desta tecnologia pela industria de 6leo.

Novas possibilidades também irdo surgindo conforme as enzimas acido
especificas venham a ser biossintetisadas ou extraidas, pois permitem o
aumento na precisdo das reacfes, diminuindo ainda mais a formacao de
produtos colaterais e a necessidade de uso de técnicas adicionais de
separacao, além de aumentar o rendimento.

Apesar de ter sido descoberta ha mais de um século e meio, ainda existem

muitos aspectos a serem elucidados e desenvolvidos neste promissor
meétodo de modificacéo de trigliceridios.

Abstract

This article presents a brief review about chemical and enzymatic intersterification, general
aspects and uses. It also focus the production of cocoa butter substitutes from vegetables
oils and other foods by enzymatic intersterification.
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