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VEGETAIS POR CLAE, A PARTIR DA DISTRIBUICAO 1, 2, 3 - CASUAL!

REGINA CELI ARAUJO LAGO?, FREDERICO AUGUSTO RODRIGUES DE SIQUEIRA®
e LEOPOLD HARTMAN*

RESUMO - Foi montade um programa em linguagem BASIC e executado em microprocessador HP-85
para célculo da distribuigBo estatistica dos 4cidos graxos nas moléculas triacilglicerdlicas de 6leos e gordu-
ras. Com base nas estruturas resultantes do célculo foi possivel identificar os triacilglicerdis dos éleos de

dendé, polpa de macatiba ¢ gordura de candellilo, analisados por cromatografia liquida de alta eficidncia
(CLAE).

Termos para indexagdo: triacilglicerdis, 6leo de dend, dleo de polpa de macaiiba, gordura de candellilo.

DETERMINATION OF THE TRIACYLGLYCERCL COMPCSITION OF VEGETABLE OILS BY HPLC,
BASEDON 1, 2, 3 - RANDOM DISTRIBUTION

ABSTRACT - A program for computation was written in BASIC and executed in a HP-85 microprocessor for
calculating the random distribution of fatty acids into triacylglycerol molecules. According fo the resulting
structures, the triacylglycerols of palm cil, macadba pulp oil and candellilo fat, analysed by high performance

liquid chromatografy {HPLC), were identified.

Index terms: triacylglycerols, palm oil, macauba pulp ail, candellilo fat.

INTRODUGAO

Oleos e gorduras sio constitufdos principalmente
de ésteres de 4cidos graxos com glicerol, os triacil-
glicerdis. O nimero de triacilglicerdis presente num
Sleo ou numa gordura pode alcangar 3", para n di-
ferentes dcidos graxos constituintes.

A composi¢o em 4cidos graxos pode ser deter-
minada, como rotina, por cromatografia a gis. To-
davia, até a presente data nio se dispde de um méto-
do finico para a determinacio de triacilglicerdis. Para
tal, vém sendo tentadas combinagtes de virias téeni-
cas, como: cristalizagio fracionada, distribuigio
contracorrente, cromatografia em camada fina, co-
luna ou a gés, antecedidas ou nio por hidrélise enzi-
mitica seletiva. Em geral, tais métodos sio morosos
e requerem grandes quantidades de amostra ou, ain-
da, apresentam baixa resolugdo. E os cdlculos para
determinar a composi¢io triacilglicerflica a partir
dos dados obtidos impdem extensas manipulagdes al-
gébricas (Kuksis 1972). A cromatografia a gds vem
apresentando progressos. Ela possibilita a separagio
dos triacilgliceris pelo nimero de carbonos, NC, e,
recentemente, © uso de colunas capilares vem-se
mostrando promissor (Geeraert & Sandra 1984 e
1986).
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Mas ainda € a cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE) que permite separar, sobretudo se
em fase reversa, um maior niimero de componentes
individuais, incluindo os chamados pares ecriticos,
como C48:0 ¢ C50:1 (EL-Hamdy & Perkins 1982),
com ndmero de partigio (NP) de 48 ¢ NC respecti-
vos de 48 e 50. Contudo, ndo se conhece, até€ 0 mo-
mento, nenhum sistema capaz de separar moléculas
triacilglicerélicas isoméricas, como £ o caso de POP
(1,3 - dipalmitoil - 2 - oleoil-glicerol) € PPO (1,2 -
dipalmitoil - 3 - cleoil-glicerol).

Em qualquer caso, o nimero de padrées comer-
cialmente disponiveis nio £ equivalente aos compo-
nentes que se conseguem separar por cromatografia
a gds de alta resolugdo ou por CLAE.

Quando se conhece apenas a composigdo em 4ci-
dos graxos totais, & possivel estabelecer-se a com-
posicdo dos triacilglicer6is, com base na chamada
distribuigdo 1, 2, 3 - casual, de acordo com célculos
estatisticos (Litchfield et al. citado por Kuksis 1972).

Procurou-se, neste trabalho, verificar até gue
ponto tais célculos poderiam dispensar o uso de pa-
drdes para o estabelecimento da composigao triacil-
glicerélica dos 6leos de dendg, dleo de polpa de ma-
catiba e gordura de candellilo, analisados por cro-
matografia liquida de alta eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram empregados 6leo de dend@ (Elaeis guineensis), da
Bahia; 6leo de polpa e de améndoa de macaiba (Acrocomia
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aculeata), extraldos em laboratério de cocos origindrios de
Goids, e gordura de candellilo (Myristica otoba), extraida de
sementes panamenhas, usadas num estudo sobre composigio
do material insaponificivel (Nemethy et al. 1986).

Os padrées de triacilgliceréis (OO0, POO, POP ¢ POS)
eram da Supelco Inc.

Métodos

Composigio em 4cidos graxos: foi determinada por cro-
matografia a gis dos ésteres metilicos preparados de acordo
com Hartman & Lago (1973). Usou-se cromatégrafo Varian
mod. 3.700, com detector de ionizagio de chama a 300°C e
bloco injetor a 230°C. Operou-se com coluna capilar
(WCOT) de vidroborosilicato, com filme de SP-2330 de
0,2 |» de espessura, 10 m de comprimento e 0,25 mm
de didmetro interno, a 170°C. A vazio de nitrogénio foi de
1 ml/min, com o divisor de amostras ajustado na proporgio
32:1, As percentagens relativas dos picos foram obtidos com
integrador processador CDS 111, acoplado ao cromat6grafo.

Isolamento dos triacilgliceris: amostrade 1 g, dissolvi~
da em 4 ml de CHCl, foi colocada no topo de uma coluna de
30cm x 2 ¢m, empacotada com 30 g de 4cido silicico
75-325 mesh e eluida com 500 ml de hexano: éter etilico
95:5, descartando-se os primeiros 150 ml. Os triacilglicerdis
puros, como verificado pela auséncia de banda de OH nare-
gido do infra-vermelho, foram recuperados apés evaporagao
do solvente em rotavapor e, posteriormente, sob fluxo de ni-
trogénio.

Andlise dos triacilgliceréis por CLAE: usou-se cromatd-
grafo liquido Beckmann mod. 322, acoplado a microproces-
sador Beckinan 420 e ao detector de indice de refragfio dife-
rencial de Waters Associates mod. R-401, termostatizado a
259C.

As amostras foram dissolvidas em CH,Cl, nas proporgdes
de 160 mg/ml (dendg), 150 mg/ml (macaiba) e 80 mg/ml
(candellilo) e introduzidas com seringa de 100 JLL para val-
vula equipada com lago injetor de 50 MLL. Além de uma pré-
coluna foram empregadas, em séri€, trés colunas de ago ino-
xidivel de 25 em x 0,46 cm, Altex Ultrasphere-ODS (octa-
decilsilano), com partfcutas de 5 Jb. Os solventes, CH,CNH:
THF: CH;Cl; de pureza para CLAE, foram previamente des-
gaseificados e misturados na proporgao 60:20:20. Com a va-
zio ajustada em | ml/min, um cromatograma se completava
em 50 min para a amostra de gordura de candellilo ¢ em 70
min para as duas outras amostras.

As freas dos picos foram calculadas multiplicando-se a
altura pela largura a 1/2 altura. Considerou-se como altura do
pico a distincia de seu méiximo até sua linha base individual,
tragada do inico ao fim da eluigo dos componentes. Nio fo-
ram empregadas corre¢des ne célculo da composicio pelo
niimero limitado de padrdes.

Espectrometria de massa - foi obtido espectro de massa
da amostra de triacilglicerdis de gordura de candellilo em es-
pectrimetro de massa Finnigan 4000, com técnica de ioniza-
¢do quimica, usando-se metano como ghs reagente. Para
identificagio dos triaciigliceréis examinou-se o espectro-
grama em relagio aos jons moleculares e a fragmentos ca-
racterfsticos como o (M-RCOOCH*, que resulta exclusi-
vamente da perda de um radical aciloximetileno da posigao
primdria do glicerol.

Programa para o cdlculo estatistico da distribuigio dos
icidos graxos nos triacilglicer6is - Utilizou-se linguagem
BASIC especifica, Partindo-se das fragdes molares
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(Xi = 4G/PM) dos 4cidos graxos onde i = 1... 13, calcula-
ram-se as percentagens molares (P;) dos dcidos graxos:

X.
P; === x 100
(Para um dcido graxo ausente, X; = 0).

Abriu-se uma matriz ou variivel independente tridimen-
sional utilizando-se o processo de lago triplo, usando-se os
indices i, j, k, e calcularam-se todas as combinagdes possiveis
de treze dcidos graxos, combinados trés a trés:

Ci'Cj’Ck i.j.k =1...,.. 13

Para manter o cariter percentual do resultado, todos os
produtos foram calculados da seguinte forma:

M = Pix Pl- xPy

Ljk=1.....13
10,000

As percentagens molares dos triacilglicerdis foram cal-
culadas a partir das expresses:

SeP;=P; =Py —— %M =M

SeP; =P
P, = P} %M = 3M
P =Py

SeP{# Bj # P — %M =6M

Calculou-se, a seguir, a soma total das percentagens mo-
lares (2 100%) e imprimiram-se somente aquelas que foram
maiores do que 0,01%.

O lago triplo i, j, k foi encerrado apés a impressio com-
pleta dos resultados.

O programa foi executado em microprocessador HP-85.

RESULTADOS E DISCUSSAG

Na Tabela 1 aparece a composicdo em 4cidos
graxos (peso %) dos dleos estudados, base do cdlculo
estatistico da composigdo triacilglicerélica molar.
Embora nio existam diferencas no tocante ao tipo de
4cidos graxos constituintes entre os éleos de dendé e
de polpa de macaiiba, suas proporgdes sio bem dis-
tintas, fazendo prever diferengas marcantes na comn-
posi¢io triacilglicerSlica. A gordura de candellilo
apresenta uma composigido ainda mais diversa, onde
um Gnico 4cido, o miristico, ocorre num teor de
81,50%, tornando previsivel a ocorréncia de trimi-
nistina como componente principal.

As percentagens em peso dos componentes tria-
cilglicerélicos das amostras estio mostradas na Ta-
bela 2, na ordem de eluigdo nos cromatogramas.

Assim, foram detectados e medidos vinte compo-
nentes no Sleo de dendé, 17 no Sleo de polpa de ma-
caiba ¢ 15 na gordura de candellilo.

Os componentes, com estruturas consideradas
possiveis pclo célculo estatistico, ¢ de ocorréncia



DETERMINAGCAO DA COMPOSICAO TRIACILGLICEROLICA

TABELA 1. Composicao em dcidos graxos dos dleos de
dendé e de polpa de macatba e da gordura
de candellilo (peso %).

Acidos Oleo de Oi]eo 9 Gordura de
graxos dende  POPACe  cangeilito
Cdprico C - 0,02 o1
LAurico L 0,03 0,05 6,57
Miristico M 0,76 0,15 81,50
Miristoléico Mo - - 2,92
Palmitico P 41,80 17,42 4.5
Palmitol&ico Po 0,04 1,24 0,35
Estedrico S 5,00 2,47 0,44
Qléico 0 38,50 63,65 2,72
Lincléico Li 13,50 12,30 0,31
Linolénico Ln 0,21 1,04 -
Araquidico A 0,08 0,06 -

TABELA 2. Composicio (peso %) dos triaciglicerdis
nos cromatogramas.

Numero do Oleode  Qleodepolpa Gordurade
componente dendé de macauba candelliio
1 1,41 0,45 g,12
2 4,10 0,21 0,16
3 0,41 2,09 0,28
4 tr 0,47 0,28
5 0,64 0,69 1,00
6 3,21 0,58 0,02
7 0,23 12,68 4,59
8 13,51 9,20 15,26
9 9,46 1,28 2,59
10 0,31 37,43 56,65
LA 4,01 23,22 4,79
12 0,47 5,27 10,47
13 21,95 tr 0,28
14 0,47 4,41 0,30
15 25,43 1,28 0,20
16 2,97 r 0,20
17 2,15 0,26 -
18 7,39 - -
19 0,51 - -
20 0,95 - -

> 0,1% molar, foram agrupados segundo a ordem
esperada de eluicdo no cromatograma em fase
reversa, ou seja, em ordem crescente do niimero de
partigio (NP) e, para cada grupo de igual NP, em
ordem decrescente de NC, e sua composigao aparece
nas Tabelas 3,4 ¢ 5.
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TABELA 3. Composigio triacilglicerdlica (mol %) do

6leo de denda,

Estruturas Composigdo mol %
possliveis* NP** NC

observada calculada
OLiLi (OLnO) 44 54 1,38 1,97
PLILI {P,OLi; POLR) 44 52 4,14 2,45
MOLI (PLnP; PLIP,) 44 50 0,42 0,39
N.L - - tr -
MLiP 44 48 0,68 0,33
OOL! (SLiLi; SOLn} 46 54 3,13 5,57
N.I. - - r -
PLIQ (P,O0; PLNS) 46 52 13,60 12,75
PLIP (MOO; POP; MLIS) 46 50 9,82 8,04
MOP (PP ,P) 46 48 0,33 0,90
OO0 (SOLi) 48 54 3,91 6,38
NI - - 0,47+ -
POO (PLIS) 43 52 22,05 19,62
M. - - 0,47 -
POP {MOS) 48 50 26,35 21,60
PPP (PMS) 48 48 3,17 8,68
SO0 (SLiS; PLiA) 50 54 2,09 2,08
POS 50 52 7,41 4,64
PPS 50 50 0,52 2,77
SOS (POA) 52 54 0,92 0,32

*

Aparecem entre parénteses as estruturas que, pelo cél-
culo, ocorriam em menor porporgio,

™ Aizetmuller (1982) conceitua NP como NC-2D1, onde DL
comesponde ao n® de duplas ligagGes na molécula;

** Composigdo em peso %.

A identificagio dos componentes foi, incidental-
mente, iniciada pela amostra de 6leo de dend$, nio
s6 pela disponibilidade de alguns padrdes especificos
(POP; POO; POS; PPP ¢ O0O0), mas também pelo
fato de a literatura registrar dados e cromatogramas
que podiam ser utilizados para comparagao (El-
Hamdy & Perkins 1981, Deffense 1984). Na Tabe-
1a 3, que mostra a composic¢io triacilglicerdlica molar
do 6leo de dendé, observada e calculada apenas para
quatro componentes (N.1.), ndo se atribui qualquer
estrutura, que pode ser isomérica tanto com a estru-
tura que lhe antecede como com a que lhe sucede. A
semelhanga da composi¢io entre as duas formas de
medida permitiu a assinalagio da maioria das estru-
turas, observando-se que POP, POO ¢ PLIiO foram
0s principais componentes, na mesma ordem de
grandeza apontada na literatura (El-Hamdy & Per-
kins 1981, Deffense 1984).
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TABELA 4. Composigio triacilglicerélica (mol %) de
6leo de polpa de macaiba.

Composigdo mol %

Estruturas
possfveis” NP NC

observada calculada
OLiLn (LiLiLi) 42 54 0,45 0,68
PLiLn 42 52 0,22 0,15
OLiLi {OOLn) 4 54 2,07 415
PLILi (PCLn, P, LIO} 44 52 0,48 2,27
PLIP,, PLnP 44 50 0,73 0,30
N.L. - - 0,58 -
OOU {(S0Ln, SLiLi) 486 54 12,56 15,06
POLI (Po (e @) 46 52 9,39 10,61
MOP, PP, P 46 48 1,40 0,28
000 (SOL) 48 54 36,99 26,58
POO (PSLI, P,05) 48 52 23,64 23,48
POP 48 50 5,53 6,94
PPP 48 48 ir 0,70
SO0 50 54 4,35 2,94
POS 50 52 1,30 1,77
PPS 50 50 r 0,27
S0S 52 54 0,26 0,11

* Aparecem entre parénteses as estruturas que pelo pro-
grama, ocormiam em mener proporgas.

** Composigo em peso %.

TABELA 5. Composicio triacilglicerélica (mol %) da
gordura de candelillo.

Composigio mol %

Estruturas
possiveis” NPNC
observada calculada

ChM,, (LLM,) 3638 013 0,07
CLM (LLL) 3636 0,19 0,09
MMoMg (LMg P} 3342 0,29 0,22
LMM, (COM; LLP) 3840 0,30 1,1
LLM (CMM) 38 38 1,12 1,66
MM Pg (Mg Mg Py LOMG; LLIM) 40 44 0,02 0,25
LMP, (MMM, LM, P, LLO) 40 42 4,75 6,36
LMM (LLP; CMP) 40 40 16,39 15,00
MMLi (MOM;; MP, P) 42 46 - 0,88
MMP, (LMO; MM P; LP P} 42 44 258 3,18
MMM (LMP) 42 42 58,49 55,62
MMO (MPP ;MM S;PM_P;LOP) 44 46 4,60 5,27
MMP (LMS; LPP) 44 44 10,41 8,26
oMO 46 50 0,25 0,15
MPO (MPOS) 46 48 0,28 0,50
WMS (MPP) 46 46 0,19 1,09

" Aparecem entre parénieses as estruturas que, pelo progra-
ma, 0Corriam em menor proporgdo.
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Convém salientar que as estruturas assinaladas
nio correspondem a qualquer distribuigdo especifica
dos 4cidos graxos nas trés posigdes do glicerol.

Para a identificacdo des triacilglicerdis do Sleo de

~ polpa de macaiba tomaram-se por base os compo-

nentes ocorrendo, respectivamente, nas percentagens
em peso de 37,43; 23,22 e 12,68, que, por analogia
com os dados do programa, foram considerados co-
mo sendo o 000, POO e OOLi. Na Tabela 4 apare-
ce a composigao triacilglicerélica do 6leo de polpa de
macadba, observada e calculada. Nao existem dados
na literatura que possam ser usados para compara-
Gao.

No caso da gordura de candellilo, a alta propor-
¢io do componente de NC ¢ NP 42, estrutura do 1,
2, 3 - trimiristoil-glicerol, MMM, ofereceu, através
de sua localizagfio no cromatograma, uma pista se-
gura para a identificagio dos demais componentes,
como est4 mostrado na Tabela 5. Havia sido também
observado que o principal fon molecular no espec-
trograma de massa correspondia ao MMM, de peso
molecular 722, Baughman et al. (1921) relataram a
ocorréncia de 52,2% do componente aqui identifica-
do como o principal na gordura de candellilo.

CONCLUSOES

A identificagdo da maioria dos componentes tria-
cilglicerélicos dos éleos de dendg e de polpa de ma-
catiba e da gordura de candellilo foi consegunida com
auxilio de um programa para o cdlculo da distribui-
¢do 1, 2, 3 - casval dos Acidos graxos, efetuado em
microprocessador HP-85, Tal cdlculo, que pode ser
feito em poucos minutos, substitui 0 uso de padroes
de alto custo e nem sempre disponiveis. A metodolo-
gia poderd ser estendida a outros Sleos vegetais, des-
de que a distribuicio dos 4cidos graxos se aproxime,
como aquela dos Sleos estudados, ao padrio 1,2, 3 -
casual.
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