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RESUMO

A esterificagdo (produgdo de ésteres metilicos e etilicos) da matéria
saponificavel do destilado de desodorizagso do éleo de soja (DDOS) é uma etapa
importante para utilizagdo deste residuo, como matéria-prima, na produgdo de
extratos ou concentrados de tocoferéis (Vit. E) e esterdis. Nesta pesquisa, foram
otimizados trés processos de esterificagdo da matéria saponificavel do DDOS: 1-
esterificacao enzimatica, utilizando alcool etilico comercial (96%) e Lipozyme™ (uma
lipase imobilizada sn-1,3-especifica do Mucor miehei) como catalisador; 2-
esterificacdo quimica acida direta, usando alcool etilico anidro e acido sulftrico
concentrado como catalisador e 3- saponificacédo/acidulagao/esterificacdo com
NaOH, H>SO, e alcool etilico. Para otimizar as condi¢gbes de processo e se obterem
as melhores taxas de conversdo dos acidos graxos (AG) em ésteres etilicos,
preservando os tocoferdis, foi empregada a Metodologia de Superficie de Resposta,
obtida através de um planejamento fatorial de 2% ordem. As condigbes 6timas de
reacao encontradas para a esterificagdo enzimatica dos acidos graxos livres (AGL)
do DDOS foram: temperatura de 44 a 56°C; enzima de 12,6 a 17,4% e etanol/AGL de
1,5 a 2,5:1, com taxas de conversdo acima de 90%. As condi¢des 6timas para a
esterificacdo acida direta dos AGL do DDOS foram: etanol/AGL de 6,5 a 11,2:1,
concentragcdo de H.SO, de 0,9 a 1,5% e tempo de reagao de 1,3 a 2,6 horas, com
taxas de conversao acima de 94%. E para a esterificagdo dos acidos graxos totais
(AGT) do DDOS, as melhores condigdes de reagao foram: a) saponificagao: relagéao
molar NaOH/AGT = 1,5:1, temperatura de 80°C e tempo de reagéo de 40 minutos; b)
a acidulagdo da mistura foi realizada usando H,SO, com excesso molar de 50%
sobre o total de sabdes formados e c) as condigbes 6timas para a esterificagao dos
AGT foram as mesmas obtidas para a esterificacdo acida direta, mas utilizando a
variavel, relacao molar etanol/AGT, obtendo-se taxas de conversdo acima de 98%.
Todas as variaveis estudadas tém efeito significativo sobre a taxa de conversao dos
AG (p < 0,05). Os resultados mostraram excelente ajuste entre os modelos
matematicos e os resultados experimentais, nas diferentes condicées estudadas,
tornando estes modelos preditivos e estatisticamente significativos (p < 0,05). O
processo 3 foi considerado o melhor, para esterificagio do DDOS. Nao foram
observadas perdas significativas de tocoferéis durante os processos.
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ABSTRACT

The esterification of the soybean oil deodorizer distillate (SODD) saponifiable
material is a very important step for the utilization of this residue from the refining oil
industry, used as a raw material in tocopherol (Vit. E) and sterol extracts or
concentrated production. In this research work, three esterification processes of the
SODD unsaponifiable matter were optimized: 1- enzymatic esterification, using
commercial ethyl alcohol (96%) and Lipozyme™ (an immobilized lipase sn-1,3 from
Mucor miehei) as the catalyst, 2- direct acid esterification, using anhydrous ethyl
alcohol and concentrated sulfuric acid as the catalyst and 3-
saponification/acidulation/esterification with NaOH, H,SO, and ethyl alcohol. In order
to determine the optima processes conditions to get the higher conversion rates of
fatty acid (FA) to ethylic esters, preserving the tocopherols, the response surface
methodology (RSM) in a 2nd order factorial planning was utilized to analyze the
results. The optima reaction conditions achieved for the enzymatic esterification of
SODD free fatty acid (FFA) were: temperature from 44 to 56°C; enzyme concentration
from 12.6 to 17.4% and ethanol:FFA molar ratio from 1.5 to 2.5:1, with conversion
rates up to 90%. The optima conditions for the direct acid esterification of SODD FFA
were: ethanol:FFA from 6.4 to 11.2:1, H,SO, concentration from 0.9 to 1.5% and
reaction time from 1.3 to 2.6 h, with conversion rates up to 94%. And for the
esterification of total fatty acid (TFA) in SODD the best reaction conditions were: a)
saponification: molar ratio NaOH/TFA = 1.5/1, temperature of 80°C and reaction time
of 40 minutes; b) the acidulation was done using 50% of molar excess H,SO, based
on total soaps formed and c) the optima conditions for the esterification of TFA
formed were the same for the direct acid esterification, but using the variable, molar

relation ethanol/TFA, with conversion rates up to 98%. All variables studied had
significant effect on the FA conversion (p<0.05). Results showed a good adjustment
between mathematical models and experimental results obtained from the different
conditions studied, making these models predictive and statistically significant
(p<0.05). Process 3 was selected as the best to esterify SODD. No significant
tocopherol losses were observed during these processes.

Key words: Deodorizer distillate, Esterol, Esterification, Ethyl Esters, Lipase,

Saponification, Tocopherol
XLI



1- INTRODUGAO

Estudos tém demonstrado a importancia, tanto econdémica quanto cientifica,
dos tocoferdis tanto como fonte de vitamina E (HAUMANN, 1990) como antioxidante
natural, prevenindo o desenvolvimento de doencas relacionadas a oxidacao tais
como cancer, catarata e doencas cardiovasculares (STAMPFER et al., 1993:
DIPLOCK, 1994), além de aumentar a estabilidade oxidativa de 6leos vegetais e
gorduras animais (HAUMANN, 1990). Ja os esteréis, tém sua importancia ressaltada
pelo seu efeito hipocolesterolémico quando presentes na forma de p-sitostanol
(HEINEMANN et al., 1986; 1993; LING & JONES, 1995) e como matéria-prima na
preparagao de corticdides, horménios sexuais, contraceptivos e diuréticos (BALAZS,
1987).

Oleo de soja é o dleo vegetal mais importante comercializado mundialmente e,
apesar do Brasil ser o segundo maior produtor desta oleaginosa e de 6leo vegetal
refinado (ANON, 1998), tem sido apenas fornecedor de destilado de desodorizagao
de oleos de soja (DDOS) para a Europa e Japao, para producédo de concentrados de
tocoferdis e esterdis. O DDOS é um sub-produto valioso gerado no processo de
refino, representando de 0,15 a 0,45 % em peso do 6leo a ser desodorizado e, tem
sido utilizado como matéria-prima na producdo de concentrados de compostos de
alto valor agregado (PRYDE, 1980), por seu alto contetido em tocoferéis totais (10%)
e em esterois totais (20%) (AUGUSTO, 1988); sendo o restante composto por acidos
graxos livres, mono-, di-, e trigliceridios, produtos de oxidacdo, alcoois triterpénicos,
aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos e outros (SONNTAG, 1979). Este produto tem
adquirido uma crescente importancia econémica no Brasil, onde é produzido em
grande escala e exportado para paises desenvolvidos a precos que oscilam entre
US$2800 e US$3500 por tonelada, dependendo do teor em tocoferdis.

Vérios processos tém sido propostos para recuperar e/ou concentrar
tocoferdis e/ou esteréis a partir do DDOS: destilagao fracionada direta (KIM & RHEE,
1982); extragdo com solvente (AUGUSTO, 1988); tratamento quimico seguido de
varias etapas de destilagdo fracionada (EASTMAN KODAK, 1957; EASTMAN



CHEMICAL, 1996); tratamento quimico seguido de cristalizacao dos esterdis e
posterior destilagao, tratamento quimico seguido de destilagao (EASTMAN KODAK,
1957; MAU & TSEN, 1995); extracdo com fluido supercritico (LEE et al., 1991);
tratamento enzimatico seguido por destilagdo molecular (RAMAMURTHI &
McCURDY, 1993), e outros.

Comercialmente, na obtengdo de concentrados de esterois e tocoferdis sdo
empregados varios processos, sendo o mais utilizado o de destilagado molecular,
onde estes componentes sao processados a pressao e temperatura reduzidas
(RAMAMURTHI et al., 1991). Existe a necessidade de aperfeicoamento das
transformagdes quimicas e enzimaticas da matéria saponificavel do DDOS (60 a
70%), que o tornem mais adequado ao processo de separacao (WINTERS, 1989). A
transformacao basica é a esterificagcao da matéria saponificavel a ésteres (metilicos
ou etilicos). No processo de esterificagao dos acidos graxos presentes no DDOS, o
objetivo € a reducao de seu ponto de ebulicdo, facilitando a sua separagao dos
compostos de interesse (KIM & RHEE, 1982). A utilizagdo do etanol, para
esterificacado, se justifica pelo fato de que, além de ser produzido por fermentagao de
acucares, isto €, ser biorenovavel, € menos toxico que o metanol (MITTELBACH,
1990).

A esterificagdo dos acidos graxos totais do DDOS pode ser realizada por via
quimica: saponificacdo / acidificacao / esterificagado (MORRISON & BOYD, 1992;
EASTMAN KODAK, 1957); alcodlise direta com catalisador acido (LEE et al., 1991;
MORRISON & BOYD, 1992), ou por via enzimatica (esterificacao direta ou hidrélise +
esterificacdo) (RAMAMURTHI et al., 1991; GHOSH & BHATTACHARYYA, 1996).

A esterificacdo quimica, catalisada por bases ou acidos, apresenta algumas
desvantagens, tais como: remog¢ao do catalisador juntamente com o glicerol apés a
reagdo, ndo sendo possivel a sua reutilizagcdo; grandes quantidades de reagentes e
de residuos industriais; utilizacéo de altas temperaturas e pressées; custo elevado de
equipamentos, etc. Devido a estes fatores, os processos enzimaticos tém gerado
grande interesse industrial (MACRAE, 1983).




As lipases sdao enzimas que catalisam tanto a reacdo de hidrolise dos
trigliceridios, como sua reagéo inversa, a esterificagao, dependendo do teor de agua
presente no meio de reacdo. As lipases tém sido empregadas na esterificacdo de
acidos graxos com alcodis (KNEZ ef al., 1990) e mais especificamente, na producgao
de concentrados de tocoferdis/esterdis, em reacdes de esterificacdo dos acidos
graxos de destilados de desodorizagdo com butanol (GHOSH & BHATTACHARYYA,

1996) e com metanol (RAMAMURTHI et al., 1991; RAMAMURTHI & McCURDY,
1993).

E dificil encontrar as condigées otimas para obtencdo de um rendimento
maximo em ésteres devido aos efeitos individuais e de interagao existentes entre os
fatores que influenciam o rendimento da reagao, tais como: tempo e temperatura de
reacao, concentraca@o do catalisador, relagdo entre os substratos, impurezas, e teor
de agua no meio de reagdo, etc (RAMAMURTHI et al., 1991). Nestes casos, a
Metodologia de Superficie de Resposta (RSM), que tem como base o planejamento
fatorial, & altamente recomendada, ja que permite a otimizagdo de problemas com
multivariaveis (BARROS et al., 1996; BOX ef al., 1978).

Nesta pesquisa foram otimizadas as condicbes do processo de

esterificagao enzimatica e quimica do DDOS para produgao de ésteres etilicos.



2- JUSTIFICATIVA

Considerando a crescente tendéncia mundial de utilizagao de compostos e
ingredientes naturais, seja na industria de alimentos, farmacéutica e de cosméticos: a
inquestionavel importancia tecnolégica, metabdlica e nutricional dos tocoferdis e
esterois e a grande disponibilidade de matéria-prima (DDOS) no Brasil para a
producdo destes produtos, este trabalho visa a otimizagdo de processos de
esterificagdo, quimica e enzimatica, da matéria saponificavel do DDOS, etapa
importante na obtencdo dos concentrados de tocoferdis/esterdis por destilagdo
molecular, pois além da inexisténcia de desenvolvimento e aplicacdo destes
processos no mercado nacional, faltam informacoes técnicas completas sobre os

mesmos.



3- OBJETIVOS
3.1- Objetivo Geral

Transformagao quimica e enzimatica da matéria saponificavel do DDOS em
ésteres etilicos, adequando assim, esta matéria-prima, ao processo de separacao

por destilagdo molecular na obtencéo de concentrado de tocoferéis e esterois.
3.2- Objetivos Especificos
- Caracterizagao da matéria-prima DDOS

- Estudo dos efeitos da temperatura de reagéo, concentragdo de enzima e
relacao molar etanol/acidos graxos livres, sobre os teores de tocoferdis e esteréis
totais residuais, assim como o rendimento em ésteres etilicos obtidos pelo processo
enzimatico de esterificagéo da matéria saponificavel do DDOS (processo |).

- Estudo dos efeitos da concentragdo de etanol e do pH sobre os teores de
tocoferdis e esterdis totais residuais, assim como o rendimento em ésteres etilicos
obtidos pelo processo de esterificagdo direta da matéria saponificavel do DDOS,
utilizando etanol e H2SO, (processo ).

- Estudo dos efeitos da concentragdo de KOH e etanol, temperatura e pH
sobre os teores de tocoferdis e esterdis totais residuais, assim como o rendimento
em ésteres etilicos obtidos pelo processo de esterificacdo da matéria saponificavel
do DDOS utilizando saponificagao/acidulagao/esterificagéo (processo ).

- Otimizagdo dos processos |, Il e lll, empregando Analise de Variancia e a
Metodologia de Superficie de Resposta.

- Avaliagdo comparativa dos trés processos de esterificacao.



4- REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1- Importancia da soja no Brasil

A introducdo da soja no Brasil data do século passado. Sua exploracao
industrial tem se acentuado nos ultimos anos, atingindo 26,8 milhdes de toneladas de
graos na safra 96/97, o que representou 12,8% a mais que a de 95/96, com aumento
de 6,7% na area de plantio, com total de 11,4 milhGes de hectares cultivados com a
oleaginosa. Segundo a AGRIANUAL (1999), a safra 98/99 rendeu um total de 29,5
milhées de toneladas. Somente a soja, representa 10,5% das exportacdes
brasileiras. O total para exportagdo em 98 foi de 8,3 milhdes de toneladas, sendo o
Parana o estado brasileiro que mais produz soja, respondendo por 25% da safra
nacional. O total de esmagamento de grdos para fabricacdo de dleo de soja
comestivel em 97/98 foi de 18,8 milhdes de toneladas (ANON, 1998).

A soja assumiu um proeminente papel dentre as oleaginosas, ndo somente
como fonte rica em proteinas (30-46%), mas também pelo seu teor em 6leo
comestivel (20-24%); isto se evidenciou a partir da publicagdo no Relatério das
Nagbes Unidas referente a crise mundial de proteina. Energeticamente a soja
contribui com 14,54 kj/g de proteina, 35,97 kj/g de 6leo e 7,04 kjlg de carboidrato
digestivel (LIENER, 1978).

Dentre as maiores fontes comerciais de éleos comestiveis de origem vegetal
(soja, algodao, amendoim, milho, girassol, canola, oliva e palmaceas), a soja é a de
maior representatividade, sendo que se produzem no Brasil, aproximadamente 3,8
milhGes de toneladas anuais de dleo de soja refinado (AGRIANUAL, 1999).

4.2- Composigao do oleo de soja

Os dleos vegetais séo constituidos predominantemente por trigliceridios, mas
estao presentes nos mesmos, em menor quantidade, outros constituintes de grande
interesse, chamados de componentes minoritarios (PRYDE, 1980). Dentre estes,

podem-se destacar : &cidos graxos livres, fosfolipidios, tocoferdis (vitamina E).



carotenos (pré-vitamina A), fitosterdis, alcoois triterpénicos, hidrocarbonetos e outros
(SONNTAG, 1979). Cada 6leo pode conter diversos teores destes compostos, que
tém efeitos importantes nas caracteristicas sensoriais, estabilidade e propriedades
nutricionais dos mesmos (PANDOLFI, 1995; SHAHIDI & SHUKLA, 1996).

Geralmente, oleos brutos contém menos de 5% de componentes nao
trigliceridicos, sendo que alguns s&o considerados impurezas e devem ser retirados
do 6leo durante processos de refino, atingindo valores entre 0,2 e 2,0 %, constituidos
principalmente por (ITOH et al., 1973; SONNTAG, 1979; CARR & MIKLE, 1995):

- Tocoferdis: a-, B-, v- e 8-tocoferéis. Principais compostos antioxidantes do 6leo

vegetal.

- Esterdis, principalmente p-sitosterol, estigmasterol e campesterol.

- Fosfatidios, como lecitinas e cefalinas. Agem como sinergistas dos tocoferois.
- Carotenos, principalmente B-caroteno.

- Alcodis graxos, combinados com acidos graxos ou ceras.

- Clorofilas.

- Hidrocarbonetos, sendo o esqualeno, o principal.

- Vitaminas lipossollveis: pro-vitamina-A, D e E.

- Minerais, principalmente fésforo, sédio e cobre (0,1 a 0,3 ppm), manganés (0,1 a

0,7 ppm), ferro (1 a 5 ppm) e niquel (0,1 a 0,2 ppm).

Uma porgao importante destes componentes minoritarios € formada por
compostos ndo saponificaveis, usualmente denominada matéria insaponificavel, que
contém principalmente: tocoferdis, fitosteréis e hidrocarbonetos, que se recuperados
e concentrados, poderiam tornar-se produtos de alto valor comercial (PRYDE, 1980;
PERKINS, 1995).
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A composicao do 6leo de soja varia em funcéo das caracteristicas genéticas,
técnicas culturais e meio ambiente onde o cultivar é explorado (SMITH & CIRCLE,
1978), porém, pode-se estabelecer alguns limites de seus principais componentes,

como os reportados na Tabela 1.

Tabela 1- Composicao e algumas caracteristicas do 6leo de soja bruto

Composigao Limites
- Peso especifico (g/mL a 25°C) 0,17 - 0,921
- Indice de refragéo (25°C) 1,470 — 1,476
- Indice de iodo 120 — 141
- Indice de saponificagéo (mg KOH/g amostra) 189 — 195
- Trigliceridios totais (%) 99
- Acidos graxos principais (%):
- palmitico 7-12
- estearico 2-55
- oléico 20-50
- linoléico 35-60
- linolénico 2-13
- Acidos graxos insaturados totais (%) 80 — 88,1
- Acidos graxos saturados totais (%) 10-19
- Fosfatidios (%) 1,3-2,5
- Matéria insaponificavel (%):
- esterois totais 0,01-0,33
- tocoferois totais 0,15-0,21

Fontes: varios autores (apud AUGUSTO, 1988)
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4.3- Refino do 6leo de soja

Dentre os processos de obtengéo de oleos se menciona a desintegracao
mecéanica, prensagem e a extracdo com solventes. O objetivo final € a obtencao de
um éleo puro, com alto rendimento, que seja econdmico e que produza um farelo que
possa ser utilizado. Em matérias-primas com médio teor de 6leo (18-22%), como a
soja, o recomendavel é usar o processo de extragdo com solventes (hexano) por
apresentar bom rendimento (99%) (NORRIS, 1964).

O processo para a obtengéo de 6leo de soja comestivel consta de extragao,

degomagem, neutralizagdo, branqueamento e desodorizagdo (ERICKSON, 1983).

Os objetivos da degomagem e da neutralizagdo, também denominada de
refino, sdo: remogao de gomas, mucilagens e proteinas, hidratagdo dos fosfatidios e
a transformacao dos acidos graxos livres em sabdes, seguido de centrifugacao.

Branqueamento é o tratamento que se da ao 6leo com bentonitas ou terra de
diatomacea, seguido de filtragao. Nesta etapa do processo eliminam-se, entre outros,
as substancias que conferem cor ao 6leo (peroxidos e metais pesados) e também
alguns pesticidas (NORRIS, 1964).

Desodorizacdo é o tratamento para remogao de substancias responsaveis por
odores e sabores desagradaveis, que & possivel devido a grande diferenca de
volatilidade entre os trigliceridios e as substancias odoriferas. E um processo de
destilagdo por arraste com vapor a elevadas temperaturas (> 200°C) e a baixas

pressoes (<10 mm Hg); sendo que esta Ultima variavel serve para prevé

nir a oxidacao do dleo pelo oxigénio atmosférico e a hidrélise dos trigliceridios pela
acdo do vapor na temperatura de trabalho (MATTIL, 1964, DURROW, 1983). Os
parametros da desodorizagao s&o: temperatura, pressao, tempo, vazao de vapor, ar
e meio de aquecimento. Em um processo por batelada utiliza-se 210 a 274°C, a 1-6
mm Hg, por 3 a 8 horas e um fluxo de vapor na relagéo de 5 a 15% com relagéo ao
6leo a ser desodorizado (ERICKSON, 1983). Como substituto do vapor pode ser
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utilizado gas inerte, como nitrogénio, como meio de arraste, desde que os volateis
sejam facilmente removidos do desodorizador (MATTIL, 1964).

Os produtos responsaveis pelo sabor e odor indesejaveis do dleo de soja,
removidos na desodorizagdo normalmente sao: laurilnonilcetona, metilendecilcetona,
aldeidos triterpénicos com 5 a 12 atomos de carbono, acidos graxos livres oxidados
com 5 a 8 atomos de carbono e o n-deca-2,4-dienal (derivado do &cido linolénico)
(MATTIL, 1964). Estas substancias podem ser proprias do 6leo ou contaminantes
acidentais do processo de refino ou do armazenamento, sendo que, se nao forem
eliminadas, poderdo ocasionar o fendmeno da reversao do "flavor" no odleo
desodorizado (GAVIN, 1981).

Também € na desodorizagaéo que se remove parte da matéria insaponificavel,
menos volatil, como tocoferoéis e esterois, cujos teores, dependendo da temperatura
e vacuo empregados nesta etapa do refino do 6leo, podem ser reduzidos de 30 a
60% dos valores iniciais. Os trigliceridios sdo menos volateis que os outros
constituintes do Oleo, porém, como sao encontrados mono- e digliceridios no
destilado, isso indica que estas substancias poderiam ser produzidas pela hidrolise
dos trigliceridios ou serem proprias do éleo (MATTIL, 1964).

A desodorizagdo aumenta a estabilidade do 6leo de soja devido ao fato de

eliminar pro-oxidantes e ativar os antioxidantes, como os tocoferéis (MATTIL, 1964;
DURROW, 1983).

Nas etapas do refino de oleos sdo gerados diversos sub-produtos (gomas,
borra de neutralizacao, destilado de desodorizagdo) de reduzido valor econémico
(WOERFEL, 1981), mas muito interessantes como matérias-primas para a produgao
de concentrados de compostos de alto valor agregado (PRYDE, 1980), por seu alto
conteado em tocoferdis totais (10%) e em esterdis totais (20%), como é o caso do
destilado de desodorizacdo (AUGUSTO, 1988).

Porém, a produgdo de concentrados de compostos com propriedades
tecnolégicas, nutricionais e/ou terapéuticas exige muito das técnicas de separacéo,
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especialmente a de purificagéo, devido a rigorosa especificacao dos produtos,
comuns dos setores alimenticios, farmacéuticos e de cosméticos, obrigando
frequentes evolugdes nas técnicas de produgdo e purificagéo, visando sempre obter
produtos de forma econémica e que satisfagam as exigéncias de qualidade
(BATISTELLA & WOLF-MACIEL, 1996).

4.4- Destilado de Desodorizagio do Oleo de Soja (DDOS)

O Destilado de Desodorizagao (DD) € o material organico destilado por vapor
e a vacuo na etapa de desodorizagdo de 6leos e gorduras. A quantidade do
destilado, assim como sua composi¢do, dependem da matéria-prima e das
condigdes de processo, incluindo temperatura, vacuo, tempo e tipo de equipamento.
Altas temperaturas e altas vazdes de vapor aumentam o rendimento total, assim
como a concentracdo de tocoferdis e esterdis no destilado. Obviamente nao se opera
um desodorizador em fungdo do destilado, mas sim baseado na qualidade do 6leo
final, como aroma, sabor, cor e estabilidade. Do ponto de vista da estabilidade, &
indesejavel que se retire todo o tocoferol do dleo. As quantidades de DD recuperadas
estao entre 0,15 e 0,45% do 6leo a ser desodorizado (WOERFEL, 1981).

O Destilado da Desodorizagdo do Oleo de Soja (DDOS) consiste em uma
mistura complexa de acidos graxos livres, glicerideos parciais, 6leo neutro
(trigliceridios), peréxidos, aldeidos insaturados de alto peso molecular, cetonas,
hidrocarbonetos parafinicos, oleinas, esqualeno, esterois, tocoferois, além de
produtos oxidados nao identificados (NAUDET, 1969).

Durante os anos 60 e 70, o uso dessa matéria-prima para a produgao de
vitamina E teve o seu apice. Entretanto, em 1974 - 1975 com o aumento dos
substitutos sintéticos, o valor do destilado sofreu uma queda substancial. Atuaimente
ha crescente interesse na recuperagao dos destilados da desodorizagéo, por sua alta
concentragio em tocoferois e esterdis, que tém demanda na producao de vitamina E
e antioxidantes naturais, horménios sexuais e outros produtos e também devido a
necessidade de controle da poluigdo nas unidades fabris de refino de 6leos vegetais
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(GUTFINGER & LETAN, 1974 b; KEHSE, 1976: FEDEL| & GASPAROLI, 1977;
GAVIN, 1978; GAVIN, 1981).

4.4.1- Recuperacao do DDOS

Como a desodorizagido envolve uma corrente de vapor contendo material
organico proveniente do 6leo sob vacuo, este material comumente chamado
"destilado", deve ser separado do vapor e coletado de forma segura, devido aos
controles ambientais necessarios. Os sistemas de recuperacao do destilado utilizam
a condensacao como forma de separagéo do vapor, sendo utilizados tanto como
meio de controle de poluicdo, como também com o objetivo de obtencdo de uma
matéria-prima para a indlstria cosmética e farmacéutica (PRYDE, 1980).

A recuperacéo de destilados de desodorizagdo comegou nos anos 60 por
duas razdes: uma econdémica, devido & crescente demanda de esterdis e tocoferéis
pela industria e outra de carater ambiental, na tentativa de melhorar a qualidade da
descarga de efluentes (ZEHNDER, 1995). O destilado & composto principalmente de
matéria insaponificavel e acidos graxos livres (WOERFEL, 1981). Estima-se que, por
tonelada de dleo de soja produzido, seja possivel obter entre 0,1 a 0,3 kg de
tocoferdis (BARATA & CONTRERAS, 1984) e entre 0,10 a 0,22 kg de esterdis
(GUTFINGER & LETAN, 1974 a), cujo processamento exige técnicas altamente
sofisticadas para a separagdo dos componentes (WOERFEL, 1995).

Os insaponificaveis constituem cerca de 33% do destiiado de um
desodorizado comercial. Este teor varia consideravelmente dependendo da unidade
de desodorizagdo e das condicées de sua operagdo. Os insaponificaveis tém
aproximadamente a seguinte composigao (WINTERS, 1989):

- Fitosterois = 60%
- Tocoferois = 30%

- Hidrocarbonetos = 12%

O prego de mercado do DDOS esta baseado no seu contetdo em tocoferdis.
Considerando-se o valor de US$ 3,00/% de tocoferol, um produto com 12,4% em

15



tocoferéis rendera US$0,82/kg, que € muito superior ao prego de venda do 6leo
refinado. Considerando-se um rendimento em DD de 0,28% do 6leo desodorizado, ©
retorno financeiro obtido com o destilado sera de US$ 2,29/ton de 6leo refinado
(WOERFEL, 1981). Dependendo do mercado, o valor do destilado também pode

estar baseado no seu contetido em esterdis.

Economicamente se torna viavel implantar um sistema eficiente de
recuperacéo de destilado acoplado ao desodorizador. Vapor e destilado provenientes
do desodorizador a uma pressao de 2 - 5 mm Hg s&@o comprimidos a 50 - 60 mm Hg
em um ou dois estagios (“booster”). Existem 3 sistemas de recuperacgao de destilado:
torre empacotada, condensador “scrub” e torre barométrica de agua. A torre
empacotada minimiza a pressdo do condensado enquanto promove um bom contato
liquido-vapor e utiliza o préprio condensado frio como condensante. Um controlador
de nivel na parte inferior da torre mantém constante o volume de condensado no
sistema. A coluna de condensacdo (“scrubber”) emprega agua como condensante e
também esta localizada apés o desodorizador e antes dos injetores. Enquanto um
desses sistemas nao for implantado, o DD é condensado em torres barométricas de
agua, como “hot - well skimmings”, que ndo & um sistema de recuperagéo de
destilado satisfatorio, pois o produto final contém uma grande quantidade de agua
que deve ser removida posteriormente. Neste caso, o rendimento em tocoferdis pode
ser reduzido devido a oxidagdo, que ocorre na torre barométrica, ou durante a
secagem do DD (WOERFEL, 1981). A eficiéncia destes sistemas alcanca 85 a 95%
de separacdo do material lipidico do vapor, sendo que a coluna empacotada € o mais
eficiente deles (ZEHNDER, 1995). A Figua 1 ilustra um esquema de um sistema de
recuperacdo de DDOS, do tipo “scrub”, acoplado ao desodorizador (WALSH et al.,
1998).
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Figura 1- Esquema de um sistema de recuperagdo de DDOS acoplado ao
desodorizador

Fonte: WALSH et al., 1998
4.4.2- Composicao do DDOS

Na Tabela 2 pode-se observar a composigao tipica de destilados originarios
de diversos oleos vegetais, onde o 6leo de soja, devido ao seu alto teor em
tocoferdis e grande volume de 6leo processado, faz deste destilado uma importante
fonte de vitamina E (WOERFEL, 1995; GHOSH & BHATTACHARYYA, 1996).

Nesta mesma tabela, observa-se que o destilado de soja contém um teor
elevado de esteréis (18%), sendo sua composicdo geralmente distribuida em: 20%

campesterol, 20% estigmasterol, 53% pB-sitosterol, 4% &-avenasterol e 3% &-
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estigmasterol, portanto, uma excelente fonte de esterdis. O estigmasterol obtido a
partir do destilado de soja tem sido utilizado na produgdo de progesterona e
corticoides e o B-sitosterol em anticoncepcionais, diuréticos e horménios masculinos
(SONNTAG, 1985; WOERFEL, 1995; GHOSH & BHATTACHARYYA, 1996).

Tabela 2- Composicéo do destilado de desodorizacao de diferentes oleos.

Componentes Girassol Algodao Soja Canola
(%)
Tocoferodis 9,3 11,4 1.1 8,2
totais

a-tocoferol 8.7 6,3 0,9 14

Mat. Insap. 39 42 33 35
Esterois totais 18 20 18 14,8
Estigmasterol 2,9 0,3 4.4 1,8

Fonte: WINTERS, 1989.

O destilado de desodorizacdo do 6leo de soja € formado por uma mistura

complexa de compostos, como pode ser observado na Tabela 3.

Dentro do processo de refino do éleo de soja, os condensados volateis
constituem um sub-produto da etapa de desodorizacao com caracteristicas muito
variaveis. Estas diferencas devem-se a diversos fatores, entre os quais, a qualidade
e tipo do 6leo a ser refinado, processo de refino (quimico ou fisico), condi¢oes de
pressdo, temperatura, vacuo e gas de arraste utilizados na desodorizagao e

caracteristicas do equipamento utilizado (WINTERS, 1990).
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Tabela 3- Caracteristicas e composigao do destilado de desodorizacao do oleo de

soja

Caracteristicas Teores

E B C D E F
Peso especifico (g/mL) 0,9116 _ _ _ _ _
Sélidos totais (%) 95,26 _ _ _ _ _
Acidez (em ac. oléico) ‘
(g / 100g amostra) 37,09 | 448 _ _ _ 50,4
Indice de saponificacao
(mg KOH/g amos.tra)g:a el - - - -
Acidos graxos totais (%) | 58,1655 | _ | 60.0-62.1 _ _ 50,8
Acidos graxos livres (%) 37,09 | 448 36,0 397 | 33,0 _
Matéria insaponificavel (%) | 26,1-36,4 | 58,1 _ _ _ 23,7
Tocoferois totais(%) 8,50 12,74 | 7,6-8,7 12,4 14,5 _
a- tocoferol (%) 1,14 0,68 1,0-1,1 24 _ _
B- tocoferol (%) _ 0,18 | 0,2-0,4 _ _ -
y- tocoferol (%) 2,75 4,73 2,0-24 25 _ _
3- tocoferol (%) 4,62 716 | 4250 7.7 _ _
Esterdis totais (%) 17,05 11,39 _ 18,6 14,5 8.0_
Campesterol (%) 417 2,13 _ _ _ _
Estigmasterol (%) 3.55 3,88 _ _ _ _
B~ sitosterol (%) 9,33 5,38 _ _ _ _
Trigliceridios (%) _ _ 4.0 _ 16,7 17,2
Digliceridios (%) _ _ _ _ 16,2 _
Monogliceridios (%) _ _ _ _ 5,1 _
Hidrocarbonetos (%) 4.4 _ 3,54.,1 _ _ 11,6

Fontes: (A) AUGUSTO (1988); (B) RAMAMURTHI & McCURDY (1993); (C)
CONTRERAS & BARATA (1984); (D) WOERFEL (1981); (E) SHEEBAR & NEEMAN
(1987); (F) RUIZ-MENDES et al. (1995)
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A Tabela 4 mostra a composigao de um destilado de 6leo de soja produzido

no Brasil.

Tabela 4- Componentes principais do DDOS

COMPOSTOS TEOR (%)

Tocoferdis totais 2-9
o~ tocoferol 1,04
B- tocoferol 0,18
v- tocoferol 5,03
- tocoferol 2,40
Trigliceridios 2-5
Acidos graxos totais 60 -70
Acidos graxos livres 36
Acidos graxos esterificados 24
Hidrocarbonetos 3,5
Esterdis 26
Plastoquinonas <3
Alcoois alifaticos <3
Terpendides <3

Fonte: AUGUSTO, 1988.

Dependendo da composi¢do do DDOS, sua utilizagao e prego sao muito
diferentes. Assim, os DDOS resultantes de 6leos submetidos ao refino quimico,
caracterizam-se por um elevado conteudo da fragdo insaponificavel (15 - 30%),
constituindo-se em uma boa matéria-prima para as indUstrias farmacéuticas e de
alimentos, na produgdo de compostos de alto valor agregado, como s&o 0s tocoferois
e esterois (FEDELI & GASPAROLI, 1977; RAMAMURTHI et al., 1991,
RAMAMURTHI & McCURDY, 1993).
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Na fracao insaponificavel do DDOS encontram-se, entre outros, os alcoois
triterpénicos: cicloartenol, euforbol, butiroespernol, ciclolaudenol; os terpenos - e B-
amirina; os esterois: B-sitosterol (50 a 72 mg/1 00g de 6leo), estigmasterol (10 a 24
mg/100g), campesterol (15 a 25 mg/100g) e colesterol, em tragcos (FEDELI et al.,
1966; ITOH et al., 1973; FEDELI & GASPAROLI, 1977).

4.4.3- Estocagem do DDOS

Dependendo das condigdes de estocagem do DDOS, os tocoferdis, coletados
sob as melhores condigoes de desodorizagdo, podem sofrer grandes perdas, o que
nao ocorre com tal intensidade com os esteréis, pois séo compostos mais estaveis.
Como os tocoferdis sdo antioxidantes, podem ser destruidos pela exposi¢cao ao O,
calor, luz e sub-produtos da corrosdao de metais. A estocagem adequada do DDOS
em tanques pode ser justificada pelo valor de venda deste produto, que é baseado
no seu teor em tocoferdis. As melhores condigées de estocagem incluem estocagem
a temperatura ambiente, sob atmosfera de N, aquecimentos brandos quando a sua
manipulagéo é necessaria € 0 uso de um material nao corrosivo para a construcao
do tanque de estocagem, tal como ago inoxidavel. O periodo de estocagem do
DDOS nao deve ser superior a 3 meses e seu teor de umidade n3o deve exceder a
3%. O monitoramento da razao tocoferdis / esterdis totais (apos saponificacao) é
uma forma de determinar se estdo ocorrendo perdas durante a estocagem, pois os
tocoferéis podem se degradar sob determinadas condigdes nas quais os esterois sao
estaveis (WALSH et al., 1998).

4.5- Compostos de Interesse

A produgcédo de concentrados naturais de tocoferdis e/ou esteréis & de
interesse devido: (1) as fungbes e caracteristicas que estes compostos possuem,
sejam estas de carater metabdlico, nutricional ou técnico e (2) ao fato de todos os
processos de fabricagdo estarem patenteados, como salientado anteriormente.
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4.5.1- Tocoferois
4.5.1.1- Estrutura e Funcoes biologicas

O termo "tocoferol" & atualmente um termo genérico incluindo varios
compostos que apresentam atividade vitaminica E. Sdo homélogos derivados da
estrutura 6-hidroxicromanol e s@o classificados em 2 grupos: Tocoferdis e
Tocotriendis, todos com diferentes atividades biolégicas e estereoquimica propria. Os
tocoferdis caracterizam-se pela saturagdo da sua cadeia lateral, que consiste em 3
unidades isoprendides, enquanto os tocotriendis possuem duplas ligagdes nas
posicoes 3', 7' e 11 da cadeia isoprendide lateral (BOURGEOIS, 1992) (Figura 2). A
atividade biolégica dos 8 homodlogos varia de acordo com o nimero e posi¢ao dos
grupos metila no anel cromanol e com a configuragéo nos carbonos assimeétricos da
cadeia lateral (EITENMILLER, 1997). A estrutura correta do o-tocoferol foi
estabelecida por FERNHOLZ (1938) (citado por KASPAREK, 1980), sendo essa uma
importante descoberta para a elucidacdo das demais estruturas quimicas dos
tocoferdis e tocotriendis. Os tocoferdis sdo importantes, ndo somente pela sua acao
vitaminica E in vivo, mas também pela sua acao antioxidante. A principal fungao
fisiologica da vitamina E é como antioxidante, protegendo os lipidios insaturados das

membranas celulares da oxidacdo pelo Oz atmosférico.

Os tocoferdis apresentam atividade biolégica em humanos, pelo que a U.S.
Food Board recomenda o consumo entre 8 e 10 mg de a-tocoferol por dia para
manter um estado saudavel em adultos; essa quantidade é bem suprida na ingestao
diaria de o6leos comestiveis (VITALI, 1972; HUNTER, 1981). A vitamina E, que &
oticamente pura, possui maior atividade biolégica que a vitamina E sintética, que &

uma mistura de estereocisomeros (ANON, 1998).

Os tocoferéis e tocotriendis sdo reconhecidos por sua efetiva inibigdo da
oxidagdo lipidica em alimentos e sistemas biologicos (OSKI, 1980; BURTON et al.,
1983: BURTON & TRABER, 1990; SIES & MURPHY, 1991; VanACKER et al., 1993).



Apesar de ser universalmente aceito que a-tocoferol é o mais eficiente
antioxidante e homélogo da vitamina E in vivo, existem sempre divergéncias sobre
sua eficiéncia absoluta ou relativa in vitro, principalmente quando comparado com y-
tocoferol (KAMAL-ELDIN & APPELQVIST, 1996). Pode-se considerar que a
capacidade antioxidante segue a seguinte ordem decrescente: Y- > 8 > B- > a-
tocoferol (CHOW & DRAPER, 1974; BAUERNFIELD, 1980), enquanto a atividade
vitaminica decresce de a- > B- > y- > § tocoferol (YUKI, 1978; BOURGEDOIS, 1992).
Assumindo a atividade do o- tocoferol como 100, as atividades biolégicas dos outros
tocoferdis s@o: B- tocoferol, 15-40; y- tocoferol, 1-20 e §- tocoferol, 1 (SHAHIDI &
SHUKLA, 1996).

Rl 1

H A }{,[/\/'\,]/H Tocoferol
3

R3 Pl ] B MH Tocotrienol
3

CHj3
CH3
Tocoferol  Tocotrienol
R=A R=B
Ri1i=R2=CHzs a- a-
R1=CH3,R2=H B- B-
R1=H, R2=CH3 Y- Y-
R1=R2=H 0- o-

Figura 2- Estrutura quimica de tocoferois e tocotriendis

Fonte: KASPAREK, 1980.
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4.5.1.2- Fontes de Tocoferois

Os tocoferdis encontram-se nos alimentos principalmente sob a forma nao
esterificada (BAUERNFIELD, 1980). Suas principais fontes sao: germe de trigo,
6leos de milho, algoddo, girassol, soja, oliva, coco € amendoim (HERTING &
DRURY, 1969; SLOVER, 1971; BAUERNFEIND, 1980; LANDERS &

RATHMANN,1981).

Os tocoferois estdo presentes em dleos de sementes, folhas e outras partes
verdes de plantas superiores. O a- tocoferol € encontrado principalmente dentro dos
cloroplastos, enquanto os demais homoélogos estao fora deles (HESS, 1993). Os
tocotrienéis, ao contrario, ndo se encontram nas partes verdes, € sim no germe e
farelo de sementes de cereais (COMBS, 1992). O éleo de palma (dendé) €& o unico
6leo comestivel produzido industrialmente, que fornece quantidades apreciaveis de

tocotriendis (ONG, 1993).

O teor de vitamina E total e sua distribuigdo nos alimentos s&o variados,
dependendo da espécie, variedade, estado de maturagdo, meio ambiente onde se
cultiva a espécie, forma de colheita, processamento armazenamento. Alimentos de
origem animal geralmente sdo pobres em tocoferdis, pois nesses organismos sua
concentracio depende da alimentagao do animal (BAUERNFEIND, 1980).

A Tabela 5 apresenta as maiores fontes de 6leos/gorduras de consumo
mundial. donde se conclui que os o6leos de soja e de palma respondem por 50% do

consumo da populagdo mundial (USDA, 1995).

Nos Estados Unidos, 6leos e seus derivados (margarinas, maionese, molhos
para saladas e gorduras especiais) fornecem até 26,9 % da vitamina E da dieta dos
americanos, sendo que os principais produtos consumidos respondem por 46,3% do

total de vitamina E ingerida na dieta americana (Tabela 6) (EITENMILLER, 1997).

Os tocoferdis sdo concentrados no destilado de desodorizacao durante a

etapa de desodorizagdo de oOleos vegetais. Como resultado, o destilado de
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desodorizagdo € uma boa fonte de tocoferdis, sendo utilizados na producao de
vitamina E e de antioxidantes naturais (PRYDE, 1980: EITENMILLER, 1997).

Tabela 5- Consumo mundial de éleos/gorduras

Fonte Consumo
Oleo/gordura (%)
soja 29
paima 21
canola 15
milho 1
amendoim 6
algodao 6
coco 4
oliva 3
paimiste 3
peixe 2

Fonte: USDA, 1995

Tabela 6- Fontes de vitamina E na dieta americana

Vitamina E

Produto (% na dieta)
6leo saladaffritura 8,2
margarinas 6,8
cereais 4,9
molhos p/ salada 44
produtos de tomate 43
maionese 38
gorduras especiais 3.7
manteiga amendoim 2,3
batata frita 2,3
ovos 1,9
leite integrail 1,6

Fonte: EITENMILLER, 1997
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A Tabela 7 mostra os teores de tocoferéis e tocotriendis presentes em alguns

oleos refinados, incluindo suas atividades vitaminicas E.

Tabela 7- Teor de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em odleos refinados (mg/100g
6leo) e atividade vitaminica E

Oleos oT | BT | yT | &T | a-T3 | B-T3 | y-T3 | Ativida-
de Vit.E
Coco 0,4 0 0,2 0,3 1.9 0,1 1,3 0,8
Milho 14,3 | 04 | 650 | 28 0,6 0 0 211
Algodao 35,3 0 30,0 0 0 0 0 38,3
Oliva 11,9 0 0,7 0 0 0 0 12,0
Palma 18,3 0 0 0 11,5 0 58 21,8
Amendoim | 11,6 0 13,0 | 03 0 0 0 12,9
Canola 127 0 27,0 | 0,04 0 0 0 20,4
Acafrao 34 1 0 3.5 0,5 0 0 0 344
Soja 10,9 0 624 | 204 0 0 0 17 4
Girassol 59,5 0 3.5 0 0 0 0 59,9
Germe de
- 1494 | 81,2 0 0 0 0 0 183,0

Atividade vitaminica total = o-T + 0,4 (B-T) + 0,1 (y-T) + 0,01 (5-T) + 0,3 (a-T3) + 0,05
(B-T3) + 0,01 (y-T3).

Fonte: (ZHANG, 1997)

4.5.1.3-Efeito do Processamento

Devido a atividade antioxidante natural dos homoélogos da vitamina E, o
processamento efou as condigdes de estocagem levam a sua oxidagdo e

consequentemente a grandes perdas. Essas perdas sdo aceleradas pela luz, calor,
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PH alcalino e pela presenga de metais, principalmente, cobre e ferro (LARS &
NILSSON, 1977; EITENMILLER, 1997; ANON, 1998).

NORRIS (1964) afirma que, durante o processo de refino do 6leo de soja, a
etapa que causa a maior perda de tocoferdis & o tratamento com soda
(neutralizacdo) e que essas perdas podem ser causadas por adsor¢do no sabao
formado, produzindo um residuo rico nesses componentes. Algumas perdas de
tocoferdis sdo dadas pela formagdo de dimeros durante a desodorizacdo e esses
ficam retidos no 6leo (GUTFINGER & LETAN, 1974 b): porém, durante todo o
processo se perdem aproximadamente entre 20 e 45 % do total de tocoferéis: sendo
que de 5 a 35% s&o perdidos na desodorizagdo (SWERN, 1964; GUTFINGER &
LETAN, 1974 b; HUNTER, 1981). Estes limites amplos sdo decorrentes dos
processos em batelada, onde as perdas dos tocoferdis, em cada etapa, pode ficar
em torno de 30% na degomagem e neutralizagéo, 14 a 18% no branqueamento, 14 a
35% na desodorizagéo e de 5 a 70% na hidrogenagao (BAUERNFIELD, 1980).

Outros pesquisadores discordam dos anteriores e relatam que as maiores
perdas sao observadas na etapa de desodorizagdo e que na hidrogenacio nao
existe destruicao da vitamina E (McLAUGHLIN & WEIHRAUCH, 1979). Estudos
posteriores realizados por JUNG et al. (1989) mostraram que a perda mais
substancial da vitamina E (20%) ocorreu durante a desodorizagao, e que, até esta
etapa, 88% dos tocoferdis ficaram retidos no éleo. A retencio total de tocoferois foi
de 68,3%, apos o término do processo de refino. Também ficou evidenciado que a
desodorizacéo foi efetiva na remogao de compostos considerados pré-oxidantes. A
Tabela 8 mostra o efeito de cada etapa do refino na perda de tocoferdis em 6leo de
soja.
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Tabela 8- Efeito do processamento no teor de tocoferdis em 6leo de soja

Oleo mg/100g % retengdo
Bruto 167 100
Degomado 158 94,6
Neutralizado 155 92,8
Clarificado 147 88,0
Desodorizado 114 68,3

Fonte: JUNG et al., 1989.

Determinacdes realizadas no Laboratério de Oleos e Gorduras/UNICAMP
reportam perdas entre 20 e 30% de tocoferol durante a desodorizagao de dleo de
soja no Brasil (GRIMALDI et al., 1998). Porém, durante esta etapa, os tocoferois
retirados do 6leo sdo concentrados no destilado, o que o torna uma matéria-prima
das mais adequadas para a obtengédo e purificagdo de vitamina E (EITENMILLER,
1997).

4.5.1.4- Agao antioxidante

Em geral, os antioxidantes sdo empregados nos alimentos com o objetivo de
proteger os 6leos e gorduras da oxidacao, que resulta no desenvolvimento de odor e
sabor de rango, também conhecida como rancidez. A oxidagdo das gorduras €
acelerada pela exposicdo a luz, altas temperaturas e oxigénio. Certos metais e
enzimas também podem contribuir para o desenvolvimento da reacdo (HAUMANN,
1990).

A crescente utilizacdo dos tocoferéis como antioxidantes se deve ao fato do
aumento continuo do consumo de produtos naturais por parte da populagéo mundial.
A aplicacdo desses compostos nos alimentos, como forma de manter a sua

estabilidade oxidativa, economicamente é desvantajosa quando comparada ao
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emprego de antioxidantes sintéticos. Além dos niveis de dosagem necessarios
serem mais elevados (cerca de 3 vezes mais), os tocoferdis também sao mais caro-
(US$ 14,64/Ib) quando comparados ao mais caro dos antioxidantes sintéticos (BHT -
US$ 1,80/Ib). Apesar destes fatores, as industrias de Oleos/gorduras tém sido
pressionadas pelos consumidores a buscar fontes naturais alternativas aos
antioxidantes sintéticos, principalmente apés o ano de 1990 quando o BHA foi
identificado como sendo um composto carcinogénico, em testes realizados com
animais em laboratério pela IARC (International Agency for Research in Cancer). O
consumo mundial de tocoferéis, como antioxidante, foi estimado em 150 toneladas
anuais (HAUMANN, 1990).

Os tocoferdis foram descritos como antioxidantes pela primeira vez por
OLCOTT & EMERSON (1937). Foram identificados trés tocoferéis (a-, p- € y-). O &-
tocoferol foi isolado do 6leo de soja dez anos mais tarde por STERN et al. (1947).

A alta estabilidade dos 6leos vegetais, frente a rancidez oxidativa, & atribuida
ao elevado conteudo de antioxidantes presentes naturalmente. Ja nas gorduras
animais, a estabilidade deve-se ao alto teor em gorduras saturadas, uma vez que
tém baixas concentragdes de antioxidantes naturais, pois ndo podem sintetiza-los,
mas sim derivatiza-los a partir da alimentacdo (KAUFMANN & GARLOFF, 1961).

Nos animais predomina o a- tocoferol, sendo que os demais compostos
representam apenas de 1 a 5% da atividade biolégica deste. Nos Oleos vegetais
predominam os y- e §- tocoferdis (DESAI, 1980). A fungado principal dos tocoferéis na
célula € a de antioxidante, protetora das membranas e sistemas lipidicos (SWERN,
1964; KOMODA et al., 1968). Sua fungao de antioxidante natural se deve a sua
capacidade de doar elétrons e que esta relacionada com sua estrutura (CORT, 1974;
ANON, 1981). Esta capacidade demonstra a seguinte ordem decrescente de
atividade antioxidante: y- > §- > B- > - tocoferol (CHOW & DRAPER, 1974;
BAUERNFIELD, 1980; FUKUZAWA et al., 1982).

Os tocoferéis sdo mais efetivos na estabilizacdo de gorduras animais.

Naturalmente os teores de tocoferdis nos 6leos vegetais sdo bem mais elevados que
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nas gorduras animais. A eficiéncia da sua adicao nestes produtos dependera da
composicao do 6leo, pois uma incorporagao adicional de tocoferol em éleos vegetais
que ja os contenham em quantidade suficiente, ndo prolongara significativamente o
seu periodo de indugdo. Entretanto, foi demonstrado que niveis de tocoferois acima
de 50 mg/100 kg de 6leo (500 ppm) ndo tém efeito antioxidante adicional significativo
(YOSHIDA et al., 1993) e que altas concentragbes de tocoferdis em dleos vegetais
(>1.000 ppm) tém efeito prooxidante, ficando demonstrado que 400 - 600 ppm € a

dosagem recomendavel para estabilizar o 6leo de soja (HAUMANN, 1990).

O y- tocoferol foi descrito como antioxidante mais efetivo que o p- tocoferol e
este mais que o a- tocoferol (OLCOTT & MATTIL, 1936), e sob as mesmas
condi¢cées, o a- tocoferol se mostrou mais efetivo que todos (KAUFMANN &
GARLOFF, 1961). A atividade do &- tocoferol excede a do y- tocoferol em varios
substratos (STERN et al., 1947). GRIEWAHN & DAUBERT (1948) também usando
banha e 0,02% de tocoferol e método AOM, concluiram que a atividade antioxidante
diminui na ordem: §- > y- > B- > «- tocoferol. Estes resultados se aplicam a agéo
antioxidante em gorduras ou ésteres metilicos submetidos ao calor para acelerar a
oxidagdo. HOVE & HOVE (1944) concluiram que a atividade antioxidante dos
tocoferdis varia enormemente de acordo com a temperatura em que sao comparados
e que, em temperatura ambiente, os quatro tocoferois tém praticamente a mesma
atividade antioxidante. LEA & WARD (1959) verificaram que os tocoferois tém maior
atividade antioxidante no escuro do que na presenca de luz. Estudos da NRRC
(Northern Regional Research Center) concluiram que os 4 tocoferdis podem agir
como antioxidantes, sendo que alguns tocoferéis protegem os o6leos da fotoxidagao
enquanto outros sdo mais efetivos na prevencao da autoxidagdo. Misturas de
tocoferois sintéticos, com diversas composicoes, estdo disponiveis no mercado
norte-americano, fabricadas pelas companhias UOP, Henkel Corp.’s e Hoffman - La
Roche. Os produtos naturais do mercado sdo concentrados com 50 a 60% de
tocoferois (HAUMANN, 1990).
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4.5.1.5- Implicagoes Nutricionais

Nenhuma outra vitamina tem recebido tanta atencédo nos ultimos tempos,
como a vitamina E. No passado, a vitamina E foi considerada essencialmente como
fator antiesterilidade, porém atualmente a vitamina E é considerada também como
um antioxidante biol6gico que protege as membranas celulares e inibe a oxidagao
dos acidos graxos insaturados (BURTON et al., 1983: MACHLIN, 1984). Na auséncia
de vitamina E, os acidos graxos insaturados dos fosfolipidios das membranas sao
oxidados, gerando hidroperéxidos instaveis que iniciam as reagbes de autoxidacio
(BURGEOIS, 1992).

BLOCK & LANGSETH (1994) relacionaram o efeito da oxidagao sobre varios
estagios de doencas. Entre elas incluem-se: (1) cancer- através do inicio da
carcinogénese, promogdao do desenvolvimento de tumores, mutagénese e
transformacao da divisdo celular; (2) doengas cardiovasculares- através da oxidagao
das lipoproteinas do sangue e o desenvolvimento de aterosclerose e efeitos danosos
sobre os tecidos durante os ataques cardiacos, e (3) catarata- pelos danos oxidativos
nas membranas oculares. A solugao esta na suplementacio alimentar com vitamina
E, pois ha uma diferenga razoavel entre as quantidades ingeridas na dieta e os altos
niveis necessarios para protecéo de doencgas crénicas.

Ha uma forte evidéncia de que os nutrientes com propriedades antioxidantes,
nao somente os tocoferois, tém um efeito preventivo no desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares. O colesterol LDL oxidado & tido como um iniciador da
aterosclerose. A vitamina E foi indicada como sendo o antioxidante mais efetivo para
o LDL, mas o efeito antioxidante total € um efeito combinado de todos os
antioxidantes disponiveis (DIPLOCK, 1994). Portanto, a ingestido de antioxidantes
naturais tem efeitos benéficos nos processos metabélicos ou clinicos nos quais esta
envolvida a oxidagdo, tais como cancer, doengas cardiovasculares e cataratas
(STAMPFER et al., 1993; DIPLOCK, 1994), além de minimizar a destruicao oxidativa
de certas vitaminas e aminoacidos essenciais (HAUMANN, 1990).
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No caso especifico de tocotriendis, existem evidéncias que mostram atividade
hipercolesterolémica (TAN et al., 1991; ELSON, 1992; PEARCE et al., 1992) e
anticarcinogénica (GOULD et al., 1991; NGAH et al., 1991).

4.5.2- Esterois
4.5.2.1- Estrutura e Funcoes biolégicas

Os esteréis sio a maior fragao da matéria insaponificavel dos éleos vegetais e
tém pouco ou nenhum efeito sobre a qualidade destes. Podem ser considerados
praticamente inertes e parecem nao afetar suas propriedades organolépticas
(SONNTAG, 1979). Sao alcoois policiclicos derivados do per-hidrofenantreno
(PATTERSON, 1992) e se apresentam principalmente como esterdis livres e como
ésteres de esterdis com acidos graxos, mas também podem estar sob a forma de
esterdis glicosidios e esterdis glicosidios acilados. Sao classificados em 3 grupos: (1)
4-desmetilesterdis (série colestano), isto &, fitosterdis normais; (2) 4-
monometilesterdis (série 4 a-metilcolestano) e (3) 4, 4-dimetilesterdis (série
lanostano, também conhecidos como alcoois triterpenos) (KAUFMANN & HAMZA,
1970).

A composicao em esteréis é especifica para cada 6leo vegetal, sendo utilizada
para identificar adulteragdes ou contaminagdes, pois esta proporciona uma
"impressao digital" do material lipidico (LOGNAY et al., 1992). Os esterdis mais
importantes encontrados em o6leos vegetais sao: - sitosterol (Cxg Hso O; P.F.=
140°C); estigmasterol (Czo Hss O; P.F.= 170°C) e campesterol (Czs Has O; P.F.=
158°C) (KOCHHAR, 1983), e 0 mais comum em gorduras animais é o colesterol, o
qual funciona como precursor na biossintese de outros esterdis, tais como hormdnios
sexuais e acidos biliares (BELITZ & GROSCH, 1987).

A Figura 3 ilustra a estrutura quimica dos esterdis mais importantes

encontrados em 6leos vegetais e do colesterol.

A recuperagao de esteréis do 6leo € interessante devido ao fato de estar

associada a sintese de horménios sexuais, contraceptivos, diuréticos e na




preparacao de vitamina D sintética (SONNTAG, 1979: BALAZS, 1987). Atualmente
ha um crescente interesse nos fitosterdis devido a sua capacidade
hipocolesterolémica (LING & JONES, 1995) e sua efetiva prevencao de cancer de

colon de datero e de pulmao, principalmente adenocarcinoma de pulmao
(MENDILAHARSU et al., 1998).

Colesterol: — C24=H

Campesterol : = C24 =CH,

B-sitosterol : —> C24 = CHx-CH3

Estigmasterol : = C24 = CH,-CH. (dupla C22 = C23)
Figura 3- Estrutura quimica de alguns esterois

Fonte: WARNER & MOUNTS, 1990

4.5.2.2- Fontes de Esterois

Os 6leos vegetais contém entre 100 e 500 mg de esteréis por 100g, sendo os
componentes mais comuns: B-sitosterol, estigmasterol e campesterol (GUTFINGER
& LETAN, 1974 b; PRYDE, 1980). A Tabela 9 mostra a composicao em fitosterois de
alguns dleos vegetais.
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Tabela 9- Composicao da fragéo (%) esterélica de 6leos vegetais

Fracao | Coleste- | Campes- | Estigma B- AS5-
. Esteroli- rol terol s-terol | sitoste- | Avenas-
Oleo ca(%) rol terol.
Algodao 0,35 Tragos 9,2 2,5 88,2 Tracos
Amendoim 0,25 - 12,8 10,8 74,6 -

Milho 0,90 - 22.1 7,2 62,2 3,5
Colza 0,84 0,8 29,4 - 54,9 5.7
Oliva 0,16 Tracgos 3,9 21 85,4 8,6
Soja 0,37 Tragos 21,3 19,1 53,5 24

Fonte: BELITZ & GROSCH, 1987

Durante o processo de refino dos dleos vegetais, na etapa de desodorizagao,
os fitosterdis sdo destilados juntamente com os tocoferéis, fazendo com que os
destilados de desodorizagido também sejam uma boa fonte de fitosterdis (PRYDE,
1980; EITENMILLER, 1997).

4.5.2.3- Efeito do Processamento

Nas etapas do refino de dleos vegetais, os teores dos esterobis totais e
individuais decrescem gradualmente durante os varios estagios do processamento,
como mostra a Tabela 10. A razao de redugéo dos esterdis pelo processamento
depende do tipo do 6leo e das condigdes empregadas no refino e em geral, esta
entre 10 e 70%. (GUTFINGER & LETAN, 1974 b).

Nas etapas do processamento existe uma redugdo apreciavel durante a

neutralizacdo, quando os esteréis sao retirados com a borra; mas é durante a etapa




de desodorizagéo que ocorre arraste destes componentes, os quais se acumulam no
destilado (SONNTAG, 1979; PATTERSON, 1992).

Outros pesquisadores relataram dados complementares sobre o assunto.
PRYDE (1980), ap6s estudos com varios tipos de 6leos vegetais, concluiu que até
32% dos esterois sdo retirados no processo de refino e que, até 27% dos esterdis
residuais, séo retirados durante a hidrogenacao.

Tabela 10- Teor e composicao (%) dos 4- desmetilesterdis do éleo de soja, apos
diferentes etapas do processamento

Oleo c N B D C D

Ester M| @ [Mm| @M@
ol

Total (mg/100g)
Teor (%) 451 | 397 | 374 | 384 | 363 | 360 | 337 | 387 | 262

Colesterol \
Campesterol ‘\‘ 03 (03|03 03| 03] 03] 03 - -
Estigmasterol\\21,0 204 | 22,1 | 221|216 | 215| 21,2 | 23,3 | 22,0
B-sitosterol \\23,0 243| 23,0 | 229| 23,8 [ 23,1 23,7 | 235 | 22,2

~55,1 | 55,0 | 54,6 | 54,7 | 54,3 | 551 | 54,8 | 53,2 | 55,8

C= bruto ; N= neutralizado ; B= branqueado ; D= desodorizado
Colunas (1) e (2) relatam dados de diferentes condi¢des de processamento

Esterdis totais nos 6leos degomados, neutralizados e branqueados sdo 373 , 301 e
305 mg/100 g respectivamente

Fonte: GUTFINGER & LETAN (1974 b)

JOHANSSON & HOFFMANN (1979) verificaram que, 42 a 53% dos esterois
livres e 0 a 17% dos esterodis esterificados, sdo removidos durante o refino de éleos e

que a maior remogao ocorre durante a etapa de clarificagao com terra clarificante.
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O refino comercial de o6leos vegetais ndo tem efeito significativo nas

proporgoes relativas dos principais esteréis (NAUDET et al., 1973).
4.5.2.4- Implicagoes Nutricionais

A cada dia é mais evidente que os constituintes lipossoluveis de plantas,
incluindo os fitosteréis, tém um papel importante na redugao do colesterol (LING &
JONES, 1995). Os fitosterdis mais comuns em vegetais (campesterol, estigmasterol
e p-sitosterol) sdo consumidos em niveis de 250 a 500 mg/dia (NAIR et al., 1984).
Estes compostos tém sido utilizados para tratar casos de hipercolesterolemia, com
sucesso moderado (LEES et al., 1977, HEINEMANN ef al., 1986). Altas doses de
fitosterdis (3-20 g/dia) sdo necessarias para conseguir uma pequena reducao no
colesterol plasmatico (misturas de B-sitosterol e campesterol) (MATTSON et al.,
1982; BECKER et al., 1993).

Os mecanismos pelos quais o B-sitosterol e outros fitosteréis agem como
compostos redutores de colesterol nao sdo completamente conhecidos. Sugere-se
que os fitosterdis atuem como inibidores da absorgao intestinal do colesterol
(KUDGHODKAR et al., 1976).

Por outro lado, os fitosterdis ciclicos saturados parecem ndo ser absorvidos no
intestino (HASSAN & RAMPONE, 1979; VanHANEN & MITTINEN, 1992), tendo sido
observado que o B-sitostanol é mais eficiente na reducao do colesterol total e LDL-
colesterol que o B-sitosterol (HEINEMANN et al., 1988; 1993).

Os fitosterois também sao uateis em estudos clinicos, por nao serem
enddgenos, sendo indicadores da absorgao e sintese de colesterol (GLUECK et al.,
1991).




4.5.2.5- Agao Hipocolesterolémica

O B-sitostanol € o derivado 5-a-saturado do B-sitosterol, o qual pode ser obtido

pela hidrogenagao deste composto, ou em forma natural extraido e concentrado a
partir de breu (LING & JONES, 1995).

Estudos realizados comparando o efeito de B-sitostanol sintético e o natural na
reducao de colesterol indicam uma maior eficiéncia da mistura natural, possivelmente

associada a presenca de outros compostos esteréides insaturados (HEINEMANN et
al., 1993; LING & JONES, 1995).

A empresa RAISIO, na Finlandia, produz atualmente uma margarina
(BENECOL), formulada com 9% de fitosterdis, que além do efeito benéfico da
reducéo entre 15 e 60% na absorgao do colesterol, apresenta um nivel de energia
reduzido em cerca de 15% (ANON-RAISIO, 1996). A Benecol, além do creme
vegetal, langou nos Estados Unidos, em agosto de 1999, a linha de molhos para
saladas, seguida pela Unilever's Lipton com a linha “Take Control”, cujos produtos
contém a mesma quantidade de redutores de colesterol (1120 mg de esterdis a cada
62,2 g) que o creme vegetal, langado em maio do mesmo ano, sé que com um apelo:
€ mais facil ingerir a quantidade recomendada do redutor de colesterol como molho
para saladas do que como creme vegetal. A Nutrition for Life International Inc. (NFLI)
optou pelo langamento de tabletes contendo 400mg de esteréis, que devem ser

ingeridos 30 minutos antes das refeigdes ricas em colesterol (ANON, 1999).

Apesar do sucesso comercial dos produtos denominados “redutores de
colesterol”, a demanda de esteréis nao pode ser totalmente atendida devido a
necessidade de 33 toneladas de subproduto da industria de papel para obter 680 g
do extrato de fitosteréis (ANON-RAISIO, 1996; ANON-NOVOS ALIADOS, 1996).
Portanto, alternativas tecnolégicas para a producao de extratos contendo p-sitostanol

sao de grande interesse cientifico e comercial.
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4.6- Concentracio de Compostos Minoritarios de Oleos e Gorduras

Nas etapas de purificacdo e/ou concentracdo de compostos, 0s processos
mais comumente utilizados sdo: extragdo liquido-liquido, cristalizagéo, adsorgao,
extracdo sélido-liquido, destilagdo, fracionamento com uréia (GUNSTONE et al,
1986). A destilagao convencional, entretanto, em muitos casos, ndao pode ser
utilizada devido a instabilidade térmica dos compostos envolvidos, ou pela
necessidade de elevadas temperaturas para a operagao. Tem-se como exemplos de
processos, com produtos sensiveis ao calor, a produgédo das vitaminas A, E, K e
inimeros intermediarios farmacéuticos como, por exemplo, a ranitidina,
plastificadores, diversos cosméticos, 6leos de origem vegetal, filtros solares, como
por exemplo, o 6leo de apiezon, etc (BATISTELLA & WOLF-MACIEL, 1996;
BATISTELLA, 1995). Assim, a aplicagdo do processo de destilagdo molecular,
processo que utiliza alto vacuo e temperaturas reduzidas, tem encontrado utilidade
na separacao e purificagdo de materiais com moléculas de alto peso molecular, bem
como para aqueles termicamente sensiveis (ERCIYES et al., 1987). Existem diversos
tipos de equipamentos, entre eles, o destilador de filme descendente, o destilador
com raspadores deslizantes, o destilador multicompartimentado e o destilador
centrifugo, o mais comumente utilizado (devido a sua construgdo simples e a sua alta
taxa de destilagdo). Normalmente, estes equipamentos tém carater multipropésito,
designagao comum na industria de quimica fina, ou seja, tém a capacidade de operar
os mais diversos processos de produgado que exijam a destilagdo molecular. Nesse
sentido, torna-se importante a simulacdo de cada processo que venha a utilizar o
destilador molecular, para que se possam estabelecer condigbes de operagao,
condi¢cdes de otimizacéo, e para se conhecer o processo em termos das variaveis
mais significativas, como por exemplo, rendimento e pureza do produto final
(BATISTELLA, 1995).

A produgdo de concentrados de compostos minoritarios de Oleos, por
destilagcao molecular, tem sido citada na literatura nos casos de obtengao de vitamina
E (tocoferdis), a partir do DDOS e de carotenos de 6leo de palma; porém esta



técnica nao tem sido aplicada para outros compostos ou matérias-primas, como por
exemplo, para os fitosteréis de DDOS (EASTMAN KODAK, 1957: OOl ef al., 1994).

4.6.1- Destilagao Molecular

4.6.1.1- Descricao Geral do Processo

A destilagdo molecular € um caso particular de evaporacgao, que ocorre sob
pressoes extremamente baixas, de modo que o efeito do vapor gerado sobre o
liquido praticamente nao influencia a taxa e o fator de separacéo entre si a uma
distancia da ordem de grandeza do percurso livre médio das moléculas evaporadas,
ou seja, as moléculas evaporadas atingirdo a condensagao facilmente, uma vez que
encontrarao um percurso relativamente desobstruido. Por esse motivo, a destilagio
molecular & considerada um processo de nao equilibrio (HICKMAN, 1943). Este
processo pode ser melhor caracterizado através da comparagéo com os dois tipos
mais convencionais de separacao liquido-vapor (BURROWS, 1960):

1- Destilagdo Convencional: o vapor é geralmente formado no seio do
liquido em forma de bolhas, pelo calor cedido através do ebulidor. A pressao total
ativa no sistema é a pressao de vapor termodinamica da fase liquida.

2- Evaporagdo: o vapor € gerado na superficie do liquido, cuja condigdo
termodinamica se encontra abaixo do seu ponto de ebuligdo, a uma velocidade, que
e funcao da temperatura, da superficie do liquido e da condi¢éo do vapor acima da

superficie, como ocorre na umidificagéo, secagem de sélidos, etc.

A destilagdo molecular é uma forma de evaporagao governada somente pela
quantidade de moléculas que escapam da superficie do liquido, cujo principio difere
dos dois casos anteriores, por nao existir praticamente retorno das moléculas
evaporadas para a fase liquida (ndo ha equilibrio liquido-vapor). A temperatura e a
velocidade de evaporacdo sdo determinadas pela quantidade de calor fornecido ao
liquido (pela superficie aquecida do vapor) e nao sio influenciadas pela condi¢ao do
vapor. Isso difere da destilagdo convencional, porque nem o ponto de ebuligdo, nem
a formacao de bolhas sao fatores determinantes; e da evaporacao, pelo fato de que
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ela ocorre quando existe uma diferenca de temperatura entre as superficies de
evaporagdo e condensacéo, sendo independente da condicdo de fase de vapor
(GREENBERG, 1972).

Assim, a destilagao molecular representa um tipo especial de vaporizagao a
baixas pressdes e correspondentes baixas temperaturas, encontrando assim,
utiidade na separag@o e purificagdo de materiais com moléculas de alto peso

molecular, bem como para aqueles termicamente sensiveis (ERCIYES et al., 1987).
4.6.1.2- Aplicagdes da Destilagao Molecular

Aplicagdes comerciais de destilagdo molecular tiveram inicio na década de 30
quando foi utilizado um destilador de filme descendente para produzir vitaminas a
partir de 6leo de peixe. Na década de 40, novos equipamentos industriais foram
desenvolvidos: o destilador molecular de filme descendente com sistema de
raspagem e o destilador molecular centrifugo (HICKMAN, 1936).

Algumas aplicagdes atuais do processo sao:
e Producao de vitamina K (HICKMAN, 1943).

o Término de destilagdo de produtos sintéticos com pontos de ebulicdo elevados
como plastificantes, dimeros de acidos graxos, separagao de mono e digliceridios
(HOLLO et al., 1971; PERRY & CHILTON, 1980).

e Preparagéo de insumos para cosmeéticos como, por exemplo, a lanolina e fragoes
de alcoois de lanolina (CHEMY UNION, 1995).

e Separacéo de produtos de alto peso molecular derivados do petréleo, como por
exemplo, os dleos de apiezon (BURCH, 1928; HOLLO et al.; 1971; REES, 1975).

« Purificagdo e fracionamento de 6leos essenciais (HOLLO et al., 1971).

« Aplicacbes em analise quimica para identificacdo de compostos em uma mistura
(MYHER et al., 1993).

40




» Purificagdo de éleos de silicone de alto peso molecular para uso em bombas de
difusdo (REES, 1980).

4.7- Obtencao de Concentrados de Tocoferdis e/ou Esterodis

A obtengao de concentrados de tocoferois/esterdis envolve algumas técnicas
de preparacdo e separagdo especificas. Existem poucos estudos sobre a
recuperacdo desses compostos a partir de destilados de desodorizagio. Todos os
processos comerciais foram patenteados e outros, citados em literatura, nao trazem
dados suficientes que elucidem o efeito das variaveis de reagao sobre o rendimento
de recuperagdo. Até o momento, ndo foram realizados trabalhos de pesquisa que
estudem simultaneamente a otimizagéo das reagées de conversao dos acidos graxos
a esteres etilicos e a recuperagao dos esteréis/tocoferois, a partir do DDOS.

EMBREE & KUHRT (DISTILLATION PRODUCTS, 1946) patentearam
processos de obtencdo de concentrado de tocoferdis baseados na separacao desses
compostos a partir de destilados de desodorizagdo de 6leos ou a partir destes
parcialmente concentrados por destilagao molecular. Os processos baseiam-se na
solubilizacdo do destilado de desodorizagdo em um hidrocarboneto liquefeito (por
exemplo o propano), seguido de uma ou mais etapas como: (1) neutralizacao, (2)
congelamento e (3) extragcao préxima ao ponto critico do hidrocarboneto. Neste
processo, a concentracao ocorre por separacao de fases, onde os tocoferdis se
concentram na fase do hidrocarboneto.

BROKAW (EASTMAN KODAK, 1957) patenteou processos de obtencdo de
concentrados de tocoferéis a partir de DDOS, obtendo um produto final contendo
aproximadamente 20% (em peso) de tocoferois, empregando vérias etapas quimicas
e fisicas, tais como:

- (a) saponificagao/acidificacao/esterificagao/destilacao,

- (b) saponificacao/acidificagao/esterificagao/precipitacao dos esteréis/destilacao,

41



- (c) saponificagao/acidificagio/esterificagao/precipitagdo dos esterdis/extracao

liquido-liquido.

Outro processo de obtengdo de tocoferdis/esteréis a partir de DDOS foi
patenteado por BROWN & SMITH (EASTMAN KODAK, 1964) e compreende: (1)
tratamento do destilado de desodorizagéo (DD), sob condigao fortemente acida, pH
de 0,3 a 1,5, ou proporg¢ao acido:DD = 1:20 (p/p); com um alcool monohidrico de
baixo peso molecular e tempo de reagdo de 1 a 2 horas, sob refluxo, para conversao
dos acidos graxos de alto peso molecular em ésteres. Foi utilizado como catalisador
acido o HCI e um alcool monohidrico de 1 a 4 atomos de carbono, com um excesso
em relagao ao teor de acidos graxos livres (AGL) presentes no DD, cerca de 30 a 60
partes de alcool por 100 partes, em peso, de DD a ser tratado; e (2) fracionamento
por extragao liquido-liquido, do destilado de desodorizagao tratado, com um solvente

liquido polar e outro apolar.

SMITH (EASTMAN KODAK, 1967) patenteou o processo de separagao de
tocoferdis e esterdis a partir de destilados de desodorizacéo de 6leos, baseado na
reacao de esterificagdo dos saponificaveis da matéria-prima para obter (a) um
concentrado puro de tocoferdis e (b) um alto rendimento em esterdis. Neste
processo, apds a reagédo de esterificagdo (EASTMAN KODAK, 1957), e anterior a
remogao do excesso do alcool monohidrico, ha adigdo de agua, sob determinada
temperatura, para a remogao dos esterdis por cristalizagdo seguida de centrifugacao
elou filtragdo. A mistura restante obtida é constituida por duas fases, sendo uma
composta por agua, alcool, catalisador de esterificacdo e glicerol e outra sendo a
fase oleosa composta principalmente por tocoferéis e ésteres de acidos graxos com
alcool monohidrico. Apdés a separagdo das fases, a fase oleosa € submetida a
destilagdo molecular para separagao dos ésteres, obtendo-se assim um concentrado
de tocoferdis de alta pureza. O percentual de recuperagao de tocoferdis e esterdis foi

de aproximadamente 79,5% e 95% respectivamente.

Outro processo de preparagdo de concentrado de tocoferol foi patenteado por
KEISHO et al. (NISSHIN OIL MILLS, 1982), em que acidos graxos livres do destilado
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de desodorizagao foram esterificados com alcool polihidrico e os ésteres resultantes
foram extraidos com alcool hidratado.

Em 1982, KIM & RHEE empregaram uma série de etapas, como a extragao
com solvente, tratamento quimico e destilagao molecular, com o objetivo de obter
concentrados de tocoferdis e esterdis a partir do DDOS, mas os rendimentos
alcangados nao foram satisfatérios. Devido a similaridade de volatilidade entre os
tocoferdis, esterdis e acidos graxos, a separagao desses compostos torna-se dificil
quando se empregam diretamente processos tais como: destilagdo fracionada,
destilagéo a vapor com alto vacuo ou destilagao molecular.

SHEABAR & NEEMAN (1987) prepararam um concentrado de tocoferodis a
partir de DDOS empregando uma combinagdo de tratamento quimico e/ou
cristalizagdo em solventes. O resultado obtido com cristalizagdo em hexano seguida
de cristalizacdo em acetona foi um produto final com 35% em tocoferéis. Em outro
processo que consistiu dessas mesmas duas etapas de cristalizagdo mais
tratamento com carbonato de sédio, foi obtido um produto com 45% em tocoferéis.

A tecnologia de extracao com fluido supercritico, considerada muito
promissora, foi utilizada por LEE ef al. (1991) com o objetivo de preparagao de
concentrado de tocoferol a partir de DDOS esterificado, obtendo um produto final
com uma concentragao de tocoferol superior em 40% da inicial, portanto, um baixo
rendimento de concentragao.

MOTTA & ARAUJO (1991) estudaram a preparagdo de concentrados de
tocoferdis empregando métodos quimicos de saponificagcdo e acidulagédo de dois
DDOS, seguido de exiragdo da matéria insaponificavel com agua destilada. Os

teores de tocoferdis originais nos DDOS e nos concentrados estao apresentados na
Tabela 11.



Tabela 11- Teores de tocoferdis (%) em DDOS e seus concentrados

Amostra Tocoferois totais
(%)
DDOS -1 10,7
Concentrado - 1 34,3
DDOS - 2 10,0
Concentrado - 2 39,6

Fonte: MOTTA & ARAUJO (1991)

Foi demonstrado que os acidos graxos do destilado de desodorizagao do oleo
de canola (DDOC) podem ser convertidos a ésteres metilicos utilizando uma lipase
como catalisador. A taxa de conversao obtida foi maior que 96,5% dos acidos graxos
originais, sem o emprego de vacuo ou necessidade de remogao de agua do meio de
reagdo. A concentragao de enzima (de 2,7 a 4,3%, sobre o peso dos substratos) nao
teve efeito significativo sobre a porcentagem de conversao dos acidos graxos a
ésteres metilicos. A temperatura étima de reagdo encontrada foi de 50°C e a razao
dos substratos (metanol / DDOC) mais adequada foi de 1,8 a 2,0:1 (RAMAMURTHI
et al., 1991).

RAMAMURTHI & McCURDY (1993) estudaram a obtengao de concentrado de
tocoferois/esterdis a partir de (1) DD de oleo de canola (DDOC), contendo
inicialmente 1,0% de tocoferéis e 1,58% de esteréis e (2) DD de 6leo de soja
(DDOS), contendo inicialmente 12,74% de tocoferdis e 11,39% de esterdis,
empregando um processo enzimatico onde os acidos graxos livres foram convertidos
a ésteres metilicos pela agéo da lipase SP-382, com 96,5 e 89,4% de conversao,
respectivamente. Em seguida, os tocoferois e esterois foram concentrados na fragao
residuos, por destilagdo molecular dos ésteres metilicos e de outras fragoes voléteis.

A taxa de conversao em ésteres metilicos foi de 96%. A partir do DDOS foi possivel




concentrar os esterdis em 1,5 vezes (17,56%) e os tocoferdis em 1,7 vezes (21,48%)
da concentragao inicial.

MAU & TSEN (1995) obtiveram concentrados com 76-79% de tocoferdis a
partir de DDOS, empregando metilagao-extragéo na recuperagao da vitamina E, pois
concentrados com 26,46% de tocoferdis podem ser obtidos por destilagao direta,
mas nao sao produtos comerciais. Todos os ésteres metilicos puderam ser
destilados a 180°C e a pressao de 0,001 Torr, embora 37,6% do contetido original de
vitamina E tenha sido perdido.

BARNICKI et al. (EASTMAN CHEMICAL, 1996) patentearam um novo
processo de produgdo de concentrados de tocoferéis a partir de destilados de
desodorizagao de 6leos vegetais, contendo 20 a 80% de tocoferdis em peso e com
uma taxa de recuperagao de 72 a 97%. O processo & composto inicialmente por uma
reacao de esterificagdo, em que os acidos graxos sédo convertidos a ésteres de alcool
e a esteres de esterdis, seguido por uma série de etapas de destilagdo nas quais os

compostos com maior € menor ponto de ebulicdo que os tocoferdis sdo separados.

GHOSH & BHATTACHARYYA (1996) isolaram tocoferéis e esterdis como um
concentrado a partir do DD de 6leo de girassol (DDOG). A tecnologia empregada
envolvia biohidrélise, bioesterificacdo e destilacdo fracionada convencional. Os
glicerideos neutros do DDOG (46,3%) foram hidrolisados pela lipase da Candida
cylindracea e, em seguida, os acidos graxos livres totais foram esterificados e
convertidos a ésteres butilicos, em reagao catalisada pela lipase do Mucor miehei. O
produto esterificado foi entdo fracionado por destilagcdo simples a vacuo. O
concentrado final resultante era composto por 30% de tocoferéis (inicialmente com
4,8%) e por 36% de esterdis (inicialmente com 9,7%) e foi obtida uma taxa de
recuperacdo dos tocoferdis e esterdis de aproximadamente 70% e 42%,
respectivamente.

Nenhuma das técnicas estudadas de separacdo/concentracdo de
tocoferdis/esterdis a partir dos destilados de desodorizacdo de dleos vegetais é

totalmente satisfatéria e, os processos empregados comercialmente parecem utilizar
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tratamento quimico e destilagdo molecular. A complexidade dos procedimentos
resulta em baixas taxas de recuperacdo e isto, aliado aos altos custos dos

equipamentos, fazem com que o produto final tenha elevado custo.
4.8- Preparagao da Matéria-prima (DDOS)

A obtencdo de concentrados de tocoferodis/esterois a partir do DDOS envolve
uma série de tratamentos fisicos e quimicos, com a finalidade de separacao dos
acidos graxos do meio, pois estes sdo os maiores “contaminantes” do DDOS.
Comercialmente, sdo empregados varios métodos com esta finalidade. Alguns
desses processos envolvem a formacgéao de aductos de uréia, extragao liquido-liquido
com pares de solventes polares e apolares, extragdo com fluido supercritico,
destilacdo dupla, saponificacdo basica e destilagdo molecular, esterificacao
enzimatica, cristalizacdo em solventes, etc. Mas nenhum desses processos tem sido
satisfatorios (RAMAMURTHI et al., 1991).

Devido a pequena diferenca de volatilidade existente entre os
esterdis/tocoferois e os acidos graxos (Tabela 12), sua separagao é dificil quando se
emprega destilacao molecular direta, obtendo-se baixos rendimentos (KIM & RHEE,
1982).

O ponto de ebulicao dos acidos graxos pode ser reduzido (aumento da
volatilidade relativa) pela produgcdao de seus ésteres, empregando esterificacao
quimica ou enzimatica, tornando assim mais brandas as condi¢des de temperatura e
pressao empregadas na destilagdo molecular, preservando melhor os compostos de
interesse, além de facilitar a sua separagao dos tocoferois/esterois. Os ésteres seréo
produzidos a partir de reagdes de esterificagdo dos acidos graxos com etanol. A
utilizagdo deste alcool se justifica pelo fato de que, além de ser produzido por
fermentacao de aclcares, € menos téxico que o metanol (MITTELBACH, 1990).




Tabela 12- Volatilidade relativa dos componentes de 6leos vegetais

Componente Peso Molecular Volatilidade
Relativa

Acidos graxos 280 2,5
Esqualeno 411 5,0
Tocoferois 415 1,0
Esterois 410 0,6
Esterois esterificados 675 0,04
Trigliceridios 885 -

Fonte: WINTERS, 1986

4.9- Esterificacao da Matéria Saponificavel do DDOS

Como o objetivo do trabalho é a transformagdo da matéria saponificavel do
DDOS em ésteres etilicos, serdo estudados dois métodos quimicos e um enzimatico

de transformacao e seus efeitos sobre o teor dos esterdis/tocoferdis iniciais.

O termo interesterificagao refere-se a classe de reagdbes em que um
oleo/gordura ou outros materiais compostos de ésteres de acidos graxos reagem
com acidos graxos (acidodlise), alcoois (alcodlise) ou com outros eésteres
(transesterificacao), com troca dos grupos acidos graxos, para produzir um novo
éster. Do ponto de vista pratico, a alcodlise € a mais importante reagcdo de
interesterificacdo, em cujo meio de rea¢dao ha um excesso de grupos hidroxilas e os
grupos carboxilicos sao rearranjados (STIRTON, 1964).

A reacao de interesterificacdo a ser estudada sera a etandlise. Os ésteres

etilicos podem ser preparados por via enzimatica ou por via quimica.
4.9.1- Interesterificagao Enzimatica

A interesterificacdo enzimatica € um processo alternativo utilizado pelas

indastrias para modificar propriedades de materiais graxos, particularmente na
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clivagem de oleos/gorduras, sintese pela reversao da reagao de hidrolise e
interesterificacao quimica. A utilizacao de reagbes catalisadas por enzimas oferece
vantagens para os processos industriais, tais como (POSORSKE, 1984):

- especificidade, que permite controlar os produtos produzidos e também aumentar o

rendimento pela redugdo da quantidade de produtos utilizados inicialmente;

- condigbes brandas de reacdo, que podem reduzir o consumo de energia e os

custos de investimento em equipamentos;
- reutilizagao do catalisador, e
- baixos custos de tratamentos dos residuos industriais.

Algumas desvantagens da interesterificagdo quimica, tanto catalisada por
bases como por acidos, sdo: remog¢ao do catalisador juntamente com o glicerol apds
a reacgao, nao sendo possivel a sua reutilizagado; grandes quantidades de reagentes e
de residuos industriais; altas temperaturas e pressdes; custo elevado de
equipamentos, etc. Devido a estes fatores, os processos enzimaticos geraram
grande interesse por parte das industrias (MACRAE, 1983). O desenvolvimento
comercial da clivagem enzimatica de 6leos/gorduras iniciou no Japao, na década de
70, sendo que o fator determinante para este desenvolvimento tecnolégico foi a alta
demanda de energia (340 BTU/Ib de gordura) empregada na clivagem térmica
(SONNTAG, 1989).

Ha dois tipos principais de reagdes catalisadas por lipases, a hidrélise e a
sintese de gliceridios (GANDHI, 1997):

(i) HIDROLISE:
RCOOR'+ H;0O <> RCOOH + ROH

(i) SINTESE:

As reacoes deste tipo sao classificadas em:
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(a) Esterificacao:
RCOOH + ROH <> RCOOR’ + H;0O

(b) Alcodlise:

RCOOR' + R'"OH < RCOOR” + R'OH

(c) Acidodlise:

RCOOR' + R"COOH <> R'COOR’ + RCOOH

(d) Transesterificagao:

RCOOR’ + R'COOR* <> RCOOR* + R"COOR'

Sendo que as trés ultimas reacdes sao frequentemente denominadas de
interesterificacao.

Muitas lipases tém certa especificidade sn-1,3, portanto, nas reagdes de
hidrélise de trigliceridios os produtos finais de reagao sao acidos graxos livres, 1,2
(2,3)-digliceridios e 2-monogliceridio. Devido a sua instabilidade quimica, estes dois
ultimos compostos sofrem uma migragao acilica, formando 1,3-digliceridio e 1 (3)-
monogliceridio, respectivamente. Com o aumento do tempo de incubagao, ocorrera a
hidrélise completa, com a formagao de acidos graxos livres e glicerol. Este fenédmeno
pode ser explicado através do impedimento estérico (MACRAE, 1983). E também
conhecido que em baixo pH (4,0), ha uma maior concentracdo de 1-isdmeros, no
ponto de equilibrio. Portanto, € desejavel que a enzima 1,3-especifica seja ativa em
pH baixo (HARTMAN, 1962). Os trigliceridios de cadeia longa sao insollveis em
agua, mas as lipases sdo caracterizadas por sua habilidade em catalisar a reacéo de
hidrélise das ligagdes éster na interface agua-o6leo. A hidrélise das ligacoes éster de
acidos graxos hidrossoltveis € muito lenta (BROCKERHOFF & JENSEN, 1974).

As reagbes de hidrolise catalisadas por enzimas sao reversiveis, com
ressintese (esterificacao). O fator determinante do deslocamento do equilibrio da

reacdo € o teor de agua no meio de reacdo. Reagbes em que a umidade é restrita, a
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hidrolise € minimizada, sendo a esterificagdo a reacao dominante. Devido a
insolubilidade e alta estabilidade das enzimas em meio organico, & possivel a
separacgao e a reutilizagdo deste catalisador (EIGTVED et al., 1986). As lipases tém
sido amplamente utilizadas para esterificagdo de &cidos graxos com alcool
(RAMAMURTHI et al., 1991; RAMAMURTHI & McCURDY, 1993).

Para reagdes de transesterificagdo em batelada, o catalisador € inicialmente
ativado pela adicdo de pequena quantidade de agua ao meio de reagéo e agitado
com os substratos, dissolvidos em éter de petroleo. Ao término da reagéo, as
particulas de catalisador sdo removidas por filtragéo ou centrifugacédo e o material
interesterificado & isolado por técnicas de separagdo. O mesmo catalisador pode ser

reutilizado em reacées subseqientes (MACRAE, 1983).
4.9.1.1- Sintese de Esteres

A reacdo de sintese de ésteres € o inverso da hidrolise. Enquanto a
esterificacdo produz agua e éster, os processos de transesterificacéo, tais como
alcodlise, acidélise e interesterificagdo, dao origem a um alcool, acido ou éster,
respectivamente. As enzimas podem ser empregadas em reagoes de sintese na
produgao de:

a) Esteres de baixo e médio peso molecular

Esteres de baixo peso molecular tais como acetato geranilico, butirato
isoamilico, propionato benzilico, laurato butilico, butirato etilico, etc.; sao utilizados
principalmente pelas suas caracteristicas de “flavor’e aroma. Alguns ésteres volateis
sdao empregados como bases para perfumes e aromas alimenticios. Outras
utilizagoes para estes tipos de ésteres sao em plastificantes, lubrificantes, substitutos
do dleo diesel (ésteres metilicos e etilicos), cosméticos, sabdes, etc. Sendo que
todos podem ser eficientemente preparados com lipases do Mucor miehei, R.
delemar, Penicillium cyclopium, G. candidum, etc. (IWAI & TSUJISAKA, 1980;
WELSH et al., 1990).
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b) Poliésteres

Sao polimeros de tereftalato dimetilico, acetato vinilico, acrilato butirico, etc,
utilizados em plasticos, adesivos, laminados, lubrificantes, etc. Tais

eésteres/mondmeros de poliésteres podem ser sintetizados com lipases (GANDHI,
1997).

c) Em Alimentos

Reagdes catalisadas por lipases sao utilizadas na sintese de monogliceridios,
tais como monolaurina, ésteres de aclcares, aminoésteres, etc., utilizados como
emulsificantes (bio-surfactantes) na estabilizacao de emulsdes (molhos para saladas,
maionese, sorvetes, salsicharia, queijos, etc.). Os amino-ésteres derivados dos
acidos octandico e decanodico sdo também empregados como matéria-prima para
producdo de filmes e lubrificantes comestiveis utilizados no processamento de
alimentos (NAGAO & KITO, 1989; ADELHORST ef al., 1990).

As reagdes de esterificagao e de acidélise tém sido utilizadas na producéo de
gorduras especiais (“shortenings”) (MUKHERJEE, 1990). As gorduras obtidas por
transesterificagdo de 6leo de peixe hidrogenado com o6leos contendo alto teor em
acidos graxos insaturados, tais como o 6leo de girassol (oléico), tém uma textura
excelente (NAKAI et al., 1991).

Atualmente, ha um crescente interesse no desenvolvimento e produgdo de
substitutos sintéticos para a gordura, que ndo sdo absorvidos pelo organismo
humano, sendo portanto, um produto hipocalérico e isento dos efeitos colaterais
causados pelos dleos/gorduras naturais (doengas cardiovasculares). Outro beneficio
que oferecem, € a sua alta termoestabilidade. Estes substitutos s&o sintetizados
enzimaticamente por reagbes de transesterificacdo entre agucar e acido graxo
(GANDHI, 1997).
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d) Em Farmacos e Cosméticos

Mono-, di- e trigliceridios dos acidos octandico e decanéico sao utilizados
como bases para tintura de cabelos e perfumes, em cosméticos; artigos para toalete
e farmacos. Também sao conhecidos pela sua agao na dissolugao de calculos renais
em humanos. O salicilato metilico € um agente protetor dos raios solares. Os
monoésteres de sorbitol e de agucares dos acidos estearico e laurico possuem
atividades antitumor e inibidora do crescimento de plantas. O monooleato de oleina é
usado em Odleos de banho, cremes, logGes, preparagbes para o cabelo e pele,
farmacos, etc. (SERVAT ef al., 1990). Todos estes compostos especificos podem ser

preparados por rea¢cdes enzimaticas.
e) No fracionamento/extracao e isolamento seletivo de acidos graxos

As propriedades de seletividade de algumas lipases (M. miehei e B. napus)
podem ser usadas em reagdes visando o enriquecimento seletivo do meio com um
acido graxo especifico, tal como o y-linolénico e o acido docosahexanéico, que nao
sao atacados por estas lipases (HILLS et al., 1990).

f) Laticinios e Confeitaria

A maior importancia da utilizagdo das lipases em reagdes de sintese, nos
setores de laticinios e de confeitaria, esta na interesterificacao de gorduras com o
objetivo de obtengdo de trigliceridios sintéticos com caracteristicas desejadas, tal
como na produc¢ao de substitutos (equivalentes) de manteiga de cacau a partir de
6leo de palma (BLOOMER ef al., 1992). A modificagao nas propriedades de um
trigliceridio €& possivel devido a especificidade quanto ao substrato e
regioseletividade das lipases, tais como da C. viscosum, M. miehei e P. fluorescens
(MACRAE, 1984).

g) Peptideos
As lipases tém habilidade em atuar nas ligacdes amino/peptideo (C-N).

Entretanto, diferentemente das proteases, podem agir sobre os acidos D-amino,
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sintetizando peptideos precursores da penicilina G e outros analogos da penicilina,
partindo de matérias-primas tanto com configuragéo D como L (GANDHI, 1997).

Outra vantagem do uso de lipases na sintese de proteina esta no fato de que
estas nao possuem atividade amidase, preservando assim, as ligacdes peptidicas
(MATOS et al., 1987).

h) Esteres a partir de 6leos vegetais

Em 1990, MITTELBACH estudou a reagio de alcodlise de éleo de girassol
com metanol e etanol, catalisada por diferentes lipases, usando éter de petréleo
como solvente e meio de reagdo com baixo teor de umidade. As lipases da
Pseudomonas fluorescens, duas enzimas imobilizadas do Mucor miehei e uma da
Candida sp apresentaram boas taxas de conversio dos trigliceridios em ésteres,
sendo a primeira enzima mais eficiente. Foram testados 5 alcoois homoélogos e
verificado que a velocidade de conversdo aumentava quanto maior a cadeia do
alcool utilizado. Embora as melhores taxas de conversao de acidos graxos a ésteres
tenham sido obtidas com metanol, sem adigdo de 4gua; a maior taxa de esterificacao
foi encontrada utilizando etanol 96% (82% em éster etilico), sem solvente,
empregando a razao molar alcool/dleo de 3,6 e tendo como catalisador enzimatico a

lipase da Pseudomonas (10% em peso sobre o 6leo).

A cinética da reagéo de esterificagao enzimatica do acido oléico com metanol,
em hexano, foi estudada por RAMAMURTHI & McCURDY (1994). A reacao segue a
cinética de Michaelis-Menten, em fungdo da concentragio de enzima (Randozyme
SP-435) e dos substratos. A razdo 6tima de concentragdo do acido oléico para
metanol foi de cinco. Acima desse valor, observaram uma inibicao da atividade
enzimatica. Os autores verificaram também que a velocidade de reagio aumentava
proporcionalmente ao aumento da concentragéo da lipase, em fungao do tempo de
reacao.

Em 1998, SELMI & THOMAS estudaram a etandlise do 6leo de girassol, em

meio sem solvente, utilizando Lipozyme (lipase do M. miehei) como catalisador.
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Foram investigados o efeito da razao molar 6leo/etanol, temperatura, adigao de agua
e quantidade de enzima sobre a producao de ésteres etilicos. Os valores otimos
encontrados foram, respectivamente: 1 : 3 ; 50°C ; 0% (v/v) e 0,4g de Lipozyme / 5,7
mmol de o6leo de girassol. Foi verificado que o emprego de silica gel, durante a
terceira reagdo consecutiva de reutilizagao da enzima, restaurou sua atividade inicial,
explicado talvez, por ser a silica um “coletor” de glicerol, protegendo o suporte da

Lipozyme contra a adsor¢éo do mesmo.
4.9.2- Interesterificagao Quimica
4.9.2.1- Interesterificacao de Trigliceridios

O mecanismo da alcodlise de gliceridios com alcoois monohidricos foi muito
estudado e demonstrado que a reagéo é catalisada tanto por bases como por acidos.
A reagao & muito mais rapida em sistemas homogéneos na presenca de catalisador
basico. Em 1911, REID (apud FORMO, 1954) concluiu que a alcodlise usando 6xidos
de metal sodico & aproximadamente 4.000 vezes mais rapida que a alcodlise com
quantidade equivalente de HCl. Em 1918, ANDERSON & PIERCE (apud FORMO,
1954), verificaram que a alcodlise em meio basico & cerca de 1.500 vezes mais
rapida que a saponificagéo e que, a base reage preferencialmente com os ésteres

etilicos, quando comparados aos trigliceridios.

A reagao de alcodlise de dleos/gorduras com etanol/metanol, tem importancia
na produgdo de glicerol, acidos graxos, ésteres, mono- e digliceridios de acidos
graxos insaturados e sabdes, especialmente sabdes anidros (FEUGE & GROS,
1949).

Os ésteres metilicos/etilicos s&o produtos da interesterificagdo de
leos/gorduras com 4dlcoois, na presenga de um catalisador acido ou basico.
Acredita-se que ocorram trés reagdes reversiveis e que mono- e digliceridios sejam
os produtos intermediarios formados nessas reagées (FREEDMAN et al., 1986). As
variaveis que afetam o processo de alcodlise tém sido muito estudadas devido a sua

utilizagdo industrial na producdo de ésteres. A razdo molar dos substratos




(alcool/dleo vegetal), tipo de catalisador, temperatura e presenca de impurezas tais
como acidos graxos livres e umidade, estiao entre as variaveis estudadas (TANAKA
et al., 1981).

WRIGHT et al. (1944) estudaram a etandlise do éleo de algodao e de coco
para estabelecer o efeito das variaveis: etanol, agua e base sobre o rendimento em
glicerol. Seus principais objetivos foram verificar como o rendimento era influenciado
por estas variaveis de reagdo e como o excesso de alcool e/ou base compensava a
presenca da agua e de acidez. Concluiram que para 6leos com um valor acido
superior a unidade, deve-se aumentar a quantidade de catalisador basico para
compensar este efeito. Mas, devido a formagao de sabdes, a viscosidade aumenta,
dificultando a separagao da fase glicerol. A presenca de agua (umidade superior a
0,3%) causa a formagdo de sabdo, com conseqiiente redugdo da alcalinidade.
Excesso de catalisador e/ou alcool pode ser usado para compensar este efeito
negativo da umidade sobre a reagdo de alcodlise. Em ambos os casos, a mistura
deve ser acidificada para promover a separacio das fases. A etandlise acida
também foi estudada e verificaram que além da reacdo ser muito mais lenta, os
rendimentos obtidos foram baixos.

FEUGE & GROS (1949) estudaram o efeito do tempo e temperatura de
reacao, concentracao de catalisador (NaOH) e de etanol na reagao de esterificagao
do 6leo de amendoim. Foi verificado que a maior parte da reagio se completou
dentro de 1 - 2 horas, que a temperatura 6tima de reagao foi de 50°C, utilizando
alcool basico contendo 2 equivalentes de alcool etilico e 0,2% de NaOH, sobre o

peso do 6leo.

STIRTON (1964), apés estudos sobre a interesterificagdo de gorduras com
metanol, concluiu que a gordura deve ser clara, seca e neutra; o NaOH ou KOH (0, 1
- 0,5%) devem estar dissolvidos no alcool metilico anidro comercial (99,7%) e que a
quantidade de alcool recomendada é cerca de 1,6 vezes a necessidade teérica.
Observou também que quantidades de alcool acima de 1,7 vezes o valor teérico,
interfere na separacao gravimétrica do glicerol, além de nao acelerar a reagdo. A
conversao do 6leo a éster metilico (98%) se completou ao final de 1 hora de reacao.
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Na reacéo de alcodlise de dleo/gordura catalisada por sédio metalico em meio
alcoélico (etanol), o sistema nao pode conter umidade e acidos graxos livres (AGL)
acima de 0,5%, pois estes componentes sao considerados “venenos” do catalisador
(STIRTON, 1964). Nas reagoes catalisadas por bases, se o teor de AGL for superior
a 0,5% e o teor de agua superior a 0,3%, devem-se compensar os efeitos negativos
desses dois componentes utilizando-se uma quantidade adicional de alcali ou de
alcool. A quantidade de alcool geralmente utilizada € de 6:1 (alcool:6leo) e a de
catalisador basico de 1%, dependendo da qualidade inicial do 6leo/gordura
(SONNTAG, 1982). A reacdo de metandlise de oleos acidos, para se obter
rendimentos maiores de 90%, deve ser realizada em duas etapas: (a) os acidos
graxos sdo primeiramente esterificados, sem catalisador, com glicerol, a temperatura
de 210 - 230°C e pressdes de 5 - 10 mm Hg e (b) esterificados com metanol e
catalisador alcalino (SOCIETE ANON, 1965).

FREEDMAN et al. (1984), estudando as variaveis que afetam o rendimento e
a pureza dos ésteres obtidos a partir de 6leos de algodao, amendoim, soja e girassol,
incluindo a razao molar alcool/éleo, tipo de catalisador (acido ou basico), temperatura
e grau de refinamento do 6leo vegetal, concluiram que: (1) com catalisador alcalino
(hidroxido ou metéxido de sédio, 0,5% sobre o peso do 6leo), temperatura igual ou
superior a 60°C, razao molar alcool : éleo de pelo menos 6 : 1 e utilizando oleos
finamente refinados, a conversao a ésteres metilicos, etilicos e butilicos foi completa
em 1 hora de reagdo e (2) com catalisador acido a reagao de interesterificagao foi
muito mais lenta. A reagéo, com 6leos brutos, teve um menor rendimento em esteres
devido a presenca de gomas e de materiais estranhos, e que os mesmos resultados
foram obtidos com 0,5% de metéxido de sddio, comparativamente a 1% de NaOH.
Verificou também que o 6leo deve estar bem seco (umidade < 0,3%) e com baixa
acidez (< 0,5%).

A alcodlise em meio alcodlico basico € o método mais satisfatério para a
preparacdo de acidos graxos a partir de 6leos neutros. A reacéo € conduzida sob
refluxo (condensador) e com um pequeno excesso de base. O alcool € entao

evaporado e os sabdes acidulados com acidos minerais, seguido de lavagem e



secagem. A velocidade de saponificacéo € duas vezes maior em pentanol e etanol e
cerca de 10 vezes maior em metanol. O KOH é preferido ao NaOH devido a alta
solubilidade dos sabdes de potassio. Uma pequena quantidade de agua aumenta a
velocidade de saponificagdo (SONNTAG, 1989).

A alcodlise também pode ser usada para converter diretamente lipidios em
ésteres etilicos, sem a transformagao inicial em acidos graxos. Oleo bruto, com mais
de 30% de acidos graxos livres, pode ser convertido em ésteres metilicos por um
processo composto por duas etapas: (a) esterificacdo dos AGL a 80 + 5°C usando
catalisador sélido, como uma resina de troca iénica sulfonada e (b) etanélise dos
ésteres de glicerol usando catalisador alcalino (NaOH) a 70 + 5°C. Na etandlise, o
dleo ou gordura é dissolvido em etanol, em excesso, e utiliza-se um co-solvente no
meio de reacdo. O catalisador pode ser acido (H2S0,4, HCI, trifluoreto de boro, etc) ou
basico (MeO'Na®), sendo que este ultimo fornece uma maior velocidade de reacao
(EISENHARD, 1988).

Em 1997, NOUREDDINI e ZHU estudaram a cinética da interesterificacdo do
Oleo de soja com metanol. Verificaram o efeito da intensidade de mistura (n° de
Reynolds de 3.100 a 12.400) e da temperatura (30 a 70°C) sobre a velocidade de
reacao, mantendo-se constantes a razao molar dos substratos (metanol:éleo = 6:1) e
a concentracao do catalisador (0,2% NaOH, em peso sobre o 6leo). Concluiram que
a variacao da intensidade de mistura afeta a reagéo paralelamente a variagédo da
temperatura. Assim, a 70°C e com n° de Reynolds = 10.000, foi obtida uma
velocidade maior na formagao de ésteres metilicos (88% de convers3o), com um
tempo de reagdo de 90 minutos.

4.9.2.2- Saponificagcao de Mono-, Di- e Trigliceridios

Com o objetivo de aumentar o rendimento em tocoferdis/esterdis, ha
necessidade de transformar os mono-, di- e trigliceridios, presentes no DDOS, em
acidos graxos livres, antes da etapa de esterificagao, pois esta reagéo é mais rapida
e menos drastica para os acidos graxos quando comparados aos outros compostos.

O processo baseia-se em uma etapa inicial de saponificagéo seguida de acidulago.
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A reacdo de saponificagc@o entre trigliceridios € KOH processa-se em etapas,

tendo a seguinte sequiéncia de reacoes (Young ef al.,1994):
Trigliceridio —» sabao + digliceridio
— ¥  sab3o + monogliceridio
e sabao + glicerol

Na pratica, os mono- e digliceridios nao sao detectados, pois suas reagoes de
saponificagdo sdo muito mais rapidas do que a dos trigliceridios, provavelmente

devido a sua alta solubilidade em meio aquoso.
4.9.2.3- Acidulagdao de Sabdes

Dois métodos de acidulagdo de sabdes sao comumente empregados,
batelada e continuo. Em cada um dos processos o produto & tratado com um &cido
inorganico, normalmente sulfurico ou cloridrico e mantido por 2-4 horas sob
aquecimento (90-130°C) para conversdo dos saboes em acidos graxos (WATSON &
HOEFER, 1976; WOERFEL, 1983). A reacao pode ser representada de acordo com

SONNTAG (1989):
H

RCOONa —» RCOOH + NaCl

Para obtencdo do éleo acido (fase com os acidos graxos), ap6s a acidulagao,
o componente 6leo é separado da fase aquosa por centrifugacédo (processo
continuo), ou por decantagéo pela gravidade (processo por batelada) (WATSON &
HOEFER, 1976). A fase aquosa, que contém acido inorganico livre, sais de sédio e
impurezas sollveis em agua é descartada, enquanto que a fase 6leo obtida é lavada
com 25-50% de agua quente (SWERN, 1982).

Estudos da curva de titulagdo de varios sabdes tém demonstrado que a
acidulacao é completada a um pH de 4,0, o que pode ser evidenciado pela queda da
viscosidade da solugdo. Por outro lado, quando o pH da mistura cai abaixo de 3,0, o
6leo acido produzido pode degradar, ocasionando um aumento no teor de acidos




graxos oxidados, acido mineral, cinzas, cor mais escura, além do maior custo para
neutralizagao da agua de descarte (CRAUER, 1965).

Os problemas associados a acidulagao s&o principalmente devido a natureza
corrosiva do processo e a dificuldade de separagio da fase 6leo da fase agua,
podendo ocasionar redugao no rendimento do processo, além de contaminar a agua
de descarte por matéria graxa. Normaimente, esta 4gua pode conter no maximo 150
ppm de dleo. O processo de acidulagdo por batelada cumpre esta especificagao,
porém requer um tempo de decantacao de 8 a 12 horas (MAG et al., 1983).

4.9.2.4- Esterificagdo de Acidos Graxos

Atualmente, a conversdao de acidos graxos em ésteres tem tido grande
importancia devido a uma série de fatores que incluem: maior facilidade de produgao
e maior economia nos processos de destilacdo fracionada, além de serem mais
reativos, termicamente mais estaveis e menos corrosivos (WOERFEL, 1995).

Os acidos carboxilicos transformam-se diretamente em ésteres quando
aquecidos com um alcool em presenca de pequena quantidade de acido mineral,
normalmente acido sulfdrico concentrado ou acido cloridrico anidro. O mecanismo de
reacao € o reverso da reacao de hidrélise e ocorre através da eliminagdo do grupo
hidroxil do acido com o hidrogénio do alcool, formando-se agua, conforme reagao
abaixo (SONNTAG, 1982):

H'I'
RCOOH + RIOH — RCOOR; + HOH

A velocidade da reacgdo de esterificagéo de acidos carboxilicos € proporcional
a concentracéo de ions H* adicionado em baixas concentragdes. Outros acidos fortes
também utilizados como catalisadores de reagao sao: acido toluenosulfénico, acidos
de Twitchell, etc (FORMO, 1954). Esta reagao é reversivel e geralmente quando se
atinge o equilibrio, estdao presentes quantidades apreciaveis tanto dos reagentes
quanto dos produtos. Porém, o equilibrio pode ser deslocado no sentido dos

produtos, utilizando um excesso dos reagentes. Para obtengdo de um alto
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rendimento em ésteres, tem sido utilizado um grande excesso de alcool (MORRISON
& BOYD, 1992).

A reacéo de esterificagdo de acidos graxos com alcoois monohidricos de
baixo peso molecular (etilico e metilico) € normalmente realizada utilizando alcool em
excesso, 15 a 35 mol/mol acido graxo, ou de 2 a 4 vezes do peso do acido graxo, na
presenca de 1-3% de H>SO4 ou HCI anidro, usando aquecimento sob refluxo. Dessa
forma o rendimento obtido & maior que 95% (FORMO, 1954). Os alcoois terciarios e
fenolicos apresentam dificuldade de reagéo (OGLIARUSO & WOLFE, 1991).

Outro método de esterificagdo de acidos graxos € a etandlise realizada sob
pressao (110 psi), com excesso de etanol e catalisador acido. O catalisador acido de
TWITCHELL foi considerado a maneira mais eficiente de converter acidos graxos a
ésteres etilicos. Também é utilizado para a etandlise direta de gorduras, em que
menor quantidade de mono- e digliceridios s&o formados. A reacao de clivagem de
gorduras por este processo se completa somente apo6s 3 a 48 horas de reagao, com
elevado consumo de energia (vapor) (TWITCHELL, 1898).

A esterificacdo direta de acidos graxos € realizada com excesso de metanol, a
pressdo de 150 psig, usando H2SO4 como catalisador. Dessa forma, obtém-se 88 -
89% de conversdo a ésteres metilicos, sem a necessidade de remogéo da agua
formada pela reacédo. O metanol deve estar presente com um excesso molar de 5 a
6:1 (alcool:6leo) (SONNTAG, 1982).

4.10- Planejamento Fatorial, Analise de Variancia e Método de Superficie de

Resposta

BARROS et al. (1996) descrevem e exemplificam todo o processo de
otimizacdo de problemas multivaridveis e iniciam dizendo que para todo processo a
ser estudado, devem ser inicialmente definidas as suas variaveis dependentes e 0s
seus niveis de variagcdo. A importancia das variaveis em um processo, pode ser
determinada através da utilizagdo de métodos de planejamento experimental, os

quais possibilitam o planejamento e execugéo de forma organizada e racional de um
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numero de ensaios reduzidos ao minimo necessario. Através de programas
estatisticos de regressao, é possivel a verificacdo dos efeitos individuais e de
interacéo de todas as variaveis sobre as respostas; a definicdo das variaveis mais
importantes para o processo, a avaliagéo dos erros experimentais e de regressao e a
modelagem empirica dos resultados em fungdo das varidveis escolhidas, e
conseqientemente, a definicdo das faixas otimas de operagido do processo,
respeitando restricbes quando houver.

Os métodos de planejamento experimental mais conhecidos sio:

- Simplex
- Planejamento Fatorial

- Método de analise por Superficie de Resposta

Os métodos de planejamento experimental e analise de superficie de resposta
tém como base o planejamento fatorial. Consistem de um grupo de técnicas usadas
para o estudo empirico das relagbes entre uma ou mais respostas medidas
analiticamente (como rendimento, produtividade, etc) € um numero de variaveis de
entrada que possam ser controladas (como temperatura, concentragéo, etc.). Estas
técnicas sao usadas para resolver principalmente as seguintes questées (BARROS
et al., 1996):

» Como uma resposta (variavel dependente) é afetada, em uma regido de interesse,

por um dado conjunto de varidveis de entrada (varidveis independentes);

* Quais conjuntos de variaveis de entrada resultardo em um produto dentro das

especificacdes desejadas, e

e Quais valores das variaveis de entrada levarao ao melhor valor para uma resposta

especifica e como é a superficie de resposta proxima a este ponto.

Para delineamento e analise estatistica dos dados foi utilizado um
planejamento experimental do tipo composto rotacional central de 2 niveis, com os

ensaios divididos em:
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- Pontos fatoriais: em numero igual a 2" (sendo n o numero de variaveis

independentes) e niveis codificados denominados +1 e —1.

- Pontos axiais ou estrela: em numero igual a 2n, situados a uma distancia
de (2" do ponto central (nivel o codificado), com valores nos niveis

minimos e maximos (-a. € +o.) € 0s outros no nivel zero.

- Pontos centrais: pontos no centro do modelo (nivel zero).

O tratamento estatistico das respostas dos ensaios através da metodologia de
analise de superficie de resposta (RSM) é feito através da analise de regressao
multipla, ajustando modelos matematicos contendo termos lineares e de interagdo
(para modelos de primeira ordem) ou, incluindo os termos quadraticos, para modelos
de segunda ordem. Para tal, € necessario inicialmente programar ensaios através de
um planejamento fatorial. Este método consiste em selecionar um nimero fixo de
niveis para cada uma das variaveis de entrada e entao executar experimentos com
todas as combinagdes possiveis. Como se deseja reduzir o numero de ensaios ao
minimo possivel, um planejamento fatorial com 2 niveis (+1 e -1) para cada variavel &
especificamente eficiente. Se “n” variaveis estiverem envolvidas no estudo de um
determinado sistema, o numero de experimentos que devem ser realizados para
investigar todas as combinagdes possiveis €, portanto 2" . Acrescentam-se ainda
ensaios, no minimo em triplicata, realizados nas condigoes correspondentes as
intermediarias entre as dos dois niveis atribuidos a cada variavel (o nivel “zero” ou
ponto central do planejamento), com o objetivo de estimar o erro experimental
associado aos ensaios (erro puro). Neste ponto, pode-se considerar encerrado o
método de planejamento fatorial. Com os dados obtidos apds a execugao dos
ensaios & possivel calcular os efeitos principais e de interacao das variaveis sobre as
respostas, determinar quais séo os efeitos principais de interacéo das variaveis sobre
as respostas, determinar quais sao os efeitos mais significativos, comparando o valor
do efeito com o do erro experimental estimado, e até ajustar um modelo de 12 ordem

para correlacionar variaveis e respostas (BARROS et al., 1996).
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Caso se queira explorar outras condigdes experimentais nao previstas pelo
planejamento fatorial, ou se o modelo de 1 ordem proposto nio estiver bem
correlacionado com os dados experimentais, pode-se completar o planejamento
realizando ensaios nos pontos axiais (-a e +a) (KHURI & CORNELL, 1987) para um

modelo de 2% ordem.

Segundo BARROS et al. (1996), a metodologia de superficie de resposta é
uma técnica de otimizacdo baseada no emprego de planejamentos fatoriais. E
constituida por duas etapas: modelagem e deslocamento. Estas etapas sao
repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com o objetivo de atingir uma
regido otima (maxima ou minima) da superficie investigada. A modelagem
normalmente € feita ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados
experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. Inicia-se com um
planejamento fatorial incompleto, sem os pontos centrais, para verificacdo dos efeitos
das variaveis independentes sobre as repostas e sua significancia estatistica,
seguido de outro planejamento fatorial incompleto, com os pontos centrais, para
obtengdo do erro puro e analise de um modelo estatistico de 1° ordem. Apés a
analise de variancia, caso este modelo nao se ajuste bem aos dados experimentais,
ou se nao for preditivo ou se nao tiver significancia estatistica, passa-se a um
planejamento fatorial completo, incluindo os pontos axiais (+a e -a) (KHURI &
CORNELL, 1987), seguido da analise de variancia para verificar a significancia,
ajuste e validagao de um modelo de 2" ordem.

Para avaliar se os modelos empiricos obtidos através de regressao multilinear
ou nao linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais,
BOX et al. (1978) sugerem que seja realizada uma analise estatistica, utilizando
alguns parametros descritos a seguir:

O coeficiente de correlagdo (R) € um parametro estatistico que compara a
variancia dos pontos experimentais em relacdo ao modelo proposto, com a variancia
da propria populagao de pontos experimentais.

Quando o valor do coeficiente € 1, a correlagao entre os valores previstos pelo
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modelo e os valores experimentais é perfeita. Quando este valor & zero, nao existe
correlacdo. As analises dos valores intermediarios ndao podem ser expressas de
forma tao simples, mas em termos qualitativos, quanto mais préximo da unidade
estiver o valor do coeficiente de correlagao, melhor sera o ajuste do modelo aos

pontos experimentais.

As somas dos quadrados dos desvios sdo denominadas somas quadraticas
(SQ), onde:

SQr = SQr + SQ;

SQ, = SQ¢y + SQep

onde: T = Total
R = Regressao
r = residuo
faj = falta de ajuste e,
ep = erro puro

O percentual de variagao explicada em torno da média (R?) esta relacionado
com os residuos do modelo. Se ndo houver residuo, o R* sera igual a unidade. Este
parametro é descrito como:

Quanto maior for a fracdo descrita pela regressao, melhor sera o ajuste do
modelo experimental.

As médias quadraticas (MQr, MQr € MQ,) sdo obtidas dividindo-se as somas
quadraticas pelo respectivo grau de liberdade. As MQ sado uma estimativa, com n-2
graus de liberdade, da variancia dos pontos em torno da equacéo de regressao, isto
é, em torno do modelo ajustado.




A significancia estatistica da equacdo de regressio (modelo) é verificada
através do Teste “F", ou seja, comparando o valor estimado para “F’ a partir dos
dados experimentais com o valor de “F tabelado, para uma distribuicdo de
referéncia, assim €& possivel verificar a relevancia estatistica dos fatores
experimentais no valor das respostas.

MQr
MQ,

B -

O fundamento do Teste “F" consiste em verificar se existe correlacdo entre as
variaveis e as respostas. Segundo BARROS et al. (1996), quando nzo ha relagdo
entre a resposta e a variavel, pode-se demonstrar que a razido entre as médias
quadraticas da regresséo e dos residuos (MQR/MQr) segue uma distribuicdo “F
(hipétese nula). Neste caso, a variacdo nos valores dos resultados foi devido
exclusivamente a fatores aleatérios. A hipotese nula pode ser testada usando o valor
efetivamente calculado para MQR/MQr. Para isso basta compara-lo com o valor de
“F’ tabelado. Se as variagbes nas respostas observadas experimentalmente
apresentarem alta probabilidade de pertencerem a esta distribuicdo, ndo ha razao
para questionar a hipétese nula. Entao, pode-se afirmar, que a equacdo de
regressao nao € significativa. Por outro lado, se o “F" calculado for maior que o “F
tabelado, pode-se afirmar que a equagdo é estatisticamente significativa e que os

dados experimentais sao representados pelo modelo proposto.

Pode acontecer, porém, que uma regressao, embora significativa do ponto de
vista do Teste “F’, ndo seja util para realizar predigées, por cobrir uma faixa de
variacao pequena dos fatores estudados. BARROS et al. (1996) sugerem que para
que isso ndo ocorra, isto €, para que uma regressao também seja util para fins
preditivos, além de ser estatisticamente significativa, o valor do “F’ calculado deve
ser no minimo 4 a 5 vezes o valor do “F tabelado. E necessario também a realizagao
do Teste “F" da razao MQ:/MQep, que servira para avaliar o ajuste do modelo. Este
valor devera ser comparado com “Fsy. o (tabelado) a um determinado nivel de
confianca. Valores altos de MQ1/MQe, significardo muita falta de ajuste do modelo.
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Portanto, a analise dos resultados de variancia, obtidos através da elaboracao
da Tabela ANOVA (BARROS ef al., 1996) permite a verificacao da significancia tanto
dos efeitos das variaveis independentes sobre as respostas, como dos resultados e
também do ajuste e validagao do modelo estatistico obtido através do planejamento
fatorial.

Apés a selegdo do modelo, os termos nao significativos sdo retirados e
realizado um novo ajuste, em que foram colocados os termos significativos a um
nivel de 95% de probabilidade ou significancia, levando a um modelo final ajustado
mais adequado para descrever as caracteristicas da regidao analisada.

Um modelo ideal deve ter boa significancia (p < 0,05), alta confiabilidade
(dados dentro do intervalo de confianga de 95%, ou seja, residuo irrelevante) e baixa
variabilidade (R* > 70%) (BARROS et al., 1996).

A férmula geral deste modelo preditivo é representada pela equacao:

Y = Bo + B1Xq + BoXz + BaXs + B12X1X2 + B13X1X3 + B2sXoXz + By X% +
+ BooXo? + BasXs®’ + €

Onde: Y = fungao resposta genérica ou variavel dependente
X1, X2 = niveis codificados das variaveis independentes
Bo = ponto central do sistema ou ponto estacionario
B4 = coeficiente estimado pelo método dos minimos quadrados

€ = residuo que mede o erro experimental, apresentando um distribuicao

normal com média zero e variancia igual a S%.




5- MATERIAL E METODOS
5.1- MATERIAL
5.1.1- Matéria-prima

O destilado de desodorizac¢éo de 6leo de soja (DDOS), gentilmente cedido por
COCAMAR - Cooperativa de Cafeicultores e Agropecuaristas de Maringa Ltda -
Maringa, PR, foi obtido pelo processo de destilacao do éleo, com vapor (T = 240 a
250°C e P= 4 Kg/t vapor), sob vacuo (0,3 a 0,4 mm Hg). Apresenta uma coloracéo
marrom, com aparéncia semi-solida a 25°C. O DDOS foi estocado a -18°C e

liquefeito a 40°C, em estufa, para utilizagao.

5.1.2- Equipamentos e Instrumentos

- Rotavapor, BRINKMANN, modelo Bichi R 110.

- Centrifuga SIGMA, modelo sigma 2 D.

- Estufa FANEM, modelo S.E. Retilinea.

- Estufa MEMMERT, modelo UL 40 com ventilagao.

- Estufa a vacuo HERAEUS, modelo VEV 18/17.

-Banho termostatizado IKA-HEIZBAD, modelo HBR 250.
- Banho termostatizado com agitagao LAUDA, modelo RC 20.
- Agitador elétrico, JANKE & KUNKEL llka Werk.

- Termostato DRUCKGEFULLT Normschliff Geratebau.
- Titulador SCHOTT, modelo Tritoline Alpha TM 125.

- Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia PERKIN ELMER, modelo Isocratic LC
Pump 250.
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- Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia PERKIN ELMER, modelo Isocratic Series
10.

- Detector de Indice de Refragao Sicon Analytic, modelo LCD 201.
- Detector Espectrofotométrico UV/VIS PERKIN ELMER, modelo LC 290.
- Detector de Fluorescéncia Shimadzu, MERCK-HITACHI, modelo F-1050.

- Sistema de Integracao PeakSimple Cromatography Data System, SRI
INSTRUMENTS, INC., modelo 202.

5.1.3- Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de pureza e grau exigidos pelos
métodos analiticos.

5.1.4- Outros Insumos

IM)

- Lipase do Mucor miehei (Lipozyme ™), imobilizada em resina macroporosa

aniénica, com atividade de interesterificacao de 6,2 BAUN/g (Batch Acidolysis Units

Novo), adquirida da Novo Industri, Kopenhagen, Dinamarca.
- Hidréxido de Potassio - grau industrial.
- Acido Cloridrico e Sulfarico - grau industrial.
- Alcool Etilico p.a. - absoluto e hidratado.

- Padrées de lipidios, tocoferdis e esterdis para determinagdes cromatograficas,
foram adquiridos da Nu-Chek, Sigma Chemie, Merck e Fluka AG.

5.2- METODOS
5.2.1- Métodos Analiticos

- Acidos Graxos Livres (AGL) - método AOCS Ca 5a-40, 1993.
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- Teor de Matéria Insaponificavel - método AOCS Ca 6b-53, 1993.
- Indice de Saponificagdo - método AOCS Cd 3-25, 1993.

- Teor de Agua do DDOS - método AOCS Tb 2-64, 1995.

- Teor de Agua da enzima - método IAL, 1985.

- Valor Acido (VA) - AOCS Te 1a-64, 1993.

- Classes de Lipidios - determinadas por HPSEC (High Performance Size Exclusion
Chromatography), segundo DOBARGANES & MARQUEZ-RUIZ (1993), em
cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer Series 10, com valvula injetora
de 20 pL, equipado com detector de indice de Refragdo Sicon Analytic LCD 201 e
duas colunas HP PL gel 5 p (30cm x 7,5mm), com 100 A e 500 A, em série. Fase
movel tetrahidrofurano, com fluxo de 1 mL/min. A quantificacdo dos acidos graxos
livres, mono-, di- e trigliceridios foi realizada por normalizagao interna de areas. A
concentracdo das amostras injetadas foram de 5%, baseado na concentragao de

DDOS, que era variavel para cada ensaio. O valor de cada medigao refere-se a
média de trés injegoes.

- Composigao em Acidos Graxos - método AOCS Ce 1-62 (1993), por cromatografia
gasosa dos ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando-se um cromatégrafo
gasoso Perkin Elmer Sigma 3B, equipado com detector de lonizagdo de Chama
Perkin Elmer e coluna de aco inoxidavel, HP Silar 10 C (4m x 1/8”), empacotada em
chromosorb W-HP. Temperaturas empregadas: coluna a 175°C, injetor e detector a
225°C. Fluxo de nitrogénio de 25 mL/min. Os ésteres metilicos foram preparados
segundo HARTMAN & LAGO (1973). Injetou-se no cromatégrafo 1 pL dos ésteres
em hexano. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacao dos
tempos de retencdo dos componentes da amostra com os de padroes de ésteres
metilicos de acidos graxos. A quantificacao foi efetuada por normalizagao interna de
areas. O valor da medicao refere-se a média de trés injegoes.
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- Acidos Graxos Totais - determinados pela soma dos acidos graxos livres (AOCS Ca
5a-40,1993) com os 4acidos graxos provenientes dos mono- di- e trigliceridios,
determinados por HPSEC, presentes na amostra. O peso molecular médio dos
acidos graxos (275,1g/mol) foi obtido a partir do teor e composi¢do em &cidos
graxos do DDOS. Esta determinagdo quantifica a matéria saponificavel da amostra.

- Composi¢cdo em Tocoferéis - método AOCS Ce 8-89 (1993), utilizando-se um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer LC 250, com valvula injetora de
20 pL, equipado com detector de fluorescéncia Shimadzu, Merck-Hitachi F-1050,
com excitagdo de 290nm e emissdo de 330nm e coluna Merck, LiChrosorb Si 60 (25
cm x 4,0 mm). Fase mével hexano:isopropanol (99:1, v/v), com fluxo de 1,1 mL/min.
Os tocofer6is foram quantificados pela relagdo da area do pico versus a
concentracao do respectivo tocoferol, através de curva padrdo com faixa de
concentragao de a-, B-, y- e 8- tocoferdis de 4 a 80 ug/mL e empregando-se as
mesmas condigbes. As diluicbes das amostras foram feitas baseadas na
concentracao do DDOS no meio de reagéo (1700 - 2000 ug/mL), que variava para

cada ensaio. O valor de cada medigao refere-se & média de trés injegoes.

- Composigdo em Esterbis- determinada segundo método de HOLEN (1985),
utilizando-se um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Perkin Elmer LC 250,
equipado com valvula injetora de 20 ulL, detector espectrofotométrico UV/VIS Perkin
Elmer LC 290 em comprimento de onda (1) de 206 nm e coluna Perkin Elmer C8-SIL-
X-10 (25¢cm x 4,6mm). Fase movel acetonitrila:agua (80:20, v/iv), com fluxo de 1,6
mL/min. Os ester6is foram quantificados pela relagdo da area do pico versus a
concentragcdo do respectivo esterol, através de curva padrido com faixa de
concentragcao de B-sitosterol, campesterol e estigmasterol de 0,4 a 1,6 mg/mL e
empregando-se as mesmas condigbes. As diluicbes das amostras foram feitas
baseadas na concentragdo do DDOS no meio de reagao (400 - 500 pg/mL), que
variava para cada ensaio. O valor de cada medigdo refere-se a média de trés
injecoes.

- Delineamento experimental, Anélise Estatistica dos dados e Otimizagdo das
reagGes de esterificagdo (quimica e enzimatica): Planejamento Experimental Fatorial

70



do tipo composto rotacional central de 2 niveis, Anélise de Variancia e método de
analise por Superficie de Resposta (BOX et al., 1978; KHURI & CORNELL, 1987
BARROS et al., 1996). As analises estatisticas, para estudo da otimizagao da reagao
de esterificagdo da matéria saponificavel do DDOS com etanol, foram realizadas

utilizando-se o software “STATISTICA” 5.0 [StatSoft, Inc, Tulsa, OK (1995)].
5.2.2- Procedimento Experimental
5.2.2.1- Caracterizacao da Matéria-Prima

Foram realizadas as seguintes determinag¢des para caracterizar o DDOS: valor
acido (acidez), acidos graxos livres, matéria insaponificavel, indice de saponificagéo,
umidade, classe de lipidios (acidos graxos, mono-, di- e trigliceridios), acidos graxos
totais, teor e composicdo em: acidos graxos, tocoferois e esteréis. O valor de cada
medicao refere-se a média de analises.

5.2.2.2- - Esterificacao Enzimatica da Matéria Saponificavel do DDOS
5.2.2.2.1- Ensaios Preliminares

Com o objetivo de adequar o DDOS como matéria-prima para obtengdo de
concentrado/extrato de esteréis e tocoferdis por destilagado molecular é necessario
transformar seus compostos saponificaveis em ésteres, tornando assim o processo
de separacdo menos drastico e mais eficiente. Portanto, os ensaios visam estudar os
efeitos das variaveis de reagao e definir as condi¢bes mais adequadas para otimizar
o processo de esterificagdo da matéria saponificavel do DDOS. A reagdo de
esterificagao foi realizada empregando-se o alcool etilico (96%), por ser um produto,
comparativamente com metanol, mais barato, oriundo de fermentacido da cana de
acucar e nao de petréleo, de facil abastecimento e menos téxico. A enzima utilizada

como catalisador foi uma lipase acilhidrolase do Mucor miehei (Lipozyme IM).

Como estudo preliminar, foi verificada a necessidade de utilizagdo de um
solvente organico (por exemplo, o éter de petréleo) no meio de reagao, técnica
amplamente citada na literatura (MITTELBACH, 1990; RAMAMURTHY & McCURDY,
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1993), como forma de obtencdo de maiores taxas de conversdo dos AGL a ésteres
etilicos, de acordo com recomendacado do fabricante da enzima (NOVO, 1989).
Foram testadas trés relacdes éter de petrleo:DDOS (% vip): 0,5; 1,0 e 1,5:1,
utilizando-se 12% de Lipozyme, relagdo molar etanol/AGL de 5:1 e temperatura de
60°C. Os resultados foram comparados com a reagéo realizada sem utilizagao de

solvente.

5.2.2.2.2- Otimizacdo da Reacdo de Esterificacado Enzimatica da Matéria
Saponificavel do DDOS

Reacdo de esterificagdo. Em um baldo de fundo redondo, com agitacao
magnética, foram colocadas 100 g de DDOS e as quantidades selecionadas de
etanol comercial (96%) e de Lipozyme ™. A quantidade de etanol foi estipulada
baseada na sua relagdo molar com o teor de AGL do DDOS, e a quantidade de
enzima, em relagcao ao peso dos substratos (etanol + AGL).

Monitoramento da reagdo: O curso da reacdao foi monitorado pela
determinagcdo do valor acido do produto, em fungdo do tempo. Apés atingir o
equilibrio, que em todos os casos foi obtido em menos de 2 horas de reagéo, 1 mL
da mistura de reacao foi separado da enzima por centrifugacao. A umidade e o
excesso de etanol foram eliminados em estufa a vacuo (100 mbar de pressao,
temperatura de 60°C e tempo de 1,5 horas).

Determinagcbées de tocoferdis foram realizadas em todos os ensaios, para
verificar as perdas destes compostos durante as reagoes de esterificagdo. Os

esterois foram determinados somente nas reagées otimizadas.

Taxa de conversdo: O grau de conversdao dos AGL em ésteres etilicos foi

determinado medindo-se o valor acido (VA) inicial e final.

(VA inicial DDOS — VA mistura reag¢ao no tempo t) x 100
% Conversao =

VA inicial DDOS [1]
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Desenho estatistico: As etapas seguidas para otimiza¢ao do sistema foram:
1- Determinacgao das variaveis independentes e respostas adequadas ao processo
2- Elaboragao do planejamento experimental
3- Realizacao dos experimentos e obtencao das respostas
4- Elaboragao do modelo das respostas em fungao das variaveis independentes

5- Validacao do modelo (testes estatisticos) e verificagao das respostas (analise de
variancia). As equagdes propostas para os modelos operam unicamente com
valores codificados das variaveis independentes, portanto, os valores reais

devem ser previamente convertidos.

6- Elaboracgao dos graficos de superficie de resposta para analise

~l
1

Definicdo das faixas operacionais 6timas de cada variavel de processo

Foi adotado um desenho estatistico para otimizar as condicdes de reagao para
conversao dos AGL do DDOS em ésteres etilicos. Inicialmente, utilizou-se um
planejamento fatorial incompleto para definir a regido de estudo e verificar a
significancia das variaveis independentes na resposta, seguido da verificagao do
ajuste de um modelo de 1% ordem aos resultados experimentais. Caso este modelo
nao tenha significancia estatistica para p < 0,05 (“F” calculado < “F” tabelado) ou nao
seja preditivo (“F” calculado < 3x “F’ tabelado), verifica-se, o ajuste de um modelo de
22 ordem. Para estudo dos efeitos lineares, quadraticos e de interacdo das variaveis
independentes [temperatura de reagéo (X;), concentragéo de enzima (X2) e relagao
molar etanol/AGL (X3)] (Tabela 13) sobre a resposta Y (% conversdo de AGL a
ésteres etilicos) e otimizacao dos resultados, foi utilizada a Metodologia de Superficie
de Resposta (RSM), obtida através de um planejamento fatorial completo, usando
um “central composite rotational design” (CCRD) (Tabela 14) com as trés variaveis
independentes, o que incluem: 8 pontos fatoriais, 3 pontos centrais (replicatas) e 6
pontos axiais (BARROS et al., 1996; KHURI & CORNELL, 1987).
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Tabela 13- Niveis de variagdo codificados das trés variaveis independentes do
processo de esterificacdo enzimatica do destilado de desodorizagéo do
6leo de soja (DDOS)

Variavel Nivel de Variagao

Independente -1,68* -1 0 +1 +1,68*
Temperatura (X1) 30,0 38,0 50,0 62,0 70,0
Enzima (X2) 7,0 10,2 15,0 19,8 23,0
Etanol:AGL (X3) 0,3 1.0 2,0 3,0 3,7

(*)+a=+(2M" =+ 1,68 (KHURI & CORNELL, 1987)
X¢: temperatura, (°C); Xu: concentracdo de enzima {% peso [acidos graxos livres
(AGL) + etanol]}; Xs: relagdo molar do substrato (etanol:AGL no DDOS)
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Tabela 14- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo (CCRD)
dos niveis de variagdo codificados das trés variaveis independentes do

processo de esterificacdo enzimatica do destilado de desodorizagao do

6leo de soja (DDOS)
Ensaio Variavel Nivel Codificado da Variavel
) Xi Xz X3 X X2 X
1 38 10,2 0,3 -1 -1 -1
2 62 10,2 0,3 +1 -1 -1
3 38 19,8 0.3 -1 +1 -1
4 62 19,8 0,3 +1 +1 -1
5 38 10,2 3,0 -1 -1 +1
6 62 10,2 3,0 +1 -1 +1
7 38 19,8 3,0 -1 +1 +1
8 62 19,8 3,0 +1 +1 +1
9 50 15 2,0 0 0 0
10 50 15 2,0 0 0 0
1 50 15 2,0 0 0 0
12 30 15 2,0 -1,68 0 0
13 70 15 2,0 +1,68 0 0
14 50 7 2,0 0 -1,68 0
15 (C) 50 23 2,0 0 +1,68 0
16 (C) 50 15 0,3 0 0 -1,68
17 (C) 50 15 3,7 0 0 +1,68

(®) ensaios realizados em ordem aleatéria
Xq: temperatura, (°C); X2: concentragdo de enzima {% peso [acidos graxos livres
(AGL) + etanol]}; Xs: relagao molar do substrato (etanol:AGL no DDOS)
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5.2.2.2.3- Validagdo Experimental do Modelo Estatistico da Reacdo de
Esterificacao Enzimatica do DDOS

Os ensaios experimentais foram realizados nas condigdes selecionadas, nos
extremos da faixa o6tima de conversdo dos AGL do DDOS em ésteres etilicos,
indicadas pela metodologia de superficie de resposta e comparados com os valores
obtidos através do modelo matematico proposto.

5.2.2.2.4- Determinag3o do grau de Esterificagao dos Mono-, Di- e Trigliceridios
presentes no DDOS

O grau de esterificagdo dos mono- di- e trigliceridios presentes no DDOS foi
determinado por cromatografia liquida de particdo (HPSEC) [DOBARGANES &
MARQUEZ-RUIZ (1993)], nas condigdes otimas encontradas, baseado na
metodologia de superficie de resposta. Neste procedimento, além de se poder
verificar a contribuicdo desses compostos na formacao de ésteres, pode-se observar
como a enzima atua na cadeia dos lipidios, nestas condigdes, pois, sendo um lipase

sn-1,3 especifica, espera-se que hidrolise também os mono-, di- e trigliceridios.
5.2.2.3- Esterificacao Quimica da Matéria Saponificavel do DDOS
5.2.2.3.1- Esterificagdo Quimica Direta do DDOS

A reacdo de esterificacdo do DDOS foi realizada empregando-se alcool etilico
anidro em excesso, acido sulfurico concentrado como catalisador e aquecimento sob
refluxo (FORMO, 1954).

5.2.2.3.1.1- Otimizagdo da Reagéo de Esterificagdo Quimica Direta do DDOS

Reacdo de Esterificagdo: Em um baldo de fundo redondo, com agitacao
magnética, foram colocadas 100 g de DDOS e as quantidades selecionadas de
etanol anidro e de catalisador acido (acido sulfurico concentrado). A temperatura do
banho de glicerol, termostatizado, foi mantida a 80°C. As quantidades de etanol e de
acido sulfarico foram estipuladas de acordo com a relagao molar do teor de AGL do

DDOS e em relagdo ao peso do substrato (etanol + AGL), respectivamente.
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. O procedimento experimental adotado para o monitoramento do curso das
reagoes, as etapas da otimizacéo do processo, a validagdo experimental do modelo
estatistico obtido e a determinagdo do grau de esterificagdo dos mono-, di- e
trigliceridios presentes no DDOS, foram idénticos aos realizados nas reacgdes de
esterificacdo enzimatica do DDOS, descrito no Item 5.2.2.2.2.

Desenho Estatistico: Foi adotado um planejamento experimental semelhante
ao utilizado na otimizacdo da reagdo de esterificagdo enzimatica do DDOS (Item
5.2.2.2.2), somente com alteragdo das variaveis independentes, que passam a ser:
tempo de reacdo (h) (Xi); concentracdo de HSOs (%) (X2) e relagdo molar
etanol/AGL (X3) (Tabela 15). O planejamento fatorial completo esta apresentado na
Tabela 16.

Tabela 15- Niveis de variacdo codificados das trés variaveis independentes do

processo de esterificagdo quimica direta do destilado de desodorizagéo do

6leo de soja (DDOS)
Variavel Nivel de Variagao
Independente -1,68* -1 0 +1 +1,68*
Tempo (X4) 0,2 0,7 1,5 2,3 2,8
% H2S04 (X2) 0,4 0,6 1,0 1,4 1,6
Etanol:AGL (X3) 2 4 7 10 12

M +a=+2M" =+ 1,68 (KHURI & CORNELL, 1987)
Xs: tempo de reagao (h); Xz: concentragcao de H>SO4 [% peso (AGL + etanol)]; Xa:
relagao molar do substrato [etanol:acidos graxos livres (AGL) no DDOS]



Tabela 16- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo (CCRD)
dos niveis de variagdo codificados das trés variaveis independentes do

processo de esterificagdo quimica direta do destilado de desodorizagéao

do 6leo de soja (DDOS)
Ensaio Variavel Nivel Codificado da Variavel
2 X4 Xz X3 X4 ) & Xs
1 0,7 0,6 4 -1 -1 -1
2 2,3 0,6 4 +1 -1 -1
3 0,7 1,4 4 -1 +1 -1
4 2,3 1,4 4 +1 +1 1
5 0,7 0,6 10 -1 -1 +1
6 2.0 0,6 10 +1 -1 +1
7 0,7 1.4 10 -1 +1 +1
8 2.3 1,4 10 +1 +1 +1
9 1,0 1,0 7 0 0 0
10 10 1,0 7 0 0 0
11 1,5 1,0 7 0 0 0
12 0,2 1,0 7 -1,68 0 0
13 2,8 1,0 7 +1,68 0 0
14 1,9 0,4 7 0 -1,68 0
15 (C) 1,5 1,6 7 0 +1,68 0
16 (C) 1.5 1,0 2 0 0 -1,68
17 (C) 1,5 1,0 12 0 0 +1,68

(®) ensaios realizados em ordem aleatéria
X,: tempo de reagéo (h); Xz: concentragdo de H>SO4 [% peso (AGL + etanol)]; Xa:

relagdo molar do substrato [etanol:acidos graxos livres (AGL) no DDOS]
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5.2.2.3.2- Esterificagcao Quimica do DDOS apés Saponificacdo e Acidulagio

A esterificagc@o quimica da matéria saponificavel do DDOS visa a esterificagao
dos acidos graxos totais (AGT) e ndo somente dos AGL presentes no DDOS, apés
saponificacao dos lipidios e acidulacédo dos sabdes formados.

O processo completo esta ilustrado no esquema a seguir:

DDOS

I

SAPONIFICACAO

'

ACIDULACAO

'

ESTERIFICACAO

Onde a saponificagédo tem como objetivo hidrolisar os mono-, di- e trigliceridios
e transformar todos os acidos graxos em sabdes, como exemplificado na reacéo
abaixo:
(TG + DG + MG + AGL) + NaOH z R-COO Na" + H,0 + glicerol

A etapa seguinte de acidulacao transformara os sabdes formados em AGL. O
acido mineral selecionado foi o sulfurico, por ser mais barato e menos volatil que o
cloridrico. A reacao pode ser expressa como:

R-COO Na” + % H,S0,4 <__l R-COOH + % Na>SO4

Finalmente, foi realizada a esterificacdo dos AGL totais, utilizando etanol em
meio acido, como segue:

H
R-COOH + R{OH —» R-COOR; + H,O
e
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O alcool utilizado foi o etanol anidro, devido ao meio de reagao ja conter agua
proveniente das etapas anteriores, e por nao se ter optado por um processo de
secagem anterior a esterificagdo. Observando a reagdo acima, o emprego de etanol
comercial (96%) teria como consequéncia a necessidade de aumento da sua
quantidade para compensar o deslocamento do equilibrio para a esquerda, em

funcao da agua presente no meio de reagéo.
5.2.2.3.2.1- Saponificagao do DDOS

Para a reacdo de saponificagdo do DDOS, foram estudos dois meios de

reacéo, aquoso e alcodlico.
A- Saponificacao do DDOS em Meio Aquoso

Em um beacker de 500mL, foram colocadas 100 g de DDOS, 200 mL de agua
e as quantidades selecionadas de NaOH sélido (g). A quantidade de soda foi
estipulada baseada na sua relagdo molar com o teor de AGT do DDOS. A
quantidade de agua foi a suficiente para se obter uma boa homogeneizacao do meio.
A reacéo foi realizada a pressao atmosférica, com agitagdo mecénica, devido a borra
formada ser muito espessa e a temperatura de reagdo foi de 80°C, devido a
instabilidade térmica dos tocoferdis, principalmente em meio alcalino.

Monitoramento da reagdo: O curso da reagdo foi monitorado pela
determinacao das classes de lipidios (mono-, di-, trigliceridios e AGL) do produto, em
funcdo do tempo. 1 mL da mistura foi dissolvido em tetrahidrofurano para se obter
uma concentragao aproximada em DDOS de 5%.

As determinacdes de tocoferéis foram realizadas em todos os ensaios, para
verificar se ocorreram perdas destes compostos durante a reacédo de saponificagao.
Foram testadas quatro relagdes molares NaOH:AGT: 1,2; 2; 3 e 4:1, sendo
que para esta Ultima, os dados nao foram apresentados devido a formacao de uma

borra extremamente espessa, sem possibilidade de homogeneizacao.
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B- Saponificacao do DDOS em Meio Alcodlico

Em um baléo de fundo redondo, com agitagdo magnética e temperatura de
80°C, foram colocadas 100 g de DDOS e as quantidades selecionadas de NaOH
(50% em agua) e etanol comercial (96%). A quantidade de soda foi estipulada
baseada na sua relagdo molar com o teor de AGT do DDOS. Foram testadas trés
relagdes: 1,2; 1,5 e 2:1. O volume de etanol foi fixado em 100 mL (para 100 g de

DDOS), baseado em experiéncias realizadas anteriormente (EASTMAN KODAK Co.,
1957, 1967).

Monitoramento da reagdo. O curso da reagao foi monitorado pela
determinagéo da classe de lipidios, em fungédo do tempo. Para esta determinagao, 1
mL da mistura foi dissolvido em hexano para se obter uma concentragdo aproximada
em DDOS de 5%.

As determinac@o de tocoferdis foram realizadas em todos os ensaios, para

verificar se ocorreram perdas destes compostos durante a reagao de saponificagéo.

A melhor condigado para a reagdo de saponificagdo, baseado no grau de
saponificagdo dos mono-, di- e trigliceridios, foi utilizada como primeiro passo para a
etapa seguinte, de acidificacao.

5.2.2.3.2.2- Acidificacao dos Saboes obtidos na Reagao de Saponificacao

Como o objetivo do trabalho foi a esterificagdo dos AGT presentes no DDOS,
apo6s a reacgao de saponificagdo, procedeu-se a acidificagao, ou seja, transformacgao
dos sabdes formados em AGL. A quantidade de acido sulfarico (23%) utilizada foi
baseada na relagao molar estequiométrica da reagao (%2 mol H>SO4 para 1 mol
sabao), com excesso molar de 50% sobre o total de sabdes formados, considerando-
se a saponificagéo completa do DDOS mais uma quantidade de acido suficiente para
neutralizar o excesso molar de soda presente no meio de reagdo. O peso molecular
médio do acido graxo é de 275,1 g/mol, obtido a partir da composicdo em acidos
graxos do DDOS e o do sabao formado € de 297,1 g/mol. A reacéo foi realizada no

mesmo baldo da saponificagdo: Em um baldo com agitacdo magnética, foram
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aquecidos sob refluxo por 40 minutos: 100g de DDOS, 100mL de etanol anidro,
19,6 de NaOH temperatura e (80°C). Em seguida, foram adicionados 85 mL de
solucdo aquosa de acido sulfurico a 23% (19,6 mL H>SO4 + 65,4 mL de agua) e

continuou-se o aquecimento com agitacao, sob refluxo, por mais 30 minutos.

Apés a acidificagao, a mistura foi colocada em um funil de separagao de 500
mL, onde foi descartada a fase inferior, mais pesada, composta principalmente por

agua, etanol, acido sulfurico e glicerol. A separagéao de fases foi imediata ao término
da acidificagao.

5.2.2.3.2.3- Otimizacdo da Reacdo de Esterificacdo Quimica do DDOS
Saponificado e Acidulado

Reagdo de Esterificagdo: A mistura oriunda da etapa de acidificacao foi
colocada em um baldo de fundo redondo de 500 mL, com agitagdo magnética e
adicionadas as quantidades selecionadas de etanol anidro e de catalisador acido
(acido sulfrico concentrado). A temperatura do banho de glicerol foi mantida a 80°C.
A quantidade de etanol e de acido sulfurico foram baseadas na relagédo molar com o
teor de AGT do DDOS e em relagdo ao peso do substrato (etanol + AGT),
respectivamente.

. O procedimento experimental adotado para o monitoramento do curso das
reagoes, as etapas da otimizacao do processo, a validagdo experimental do modelo
estatistico obtido e a determinagdo do grau de esterificacdo dos mono-, di- e
trigliceridios presentes no DDOS, foram idénticos aos realizados nas reagdes de
esterificagdao enzimatica do DDOS, descrito no tem 5.2.2.2.2.

Desenho Estatistico: Foi adotado um planejamento experimental semelhante
ao utilizado na otimizagao da reagao de esterificagdo enzimatica do DDOS (ltem
5.2.2.2.2), somente com alteragdo das variaveis independentes, que passam a ser:
relacdo molar etanol:AGT (X4); concentragdo de H2S0s4 (%) (X2) e tempo de reacao
(h) (X3) (Tabela 17). O planejamento fatorial completo esta apresentado na Tabela
18.
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Tabela 17- Niveis de variagdo codificados das trés variaveis independentes do

processo de esterificacao quimica dos acidos graxos totais do destilado de
desodorizagcao do 6leo de soja (DDOS)

Variavel Nivel de Variagao

Independente -1,68* -1 0 +1 +1,68*
Etanol:AGT (X1) 2 4 " 10 12
% H2S04 (X2) 0.4 0,6 1,0 - 14 1,6
Tempo (X3) 0,2 0,7 1,5 2,3 2,8

*ta=+(2"" =+1,68 (KHURI & CORNELL, 1987)
X4: relagdo molar do substrato [etanol:acidos graxos totais (AGT) no DDOS]; Xz:
concentrac¢édo de H.SO, [% peso (AGT + etanol)]; Xs: tempo de reagao (h)
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Tabela 18- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo (CCRD)
dos niveis de variagdo codificados das trés variaveis independentes do
processo de esterificagdo quimica dos acidos graxos totais do destilado
de desodorizagao do éleo de soja (DDOS)

Ensaio ® Variavel Nivel Codificado da Variavel
Xi X2 Xs X4 X2 Xs
1 4 0,6 0,7 -1 -1 -1
2 10 0.6 0,7 +1 -1 -1
3 4 1.4 0,7 -1 +1 -1
4 10 14 0.7 +1 +1 -1
5 4 0,6 2,3 -1 -1 +1
6 10 0.6 2,3 #1 -1 +1
7 4 1.4 2.3 -1 +1 +1
8 10 1,4 2.3 +1 +1 +1
9 7 1,0 1.5 0 0 0
10 7 1,0 15 0 0 0
11 7 1,0 1,5 0 0 0
12 2 1,0 1.5 -1,68 0 0
13 12 1,0 1,9 +1,68 0 0
14 7 0.4 1,5 0 -1,68 0
15 (C) # 1,6 1,5 0 +1,68 0
16 (C) 7 1,0 0,2 0 0 -1,68
17 (C) 7 1,0 2,8 0 0 +1,68

(*) ensaios realizados em ordem aleatdria
X,: relagao molar do substrato [etanol:acidos graxos totais (AGT) no DDOS]; Xa:
concentragdo de H.SO4 [% peso (AGT + etanol)]; Xs: tempo de reagao (h)




6- RESULTADOS E DISCUSSAOQ

6.1- Caracterizagdao do DDOS

As caracteristicas quimicas e de composicdo do DDOS e sua matéria
insaponificavel estao apresentadas nas Tabelas 19 e 20, respectivamente.

Tabela 19- Composicéo e caracteristicas principais do destilado de desodorizacao

do oleo de soja (DDOS)
Composigao DDOS (% p/p)
Umidade 0,24 £ 0,02
Acidos graxos livres (como oléico) 47,55+ 0,03
Trigliceridios 561+0,10
Digliceridios 6,43 +0,15
Monogliceridios 14,18 £ 0,09
indice de saponificagado (mg KOH/g amostra) 156,07 + 0,21
Matéria insaponificavel 26,23 + 0,30
Acidos graxos totais 67,32 + 0,08
Composigdo em acidos graxos:
<C14 2,04 +0,10
C14:0 D26E 012
C16:0 18,48 + 0,05
C18:0 3,71+0,03
C18:1 23,38 £ 0,09
Cc18:2 46,20 £ 0,10
Cc18:3 522+0,13
C20:0 0,30 + 0,05
C22:0 0,42 + 0,07
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Tabela 20- Composicao da matéria insaponificavel do destilado de desodorizacéo do

oleo de soja (DDOS)
Composicgao DDOS
Tocoferdis totais (%p/p) 8,55 £0,19
Composicédo em tocoferdis: (%)
o- 18,83 £ 0,05
B- 2,57 +0,07
y- 55,56 + 0,03
5- 23,04 £ 0,04
Esterdis principais totais (%p/p) 17,02 +£0,15
Composicdao em esterdis: (%)
campesterol 27,09 + 0,05
estigmasterol 22,62 + 0,08
B-sitosterol 50,29 + 0,02

A analise da matéria insaponificivel mostra a ocorréncia de 8,55% de
tocoferéis totais e 17,02% de esterdis, aqui considerados somente o B-sitosterol,
campesterol e o estigmasterol, que sdo os encontrados em maiores concentragdes.
O teor dos tocoferéis totais encontrado (Tabela 20) (ANEXO 3), estdo de acordo com
resultados encontrados na literatura (AUGUSTO, 1988, CONTRERAS & BARATA,
1984). Observa-se que o y-tocoferol representa mais de 55% do total, sendo o
DDOS, mais importante como antioxidante do que como fonte de vitamina E (CHOW
& DRAPER, 1974; BAUERNFIELD, 1980; YUKI, 1978; BOURGEOIS, 1992). Este
resultado discorda com o encontrado pelos mesmos autores, que obtiveram maior

concentracéo de &-, em relacio ao y- tocoferol.

Em relagdo aos esterdis, o B-sitosterol, com atividade hipocolesterolémica,
representa mais de 50% do total, sendo este o composto mais importante utilizado
(HEINEMANN et al., 1993; LING & JONES, 1995; ANON, 1999). Os teores dos
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esterdis totais e individuais obtidos s&o similares aos resultados encontrados por
AUGUSTO (1988) (ANEXO 4).

Nao foram encontrados dados relativos, aos teores de mono-, di- e
trigliceridios, em literatura para efeito de comparagéo. Mas, a partir dos resultados
encontrados (Tabela 19) (ANEXO 2), pode-se dizer que o processo de
desodorizagao, que gerou a amostra analisada, poderia ser otimizado, pois o teor de
trigliceridios encontrado (5,61%) estd muito alto, indicando perdas elevadas no
processo de refino do Oleo. Analisando-se os teores de mono- (14,18%) e de
digliceridios (6,43%), pode-se concluir o mesmo que anteriormente, pois estes
compostos foram originados da hidrélise dos trigliceridios, causada pela umidade
(vapor) aliada as altas temperaturas utilizadas no processo.

O valor de acidez encontrado (47,55%) e a composicdo em &acidos graxos
(ANEXO 1) estao de acordo com dados de literatura ( WINTERS, 1990).

As caracteristicas quimicas e de composigdo indicam que o DDOS utilizado
tem caracteristicas adequadas, como matéria-prima na producdo de extratos e
concentrados de esterodis efou tocoferais.

6.2- - Esterificacdo Enzimatica da Matéria Saponificavel do DDOS
6.2.1- Ensaios Preliminares
6.2.1.1- Reacao de Esterificagdao Enzimatica em Meio Orgéanico

A Tabela 21 mostra os resultados comparativos entre reagdes de esterificacdo
de DDOS por Lipozyme com e sem adicéo de éter de petréleo como solvente. Em
todos os casos, o equilibrio foi atingido em menos de 2 horas de reagdo. A partir dos
resultados, conclui-se que nao € necessaria a utilizagao de solvente, pois o pequeno
aumento da taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos (< 5%), ocasionado pelo
uso de solvente no meio de reac&o, nao justifica o aumento nos custos do processo.
Nao foram observadas perdas significativas de tocoferéis durante o curso das

reagbes (< 2,6%). Nao ha estudos disponiveis na literatura sobre a utilizacéo de
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solventes organicos em reagdes de esterificacdo enzimatica de destilados de
desodorizagao, para efeito de comparagao; porém, existem inimeros trabalhos que
mostram o aumento na eficiéncia das reagdes enzimaticas quando realizadas em
meio organico (ISON, ef al., 1988; BLOOMER et al., 1990; MITTELBACH, 1990;
RAMAMURTHI & McCURDY, 1994; ANON, 1995). Na continuidade deste
trabalho,nao sera utilizado solvente organico no meio de reacao.

Tabela 21- Efeito da adicdo de solvente organico na esterificacdo enzimatica do

DDOS (*)

Eter de Petréleo : DDOS (% v/p) Taxa de conversio (%)
Sem solvente 77.8+0.35

0,571 79,9+ 0,46

1,071 81,2+0,28
1511 82,0 + 0.32

(*) 100g DDOS + 47,1mL etanol (96%) + 10g Lipozyme + éter de petréleo, T = 60°C /
2h

6.2.2- Otimizacao da Reacdo de Esterificagao Enzimatica da Matéria
Saponificavel do DDOS

RAMAMURTHI et al. (1991) verificaram, no estudo da metandlise do destilado
de desodorizacdo de 6leo de canola, que a umidade inicial da lipase (SP-382) € uma
variavel que nao interfere significativamente na resposta (% de esterificacao dos
AGL). Resultado semelhante foi obtido por FACIOLI & GONCALVES (1996) no
estudo da interesterificagao enzimatica, com Lipozyme, do 6leo de piqui com acido
estearico. Neste trabalho, a enzima, como fornecida pelo fabricante, apresentou
umidade de 2,61%, portanto, considerada adequada para os propédsitos a que se
destinou.



Como o teor de agua do meio de reacdo é relativamente baixo, supde-se que
a reacao predominante deva ser a esterificacdo dos AGL com etanol e nao a
hidrélise dos mono-, di- e ftrigliceridios. Portanto, a quantidade de etanol a ser
utilizada nas reagdes de esterificagao foi relacionada diretamente com o teor dos

AGL, e nao, com a dos acidos graxos totais presentes no DDOS.

O delineamento experimental do planejamento fatorial completo da reacédo de
esterificacdo enzimatica da matéria saponificavel do DDOS, incluindo a resposta Y
(% conversdo dos AGL em ésteres etilicos), para cada ensaio realizado, é
apresentado na Tabela 22.

Na Tabela 22 também estdo relacionadas as perdas de tocoferodis totais
durante a reacao de esterificacdo enzimatica do DDOS nas diferentes condigdes.
Durante as reagdes de esterificacdo, essas perdas ocorrem principalmente devido a
oxidagao, que alteram a estrutura molecular, tornando inviavel a sua utilizagdo como
antioxidante. RAMAMURTHI & McCURDY (1993) verificaram que as perdas de
tocoferdis durante a esterificacao enzimatica de varios destilados de desodorizagao
com metanol foram inferiores a 7%. Nas condigdes testadas neste trabalho, estas
perdas foram sempre inferiores a 4%. Também pode ser verificado que as perdas
dos tocoferdis estao relacionadas com a temperatura do processo (X4), ou seja,
quanto maior a temperatura, maior foi a perda de tocoferois.

A analise estatistica dos ensaios foi realizada em trés etapas:

No primeiro passo, verificou-se a significancia estatistica e o efeito das
variaveis independentes estudadas, sobre a resposta Y (% conversao) e delineou-se
a regido (faixa) de trabalho para cada variavel. Nesta analise, verificou-se se, tanto
as variaveis selecionadas para estudo, como sua faixa de variagdo, foram
adequadas. Para tal, empregou-se um planejamento fatorial incompleto (2",
utilizando a faixa de varia¢ao para as variaveis independentes de —1 a +1, constante
da Tabela 13, sem utilizacdo dos pontos centrais (0, 0, 0) e dos pontos axiais (-1,68 e
+1,68), correspondendo aos ensaios de 1 a 8 da Tabela 22. Os efeitos estimados
das variaveis estao apresentados na Tabela 23.
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Tabela 22- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo (CCRD)
dos niveis codificados das trés variaveis do processo de esterificagao
enzimatica do destilado de desodorizagao do dleo de soja (DDOS)

- Nivel Codificado da Variavel c :::; v( z:‘;i 5 Tocol::::r'rom
X4 Xz Xs (%)
1 -1 -1 -1 65,6 + 0,41 0,70+ 0,15
2 +1 -1 -1 65,1 + 0,50 3,60 + 0,09
3 -1 +1 -1 65,0 + 0,47 1,95 +£0,10
4 +1 +1 -1 68,2 + 0,34 3,45+ 0,05
5 -1 -1 +1 83,3+0,60 1,15+ 0,23
6 +1 -1 +1 62,5+ 0,25 3,10+ 0.18
7 -1 +1 +1 85,9+ 0,04 1,12 % 0,16
8 +1 +1 +1 69,3 + 0,07 3,50 £ 0,31
9 0 0 0 93,4 +0,38 2,40 + 0,17
10 0 0 0 93,6 + 0,46 2,70 £ 0,04
11 0 0 0 93,1+ 0,56 2,85+ 0,11
12 -1,68 0 0 88,4+ 0,09 0,70+0,16
13 +1,68 0 0 69,0+ 0,14 3,98 £ 0,20
14 0 -1,68 0 82,3+0,45 2,08 +0,18
15 (C) 0 +1,68 0 91,6 £ 0,73 2,20 +0,09
16 (C) 0 0 1,68 41,7 +0,88 2,47 +0,13
17 (C) 0 0 #168 | 648+000 2,35+ 0,17

(%) ensaios realizados em ordem aleatéria.

() % conversao (média de trés determinagdes + desvio padrao) = (valor acido inicial
DDOS - valor acido da mistura de reagdo no tempo t) x 100 / valor acido inicial

DDOS

X1: temperatura, (°C); Xo: concentragao de enzima {% peso [acidos graxos livres

(AGL) + etanol]}; Xas: relagdo molar do substrato (etanol:AGL no DDOS)
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Tabela 23- Analise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversdo de acidos graxos a ésteres etilicos, no processo de

esterificacdo enzimatica do DDOS, usando um planejamento fatorial

incompleto (p < 0,05)
Variavel Efeito Erro padrao Nivel descritivo
(p)

Média 70,6 0,062 0,0005

(1) Temperatura (X1) -8,68 0,125 0,0092

(2) Enzima (X2) 2,98 0,125 0,0267

(3) Etanol/AGL (Xa) 9,28 0,125 0,0086
1by2 1,98 0,125 0,0402
1by3 -10,0 0,125 0,0079
2by3 ) 0.125 0.0460

X1 temperatura, (°C); Xz: concentragdo de enzima {% peso [acidos graxos livres
(AGL) + etanol]}; Xa: relagdo molar do substrato (etanol:AGL no DDOS)

Na Tabela 23, verifica-se que as variaveis escolhidas, temperatura de reagao,
concentragdo de enzima e relagdo molar dos substratos, sao estatisticamente
significativas (p < 0,05), ou seja, tém efeito significativo sobre a resposta Y em um
nivel de significancia de 95%. Podemos observar também que, aumentando-se a
temperatura de 38 para 62°C (em niveis codificados, de —1 para +1,) houve redugao
(efeito negativo) na taxa de converséo de 8,68%, podendo indicar uma inativagcao
térmica parcial da enzima. O aumento da concentrac&o de Lipozyme de 10,2 para
19.8% e da relagdo molar etanol:AGL de 1 para 3:1 (em niveis codificados, de —1
para +1), resultaram em um aumento (efeitos positivos) na taxa de conversao, de
2,98% e de 9,28%, respectivamente. Observamos que a variavel que exerce o menor
efeito, mas estatisticamente significativa, sobre a resposta Y & a concentracéo de
Lipozyme. Estes resultados sao vélidos para a faixa de variagao de cada variavel
independente estudada.
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O segundo passo foi verificar se um modelo de 1® ordem, em funcdo das
variaveis independentes, se ajustava as respostas experimentais obtidas. Para tal,
incluiram-se os trés pontos centrais no planejamento fatorial anterior, representados
pelos ensaios de 9 a 11 constantes da Tabela 22. A Tabela 24 mostra os resultados
da analise dos efeitos estimados das variaveis independentes sobre a taxa de
conversao dos AGL em ésteres etilicos para um modelo de 1* ordem. Foi obtido um
percentual de variagdo explicada em torno da média (R?) de 32,9%, indicando alta
variabilidade (R* < 70%) (BARROS et al., 1996), significando que 67,1% da variacao
total em torno da média foi devido aos residuos deixados pelo modelo, valor muito
alto. Consequientemente, o coeficiente de correlacéo entre as respostas observadas
e as previstas pelo modelo foi extremamente baixo (R = 0,57), indicando que
somente 57% das respostas experimentais se ajustam ao modelo de 1° ordem.
Podemos verificar também que, todas as variaveis nao foram estatisticamente
significativas (p>0,05). Portanto, um modelo de 1% ordem n&o se ajustou bem aos

resultados experimentais obtidos, ou seja, ndo temvesignificancia estatistica.

O terceiro passo foi verificar o ajuste de um modelo estatistico de 2* ordem
aos resultados experimentais. Para tal, foram incluidos os pontos axiais no
planejamento realizado para o modelo de 1% ordem, obtendo-se um planejamento
fatorial completo (Tabela 22). Para estudo dos efeitos lineares, quadraticos e de
interagéo das variaveis independentes [temperatura de reacgéo (X4), concentragdo de
enzima (Xz) e relacdo molar etanol:AGL (X3)] na resposta Y (% converséo de AGL a
ésteres etilicos) e otimizagéo dos resultados foi utilizada a metodologia de superficie
de resposta (RSM), obtida através do planejamento fatorial completo, usando um
CCRD com as trés variaveis independentes, o que incluiu 8 pontos fatoriais, 3 pontos
centrais (replicatas) e 6 pontos axiais (BARROS et al.,, 1996; KHURI & CORNELL,
1987).
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Tabela 24- Analise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversdo dos acidos graxos livres a ésteres etilicos, no

processo de esterificacdo enzimatica do DDOS, usando um
planejamento fatorial incompleto (*)

Variavel Efeito Erro Padrao Nivel descritivo
(p)

Média 76,8 5,067 0,0001

(1) Temperatura (X1) -8,68 11,88 0,5058

(2) Enzima (X2) 2,98 11,88 0,8146

(3) Etanol/AGL (Xa) 9,28 11,88 0,4787
1by2 1,98 11,88 0,8760
1by 3 -10,0 11,88 0,4464
2by3 | 162 11.88 0.8916

(*) modelo de 1% ordem, p < 0,05, R* = 32,9%

Xy: temperatura, (°C); Xo: concentragdo de enzima {% peso [acidos graxos livres
(AGL) + etanol]}; Xa: relagdo molar do substrato (etanol:AGL no DDOS)

Na Tabela 25, encontra-se a analise dos efeitos estimados significativos das
variaveis independentes (temperatura, concentracdo de enzima e razdao molar
etanol/AGL) sobre a resposta Y (rendimento em ésteres etilicos), para um modelo de
2% ordem.

Verifica-se que todas as variaveis, como termos lineares, quadraticos e de
interacao, foram estatisticamente significativas nas faixas estudadas, ou seja, ticeram
efeito significativo sobre a resposta Y. As variaveis que tiveram efeito linear positivo
sobre a taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos foram: concentracao de
Lipozyme e relacdo molar etanol/AGL. Somente a temperatura exerceu um efeito
linear negativo sobre a resposta Y, em um nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

Apesar de estatisticamente significativa (p < 0,05), a variavel que exerceu menor
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efeito sobre a resposta (4,03) foi a concentragdo de Lipozyme, na faixa de
concentracdo de 7 a 23%. Isso significa que, para um mesmo aumento ou redugao
desta variavel, comparativamente as outras, obtém-se uma menor variacao (efeito)

na taxa de conversao dos AGL em ésteres etilicos.

Tabela 25- Analise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversdo dos Aacidos graxos livres a ésteres etilicos, no
processo de esterificacdo enzimatica do DDOS, usando um

planejamento fatorial completo (*)

Erro Nivel Coeficiente

Variavel Efeito Padrao descritivo (p) | Regressao
Média 93,4 0,145 0,0 934
(1) Temperatura (L) -0,86 0,136 0,0002 -4.93
(2) Enzima (L) 4,03 0,150 0,0011 2,02
(3) Etanol/AGL (L) 11,1 0,136 0,0002 5,56
Temperatura (Q) -10,9 0,150 0,0002 -5,43
Enzima (Q) -5,03 0,138 0,0009 -2,52
Etanol/AGL (Q) -28,9 0,150 0,0 -14.4
1L com 2L 1,98 0,178 0,0080 0,98
1L com 3L -10,0 0,178 0,0003 -5,01
| 2L com 3L | 1.72 J 0.178 | 0.0104 ! 0.86

(*) modelo de 2° ordem, p < 0,05, R* = 99,0% e erro puro = 0,06

Com os resultados dos coeficientes de regressédo (Tabela 25), chegou-se a

equacao polinomial de segunda ordem codificada (modelo codificado), dada por:

Y = 93,4 — 493X, + 2,02X5 + 5,56X3 - 5,43X+% - 2,52X5° - 14,4X5° +

+ 0,98X4Xz - 5,01X1X5 + 0,86 X2X3 + 0,06 [2]




As analises estatisticas, ou validag&o tedrica do modelo matematico proposto,
foram realizadas através da analise de variancia (ANOVA) para a resposta Y (Tabela
26).

Tabela 26- Analise de variancia (ANOVA) da resposta taxa de conversé&o dos acidos
graxos livres a ésteres etilicos, no processo de esterificagdo enzimatica

do DDOS, usando um planejamento fatorial completo (*)

Fonte de Soma Graus de Média

Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica | 1esteF"
Regressao 3.441 9 382,3 81,58
Residual 32,80 7 4,686 0,718
Falta Ajuste 32,67 5 6,534

Erro Puro 0,127 2 0,064

TOTAL 3.474 16 2171

(*) modelo de 2% ordem, p < 0,05 e R* = 99%

Na Tabela 26, observa-se uma excelente reprodutibilidade dos resultados,
uma vez que o erro puro (experimental) foi muito baixo (0,127), representando
aproximadamente 0,004% do total da fonte de variacdo. A porcentagem de variagao
explicada em torno da média (R? = 99) foi alta, indicando uma baixa variabilidade (R?
> 70%) (BARROS et al., 1996) e fornecendo um coeficiente de correlagéo de 0,99
entre as respostas obtidas experimentaimente e 0s valores previstos pelo modelo de
22 ordem, indicando uma excelente correlagéo entre os resultados experimentais e
os previstos pelo modelo, dentro de um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). A
significancia do modelo foi estudada através do Teste “F”, a partir do qual, verificou-
se que a equacao de regress&o foi estatisticamente significativa e preditiva, pois o
“F” calculado (MQr / MQ, (81,58) foi 22 vezes maior que 0 valor de “F” tabelado (Fogs;
o 7 = 3,68), ou seja, os dados experimentais sd@o representados pelo modelo

matematico proposto. Os residuos (falta de ajuste + erro puro) (32,8) séo explicados



quase que exclusivamente pela falta de ajuste do modelo, ja que o erro puro é
extremamente baixo, e que representa aproximadamente 0,94% do total da fonte de
variagdo. Fato que pode ser constatado através do teste “F, pois o “F’ calculado
(MQ, 7 M) (U,718) @ menor que o " tabelado (Foss, 7. 5 = 4,88). No gratico 1, pode-
se verificar o quanto o modelo de 22 ordem & preditivo, pois tem-se representado os
valores das respostas obtidas experimentalmente e os valores correspondentes as
previstas pelo modelo determinado. Pela distribuicdo dos pontos, pode-se ratificar o
teste "F", ou seja, o modelo & realmente preditivo e podera ser utilizado para prever
taxas de conversao de AGL presentes no DDOS em ésteres etilicos, através da
reacdo de esterificagdo enzimatica,com outros valores para as variaveis
independentes, mas dentro das faixas aqui estudadas e também para matérias-
primas (DDOS) com diferentes teores em AGL.

A otimizagdo das condigdes de reacdo foi obtida através da analise das
superficies ajustadas do modelo (RSM). Os efeitos da temperatura de reacao,
concentragdo de Lipozyme e relagdo molar etanol:AGL sobre a taxa de conversio
dos AGL em ésteres etilicos podem ser visualizados nas Figuras 4-6. As superficies
ajustadas e seus respectivos graficos de contornos (superficie rebatida) foram
construidos fixando-se uma das variaveis no ponto central e variando-se as outras
duas, ratificando os resultados estatisticos apresentados na Tabela 25.



Grafico 1- Valores das taxas de conversdo previstas pelo modelo de 2* ordem

versus os valores obtidos experimentalmente, na reagéo de esterificacéo
enzimatica do DDOS
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Resposta Experimental

Temperatura. Considera-se que a Lipozyme utilizada neste estudo teve um
bom desempenho na faixa de temperatura entre 30 e 70°C, sendo influenciada por
outros fatores, tais como concentracado da enzima, viscosidade e umidade do meio
de reacéo, tipo e quantidades relativas do substrato (EIGTVED et al., 1986). Na
Tabela 25, pode-se observar o efeito linear significativo (p < 0,05) negativo que a
temperatura exerce sobre a taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos (-9,86),
mostrando que um aumento na temperatura de reagdo causou um decréscimo na
taxa de conversdo. Seu efeito de interacdo com a concentracéo de enzima pode ser
evidenciado na Figura 4. Mantendo-se fixa a relagdo molar etanol:AGL em 2:1,
encontra-se trés regides em que houve um decréscimo na taxa de conversdo: a) em
temperaturas baixas (30 — 34,5°C), o que, na pratica, pode ser explicado, devido ao
aumento excessivo da viscosidade do meio de reacdo dificultando o contato do
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substrato com a lipase, b) em temperaturas altas (56 — 70°C), provavelmente devido
ao processo de inativacao enzimatica causado por temperaturas elevadas e ¢) em
concentragoes de Lipozyme inferiores a 10,2%. Portanto, conclui-se que taxas de
conversao acima de 90,1% foram obtidas para concentragtes de Lipozyme de 10,2 a
23%, relagao molar etanol:AGL de 2:1, e temperatura de 34,5 a 56,0°C.

Na Figura 5, observa-se o efeito de interagéo da temperatura com o substrato.
Fixada a concentracao de Lipozyme em 15%, observa-se um decréscimo da taxa de
conversao dos AGL em ésteres etilicos em trés regides: a) em temperaturas altas, na
faixa de 58 a 70°C, devido a inativacdo enzimatica, b) em altas concentracdes de
etanol, de 3,1 a 3,7:1, devido a desidratagao parcial da enzima causado pelo efeito
hidrofilico do alcool em excesso no meio de reagao e ¢) com baixa relagdo molar
etanol:AGL, na faixa de 0,3 a 1,5:1, influenciando a reagao de duas formas distintas:
a) nao tendo substrato suficiente no meio de reacdo para completar a conversao
(0,3:1) e b) para redugéo da viscosidade do meio, facilitando o contato da lipase com
o substrato. Portanto, as melhores taxas de conversao (acima de 86,3%) foram
obtidas com temperatura na faixa de 30 a 58°C, concentragéo de Lipozyme de 15% e
relacao molar etanol:AGL de 1,5 a 3,1:1. Os efeitos significativos de interacao da
temperatura com a concentragéo de enzima (1 com 2) (1,98) e com os substratos (1
com 3) (-10,0) observados na Tabela 25, foram confirmados pelas superficies
ajustadas e seus respectivos mapas de contorno, onde também pode ser
evidenciado o maior efeito de interacao da temperatura com os substratos através da
maior amplitude de variacao encontrada para a taxa de conversao, de 2,04 a 86,3%
(Figura 5), em comparacdo com a faixa de variacdo observada em relagdo a
concentracdo de enzima, de 48,4 a 90,1% (Figura 4) (dados de % conversao
relacionados ao lado de cada Figura).
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Figura 4- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da temperatura e da

concentracdo de Lipozyme sobre a taxa de conversdo dos acidos graxos
livres do DDOS em ésteres etilicos
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Figura 5- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da temperatura e da

relagcdo molar etanol:acidos graxos livres (AGL) sobre a taxa de conversao
dos AGL do DDOS em ésteres etilicos
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Concentracdo de enzima. Para reagbes de esterificagcdo, um melhor
desempenho da Lipozyme € obtido em concentragbes na faixa de 5 a 10% em
relacdo ao peso dos substratos (EIGTVED, et al.,, 1986). Na Figura 6, observa-se
que, para uma temperatura de reacao fixada em 50°C, encontrou-se menores taxas
de conversdo em trés regides: a) com baixas concentracdes de Lipozyme, de 7,0 a
9,3%, b) para relagdes molares etanol:AGL nas faixas de 0,3 a 1,5 e 29 a 3,7:1,
mesmo efeito encontrado na interacéo da temperatura com a relacéo dos substratos
(Figura 4). Portanto, as melhores taxas de conversdo dos AGL a ésteres etilicos
(acima de 87%) foram obtidas com relagbes molares etanol:AGL entre 1,5 e 2,9:1,
temperatura de 50°C e concentragéo de Lipozyme de 9,3 a 23%. Na Tabela 25, pode
ser observado um menor efeito de interagdo da concentracéo de enzima com 0s
substratos (2 com 3) (1,73), comparado com a temperatura (1 com 2) (1,98),
comprovado através das superficies ajustadas e seus respectivos mapas de
contorno, onde uma menor faixa de variagdo da taxa de converséo em relagéo aos
substratos, de 21,2 a 87,0% (Figura 6), em comparagéo com a faixa de variagao
observada em relacdo & temperatura, de 48,4 a 90,1 (Figura 4), (dados de %

converséo relacionados ao lado de cada Figura).

Relacdo dos substratos. Um excesso molar de alcool em relagéo aos AGL do
DDOS foi necessario para se obterem taxas de converséo (esterificagéo) adequadas.
Em estudos preliminares verificou-se que um aumento na raz&o molar etanol:AGL de
1 para 3:1, resultou em um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) de
9,28% (Tabela 23) na taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos. Na Figura 6,
comprovou-se a inativagdo parcial enzimatica causada pelo efeito hidrofilico do
solvente (etanol), por desidratacdo parcial da enzima, para concentragbes de
etanol:AGL acima de 2,9:1. O mesmo efeito foi relatado por RAMAMURTHI et al.
(1991), quando estudou a metilagdo enzimatica de um destilado de canola. As
interagées com a concentragédo de Lipozyme e com a temperatura ja foram relatadas
anteriormente. A faixa da relacdo molar etanol:AGL onde encontra-se as melhores
taxas de conversdo dos AGL do DDOS em ésteres etilicos foi de 1,5 a 2,9:1. Na

Tabela 25, pode-se observar um maior efeito de interag@o (negativo) entre os
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substratos e a temperatura (1 com 3) (-10,0), quando comparado com a sua
interagdo com a lipase (2 com 3) (1,72). Fato comprovado através das superficies
ajustadas e seus respectivos mapas de contorno, onde encontramos uma faixa mais
ampla de variag&o da taxa de conversé&o em relagéo a temperatura, de 2,04 a 86,3%
(Figura 5), comparado a faixa de variagdo observada em relagéo a enzima, de 21,2 a

87,0% (Figura 6), (dados de % converséo relacionados ao lado de cada Figura).

Pode-se afirmar que os efeitos combinados da temperatura e da relagdo molar
etanol/AGL sao vitais para estabelecer tanto a cinética, como para determinar o
equilibrio da reagéo de esterificagcdo enzimatica de conversdo dos AGL em ésteres
etilicos (Tabela 23).

A determinac@o da regido otima da reacdo de esterificagdo enzimatica do
DDOS com etanol (96%) € feita através da intersecgéo dos trés mapas de contorno,
donde se conclui que a regido 6tima da reacéo de esterificagdo estudada, em valores
codificados, é: temperatura de 44 a 56°C; concentracdo de Lipozyme de 12,6 a
17,4% e etanol:AGL de 1,5 a 2,5:1, obtendo-se taxas de conversdao de 85,7% e
88,4%, respectivamente, através da equacdo [2]. As perdas de esterdis nas
condicdes otimizadas foram inferiores a 5,4%. RAMAMURTHI & McCURDY (1993)
esterificaram os AGL de destilados de desodorizagdo dos 6leos de soja e canola com
metanol, obtendo taxas de converséo de 89,4% e 96,5% respectivamente.
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Figura 6- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da concentracdo de

Lipozyme e da relagdo molar etanol:acidos graxos livres (AGL) sobre a
taxa de conversao dos AGL do DDOS em ésteres etilicos
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6.2.3- Validagao Experimental do Modelo Estatistico da Reagéo de Esterificagao
Enzimética do DDOS

A validagdo pratica do modelo experimental obtido foi realizada utilizando-se
as condi¢cdes étimas extremas da faixa encontrada (-0,5 e +0,5). Com os valores de:
temperatura = 44°C; Lipozyme = 12,6% e etanol:AGL = 1,5:1, obteve-se uma taxa de
conversdo dos AGL em ésteres etilicos de 88,2%; ja para o outro extremo, com 0s
valores de : temperatura=56°C; Lipozyme=17,4% e etanol/AGL=2,5/1, obteve-se uma
taxa de conversao de 90,1%. Comparando-se os resultados das taxas de conversao
obtidas através do modelo matematico codificado (85,8 e 88,4%), com os valores
obtidos experimentalmente (88,2 e 90,1%), ratifica-se a conclusdo tedrica,

mencionada anteriormente, de que o modelo proposto realmente é preditivo.

6.2.4- Determinacdo do grau de Esterificagao dos Mono-, Di- e Trigliceridios
presentes no DDOS

Apbs a determinagdo das faixas o6timas do processo de esterificagdo
enzimatica do DDOS, foi verificado o aporte de ésteres etilicos resultantes dos mono-
di- e ftrigliceridios. Foram observadas pequenas mudancas nos teores destes
componentes durante o processo, como mostrado na Tabela 27. Apesar dos
trigliceridios terem sofrido uma redugéo de aproximadamente 41%, ndo representam

um aporte significativo de acidos graxos para formacao de ésteres.
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Tabela 27- Variagdo dos mono-, di- e trigliceridios do DDOS, apds a reagdo de

esterificagdo enzimatica no ponto 6timo econémico do processo(*)

Componentes DDQOS (% p/p) Apos esterificagao
(% p/p)
Monogliceridios 14,18 £ 0,09 14,01 £0,13
Digliceridios 6,43+0,15 6,04 £+ 0,16
Trigliceridios 561 +0,10 3,26+0,18

*) temperatura de 44°C, relagdo molar etanol:AGL de 1,5:1, concentracdo de
Lipozyme de 12,6% e tempo de reagéo de 2h

6.3- Esterificacdao Quimica da Matéria Saponificavel do DDOS
6.3.1- Esterificagdo Quimica Direta do DDOS
6.3.1.1- Otimizagao da Reacgdo de Esterificagao Quimica Direta do DDOS

O delineamento experimental do planejamento fatorial completo da reacdo de
esterificacdo quimica direta da matéria saponificavel do DDOS, incluindo a resposta
Y (% conversdo dos AGL a ésteres etilicos) para cada ensaio realizado, estdo
apresentados na Tabela 28.

Também neste processo, supde-se que a reacdo predominante deva ser a
esterificacdo dos AGL com etanol, pois a temperatura utilizada foi de 80°C e a
pressdo ambiente. Para ocorrer a clivagem dos mono-, di- e trigliceridios, seriam
necessarias condicdes mais drasticas de reagdo. Portanto, a quantidade de etanol
utilizada nas reacgdes foi relacionada com o teor dos AGL e ndo com a dos acidos
graxos totais presentes no DDOS.
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Tabela 28- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo do

processo de esterificagdo quimica direta DDOS

_— Nivel codificado da variavel Conversdo (Y) | Perda Tocoferol
X, X, X, (%) ® total (%)
1 -1 -1 -1 63,6 + 0,87 0,53 £ 0,04
2 +1 -1 -1 65,1 +0,46 2,74 +£0,09
3 -1 +1 -1 69,9 +0,10 1,04 £0,10
4 +1 +1 -1 64,7 + 0,47 2,38 +£017
5 -1 -1 +1 78,8 £ 0,08 0,95 £ 0,24
6 +1 -1 +1 83,4 +0,27 2,53+ 0,19
7 -1 +1 +1 87,8 +0,35 1,05 +0,20
8 +1 +1 +1 91,91+ 0,51 3,02+0,18
9 0 0 0 93,9+ 0,09 2,05 +0,08
10 0 0 0 925+0,72 1,91 20,441
1 0 0 0 94,2 +0,15 1,87 £0,23
12 -1,68 0 0 81,4+0,57 0,73+0,15
13 +1,68 0 0 93,3+0,39 3,45+0,18
14 0 -1,68 0 75,0 + 0,06 2,03+0,14
15 (C) 0 +1,68 0 92,8 + 0,61 1,68 +0,20
16 (C) 0 0 -1,68 45,6 +£0,48 1,82+0,13
17 (C) 0 0 +1,68 94,1 £0,42 1,77 £0,12

(*) ensaios realizados em ordem aleatéria

(°) % conversdo (média de trés determinagdes + desvio padrdo) = (valor acido inicial
DDOS - valor &cido da mistura de reag&o no tempo t) x 100 / valor acido inicial
DDOS.

Xi: tempo de reac@o (h); Xz concentragdo de H>SO4 [% peso (AGL + etanol)]; Xa:
relac@o molar do substrato [etanol:acidos graxos livres (AGL) no DDOS]

111



Na Tabela 28 também estdo relacionadas as perdas de tocoferdis totais
durante a reacdo de esterificacdo quimica direta do DDOS nas diferentes condigées.
Nas condicOes testadas neste trabalho, estas perdas foram sempre inferiores a
3,5%. Podemos também verificar que as perdas ocorreram em fung¢éo do tempo de
reacéo, ou seja, quanto maior foi o tempo de exposicdo dos tocoferdis a 80°C

(temperatura do processo), maiores foram as perdas obtidas.

A analise estatistica dos ensaios foi realizada em trés etapas:

No primeiro passo, verificou-se a significancia estatistica e o efeito das
variaveis independentes a serem estudadas, sobre a resposta Y (% converséo) e foi
encontrada a regido (faixa) de trabalho adequada para cada variavel. Para tal,
empregou-se um planejamento fatorial incompleto (2"), utilizando a faixa de variacéo
para as variaveis independentes de —1 a +1, constante da Tabela 15, sem utilizacéo
dos pontos centrais e dos pontos axiais (-1,68 e +1,68), correspondendo aos ensaios
de 1 a 8 da Tabela 28. Os efeitos estimados das variaveis estdo apresentados na
Tabela 29.

Na Tabela 29, verifica-se que as variaveis independentes selecionadas: tempo
de reacdo, concentracdo de H,SOs e relagdo molar etanol:AGL, foram
estatisticamente significativas para p < 0,05, ou seja, tiveram efeito significativo sobre
a resposta Y (taxa de conversdo dos AGL presentes no DDOS em ésteres etilicos), a
um nivel de significancia de 95%. Quando os niveis (codificados) das variaveis
independentes foram alterados de —1 para +1, observou-se que, em todos os casos,
houve um aumento na taxa de conversao (efeitos positivos), ou seja, aumentando-se
o tempo de reag&o de 0,7 para 2,3 horas, a concentragao de H,SO4 de 0,6 para 1,4%
e a relagdo molar etanol:AGL de 4 para 10:1, resultaram em aumentos na taxa de
converséo de 1,25%, 5,85% e de 19,6%, respectivamente. Apesar do tempo de
reacéo ter sido a variavel que teve o menor efeito sobre a resposta, este efeito é
estatisticamente significativo. A relagdo molar etanol:AGL foi a variavel que exerceu
maior efeito sobre a conversao dos AGL em ésteres etilicos. Estes resultados sdo

validos para a faixa de variagdo de cada varidvel independente estudada.
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Tabela 29- Anélise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversdo de &cidos graxos a ésteres etilicos, no processo de
esterificacdo quimica direta DDOS, usando um planejamento fatorial

incompleto (p < 0,05)

Variavel Efeito Erro Padrao Nivel descritivo
(p)

Média 75,6 0,78 0,0065

(1) Tempo (X1) 125 1,58 0,0468

(2) % H2S04 (X2) 5,85 1,55 0,0164

(3) Etanol/AGL (X3) 19,6 1,95 0,0045
1by?2 -1,80 1,55 0,0045
1by 3 3,10 1,55 0,0295
2by3 2,90 1,55 0,0312

Xs: tempo de reag@o (h); X2: concentracdo de H>SO4 [% peso (AGL + etanol)]; Xa:
relagao molar do substrato [etanol:acidos graxos livres (AGL) no DDOS]

O segundo passo foi verificar se um modelo de 1% ordem, em funcdo das
variaveis independentes, se ajustava as respostas experimentais obtidas. Para tal,
incluiram-se os trés pontos centrais no planejamento fatorial anterior, representados
pelos ensaios de 9 a 11 constantes da Tabela 28. Foi obtido um percentual de
variagdo explicada em torno da média (R?) de 55,7%, indicando alta variabilidade (R
< 70%) (BARROS et al., 1996), significando que 44,3% da variacdo total em torno da
média foi devido aos residuos deixados pelo modelo, valor muito alto.
Consequentemente, o coeficiente de correlagéo entre as respostas observadas e as
previstas pelo modelo foi extremamente baixo (R = 0,75), indicando que somente
75% das respostas expérimentais se ajustaram ao modelo de 1% ordem (Tabela 30).
Portanto, um modelo de 1% ordem ndo se ajustou bem aos resultados experimentais
obtidos, ou seja, nao tem significancia estatistica.
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Tabela 30- Analise de variancia (ANOVA) da taxa de conversdo dos acidos graxos
livres em ésteres etilicos, no processo de esterificagéo quimica direta do
DDOS, usando um planejamento fatorial incompleto (*)

Variavel Efeito Erro Padrao Nivel descritivo
(P)
Média 80,5 0,27 0,0
(1) Tempo (X1) 1.25 0,64 0,0190
(2) % H2S04 (X2) 5,85 0,64 0,0118
(3) Etanol/AGL (Xa) 19,6 0,64 0,0010
1 by 2 1,8 0,64 0,0107
1by3 3,10 0,64 0,0402
2by3 2,90 0,64 0,0456

(*) modelo de 12 ordem, p < 0,05 e R*=557%
X4: tempo de reacdo (h); Xz: concentragéo de H>SO4 [% peso (AGL + etanol)]; Xa:
relagdo molar do substrato [etanol:acidos graxos livres (AGL) no DDOS]

O terceiro passo foi verificar o ajuste dos resultados experimentais em um
modelo estatistico de 2* ordem. Para tal, foram incluidos os pontos axiais no
planejamento realizado para o modelo de 1* ordem, obtendo-se um planejamento
fatorial completo (Tabela 28). Para estudo dos efeitos lineares, quadraticos e de
interacdo das variaveis independentes [tempo de reagdo (X;), concentrac@o de
H.S04 (X2) e relagdo molar etanol:AGL (Xs)] na resposta Y (% convers&o dos AGL
em ésteres etilicos) e otimizacdo dos resultados, foi utilizada a metodologia de
superficie de resposta (RSM), obtida através do planejamento fatorial completo,
usando um CCRD com as trés variaveis independentes, o que inclui 8 pontos
fatoriais, 3 pontos centrais (replicatas) e 6 pontos axiais (BARROS et al., 1996;
KHURI & CORNELL, 1987).

Na Tabela 31, encontra-se a analise dos efeitos estimados significativos das
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variaveis independentes (tempo de reagéo, concentracio de H,SO, e relacdo molar
etanol:AGL) sobre a resposta Y (taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos),
para um modelo de 22 ordem.

Tabela 31- Anélise dos efeitos estimados significativos das trés variaveis
independentes sobre a taxa de conversao dos acidos graxos livres em

esteres etilicos, no processo de esterificagéo quimica direta do DDOS,
usando um planejamento fatorial completo (*)

Nivel descritivo Coeficiente

Variavel Efeito ®) Regressio
Média 93,8 0,0 93,8
(1) Tempo (L) 3,66 0,0174 1,83
(2) H2SO04 (L) 7,81 0,0039 3,90
(3) Etanol/AGL (L) 23,4 0,0004 11,7
Tempo (Q) -6,11 0,0077 -3,06
H2S04 (Q) -8,55 0,0040 4,28
Etanol/AGL (Q) -18,4 0,0008 -9,24
1L com 3L 3,10 0,0402 1,55
2L com 3L 2,90 0,0456 1,45

(*) modelo de 2% ordem, p < 0,05, R? = 94,6% e erro puro = 0,82

Apos a selegdo do modelo (2° ordem), foi excluido da analise o Gnico termo
nao significativo (p > 0,05), o efeito de interagdo do tempo de reacdo com a
concentracao de H,SO4. Como conseqiiéncia, a variagdo explicada em torno da
meédia sofreu uma pequena reducido, de 94,8 para 94,6%, restando somente os
termos estatisticamente significativos (p < 0,05). Verifica-se que todos os termos
lineares tiveram efeito significativo positivo sobre a taxa de conversao dos AGL em
ésteres etilicos: tempo de reacédo (3,66), concentracdo de H,SO, (7,81) e relacdo

molar etanol:AGL (23,4). Apesar de significativa, a variavel que exerceu menor efeito
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sobre a resposta continuou sendo o tempo de reagao, na faixa testada (0,2 — 2,8), ou

seja, o seu aumento ou reducao foi o que exerce uma menor variagao (efeito) na

taxa de conversdao dos AGL em ésteres etilicos, comparativamente as outras

variaveis independentes.

Com os resultados dos coeficientes de regressao (Tabela 31), chegou-se a
equacao polinomial de segunda ordem codificada (modelo codificado), dada pela

equacao 3:

Y = 93,8 + 1,83X4 + 3,90X, + 11,7X5 — 3,06 X4%- 4,28X5% — 9.24X4% +

+ 1,55X X3 + 1 ,45X2X3 + 0,82

[3]

A validacao tedrica do modelo encontrado foi realizada através da analise de

variancia (ANOVA) para a resposta Y (Tabela 32).

Tabela 32- Analise de variancia (ANOVA) da taxa de conversao dos acidos graxos

livres em ésteres etilicos, no processo de esterificacdo quimica direta do

DDOS, usando um planejamento fatorial completo (*)

Fonte de Soma Graus de Média
o Quadratica Liberdade Quadratica Teste “F”

Variacao

Regressao 3.162 9 351.3 13,8
Residual 178,5 7 25,50

Falta Ajuste 176,9 5 35,38

Erro Puro 1,647 5, 0,824

TOTAL 3.340 16 208.,8

(*) modelo de 2% ordem, p < 0,05 e R = 94,6%
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Na Tabela 32, observa-se uma excelente reprodutibilidade dos resultados,
uma vez que o erro puro (experimental) foi muito baixo (1,647), representando
aproximadamente 0,05% do total da fonte de variagdo. A porcentagem de variagao
explicada em torno da média (R* = 94,6%) foi alta, indicando uma baixa variabilidade
(R? > 70%) (BARROS et al., 1996) e fornecendo um coeficiente de correlagao de
0,97 entre as respostas obtidas experimentalmente e os valores previstos pelo
modelo de 2° ordem, indicando uma excelente correlagdo entre os dos resultados
experimentais e os previstos pelo modelo, dentro de um intervalo de confianca de
95% (p < 0,05). A significancia do modelo foi estudada através do Teste “F”, a partir
do qual, verificou-se que a equacgao de regressao é estatisticamente significativa e
preditiva, pois o “F” calculado (MQr / MQ: (13,8) é 3,8 vezes maior que o valor de “F”
tabelado (Fogs; 9,7 = 3,68), ou seja, os dados experimentais sao representados pelo
modelo matematico proposto. Os residuos (falta de ajuste + erro puro) (178,5) sao
explicados quase que exclusivamente pela falta de ajuste do modelo, ja que o erro
puro foi extremamente baixo, e que representou aproximadamente 5,3% do total da
fonte de variagdo. Fato que pode ser constatado através do teste “F’, pois o0 “F
calculado (MQ;/ MQs) (0,72) € menor que o “F” tabelado (Foes. 7- 5 = 4,88). No gréafico
2 pode-se verificar o quanto o modelo de 2° ordem foi preditivo, pois tem-se
representado os valores das respostas obtidas experimentalmente e os valores
correspondentes as previstas pelo modelo determinado. Pela distribuicao dos pontos,
pode-se ratificar o teste “F’, assegurar que o modelo foi realmente preditivo, ou seja,
que pode ser utilizado para prever taxas de conversao dos AGL presentes no DDOS
em ésteres etilicos, através da reacao de esterificacdao quimica direta, com outros
valores para as variaveis independentes, mas dentro das faixas aqui estudadas e
também para matérias-primas (DDOS) com diferentes teores em AGL.
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Grafico 2- Valores das taxas de conversdo previstas pelo modelo de 2° ordem

versus os valores obtidos experimentalmente, na reacéo de esterificacdo
quimica direta do DDOS
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A otimizacdo das condi¢cdes de reacao foi obtida através de analise das
superficies ajustadas do modelo (RSM). Os efeitos do tempo de reacéo,
concentracao de H,SO4 e relagdo molar etanol:AGL sobre a taxa de conversao dos
AGL em ésteres etilicos podem ser visualizados nas Figuras 7-9. As superficies
ajustadas e seus respectivos graficos de contornos (superficie rebatida) foram
construidos, fixando-se uma das variaveis no ponto central e variando-se as outras

duas, ratificando os resultados estatisticos apresentados na Tabela 31.
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Relagdo dos substratos. Um excesso molar de etanol em relagdo aos AGL
presentes no DDOS foi necessario para se obterem taxas de conversao
(esterificacdo) superiores a 94%, sendo o mesmo observadoc em reacGes de
esterificacdo de acidos graxos com alco6is monohidricos de baixo peso molecular,
-em que, para se obterem rendimentos em-ésteres superiores a 95%, foi necessaria a
utilizacdo de um excesso de alcool de 15 a 35 vezes mol/mol do acido graxo
(FORMO, 1954). Na Tabela 31, pode-se observar o efeito linear significativo (p <
0,05) positivo, que a relagdo molar etanol:AGL exerce sobre a taxa de conversao dos
AGL em ésteres etilicos (23,4), significando que um aumento da relagdo dos
substratos implicou em um acréscimo na taxa de conversao, sendo também a
variavel que maior efeito exerceu sobre a resposta, dentro da faixa estudada. Seu
efeito de interacdao com a concentragéao de H,SO4 pode ser evidenciado na Figura 7.
Mantendo-se fixo o tempo de reacgdo em 1,5 horas, encontra-se regidées onde houve
um decréscimo na taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos: a) em relacdes
molares dos substratos abaixo de 6,4:1, provavelmente devido ao tempo de reacao
ser insuficiente para se obterem maiores taxas de conversao, por ser a velocidade de
reacdo reduzida nestes niveis de substrato, b) em relagbes molares etanol AGL
acima de 11,2:1, possivelmente pelo fato do catalisador ficar muito diluido no meio
da reacao e ¢) em concentragoes de H,SO, abaixo de 0,7%, por serem insuficientes.
Portanto, conclui-se que taxas de conversdo acima de 91,1% sao obtidas para
relagdes molares etanol:AGL de 6,4 a 11,2:1 e concentragdes de H>SO, de 0,7 a
1,6% e tempo de reacao de 1,5 horas.

Na Figura 8, pode-se verificar o efeito de interac&o dos substratos com o
tempo de reacdo. Fixada a concentragdo do catalisador em 1%, observa-se um
decréscimo na taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos em trés regides: a)
em relacdées molares etanol:AGL acima de 11,2:1, devido & diluigao do catalisador, b)
em relacdes molares abaixo de 6,4:1, por ser reduzida a velocidade de reacao
devido ao baixo teor de alcool e c) com tempo de reagao abaixo de 0,6 horas (36
minutos). Portanto, as melhores taxas de conversao (acima de 90,8%) foram obtidas
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com relagdo molar etanol:AGL de 6,4 a 11,2:1, concentragao de H>SO, de 1% e
tempo de reacao de 0,6 a 2,8 horas.

Os efeitos significativos de interagcao da relagao molar dos substratos com o
tempo de reacao (1 com 3) (3,1) e com a concentragao de H>SO4 (2 com 3) (2,9)
observados na Tabela 31, foram confirmados pelas superficies ajustadas e seus
respectivos mapas de contorno, onde também pode ser evidenciado que estes dois
efeitos de interacdo sao praticamente iguais através das amplitudes das taxas de
conversdo. Para interagdo dos substratos com a concentracdo de H.SO,, a faixa de
variagao observada foi de 21,9 a 91,1% (Figura 7), em comparag¢ao com a faixa de
variacdo observada em relacdo ao tempo de reagao, de 25,8 a 90,8% (Figura 8)
(dados de % convers&o relacionados ao lado de cada Figura).

Concentragdo do catalisador. A velocidade da reacdo de esterificacdo de
acidos carboxilicos é proporcional a concentragao de ions H*, adicionados em baixas
concentragoes, geralmente de 1 a 3% sobre o peso do substrato, para se obter
rendimentos em ésteres superiores a 95% (MORRISON & BOYD, 1992; FORMO,
1954). Outros autores citam que, nas reacées de esterificacdo quimica direta dos
acidos graxos de DDOS com alcodis monohidricos, devem ser usadas
concentracdes de acido mineral que variem de 5 a 14 partes, em peso, do DDOS, ou
pH do meio de reacao variando de 0,3 a 1,5 (EASTMAN KODAK Co, 1964).

Na Figura 9, observa-se que, para uma relacao molar etanol:AGL fixada em
7:1, foram encontradas menores taxas de conversdo dos AGL do DDOS em ésteres
etilicos em quatro regides: a) com baixas concentragcées de H,SO,4, de 0,4 a 0,8%,
mesmo efeito encontrado na interagao desta variavel com a relagdo dos substratos
(Figura 7), b) para altas concentragées do catalisador, acima de 1,5%, c) tempos de
reacdo inferiores a 0,9 horas e d) e superiores a 2,6 horas. Portanto, taxas de
conversao dos AGL em ésteres etilicos superiores a 91,1% foram obtidas com
relacdo molar etanol:AGL de 7:1, tempo de reagdo entre 0,9 e 2,6 horas e
concentracao de H,SO, entre 0,8 e 1,5. Na Tabela 31, observa-se o seu efeito linear
significativo (p < 0,05) positivo (7,81) sobre a resposta Y, indicando que o seu

aumento implica em acréscimo na taxa de conversdo. Também pode ser verificado,
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que-o efeito de-interagdo da concentracdo do catalisador com o tempo de reagao. (1
com 2) foi retirado da analise, por nao ser estatisticamente significativo (p > 0,05),
fato que pode ser constatado na Figura 9, pois, para taxas de conversdo acima de
83,4% podemos usar quaisquer valores (dentro das faixas estudadas) tanto para o
catalisador, como para o tempo de reagdo. Comparando-se as superficies ajustadas
e seus respectivos mapas de contornos, encontra-se uma maior faixa de variagéo da
taxa de conversdo para a interagdao do catalisador com a relagdo molar dos
substratos (21,9 a 91,1) (Figura 7), comparado a interagdo com o tempo de reacao
(56,8 a 91,1%) (Figura 9), ambas variando de 21,9 a 91,1% (dados de % conversao
relacionados ao lado de cada Figura).

Fempo de reagdo. Pode-se obter uma completa esterificacdo dos AGL de
DDOS com alcoois monohidricos, em meio acido, com aquecimento, deve-se refluxar
a mistura por cerca de 1-2 horas (EASTMAN KODAK Co., 1964). Em estudos
preliminares verificou-se que um aumento no tempo de reac¢ao de 0,7 para 2,3 horas,
resultou em um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) de 1,25% (Tabela
29) na taxa de conversao dos AGL em ésteres etilicos. Verificamos também que esta
€ a variavel que menor efeito exerce sobre a resposta Y, quando comparada a
concentracao do catalisador e relacao molar dos substratos. Como ja foi citado, o
seu efeito de interacdo com a concentragcdo de H,SO,4 ndo é significativo (p > 0,05) e,
portanto, foi retirado da analise estatistica (Tabela 31). Nas Figuras 8 e 9 estédo
representados graficamente os efeitos de interagdo do tempo de reagdo com a

relagao molar etanol:AGL e com a concentragdo de H2SO4, respectivamente.

Pode-se dizer que os efeitos combinados da concentracao do catalisador
(H2S04) e da relagao molar etanol/AGL sao vitais para estabelecer tanto a cinética,
como determinar o equilibrio da reagéo de conversao dos AGL em ésteres etilicos
(Tabela 31).
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% CONVERSAO

(of) DESIR NGO

B 21,938
I 29,622
I 37,306
[0 44,990
[ 52674
[ 60,358

Bl 75,726
I 83,410
B 91,094
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Etanol/AGL

0.4 06 1,0

1.4 1,6
H2504 (%)

Figura 7- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da relagdo molar

etanol:acidos graxos livres (AGL) e da concentracdo de H,SO4 sobre a
taxa de conversao dos AGL do DDOS
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Figura 8- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da relagdo molar

etanol:acidos graxos livres (AGL) e do tempo de reacdo sobre a taxa de
conversdo dos AGL do DDOS
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Figura 9- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da concentracdo de

H.SO4 e do tempo de reacdo sobre a taxa de conversdo dos acidos
graxos livres do DDOS

129



A determinagao da regido 6tima da reagao de esterificagdo quimica direta do
DDOS com etanol anidro foi feita através da intersecgao dos trés mapas de contorno,
donde conclui-se que a regido 6tima da reagao de esterificagdo estudada foi: relagao
molar etanol:AGL de 6,4 a 11,2:1; concentracado de H,SO4 de 0,9 a 1,5% e tempo de
reagao de 1,3 a 2,6 horas, obtendo-se taxas de conversao de 90,6% e 92,4%,
respectivamente, através da equagdo [3]. As perdas de esteréis, nas condicoes
otimizadas foram inferiores a 5,7%. Nao foram encontrados em literatura, dados
referentes a rendimentos em ésteres obtidos a partir da reagdo de esterificacéo
quimica direta de DDOS. Em um unico estudo, para obtencao de concentrados de
tocoferdis e esterdis, BROWN & SMITH (EASTMAN KODAK, 1964) esterificaram
destilados de desodorizagdo com alcodis de 1 a 4 atomos de carbono, em pH de 0,3
a 1,5, ou 1:20 HCI:DDOS (em peso) e cerca de 30 a 60 partes de alcool por 100
partes de destilado, em peso e tempo de reagao de 1-2 horas, mas sem mencionar a

taxa de esterificagao.
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6.3.1.2- Validacdo Experimental do Modelo Estatistico da Reacgao de
Esterificagdao Quimica Direta do DDOS

A validagéo pratica do modelo experimental obtido (Equagdo 3) foi
realizada utilizando-se as condigbes 6timas extremas da faixa encontrada. Com os
valores de: relagdo molar etanol/AGL = 6,4/1; concentragio H,SO4 = 0,9% e tempo
reacdo = 1,3 horas, obteve-se uma taxa de conversdo dos AGL em ésteres etilicos
de 92,7%; ja para o outro extremo, com os valores de : relacdo molar etanol/AGL =
11,2/1; concentragdo H,SO4 = 1,5% e tempo de reacao = 2,6 horas, obteve-se uma
taxa de conversdo de 94,1%. Comparando-se os resultados das taxas de conversao
obtidas através do modelo matematico codificado (90,6 e 92,4%), com os valores
obtidos experimentalmente (92,7 e 94,1%), ratifica-se a conclusdo tedrica,
mencionada anteriormente, de que o modelo encontrado realmente é preditivo.

6.3.1.3- Determinacao do grau de Esterificagdo dos Mono-, Di- e Trigliceridios
presentes no DDOS

Apos a determinagdo das faixas 6timas do processo de esterificagcdo quimica
direta dos AGL do DDOS, foi verificado o aporte de ésteres etilicos resultantes dos
mono-, di- e trigliceridios. Foram observadas pequenas mudancas nos teores destes
componentes durante o processo, como mostrado na Tabela 33. Apesar dos
trigliceridios terem sofrido uma reducgéo de aproximadamente 30%, n&o representam
um aporte significativo de &cidos graxos para formacdo de ésteres. Portanto,
confirmando a hipotese inicial (vide item 5.3.1.1), que justificou a utilizagdo da
relacéo etanol/AGL durante todo o experimento, ou seja, do teor de etanol ser
baseado nos AGL e ndo nos AGT.
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Tabela 33- Variacdo dos mono-, di- e trigliceridios do DDOS, apds a reagéo de

esterificagdo quimica direta no ponto étimo econdémico do processo (*)

Componentes DDOS (% p/p) Apo6s esterificagao
(% plp)
Monogliceridios 14,18 £ 0,09 12,85 + 0,20
Digliceridios 6,43 £0,15 597 £ 0,11
Trigliceridios 861010 3,93 +0,09

(*) tempo de reaca@o de 1,3 horas, concentragdo de H.SO4 de 0,9%, relagdo molar
etanol:AGL de 6,4:1 e temperatura de 80°C

6.3.2- Esterificagdo Quimica do DDOS Saponificado e Acidulado
6.3.2.1- Saponificagdao do DDOS
A- Saponificagao em Meio Aquoso

Com o objetivo de redugcdo dos custos de matérias-primas, estudou-se
inicialmente a reagdo de saponificagdo dos lipidios presentes no DDOS, em meio
aquoso. Foram testadas quatro relagdes molares NaOH:AGT: 1,2; 2, 3 e 4:1, sendo
que para esta ultima, mantendo-se o volume de agua adicionada em 200mL/100g
DDOS, nao se conseguiu homogeneizar 0 meio de reag&o, pois a borra formada era
extremamente espessa.

Os gréficos 3-5 ilustram os resultados de composi¢&o lipidica das misturas de
reacdo da saponificagdo dos AGT presentes no DDOS, em fung&o do tempo de
reacao.
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Grafico 3- Teores de lipidios, em fungéo do tempo, na reagéo de saponificacédo dos

acidos graxos totais do DDOS, em meio aquoso (*)
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(*) relagcédo NaOH:AGT de 1,2:1 e temperatura de 80°C
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Grafico 4- Teores de lipidios, em fungdo do tempo, na reagéo de saponificagdo dos

acidos graxos totais do DDOS, em meio aquoso (*)
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(*) relagcao molar NaOH:AGT de 2:1 e temperatura de 80°C

Pode-se verificar, a partir dos Graficos 3 e 4, que a reagédo de saponificacdo
nao foi eficiente, ou seja, os mono- di- e trigliceridios ndo foram transformados em
AGL, como era o objetivo. Portanto, as relagdes molares NaOH/AGT de 1,2 e 2/1,
com tempo de reacdo de até 6 horas e temperatura de 80°C, nao foram suficientes
para que a saponificagdo dos AGT se completasse. As perdas de tocoferdis para as
relagcbes molares de 1,2/1 e de 2/1 foram de 7% e 15%, respectivamente. BROKAW
(EASTMAN KODAK, 1957) saponificou DDOS usando uma relagdo molar NaOH de
1,1/1, a mesma proporg¢ao em agua (2/1, p/v de DDOS) e aquecimento, com refluxo,
por 30 minutos. Apés a acidificagao, esterificagdo com metanol e purificagdo, o autor
obteve aumento na concentragéo de tocoferdis de 5 para 20%, mas ndo mencionou

a taxa de conversao dos AGT em sabdes.
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Grafico 5- Teores de lipidios, em funcéo do tempo, na reagdo de saponificacdo dos
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(*) relagdo molar NaOH:AGT de 3:1 e temperatura de 80°C

No grafico 5, pode-se observar que a saponificagédo dos AGT presentes no

DDOS, com 6 horas de reacgao, teve um resultado satisfatério, transformando 92,3%

dos di- + trigliceridios e 50% dos monogliceridios, em sabdes. No entanto, a perda de

tocoferdis foi elevada (26,7%).

Te-se a observar que, experimentalmente, a homogeneizagdo do meio de

reacéo foi dificultada devido a borra formada ser muito espessa, necessitando de um

agitador mecanico com desenho especial (hélice com 4 pas) e maior velocidade de

agitacdo. A quantidade de agua adicionada ao meio de reag&o (200 mL/100g DDOS)

foi considerada como sendo a minima necessaria para diluicdo dos sabdes e
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consequentemente se obter uma boa homogeneizagdo, durante as etapas de

saponificacéo e acidulagéo.
B- Saponificagao do DDOS em Meio Alcoélico

Como a quantidade de reagente empregada [29,4% de NaOH sélido sobre o
peso em DDOS (relagdo molar NaOH/AGT = 3/1)] e o tempo da reacdo de
saponificagdo, em meio aquoso, foram considerados muito elevados para se obter
resultados satisfatorios, optou-se por estudar a mesma reacdo, mas em meio
alcoolico. Os Graficos 6-8 ilustram os resultados das reacoes de saponificacdo dos
lipidios presentes no DDOS, em fungdo do tempo, em temperatura de 80 °C e

utilizando-se as relagbes molares NaOH:AGT de 1,2; 1,5 e 2:1, respectivamente.

Grafico 6- Teores de lipidios, em funcdo do tempo, na reacéo de saponificacéo dos

acidos graxos totais DDOS, em meio alcodlico (*)
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(*) relagao molar NaOH:AGT de 1,2:1 e temperatura de 80°C
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Grafico 7- Teores de lipidios, em fungdo do tempo, na reacéo de saponificacdo dos
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Grafico 8- Teores de lipidios, em fungao do tempo, na reagdo de saponificacdo dos

acidos graxos totais do DDOS, em meio alcodlico (*)
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(*) relagao molar NaOH:AGT de 2:1 e temperatura de 80°C

A partir da andlise dos resultados, pode-se concluir que a taxa de
saponificacdo dos lipidios presentes no DDOS é diretamente proporcional a
concentracdo de soda. As perdas de tocoferdis foram de 5 e 7% para as reagdes
com as relacdes molares NaOH/AGT de 1,2 e 2/1, respectivamente e tempo de 3
horas. Ja para a reagdo com a relagdo molar de 2/1, as perdas de tocoferéis foram
de 5%, para o tempo 40 minutos. Sendo esta ultima, a condigdo de reagdo
selecionada para dar sequéncia ao processo de esterificacdo quimica da matéria
saponificavel do DDOS (ANEXO 5). Na saponificagio realizada nesta condigéo, as

perdas sdo minimas e o tempo de reagdo € reduzido.
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6.3.2.2- Acidificag@o dos Sabdes obtidos na Reagéo de Saponificagio

Nas condigOes do processo em que a acidulacdo foi realizada, verificou-se
visualmente quando a reagdo foi completada, fato comprovado através da
determinagdo do valor acido. Apds a separagdo de fases, o produto desejado seguiu
para a etapa de esterificagéo.

6.3.2.3- Otimizagao da Reagao de Esterificagao Quimica dos AGT do DDOS

O delineamento experimental do planejamento fatorial completo da reacdo de
esterificagdo quimica dos AGT do DDOS, incluindo a resposta Y (% conversdo dos
AGT a ésteres etilicos) para cada ensaio realizado, estdo apresentados na Tabela
34. O valor &cido inicial do DDOS foi considerado como sendo 134,0 mg KOH/g
amostra (1,99 x AGT = 1,99 x 67,32).

Na Tabela 34 também estdo relacionadas as perdas de tocoferéis totais
durante todo o processo de transformacgao quimica
(saponificacdo/acidificagdo/esterificacdo) da matéria saponificavel do DDOS nas
diferentes condi¢cdes. Nas condi¢cdes testadas neste trabalho, estas perdas foram
sempre inferiores a 5,5%. Podemos também verificar que as perdas ocorreram em
funcdo do tempo de reacgdo, ou seja, quanto maior foi 0 tempo de exposicédo dos
tocofer6is a 80°C (temperatura do processo), maiores foram as perdas obtidas.
Resultados semelhantes foram encontrados no processo de esterificagdo quimica
direta dos AGL do DDOS.

A analise estatistica dos ensaios foi realizada em trés etapas:

No primeiro passo, verificou-se a significancia estatistica e o efeito das
variaveis independentes a serem estudadas, sobre a resposta Y (% convers&o) e foi
encontrada a regido (faixa) de trabalho adequada para cada variavel. Para tal,
empregou-se um planejamento fatorial incompleto (2"), utilizando a faixa de variacéo
para as variaveis independentes de —1 a +1, constante da Tabela 17, sem utilizacao

147



dos pontos centrais e dos pontos axiais (-1,68 e +1,68), correspondendo aos ensaios

de 1 a 8 da Tabela 34. Os efeitos estimados das variaveis estdo apresentados na
Tabela 35.
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Tabela 34- Delineamento experimental do planejamento fatorial completo do

processo de esterificagéo quimica do DDOS saponificado e acidulado

Ereaio Nivel codificado da variavel | conversio (Y) | Perda Tocoferol
X, X, X (%) ® total (%)
1 -1 -1 -1 75,1+ 0,47 0,53+0,10
2 +1 -1 -1 81.8+£0,75 0,74 + 0,06
3 -1 +1 -1 76,51 0,30 0,93 + 0,08
4 +1 +1 -1 94,2 +0,44 1,01 £0,15
5 -1 -1 +1 84,0 + 0,08 3,95 +0,43
6 +1 -1 +1 92,6 + 0,27 4,53+ 0,38
7 -1 +1 +1 85,1 +£0,85 5,25 +0.23
8 +1 +1 +1 98,7 + 0,61 472 +0,37
9 0 0 0 97,9+0,29 3,16 + 0,41
10 0 0 0 99,0+0,32 3,91 +£0,38
11 0 0 0 98,3 + 0,43 3,63+0,30
12 -1,68 0 0 65,4 + 0,28 3,82+0.26
13 +1,68 0 0 99,5 + 0,69 3,75+0,22
14 0 -1,68 0 90,7 £0,16 3,23 +£0,38
15 (C) 0 +1,68 0 93,8 + 0,52 3,94 £ 0,41
16 (C) 0 0 -1,68 89,3 £ 0,67 0,82 + 0,06
17 (C) 0 0 +1,68 96,8 + 0,51 5,42 £0,45

(*) ensaios realizados em ordem aleatéria

(°) % conversao (média de trés determinacdes + desvio padrio) = (valor &cido inicial
DDOS - valor acido da mistura de reacdo no tempo t) x 100 / valor acido inicial
DDOS.

Xi: relacdo molar do substrato [etanol:acidos graxos totais (AGT) no DDOS]; Xa:
concentracdo de H,SO4[% peso (AGT + etanol)]; Xs: tempo de reagdo (h).
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Tabela 35- Andlise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversdo de acidos graxos em ésteres etilicos, no processo de
esterificagdo quimica do DDOS, usando um planejamento fatorial

incompleto (p < 0,05)

Variavel Efeito Erro Padrao Nivel descritivo
(p)

Média 86,0 0,75 0,0055

(1) Etanol/AGT (X;) 11,6 1,55 0,0415

(2) % H2S04 (X2) 5,25 1,56 0,0177

(3) Tempo (Xa) 8,20 1,55 0,0115
1by2 4,00 1,55 0,0228
1by3 -0,55 1,85 0,0476
2by3 -1,65 1,55 0,0469

X4: relagdo molar do substrato [etanol:acidos graxos totais (AGT) no DDOS]; Xu:
concentracao de H2S04 [% peso (AGT + etanol)]; Xa: tempo de reacgdo (h)

Na Tabela 35, verifica-se que as variaveis independentes selecionadas:
relacdo molar etanol/AGT, concentracdo de H,SO, e tempo de reacdo, sao
estatisticamente significativas para p < 0,05, ou seja, tém efeito significativo sobre a
resposta Y (taxa de conversdo dos AGT presentes no DDOS em ésteres etilicos), em
um nivel de significancia de 95%. Quando os niveis (codificados) das variaveis
independentes foram alterados de —1 para +1, observa-se que, em todos os casos,
houve aumento na taxa de conversao (efeitos positivos), ou seja, aumentando-se a
relagédo molar etanol:AGT de 4 para 10:1, a concentracdo de H,SO4 de 0,6 para 1,4%
€ O tempo de reagdo de 0,7 para 2,3 horas, resultaram em aumentos na taxa de
conversao de 11,6%, 5,25% e de 8,2% respectivamente. Apesar da concentracido de
H>SO4 ser a variavel que tem o menor efeito sobre a resposta, este efeito é

estatisticamente significativo. A relacdo molar etanol:AGT foi a varidvel que exerceu
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maior efeito sobre a conversdo dos AGT em ésteres etilicos. Estes resultados s3o

validos para a faixa de variagdo de cada variavel independente estudada.

O segundo passo foi verificar se um modelo de 1° ordem, em fungédo das
variaveis independentes, se ajusta as respostas experimentais obtidas. Para tal,
foram incluidos os trés pontos centrais no planejamento fatorial anterior,
representados pelos ensaios de 9 a 11 constantes da Tabela 34. Foi obtido um
percentual de variagio explicada em torno da média (R?) de 58,7%, j& excluidos os
termos de interagdo ndo significativos (1 com 2 e 1 com 3), indicando alta
variabilidade (R*< 70%) (BARROS et al., 1996), significando que 41,3% da variacao
total em torno da média é devido aos residuos deixados pelo modelo, valor muito
alto. Consequentemente, o coeficiente de correlagéo entre as respostas observadas
e as previstas pelo modelo foi extremamente baixo (R = 0,76), indicando que
somente 76% das respostas experimentais se ajustam ao modelo de 1° ordem
(Tabela 36). Portanto, um modelo de 1° ordem n&o se ajustou bem aos resultados

experimentais obtidos, ou seja, ndo teve significancia estatistica.

O terceiro passo foi verificar o ajuste dos resultados experimentais em um
modelo estatistico de 2* ordem, para tal, foram incluidos os pontos axiais no
planejamento realizado para o modelo de 1% ordem, obtendo-se um planejamento
fatorial completo (Tabela 34). Para estudo dos efeitos lineares, quadraticos e de
interac@o das variaveis independentes [relacdo molar etanol/AGT (X;), concentragdo
de H;SO4 (X2) e tempo de reacdo (Xs)] na resposta Y (% conversdo dos AGT em
esteres etilicos) e otimizagdo dos resultados, foi utilizada a metodologia de superficie
de resposta (RSM), obtida através do planejamento fatorial completo, usando um
CCRD com as trés variaveis independentes, o que inclui 8 pontos fatoriais, 3 pontos
centrais (replicatas) e 6 pontos axiais (BARROS et al., 1996; KHURI & CORNELL,
1987).
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Tabela 36- Andlise dos efeitos estimados das trés variaveis independentes sobre a
taxa de conversao dos acidos graxos em ésteres etilicos, no processo de

esterificacdo quimica DDOS, usando um planejamento fatorial
incompleto (*)

Variavel Efeito Erro Padrao Nivel descritivo
(P)
Média 89,4 0,16 0,0
(1) Etanol/AGT (X4) 11,6 0,39 0,0011
(2) % H2S04 (Xo) 525 0,39 0,0056
(3) Tempo (X3) 8,20 0,39 0,0023
1by2 4,00 0,39 0,0095

(*) modelo de 1% ordem, p < 0,05 e R? = 58,7%

Xi1: relacdo molar do substrato [etanol:acidos graxos totais (AGT) no DDOS]; Xo:
concentracao de H2SO4 [% peso (AGT + etanol)]; Xs: tempo de reacdo (h)

Na Tabela 37, encontra-se a andlise dos efeitos estimados significativos das
variaveis independentes (relagdo molar etanol/AGT, concentracdo de H,SO,4 e tempo

de reacdo) sobre a resposta Y(taxa de conversdo dos AGT em ésteres etilicos), para
um modelo de 2% ordem.
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Tabela 37- Analise dos efeitos estimados significativos das trés varidveis
independentes sobre a taxa de conversdo dos &cidos graxos em
ésteres etilicos, no processo de esterificagdo quimica do DDOS,

usando um planejamento fatorial completo (*)

Nivel descritivo Coeficiente

Variavel Efeito p Regressio
Meédia 98,6 0,0 98,6
(1) Etanol/AGT (L) 15,2 0,0004 7,61
(2) H2S04 (L) 3,84 0,0061 1,92
(3) Tempo (L) 6,65 0,0020 3,32
Etanol/AGT (Q) -12,5 0,0007 6,24
H>S04 (Q) -5,54 0,0036 2,77
Tempo (Q) -4,98 0,0044 -2,48
1L com 2L 4,00 0,0095 2,00

modelo de 2° ordem, p < 0,05, R = 92,6% e erro puro =0,
*) modelo de 2° ord 0,05, R*=92,6% 0,31

Apés a selecdo do modelo (2° ordem), foram excluidos da analise os termos
de interacdo nao significativos (p > 0,05), os efeitos de interacdo da relacdo molar
etanol:AGT e da concentracdo de H;SO4 com o tempo de reagdo. Como
consequéncia, a variagdo explicada em torno da média teve pequena redugao, de
93,0 para 92,6%. Portanto, foram considerados somente os termos estatisticamente
significativos (p < 0,05). Verificou-se que todos os termos lineares tém efeito
significativo positivo sobre a taxa de convers&o dos AGT em ésteres etilicos: relacéo
molar etanol:AGT (15,2), concentragdo de H>SO4 (3,84) e tempo de reagao (6,65).
Apesar de significativa, a variavel que exerceu menor efeito sobre a resposta
continuou sendo a concentragao do catalisador (H2SQOg4), na faixa testada (0,4 — 1,6),
ou seja, o seu aumento ou reducgao foi 0 que exerceu menor variagao (efeito) na taxa
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de conversdo dos AGT em ésteres etilicos, comparativamente as outras variaveis
independentes.

Com os resultados dos coeficientes de regresséo (Tabela 37), chegou-se &
equacao polinomial de segunda ordem codificada (modelo codificado), dada pela
equacao 4.

Y =986 +7,61Xs + 1,92X;, + 3,32X3 — 6,24 X4%- 2,77X5% — 2,48X5% +
+2,00X1X2 + 0,31 [4]

A validag&o tedrica do modelo encontrado foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) para a resposta Y (Tabela 38).

Tabela 38- Analise de variancia (ANOVA) da taxa de conversdo dos acidos graxos
em ésteres etilicos, no processo de esterificagcdo quimica DDOS, usando
um planejamento fatorial completo (*)

Fonte de Soma Graus de Média

Variagio Quadratica Liberdade Quadratica Teste “F”
Regressao 1.476 7 210,8 16,2
Residual 1174 9 13,01 0,78
Falta Ajuste 116,5 7 16,64

Erro Puro 0,620 2 0,310

TOTAL 1.583 16 99,56

(*) modelo de 2° ordem, p < 0,05 e R?= 92,6%

Na Tabela 38, observa-se uma excelente reprodutibilidade dos resultados,
uma vez que o erro puro (experimental) foi muito baixo (0,620), representando

aproximadamente 0,04% do total da fonte de variacdo. A porcentagem de variagdo
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explicada em torno da média (R = 92,6%) é alta, indicando baixa variabilidade (R?>
70%) (BARROS et al., 1996) e fornecendo um coeficiente de correlacdo de 0,96
entre as respostas obtidas experimentalmente e os valores previstos pelo modelo de
2% ordem, indicando excelente correlacdo entre os dos resultados experimentais e os
previstos pelo modelo, dentro de um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). A
significancia do modelo foi estudada através do Teste “F”, a partir do qual, verificou-
se que a equacao de regressao € estatisticamente significativa e preditiva, pois o “F”
calculado (MQr / MQy (16,2) € 4,9 vezes maior que o valor de “F” tabelado (Foges; 7.9 =
3,29), ou seja, os dados experimentais sdo representados pelo modelo matematico
proposto. Os residuos (falta de ajuste + erro puro) (117,1) s@o explicados quase que
exclusivamente pela falta de ajuste do modelo, ja que o erro puro é extremamente
baixo, e que representa aproximadamente 7,3% do total da fonte de variagdo. Fato
que pode ser constatado atraves do teste “F, pois o “F calculado (MQ; / MQg)
(0,78) € menor que o “F tabelado (Foses; o7 = 3,68). No gréfico 9 podemos verificar o
quanto o modelo de 2° ordem é preditivo, pois temos representado os valores das
respostas obtidas experimentalmente e os valores correspondentes as previstas pelo
modelo determinado. Pela distribuicdo dos pontos, podemos ratificar o teste “F’, que
o modelo é realmente preditivo, ou seja que podera ser utilizado para prever taxas de
converséo dos AGT presentes no DDOS em ésteres etilicos, através da reacio de
esterificacdo quimica dos AGT, com outros valores para as variaveis independentes,
mas dentro das faixas aqui estudadas e também para matérias-primas (DDOS) com
diferentes teores em AGT.

A otimizacdo das condi¢cdes de reacdo foi obtida através de andlise das
superficies ajustadas do modelo (RSM). Os efeitos da relagdo molar etanol/AGT,
concentracdo de H>SO4 e do tempo de reacdo, sobre a taxa de conversédo dos AGT
em ésteres etilicos podem ser visualizados nas Figuras 10-12. As superficies
ajustadas e seus respectivos graficos de contornos (superficie rebatida) foram
construidos fixando-se uma das variaveis no ponto central e variando-se as outras

duas, ratificando os resultados estatisticos apresentados na Tabela 37.
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Grafico 9- Valores das taxas de conversdo previstas pelo modelo de 2° ordem
versus os valores obtidos experimentalmente, na reagéo de esterificagdo
quimica do DDOS
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Relacdo dos substratos. Um excesso molar de etanol em relagdo aos AGT
presentes no DDOS, foi necessario para se obter taxas de conversao (esterificacao)
superiores a 96,5%, sendo o mesmo observado em reacbes de esterificagdo de
acidos graxos com alcoois monohidricos de baixo peso molecular, onde, para se
obter rendimentos em ésteres superiores a 95%, foi necessario a utilizacdo de
excesso de alcool de 15 a 35 vezes mol/mol do acido graxo (FORMO, 1954). Na
Tabela 37, pode-se observar o efeito linear significativo (p < 0,05) positivo que esta
variavel exerce sobre a taxa de conversdo dos AGT em ésteres etilicos (15,2),
significando que um aumento da relagao etanol/AGT causara um acrescimo na taxa
de conversdo, sendo também a variavel que maior efeito exerce sobre a resposta,

dentro da faixa estudada. Seu efeito de interagdo com a concentragéo de H>SO4
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pode ser evidenciado na Figura 10. Mantendo-se fixo o tempo de reagdo em 1,5
horas, encontramos trés regides onde houve um decréscimo na taxa de conversao
dos AGT em ésteres etilicos: a) em relacdes molares dos substratos abaixo de 6,4/1,
provavelmente devido ao tempo de reac&o ser insuficiente para se obter maiores
taxas de conversdes, por ser a velocidade de reagéo reduzida a estes niveis de
substrato, b) em relagées molares etanol:AGT acima de 11,8:1, possivelmente pelo
catalisador ficar muito diluido no meio de reagdo e ¢) em concentragcdes de H>SO4
abaixo de 0,7%. Portanto, concluimos que taxas de conversdo acima de 96,4%
foram obtidas para relagées molares etanol:AGT de 6,4 a 11,8:1 e concentracOes de
H,SO4 de 0,7 a 1,6% e tempo de reacdo de 1,5 horas. Verificar que as faixas
encontradas foram muito semelhantes as do processo de esterificacdo quimica direta
dos AGL do DDOS, com duas diferengas: a relagdo molar do alcool e a taxa de

conversao estdo relacionadas aos AGT e ndo aos AGL.

Na Figura 11, pode-se verificar o efeito de interagdo dos substratos com o
tempo de reagdo. Fixada a concentracdo do catalisador em 1%, observa-se um
decréscimo na taxa de conversdo dos AGT em ésteres etilicos em trés regides: a)
em relacdes molares etanol:AGT acima de 11,5:1, devido a diluicao do catalisador, b)
em relagdes molares abaixo de 6,1:1, por ser reduzida a velocidade de reagéo,
devido ao baixo teor de alcool e tempo de reagéo insuficiente para a conversdo e c)
com tempo de reagao abaixo de 0,9 horas (54 minutos). Portanto, as melhores taxas
de conversdo (acima de 96,5%) foram obtidas com relagéo molar etanol:AGT de 6,1
a 11,5:1, concentracéo de H,SO4 de 1% e tempo de reagdo de 0,9 a 2,8 horas.
Comparando-se aos resultados obtidos no processo de esterificagdo quimica direta
dos AGL do DDOS, verificamos que o tempo minimo para a reagdo aumentou de 36
para 54 minutos.

Os efeitos significativos de interagéo da relagdo molar dos substratos com a
concentracdo de H>SO4 (1 com 2) e com o tempo de reagdo (1 com 3) podem ser
verificados pelas superficies ajustadas e seus respectivos mapas de contorno, onde
também pode ser evidenciado que estes dois efeitos de interagdo sao praticamente
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iguais através das amplitudes das taxas de conversio. Para interacao dos substratos
com a concentracdo de H,SO4, a faixa de variagdo observada foi de 48,4 a 96.4%
(Figura 10), em comparagdo com a faixa de variagdo observada em relacao ao
tempo de reagzo, de 47,2 a 96,5% (Figura 11) (dados de % converso relacionados
ao lado de cada Figura).

Concentragdo do catalisador. A velocidade da reacdo de esterificacdo de
acidos carboxilicos é proporcional & concentragdo de ions H* adicionados em baixas
concentracoes, geralmente de 1 a 3% sobre o peso do substrato, para se obter
rendimentos em ésteres superiores a 95% (MORRISON & BOYD, 1992: FORMO,
1954). Outros autores, citam que nas reagbes de esterificacdo quimica dos acidos
graxos totais do DDOS com alcodis monohidricos, pelo processo de
saponificag&o/acidulacdo/esterificacdo, devem ser usadas concentragbes de &cido
mineral que variem de 44 a 50%, em peso, do DDOS, (EASTMAN KODAK Co, 1957,
1967).

Na Figura 12, observa-se que, para uma relacdo molar etanol:AGT fixada em
7:1, encontrou-se menores taxas de conversdo dos AGT do DDOS em esteres
etilicos em trés regides: a) em baixas concentracées de H2S04, de 0,4 a 0,7%,
mesmo efeito encontrado na interacdo desta varidvel com de com a relacéo dos
substratos (Figura 10), b) em altas concentragdes do catalisador, acima de 1,5%, e c)
em tempos de reac&o inferiores a 1,2 horas. Portanto, as melhores taxas de
conversao dos AGT em ésteres etilicos (acima de 97,0%) foram obtidas com relacao
molar etanol:AGT de 7:1, tempo de reacdo entre 1,2 e 2,8 horas e concentragéo de
H2SO4 entre 0,7 e 1,5. Na Tabela 37, pode-se observar que o seu efeito linear
significativo (p < 0,05) positivo (3,84) da concentragdo de H>SO4 sobre a resposta Y,
indica que o seu aumento implica em acréscimo na taxa de conversdo. Também
podemos verificar que o efeito de interagcdo da concentragao do catalisador com o
tempo de reag&o (2 com 3) foi retirado da analise por ndo ser estatisticamente
significativo (p > 0,05), fato que pode ser constatado na Figura 12, pois, para taxas
de converséo acima de 91,0% podemos usar quaisquer valores (dentro das faixas
estudadas) tanto para o catalisador, como para o tempo de reag3o. Comparando-se
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as superficies ajustadas e seus respectivos mapas de contorno, encontramos uma
faixa mais ampla de variagdo da taxa de converséo para a interagdo do catalisador
com a relacdo molar dos substratos (48,4 a 96,4%) (Figura 10), quando comparado
com a interagdo com o tempo de reac¢ao (70,0 a 97,0%) (Figura 12) (dados de %
conversao relacionados ao lado de cada Figura).

Tempo de reagdo. Para se obter uma completa esterificacdo dos AGT
do DDOS com alcoois monohidricos, deve-se refluxar a mistura, sob aquecimento,
por aproximadamente 1 hora (EASTMAN KODAK Co., 1957, 1967). Em estudos
preliminares, verificou-se que um aumento no tempo de reacdo de 0,7 para 2,3
horas, resultou em um aumento estatisticamente significativo (p < 0,05) de 8,20%
(Tabela 35) na taxa de conversdo dos AGT em ésteres etilicos. Como ja foi citado, os
seus efeitos de interagdo com a relagdo molar etanol/AGT (1 com 3) e com a
concentracdo de H.SO4 (2 com 3) ndo sao significativos (p > 0,05) e, portanto, foram
retirados da andlise estatistica (Tabela 37). Nas Figuras 11 e 12 estao representados
graficamente os efeitos de interacdo do tempo de reagdo com a relagdo molar

etanol:AGT e com a concentragéo de H.SOg4, respectivamente.

Podemos dizer que os efeitos combinados da concentragdo do catalisador
(H2S04) e da relagdo molar etanol:AGT s&o vitais para estabelecer tanto a cinética
como determinar o equilibrio da reacdo de conversdo dos AGT em ésteres etilicos
(Tabela 37).
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Figura 10- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito da concentracéo de

H,S0O4 e da relagdo molar etanol:acidos graxos totais (AGT) sobre a taxa
de converséo dos AGT do DDOS em ésteres etilicos
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Figura 11- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito do tempo de reacao e

da relagdo molar etanol:acidos graxos totais (AGT) sobre a taxa de
conversao dos AGT do DDOS em ésteres etilicos
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Figura 12- Superficie ajustada e mapa de contorno do efeito do tempo de reacao e

da concentracéo de H.SO4 sobre a taxa de conversao dos acidos graxos
totais do DDOS em ésteres etilicos
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A determinagao da regido 6tima da reagdo de esterificagdo quimica dos AGT
do DDOS com etanol anidro € feita através da intersecgdo dos trés mapas de
contorno, donde se conclui que a regido 6tima da reagéo de esterificacdo estudada
é: relagado molar etanol:AGT de 6,4 a 11,2:1; concentracéo de H,SO4de 0,.9a1,5% e
tempo de reacdo de 1,3 a 2,6 horas, obtendo-se taxas de conversdo de 96,0% e
98,3%, respectivamente, através da equagdo [4]. As perdas de esterois, nestas
condigdes otimizadas, foram inferiores a 6,5%. Nao foram encontrados em literatura,
dados referentes a rendimentos em ésteres obtidos a partir da reacdo de
esterificacdo quimica da matéria saponificavel do DDOS. Em dois estudos, para
obtengcdo de concentrados de tocoferdis e esterdis: 1) BROKAW (EASTMAN
KODAK, 1957), apés saponificacdo e acidificacdo do DDOS, esterificou a mistura
com metanol (5:1 — etanol:AGT), utilizando HCI como catalisador (4,3%, em peso,
sobre os AGT) e tempo de 1 hora e 2) FRANK E.SMITH (EASTMAN KODAK, 1967),
usando 0 mesmo processo, esterificou a mistura acidulada com metanol (24,5:1 —
etanol:AGT), utilizando HCI como catalisador (2,5%, em peso, sobre os AGT) e
tempo de reag&o de 1 hora. Mas em nenhum dos dois estudos foram mencionadas
as taxas de esterificagdo.

6.3.1.2- Validagcdo Experimental do Modelo Estatistico da Reagdo de
Esterificacao Quimica do DDOS Saponificado e Acidulado

A validagdo pratica do modelo experimental obtido (Equacgao 4), foi
realizada utilizando-se as condigdes otimas extremas da faixa encontrada. Com os
valores de: relacdo molar etanol:AGT = 6,4:1; concentragdo H.SO4 = 0,9% e tempo
reacdo = 1,3 horas, obteve-se uma taxa de conversdo dos AGT em ésteres etilicos
de 96,8%; ja para o outro extremo, com os valores de : relagdo molar etanol:AGT =
11,2:1; concentragdo H,SO4 = 1,5% e tempo de reagéo = 2,6 horas, obteve-se uma
taxa de conversao de 99,0%. Comparando-se os resultados das taxas de converséo
obtidas através do modelo matematico codificado (96,0 e 98,3%), com os valores
obtidos experimentaimente (95,1 e 98,0%), ratifica-se a conclusdo tedrica,
mencionada anteriormente, de que o modelo encontrado realmente € preditivo.
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7- ANALISE COMPARATIVA DOS PROCESSOS DE ESTERIFICAGAO DO DDOS

A comparagao dos trés processos de esterificacdo da matéria saponificavel do

DDOS, baseado na sua composigdo inicial e nas taxas de conversao dos acidos
graxos em ésteres etilicos obtidas, pode ser visualizada na Tabela 39, onde os
teores iniciais da matéria-prima eram: AGL = 47,55%; AGT = 67,32%; matéria
insaponificavel = 26,23%; matéria saponificavel = 73,77%; tocofer6is = 8,55% e
esterois = 17,02%.

Tabela 39- Comparacéo dos trés processos de esterificagdo da matéria saponificavel

do destilado de desodorizagéo do dleo de soja (DDOS)

Processo de

Apoés a reagao de esterificagcao

Rendimentos (*)

Esterificagao Residual (%) (%)

Conv.| AGL | AGT | M.S. M.l Tocoferéis | Esterodis
Enzimatico [900| 476 | 245 | 483 | 517 16,9 33,6
Quimico ’

940M| 285 | 226 | 46,3 53,7 17,5 34,8
direto
Quimico

5 |980@| 00 | 135 | 49 | 951 31,0 61,7

completo ©®

(1) Taxa de conversdo dos acidos graxos livres (AGL) em ésteres etilicos

(2) Taxa de conversé&o dos acidos graxos totais (AGT) em ésteres etilicos

(3) Esterificagéo quimica do DDOS saponificado e acidulado

(*) Considerando-se a hipotese, de que apés o processo de esterificagéo dos acidos

graxos do DDOS, todos os ésteres formados foram separados da mistura de

reacao, por exemplo, através da destilagdo molecular.
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Na mesma Tabela, observa-se que os processos, enzimatico e quimico direto,
de esterificacdo dos AGL presentes no DDOS néo tiveram diferenca significativa em
termos de rendimentos, possibilitando um aumento na concentragdo inicial dos
tocoferdis e esterdis de aproximadamente 100%. O processo quimico completo foi o
mais eficiente, 260% (3,6 vezes o teor inicial).

Considerando-se as diferencas de processos, os custos que poderiam estar
envolvidos (insumos, mao de obra, equipamentos) e os pregos que os tocoferdis e
esterdis atingem no mercado, estimamos que o melhor processo € o de esterificagao
da matéria saponificavel do DDOS saponificado e acidulado.

Para trabalhos futuros, sugere-se: a) estudo do processo de reutilizagao da
enzima empregada na esterificagdo enzimatica do DOS e b) otimizag&o do processo
de separacdo dos ésteres etilicos formados, por destilagdo molecular, nos trés
processos estudados de esterificagdo do DDOS, obtendo-se dessa forma, os
concentrados de tocoferdis e esterois.
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8- CONCLUSOES

Os trés processos de esterificagdo do DDOS mostraram ser tecnicamente
viaveis.

As faixas 6timas para a reag@o de esterificacdo enzimatica do DDOS foram:
temperatura de reacéo de 44 a 56°C; concentragédo de Lipozyme de 12,6 a 17,4% e
relagdo molar etanol:AGL de 1,5 a 2,5:1, obtendo-se taxas de conversdo dos AGT
em ésteres etilicos acima de 63,6%.

As faixas 6timas para a reagéo de esterificagdo quimica direta DDOS foram
iguais as da reagéo de esterificagdo do DDOS saponificado e acidulado: relagdo
molar etanol:AGT (etanol:AGL, no processo quimico direto) de 6,4 a 11,2:1:
concentragcéo de H.SO4 de 0,9 a 1,5% e tempo de reagdo de 1,3 a 2,6 horas,
obtendo-se taxas de conversdo dos AGT em eésteres etilicos de 66,4 e 98%,
respectivamente.

Tanto na reagdo enzimatica, como na quimica, a esterificacdo ocorreu
somente com os AGL, confirmando a hipétese inicial (item 6.2.2) e justificando a
utilizagdo da relagdo molar etanol:AGL nos experimentos.

Comparativamente, estima-se que o processo de esterificacdo do DDOS
saponificado e acidulado foi 0 que proporcionou melhores condigdes para a obtencéo
de concentrados de tocoferdis e esterois.

Nas condicOes otimizadas, as perdas de tocoferdis foram inferiores a 10,5%
para a esterificagdo quimica do DDOS saponificado e acidulado e menores que 4%
para os processos de esterificacdo enzimatica e quimica direta.

As perdas de esterdis, nas condigdes otimizadas de reacéo, foram de 6,5%
para a esterificagdo quimica do DDOS saponificado e acidulado, de 5,7 e 5,4%, para
a esterificagdo quimica direta e enzimatica do DDOS, respecitivamente.
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Para os trés processos de esterificagdo do DDOS, os modelos matematicos
propostos foram de 2° ordem, estatisticamente significativos em um nivel de

confianga de 95% (p < 0,05) e preditivos.
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ANEXO 1
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Cromatograma da separagao dos acidos graxos do DDOS por Cromatografia Gasosa
(Tabela 19)
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ANEXO 2
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Cromatograma da separagao das classes de lipidios do DDOS por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPSEC) (Tabela 20)
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ANEXO 3
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Cromatograma da separagéo dos tocoferdis do DDOS por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC) (Tabela 20)
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ANEXO 4
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Cromatograma da separacao dos esterois do DDOS por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia (HPLC) (Tabela 20)
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> ANEXO 5
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Tempo Composto
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13,433 digliceridios
- 14 450 monogliceridios
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o 14,833 acidos graxos
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Cromatograma da separagao das classes de lipidios do DDOS saponificado em meio

alcodlico, com NaOH:AGT=2:1 e tempo de reagao 40 minutos, por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPSEC) (Grafico 8)
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