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RESUMO

A presente pesquisa relata a composigao quimica, caracteris
ticas fisicas e possibilidades de purificagao dos tocoferois (vi-
tamina E) contidos no destilado da desodorizacgao de oleo de soja

(DDOS), residuo 1iquido obtido no processo de refino.

As analises pormenorizadas revelaram que o DDOS contém em
torno de 60% de acidos graxos totais dos quais 36,46% existem na
forma livre. Nesta fragao o acido palmitico &€ o componente princi
pal, enquanto que na fragao esterificada o acido mais abundante €

o linoléico.

Quantitativamente importante também, sao os esterdis que
perfazem 17,05% do DDOS. A fragao de esterois e composta por
54,70% de [» -sitosterol, 20,85% de estigmasterol e 24,45% de cam-

pesterol.

Os tocoferdis perfazem 8,50% do DDOS sendo formadas  por
13,4% deo ~tocoferol, 53,3% de ¥ -tocoferol, 30,8% de & -tocoferol
e 2,5% de P-tocoferol.

Outras substancias determinadas foram os hidrocarbonetos to

tais que perfazem 4,4% do DDOS.

Os tocoferois sao os compostos de maior interesse comerci-
al, portanto, os ensaios de purificagao se destinarem inicialmen-

te a eliminagao de acidos graxos.
Foram pesquisadas as seguintes alternativas:

a) Agitagao direta do DDOS com metanol, etanol e acetona,
adicionadas com égua em porcentagens variaveis, a fim
de forgar a separagao das fases.O grau de hidratagéo dos

solventes e a relagao DDOS/solvente foram as variaveis



b)

c)

d)

dos sistemas, enquanto que a determinagao do rendimento
e do aumento de concentragao dos tocoferdis foram os

criterios de selegao e eficacia das extragoes.

De um modo geral as extragoes foram pouco seleti-
vas, sendo menos eficiente o sistema de metanol 85% usa-
do na relagao 0,08 (DDOS/solvente), com o qual a concen-

tragao de tocoferdis aumentou de 8,5% para 10,56%.

A segunda alternativa foi a inclusao de hexano nos siste
mas aquosos de metanol, etanol e acetona a fim de produ-
zir uma divisao entre fases polares e nao polares. Os en
saios nao apresentaram aumento de seletividade em rela-
cao aos sistemas sem hexano, pelo contrario com os  al—

coois mais diluidos a seletividade diminui.

A terceira alternativa consistiu na adigao de pequenas
quantidades de alcali nos sistemas mencionados em (b). A
inclusao de 1% de KOH na fase hidrofilica melhorou nota-
velmente a seletividade dos sistemas alcodlicos causando
um aumento dos tocoferois acima de 70% na fase hexana. A
eficiéncia e seletividade maxima foram obtidas com eta-

nol 50% na relagao 0,13 (DDOS/solvente).

A particao com etanol alcalino extraiu cerca de
97% dos acidos graxos livres iniciais, causando um acré§
cimo de 84,4% na concentragao de tocoferdis. Também fo-
ram eliminados acidos graxos esterificados, provavelmen-
te na forma de mono e digliceridios. Houve perdas mini-
mas de tocoferdis na ¢amada alcalina. De modo que, veri-

ficou-se uma concentragao de alta eficiéncia.

Outra alternativa para redugao das impurezas consistiu
na saponificagao total do DDOS e recuperacao dos tocofe-
rois na fragao insaponificével. 0] processo demonstrou

ser pouco operativo, requerer muito solvente e causa oxi
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dagao dos tocoferdis.

Finalmente cabe ressaltar que a partigao 1liquido-
-liguido do DDOS entre hexano e etanol alcalino, € uma
operagao rapida e simples, realizada a temperatura am-
biente e portanto pouco deteriorante dos tocoferois e
cumpre com os objetivos de pré—purificar a matéeria prima
original removendo qQuase por completo os acidos graxos

do DDOS.
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SUMMARY

This research reports the chemical composition, physical
characteristics and possible methods for purification of
tocopherols (vitamin E) contained in the distillate from soybean
0il deodorization (DDOS), a liquid by product from the oil

refining.

Chemical analysis revealed that DDOS is composed by
approximately 60% of totalfatty acids,being 36,46% in the free form.
This fraction shows a high percentage of palmitic acid, whereas

the esterified fraction is higher in linoleic acid.

Importance are also given to the sterols that built 17,05%
of DDOS. The sterol fraction was made of 54,70% of @ -sitosferol,

20,85% stigmasterol and 24,45% campesterol.

Tocopherols built 8,5% of DDOS being 13,40% of ¢f-tocopherol,
53,3% of ¥ —tocopherol, 30,8% of €6-tocopherol and 2,5% of
g-tocopherol.

DDOS was made up by 4,4% of hydrocarbons and 10% of minor
components as carotenoids, mono and di-glycerides,plastoquinones,

etc.

Tocopherols represent the most valuable commercial fraction
in DDOS; therefore, the initial assays were performed to remove

fatty acids throught the following alternative methods.

a) Direct mixing of DDOS with methanol, ethanol and acetone
in a different water contents to - produce layers
separation. Hydration level and the ratio DDOS/solvent
were the system variables and the selectivity and
efficiency criteria were measured by the increase of

concentration and yield of tocopherols. Extraction in
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general were not selective, although 85% methanol in a
0,08 DDOS/solvent showed an increase in tocopherol

concentration from 8,5% to 10,58%.

b) The second method was the addition of hexane to the
aqueous systems of methanol, ethanol and acetona to
induce a real partition between polar and non-polar
phases. Assays showed no selectivity improvements;on the
contrary, a decrease was observed when diluted alcohols

were used.

c) On the third method, small amounts of hydroxides were
added to systems mentioned in "b". Inclusion of 1% KOH
in the hydrophyllic phase clearly improved the removal
of fatty acids in the aqueous layer, promoting a
tocopherol increase in more than 70% in the hexanic
layer. The maximum selectivity and recovery of
tocopherols was obtained with 50% eﬁhanol -~ 1% KOH in a
0,13 (DDOS/solvent ratio). Hexanic extracts resulting
from alkaline ethanol partitions were analysed showing
that 97% of the initial free fatty acids had been
removed and this event caused an 84,4% increase of
tocopherols concentration. Some esterified fatty acids
were also removed, probably as mono and di-glycerides.
Despite some minimum losses of tocopherol in the
alkaline layer, this concentration was carried out with

high yields.

d) Another procedure to remove fatty acids consisted in the
complete saponification of DDOS and subsequent recovery
of tocopherols in the unsaponificable fraction. This
prbcess was not advantageous because it consumed high

amount of solvent and promoted some tocopherol oxidation.

Finally it has to be pointed out that partition of DDOS

between hexane and alkaline ethanol is a simple and fast
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1. INTRODUGAO

Os tocoferodis, compostos quimicamente relacionados ao croma
nol, sao de grande importancia na nutrigao humana e animal por
apresentar atividade vitaminica, comumente denominados de Vitami
na E. Estes compostos sao de interesse em ciéncia e Yecnologia
de alimentos por sua agao antioxidante e também encontram apli-
cabilidade industrialem farmacia e,em coﬁésticos:Suaspeculiaridg
des fazem que estes compostos meregam a atengao cientifica e tec

nologica como fica evidenciado pela crescente bibliografia.

Uma das fontes de vitamina E, com potencial industrial apro
veitavel, é um dos residuos da industria de Oleo de soja: o des-
tilado da desodorizagéo, onde os tocoferois perfazem em torno de

10% do peso total do residuo.

Para produzir oleo comestivel de soja é necessario eliminar
alguns componentes responsaveis por odores e sabores desagradé-
veis; com esta finalidade o processo de desodorizacao é o mais
usado. ApOs este processo se obtém um 0leo de sabor neutro e um
residuo 0leoso que representa entre 0,1 e 0,4% do peso do oleo

original.

Considerando a produgao nacional com uma média anual de 16
milhoes de toneladas de soja, produziriam-se se empregados para
extragao de 0leo, aproximadamente 4.000 t de tocoferdis a partir
do residuo da desodorizagao, quantidade essa que ajudaria na de-
manda interna dos produtos de vitamina E e derivados; amenizando
dessa forma, o total da aliquota de sua importagdo (124,7 t),que
representa aproximadamente dois milhoes de dolares (CACEX 1984b,
1986b). Este quadro favoravel é referendado pela capacidade ins-
talada no parque industrial de aproximadamente 94.000 t/dia de

processamento de soja (AUGUSTO-RUIZ, 1985).

A importagao de vitamina E e derivados, principalmente do

mercado Europeu, tem aumentado consideravelmente nos ultimos



anos. Esses produtos geralmente sao adquiridos na forma sinteti-

ca e, em menor quantidade como concentrado natural de tocoferois.

'Na industria de alimentos o uso de : antioxidantes sintéti-
cos € regulamentado por oOrgaos internacionais como a OMS e a FDA.
No Brasil, o INAN, recomenda usar .antioxidantes naturais no pro
grama nacional de merenda escolar. Esses fatos alertam para a ur
géncia na adaptagdo de tecnologias para a melhor utilizagao dos
recursos disponiveis que ora nfo estZo sendo devidamente aprovei

tados.

A partir do subproduto cru "DDOS" (Destilado da Desodoriza-
cao do Oleo de Soja) visa-se obter extratos semi-purificados me-
diante métodos quimicos e -fisicos comoalternativa para eliminar

substancias acompanhantes, principalmente acidos graxos livres.

Com estas técnicas, se pretende atingir um primeiro grau
de purificagéo, eliminando compostos que por existir em quantida
des muito elevadas, dificultam os processamentos usados conven-

cionalmente para concentragao e purificagao de vitamina E.

Para tanto esta pesquisa pretende abordar os seguintes ‘as-
pectos:

a) Aplicagao de uma sequéncia de métodos analiticos para conhe-
cer a composicao dos DDOS tipicos. Tal metodologia devera
permitir a determinagao de alfa, beta, gama e delta—tocoferé
is, de esterois vegetais, de acidos graxos individuais li-
vres e esterificados e de outros compostos lipidicos de me-
nor importancia.

b) Estudo do potencial de extragdo seletiva das impurezas com
diversos solventes de uso comum.

c) Estudo das perspectivas da saponificagao na redugdo ou elimi
nagao de impurezas.

d) Emprego de sistemas de solventes, polares e nao polares, na
reducao de impurezas especificas e no grau de concentragao

dos tocoferois.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. IMPORTANCIA DA SOJA NO BRASIL

A soja e reportada ter-se originado no leste Asiatico. Os
primeiros registros sobre o uso da soja na alimentagao humana da
ta de 2.838 anos ‘A.C sendo seu nome derivado do vocabulo chinés
"Chiang-yiu", porém encontram-se mais de 50 nomes diferentes pa-

ra esta leguminosa (SMITH & CIRCLE, 1978).

A introdugao da soja no Brasil data do século passado, sua
exploragao industrial tem-se acentuado nos ultimos anos atingin-
do 8,5 milhoes de hectares (AUGUSTO-RUIZ, 1985), o que represen-
ta mais de 3% da area mundial desta cultura (HORAN, 1974); os es
tados do Parand e Rio Grande do Sul sao os de maior expressivida

de na produgao nacional desta leguminosa (CARVALHO, 1984).

Na década de 70, o setor agricola brasileiro experimentou
grande desenvolvimento, particularmente a cultura de soja (CARVA
LHO, 1984). Diversos fatores contribuiram para esse quadro favo-
ravel, mencionando-se as condigoes do mercado interno e externo,
alternancia com outras culturas, capitalizagao das empresas agri
colas, apoio a pesquisa e assisténcia técnica (AUGUSTO - RUIZ,
1985). E interessante notar que enquanto as culturas industriais
se expandiam, em virtude do mercado de exportagéo, reduziam-se a
oferta de alimentos tradicionais; por exemplo, a produgao per-
-capita de alimentos basicos apresentou uma diminuigéo de 13% no
periodo 77/84, enquanto que as culturas de exportagao, entre

elas a soja, aumentaram em 19%.

A produgao nacional de soja no periodo das safras 79/86, se
gundo dados estatisticos (ANON, 1986), apresentados no Quadro 1,
demonstra que houve uma diminuigao de aproximadamente 28% devido,
principalmente, a queda do seu prego no mercado internacional(CA

CEX, 1986a).



Apesar da redugao observada na comercializagio externa dos
produtos bésicos, como a soja e o cafe, o valor total das exporta
¢oes, neste item, no ano de 1986, superou ligeiramente o valor ex
portado em 1985 (CACEX, 1986a). O farelo de soja ocupou o segundo
lugar dos produtos basicos de exportagao durante o periodo de ja-
neiro a outubro de 1986 contribuindo com 5,8% do total e uma re-
ceita de 204 milhoes de dolares a mais comparado com O mesmo pe-

riodo de 1985 (CACEX, 1986a).

QUADRO 1. Produgao Nacional de soja nas safras de 1979 a 1986

Produgao Contribuicao do total das
Ano (1000 t) oleaginosas, (%)
79/80 14.887,4 88,4
80/81 15.484,8 : 89,9
81/82 12.890,8 87,3
82/83 © 14.533,8 90,3
83/84 - 15.337,7 89,7
84/85 l18.211,5 87,7
85/86 13.156,1 87,7
86/87 * 15.786,4 -——

Fonte: ANON, 1986.

* Estimativa feita em outubro de 1986.

Os produtos de soja exportados nos periodos de 1983 a 1986

estao registrados no Quadro 2. (CACEX, 1984a, 1986a).



QUADRO 2. Produtos basicos, semimanufaturados e manufaturados de

soja que foram exportados nos periodos de 1983 a 1986.

Exportagao (1.000 t)
Produtos 1986 1985 1984 1983

Farelo de soja 6.004 6.537 7.027 7.958
Soja em grao ‘ 1.196 3.472 . 1.564 1.295
0leo de soja bruto 188 401 790 308
O0leo de soja refinado 155 349 89 695
Total 7.543 10.839 9.470 10.256

Fonte: CACEX, 1984a, 1986a.

A soja assumiu um proeminente papel dentre as oleaginosas,
nao somente como fonte rica em proteinas (30 a 46%), mas também
pelo seu teor em Oleo comestivel; isto se evidenciou a partir da
publicagao do relatdrio das Nagdes Unidas referente a crise mun-

dial de proteinas (LIENER, 1978).

A principal contribuigéo da soja na nutrigao humana, se re-
laciona com o teor e a gqualidade de sua proteina, teor de éleo,
carboidratos, vitaminas e minerais; estes Ultimos sao nutrientes
que podem ser decisivos em condigaes onde esses nutrientes sejam
limitantes. Energéticamente contribui com 14,54 Kj/g de proteina,
35,97 Kj/g de Oleo e 7,04 Kj/g de carboidratos digestiveis (LIE-
NER, 1978).

As maiores fontes comerciais de Oleos comestiveis de ori-
gem vegetal, s3do as plantas anuais como a soja, algodao, amendoim
entre outros e as plantas perenes como oliveira e palméceas(SWERN
1964). Dentre estas a de maior representatividade € a soja, sendo
que, aproximadamente se produzem anualmente no Brasil 2,3 milhoes
de toneladas de 0leo a partir desta leguminosa (BARATA & CONTRE-

RAS, 1984).0 parque industrial da soja no Brasil,conta com uma ca



pacidade instalada de aproximadamente 94.000 t/dia de processamen
to de soja o qual representa 92,2% da produgéo nacional de Oleo

comestivel (CARVALHO, 1984).
2.2. COMPOSICAC DO OLEO DE SOJA

Os oOleos e .gorduras sao constituidos principalmente de éstg
res de glicerol, denominados gliceridios €, em menor quantidade
de uma fragao néo—gliceridica (SWERN, 1964). Uma classificagao
usada para estas substancias tem como base o numero de iodo clas-
sificando-as em nao secantes, semi-secantes e secantes se seu nu-
mero de iodo for baixo, médio ou alto respectivamente. Essa clas-
sificagéo pode ser substituida por outra que toma por base seus
constituintes: os acidos graxos, classificando-as em 10 grupos:

1. Grupo da gordura do leite, predomina o acido butirico

2. Grupo de acido laurico, caraéteristico das palmaceas, onde
atinge 40 a 50%

3. Grupo da manteiga vegetal, ricos em acidos graxos saturados,
com Cl4 a Cl8, caracteristicos na manteiga de cacau

4. Grupo das gorduras animais, ricos em Cl16 e cis, caracteristi
cos dos sebos animais

5. Grupo dos acidos oléico-linoléico, todos de origem vegetal,
predominando C18:1 e Cl8:2, sendo que o Cl8:3n-3 quase é
inexistente, caracteristicos de algodao, amendoim, milho, gi
rasol, oliva e palma -

6. Grupo do acido linolénico, este acido é considerado secante,
caracteristico da soja e linho

7. Grupo dos acidos conjugados como eleostearico (c18:3 cis-cis
trans) caracteristico do 6leo de tungue

8. Grupo do acido erucico, caracteristico da mostarda e colza
onde perfazem 40 a 50%

9. Grupo dos dleos marinhos, apresentam alto teor de acidos sa-
turados e insaturados Cl16, C18, C20 e C22 altamente - poliin-
saturados

10. Grupo dos hidroxi-acidos,gliceridios do acido ricinoléico

(12-hidroxioctadecendico), caracteristico do 6leo de mamona.

6



Os oleos vegetais nao refinados contém, em média, 5% do ma-
terial nao-gliceridio; este material esta constituido principal-

mente por:

1. Fosfatidios como lecitinas e cefalinas, Agem como sinergistas
dos tocoferdis;

2. Esteréis, principalmente beta-sitosterol, estigmaesterol, ga-
ma-sitosterol e campesterol;

3. Alcoois graxos: encontram-se combinados como acidos graxos
e ceras;

4. Hidrocarbonetos como o esqualeno;

5. Carotenos, principalmente beta-caroterio;

6. Clorofilas;

7. Tocoferois, alfa, beta, gama e delta~tocoferol. Principais com
postos antioxidantes;

8. Outros antioxidantes,como a sesamolina do éleo de sésamo,go§
sipol do dleo de algodao. S@o glucosidios de compostos fenoli
cos;

9. Compostos odoriferos, préprios ou derivados da agdo hidroliti
ca. Principalmente cetonas com Cl2, terpenodides e metiletilce
tonas; |

10. Vitaminas lipossoluveis pro-vitamina A, E e D;

ll. Minerais, principalmente fésforo, sédio, cobre (0,1 a 0,3
ppm), manganés (0,1 a 0,7 ppm), ferro (1 a 5 ppm) e niguel
(0,1 a 0,2 ppm).

0 d0leo de soja € obtido industrialmente por extracio com
solventes lipofilicos. O hexano é um excelente solvente de trigli
ceridios e outros lipidios. Tem-se experimentado, com algum suces
so, outros solventes como misturas dos alcoois metilico, etilico,
isopropilico, propilico, n-butilico e - isobutilico; misturas he-
xano-etanol, hexano-metanol ou até mesmo solventes clorinados; es
- tes Ultimos tem sido usados por ser seletivos para lipidios e nao
serem inflamaveis, porém,apresentam toxidade (EMMERIE & ENGEL,

1938).

Os oleos vegetais, como o de soja, para torna-los comesti-

7



veis é necessario um processo de .refino onde acontecem inevi
taveis perdas de alguns componentes como os tocoferdis que no
branqueamento perde-se entre 14 a 48%, na desodorizagéo entre 14
a 35%, na neutralizagao entre 5 a 20% e na hidrogenagao entre 5

até 70% (BAUERNFEIND, 1980).

O Oleo de soja é altamente insaturado, classificado como
semi-secante; em 1920 foi usado na induastria de tintas, vernizes
e sabao; em 1930, com o aumento na demanda de 6leos comestiveis,
se adaptaram tecnologias que permitiram seu uso na alimentacao

(SMITH & CIRCLE, 1978).

A composigao do 4leo de soja varia em fungzo das caracteris
ticas genéticas, técnicas culturais e meio ambiente onde o culti-
var e explorado (SMITH & CIRCLE, 1978); porem, pode-se estabele-
cer alguns limites de seué principais componentes, como os repor-

tados no Quadro 3.

Outros componentes do dleo de soja nao refinado sao: aci-
dos graxos livres, carotenos, clorofilas, xantofilas, quinonas, di
cetonas, quatro classes de esterois: (livres, esterificados, glico
silados ou aciladoé) ~.sendo os mais importantes sao campesterol,
estigmaesterol e beta-sitosterol; contém dois alcoois terpenicos,
0 cicloartenol e o ciclolaudenol, sete terpenos, sendo os mais im-
portantes o alfa e a beta-amirina. Os acidos palmitico,esteérico,
oléico, linoléico, linolénico, miristico, araquidico e behénico
sao os principais acil componentes dos esteril glicosidios aceti-

lados (RAKIS, 1978; FEDELI et alii, 1966; KOCHHAR, 1983).

O oleo de soja é considerado uma excelente fonte do &cido
essencial linolénico (HUNTER, 1981), e este deve ser, em parte,o
responsavel pelo odor e pouca estabilidade (LANDERS & RATHMANN,
1981), por causar a reversao do "flavor"'". Oleos ricos em éci
dos insaturados apresentam um alto teor de tocoferdis (GUTFINGER

& LETAN, 1975a) como milho, soja, trigo, oliva (BOATELLA, 1975).



QUADRO 3. Composigao porcentual e algumas

cas do 61eo de soja bruto

caracteristicas tipi-

Composigao Limites
Peso especifico (252C/252C) 0,917 - 0,921
Indice de refracao (25°C) 1,470 - 1,476
Indice de iodo 120 - 141
Nimero de saponificagao 189 - 195
Acidez (%) 0,5
Trigliceridios totais (%) 99
Acidos graxos saturados (%):
Laurico tragos
Miristico 0,2 - 0,5
Palmitico 7 - 12
Estearico 2 - 5,5
Araquidico 0,2 - 1,0
Behénico 0,1 - 0,5
Total de saturados 10 - 19
Acidos graxos insaturados (%):
Oléico 20 - 50
Linoléico 35 - 60
Linolénico 2 - 13
Eicosenodico 0,05 - 0,1
Total de acidos graxos insaturados (%) 80 - 88,1
Fosfatidios (%) 1,3 - 2,5
Matéria insaponificavel (%):
Esterdis totais 0,01 - 0,33
Tocoferodis totais 0,15 - 0,21
Alfa-tocoferol (mg/100 g) 3,4 - 11,5
Minerais:
Ferro (ppm) 1,0 - 3,0
Cobre (ppm) 0,03 - 0,05
Teor de o0leo na semente (%) 18 - 22
Fontes: ERICKSON, 1983; LANDERS & RATHMANN, 1981; STAGE, 1982,



GUTFINGER & LETAN, 1974a, 1974b e 1975a; SWERN, 1964; SHERWIN,
1976; KHAFISOV, 1972a; SMITH & CIRCLE, 1978; BAUERNFEIND, 1980;
HAFEZ, 1983; MERCADANTE & RODRIGUEZ, 1986; MATIL, 1964.

Este Oleo é considerado uma das fontes naturais de tocofe-
rois e esterdis (NELSON & MILUN, 1968), onde o principal componen - -
te € o gama-tocoferol (GUTFINGER & LETAN, 1974a), com 61,9% do
total (GOVIND & PERKINS, 1972), 20% de alfa-tocoferol, tragos de
beta-tocoferol e 20% do delta-tocoferol de um total de tocofe-
rois de 100 a 200 mg/100 g de bleo (AMES, 1972a  BAUERFEIND &
-CORT, 1975; BOATELLA, 1975; CARPENTER et alii, 1976; GOVIND &
PERKINS, 1972; GUTFINGER & LETAN, 1974a, 1974b).

O conteudo de alfa-tocoferol depende de muitos fatores ta—
is como: genéticos, geograficos, estacionais, culturais, processa
mento e armazenamento (AMES, 1972; CONTRERAS, 1984; GUTFINGER &
LETAN, 1975a; BROOKS & CSALLANY, 1978).

A partir do dleo de soja se tem isolado e identificado um
dimero, como o produto da oxidagao do gama-tocoferol, com ativida
de antioxidante semelhante ao dos tocoferdis(KOMODA & HARADA,1969;
GUTFINGER & LETAN, 1975a).

2.3. REFINAMENTO DO OLEO DE SOJA

A separagao do 0leo, de uma matéria prima, constitui uma di
visao especializada da tecnologia de 61eos.Dentre 0Ss processos de
obtengao de 0leos se menciona a desintegragao mecanica, prensagem
e a extragao com solventes; o objetivo final é a obtengio de um
oleo puro, com alto rendimento, que seja economico e que .produza

um farelo que possa ser utilizado (NORRIS, 1964).
Em matérias primas com baixo teor de 6leo, como a soja, o

recomendavel é usar um processo de extragio com solventes por

apresentar um rendimento de 99%, se as sementes forem descortiza-
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das antes da extragao; porém, este processo apresenta um elevado

investimento inicial (NORRIS, 1964).

O processamento para a obtengao de um dleo de soja comesti-
vel consta de extragao, degomagem, neutralizagao, branqueamento

e desodorizagao, as vezes hidrogenagdo (ERICKSON, 1983).

O objetivo da degomagem e neutralizacgao, também denominada
de refino é: a remogdo de gomas, mucilagens e proteinas, hidrata
gao de fosfatidios e a transformagdo de acidos graxos livres em
saboes. Na neutralizagao geralmente se usa soda caustica ou carbo
nato de sodio (LANDERS E RATHMANN, 1981), ou ainda outras opera-
goes fisicas (JAWAD et alii, 1983).

0 branqueamento € o tratamento que se da ao 0leo com bento-
nitas seguido de filtragao, com terra de diatomacea, neste pro-
cesso se elimina as substancias que dao cor e alguns pesticidas

(LANDERS & RATHMANN, 1981; NORRIS, 1964).

A desodorizagéo, é o tratamento para a remogao de substan-
cias responsaveis .por odores e sabores caracteristicos da soja
(LANDERS & RATHMANN, 1981), isto € possivel devido a grande dife
renga de volatilidade entre os trigliceridios e as substancias
odoriferas. £ um processo de destilagdo por arraste com vapor a
elevadas temperaturas, maiores que 200 ec; e a presséo de vacuo,
menor que 10 mm de Hg; esta Ultima variavel é para evitar a oxida
cao com o oxigeénio atmosférico e a hidrdlise dos trigliceridios
pela agao do vapor na temperatura de trabalho (MATTIL, 1964; DU-
DROW, 1983; HUNTER, 1981).

Alguns dos componentes responsaveis pelo sabor e odor do
o0leo de soja sao a laurilnonilcetona, metilendecilcetona, aldei
dos triperpénicos com 5 até 12 atomos de carbono, acidos graxos
livres oxidados com 5 até 8 atomos de carbono e © n-deca-2,4-
dienal (derivado do acido 1linolénico) o qual apresenta um "thre-

shold" de 0,5 ppb em agua (MATTIL, 1964). Se essas substancias
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nao forem eliminadas, os 0leos podem apresentar o fenomeno da re-
versao do "flavor". Essas substincias podem ser proprias do oleo
ou contaminantes acidentais do processo de refinamento (GILBERT &
TANDY, 1979; GAVIN, 1978; ZEHNDER, 1976) ou do armazenamento (GA-
VIN, 1981).

A desodorizagao € a Ultima etapa do processamento de refi-
no do Oleo comercial de soja (ZEHNDER, 1976); seus parametros ope
racionais sao temperatura, pressao, tempo, vapor, ar e meio de
aquecimento (RAWLINGS et alii, 1948; NAUDET et alii, 1969 ;DUDROW,
1983; PUDROW, 1983; GAVIN, 1981). Num processo em batelada se usa
210 a 274 °C com 1 a 6 mm de Hg, por 3 a 8 horas,e um fluxo de va
por na relagao de 5 a 15% respectivo ao 6leo (ERICKSON, 1983). Co
mo um substituto do vapor pode ser usado um gas inerte, como meio
de arraste, desde que os volateis sejam facilmente removidos do

desodorizador (MATTIL, 1964).

A desodorizagao completa, de muitos 61eos, requer prolonga
da destilagao (SWERN, 1964), ainda a qualidade do oleo desodoriza

do depende da natureza do o0leo original (MATTIL, 1964).

Na desodorizagéo removem-se também materia insaponificével
menos volatil, como esterdis e tocoferdis os que, dependendo da
temperatura de destilagao, sua concentracgao final no Oleo pode di
minuir de 30 a 60% da inicial. Os trigliceridios sao menos vola-
teis que os outros constituintes do 0leo; porém, se encontram mo-
no e di-gliceridios no destilado indicando que estas substancias
poderiam ser produzidas pela hidrolise dos trigliceridios ou se-

rem proprios do 6leo (MATTIL, 1964).

Os componentes insaponificaveis do 0leo sao removidos gra-
dualmente durante cada etapa da refinacao (GUTFINGER & LETAN,
1974b). Os pigmentos, responsaveis pela cor caracteristica do
Oleo, sdo instaveis ao calor pelo que a desodorizacao reduz marca-
damente a cor do Oleo original (MATTIL, 1964). Na desodorizacgao

ainda podem ser retirados componentes do o0leo, devido ao arraste
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pelo vapor (DUDROW, 1983).

No processo de refinamento a etapa que causa a maior perda
de tocoferdis e de esterdis é o tratamento com soda;essas perdas
podem ser causadas por adsorgao no sabao formado, produzindo um
residuo rico nesses componentes (NORRls; 1964) .Algumas perdas de
tocoferdis sdo dadas pela formagao de dimeros durante a desodori
zagao e esses ficam no 6leo (GUTFINGER & LETAN, 1974b); porem re
porta-se que durante todo o processo se perdem, aproximadamente,
entre 20 a 45% do total de tocoferdis (SWERN, 1964; GUTFINGER &
LETAN, 1974b); sendo que de 5 a 35% sao perdidos na desodoriza-
950 (HUNTER, 1981; GUTFINGER & LETAN, 1974b). Esses limites am-
plos, sao decorrentes dos processos em batelada, ohnde se mencio-
nam, por exemplo, que as perdas dos tocoferéis, em cada etapa de
um processo em batelada, pode ficar em torno de 30% na degomagem
e neutralizagao, 14 a 18% no branqueamento, 14 a 35% na desodori

zagao e de 5 a 70% na hidrogenacao (BAUERNFEIND, 1977).

A variagao do conteldo de tocoferdis, esterdis e hidrocar-
bonetos do Oleo de soja, pelo refinamento, se apresenta no Qua-
dro 4 onde se verifica que as perdas dos tocoferois num processo

em batelada sao muito variadas de etapa para etapa.

QUADRO 4. Composigao do Oleo de soja em tocoferdis,esterdis e es

qualeno nas diferentes etapas de seu refinamento.

Tocoferol Esterois Esqualeno
Etapas do Processo mg % mg % mg %
Oleo original 110 - 115 350 - 390 140 - 145
0leo degomado 100 110 360 373 140 145
Oleo clarificado 100 107 300 305 135 145
O0leo desodorizado 80 90 260 265 85 95

Fontes: BARATTA & CONTRERAS, 1984; HUNTER, 1981; GUTFINGER & LE-
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TAN, 1974b; BAUERNFEIND, 1980.

As perdas dos tocoferois durante a degomagem em batelada,
se devem principalmente ao arraste de compostos polares nos fos-
folipidios hidratados (HUNTER, 1981). Para diminuir as perdas
dos tocoferois durante o branqueamento, pode-se usar '"ascarite"
(ASKINAZI, et alii, 1983), enquanto que, na desodorizagao deve-
-se controlar bem o vapor, temperatura, pressao e tempo para evi
tar, além das perdas dos tocoferdis, a polimerizagio dos &cidos
graxospoliinsaturados e a interesterificagao dos trigliceridios
(JAWAD et alii, 1984); uma alternativa é usar a destilagao mole-

cular (ZEMANOVIC, 1975).

A desodorizagao completa aumenta a estabilidade do bleo de
soja devido,ao fato de eliminar pré—oxidantes e ativar os anti-

oxidantes,como os tocoferdis (DUDROW, 1983; MATTIL, 1964).

Durante a estocagem e uso o 6leo € exposto a luz e ao oxi-
génio atmosférico ocorrendo o fenomeno denominado "reversao'" do
"flavor" devido a interagao do oxigénio e precursores como o aci

do linolénico (LANDERS & RATHMANN, 1981).

2.4. COMPOSIGAO DO DESTILADO DA DESODORIZACAO DO OLEQO DE SOJA

O destilado da desodorizagéo do Oleo de soja (DDOS) con-
siste de uma mistura complexa de acidos graxos livres, gliceridi
0s parciais, aldeidos insaturados de elevado peso molecular, hi-
drocarbonetos parafinicos, oleinas, esqualeno, esterdis, tocofe-
rois além de produtos oxidados nao identificados (NAUDET & CE-

CCHI, 1970).

Recentemente a recuperagao dos destilados da desodorizagéo
tem aumentado em interesse por sua alta concentracao em tocoferé
is e esterdis que tem demanda na producido de vitamina E e outros
produtos (KEHSE, 1976; GUTFINGER & LETAN, 1974b;FEDELI & GASPARO

LI, 1977; GAVIN, 1981). Sistemas de recuperagao em grande escala
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sao necessarios para o controle da poluigao (GAVIN, 1978; KEHSE,
1976), e recuperagao de material que pode ser usado na produgao

de concentrados de tocoferois ou de esteréis; embora, desde 1974,
tanto a vitamina E natural gquanto a sintética, nao signifique um

bom atrativo para a indistria (ZEHNDER, 1976).

Relacionando a perda média de tocoferol durante a desodori
zagao, de 11 a 22 mg/100 g, com a percentagem media de tocoferol
no DDOS, de 6,68%, estima-se que para cada tonelada de 0leo deso-
dorizado produziria de 1,0 a 2,0 Kg de DDOS com um rendimento de
0,1 a 0,3 Kg de tocoferdis (BARATTA & CONTRERAS, 1984; CONTRERAS,
1984), e de 0,10 a 0,22 Kg de esterois (GUTFINGER & LETAN, 1974b).

QUADRO 5. Composigao volateis, ‘tipicos da desodorizagao do 6leo

de soja e sua relagao com o odor

Compostos

Odor

Acetaldeido
Dimetil sulfito
Acetato de etila
2-butanona
Diacetil

n-hexanal

Acetoina
5-metil-2-hexanona
2-heptanona

Acido butirico

Acido acético

forte a frutas
desagradavel
fragante

semelhante a acetona
irritante

semelhante a aldeido
aromatico

agradavel
desagradavel
desagradével

acre

Fontes: GILBERT & TANDY, 1979.
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QUADRO 6. Componentes principais do DDOS determinados por varios

autores

Compostos Porcentagem
Tocoferois totais 2 - 9
alfa-tocoferol 1,04
beta-tocoferol 0,18
gama-tocoferol 5,03
delta-tocoferol 2,40
Trigliceridios 2 - 5
Acidos graxos totais 60 - 70
Acidos graxos livres 36
Acidos graxos esterificados 24
Hidrocérbonetos 3,5
Esterois 26
Plastoquinonas menor que 3
Alcoois alifaticos menor que 3
Terpenoides menor que 3

Fontes: FEDELI & GASPAROLI, 1977; CAVINS & INGLETT, 1974; BARATTA
& CONTRERAS, 1984; HOFFMAN et alii, 1964).

Na fragao insaponificavel do DDOS encontram-se entre ou-
tros, os alcoois triterpénicos: cicloartenol, euforbol, butiroes-
permol, ciclolaudenol; os terpenos alfa e beta amirina; os este-
rois: beta-sitosterol (50 a 72 mg/l00 g), estigmaesterol (10 a 24
mg/100 g), campesterol (15 a 25 mg/l100 g) e colesterol em tragos
(FEDELI et alii, 1966; ITOH et alii, 1973; FEDELI & GASPAROLI,
1977; NAUDET et alii, 1973).

0 n-deca-2,4-dienal foi identificado como o composto
carbonilico de maior concentragao no DDOS, e nos destilados do se
bo, da banha e do algodao; esse composto ¢ formado por aquecimen

to do metil-linoleato na presenga do n-hepta-2-enal e dos Cl0 e
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C9-2-enal (PATTON et alii, 1959).

A fragao hidrocarboneto do  DDOS, esta constituida de
50% de esqualeno, 4,2% de parafinicos de C29 e C31 e outra fragao
de aproximadamente 30 a 35 atomos de carbono; esses componen

tes sao proprios do o0leo de soja (EVANS et alii, 1964).

A estabilidade do DDOS se deve principalmente ao seu te-
or em tocoferois, sendo que esses compostos estabilizam o DDOS
em relagao a acao do ferro (3+), oxigénio e hidroperdxidos, tanto
quanto a agéo de alguns antioxidantes como o NDGA, ascorbilpalmi-

tato, galatos, pirocatecol e topanol (POKORNY et alii, 1974).
2.5. TOCOFEROIS E TOCOTRIENOIS

2.5.1. Estrutura e fungoes biolégicas dos tocoferdis e toco-

trienois

Em 1920, EVANS et alii (apud SCHUDEL et alii, 1972) reporta
ram a descoberta de um fator indispensavel para a reprodugéo de
animais de laboratorio, o que denominaram de '"fator x" e, poste-
riormente de vitamina E (KASPAREK, 1980), Em 1936, 0S mesmos au-
tores, reportaram que o "fator x" era de natureza mﬁltipla sendo
capazes de isolar, a partir do oleo do germe de trigo, dois com-
postos que denominaram alfa e beta-tocoferol. Em 1937, EMERSON et
alii (apud SCHUDEL et alii, 1972) fizeram a descoberta de um ter-
ceiro composto, o gama-tocoferol e em 1947, STERN et alii (apud
SCHUDEL et alii 1972), descobrem o quarto composto a partir do

Oleo de soja, o delta-tocoferol.

Na década de 60 foram descobertos quatro homélogos dos toco
ferdis que se denominaram &', ﬂ; , ¥ , & —  tocotrienol

respectivamente (SCHUDEL et alii, 1972).

Em 1965 publicou-se uma revisao bibliogréfica com 192

paginas e 434 referéncias sobre o teor da vitamina E nos alimen-
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tos (BAUERNFEIND, 1980).

A vitamina E consiste em oito cromandis, derivados do 6-cro
manol ou cromano-6-0l, sendo quatro tocois e quatro tocotriendis,
todos com diferente atividade biolégica e estereoquimica prépria.
Nos animais predomina o alfa-tocoferol. Os demais compostos repre
sentam apenas de .1l a 5% da atividade biologica do alfa-tocoferol.
Nos oOleos vegetais predominam o0s gama e delta-tocoferois (DESAI,

1980).

O termo "tocol", foi proposto por Karrer et alii em 1938
para denominar um derivado saturado do cromanol e o termo "toco-
trienol", proposto por Bungam et alii em 1961,para denominar o de

rivado insaturado do cromanol respectivo (SCHUDEL et alii, 1972).

A fungao principal dos tocoferdis, na ceélula, € a de an-
tioxidante, protetora das membranas e sistemas lipidicos ( SWERN,
1964; KOMODA et alii, 1968). Sua fungao de antioxidante natural
se deve a sua capacidade de doar elétrons (CORT, 1974), a qual es
ta relacionada com sua estrutura (ANON, 1981); essa capacidade de
monstra a seguinte ordem decrescente de atividade antioxidante:ga
ma, delta, beta e alfa-tocoferol (CHOW & DRAPER, 1974; CAMPASOL
et alii, 1976; FUKUSAWA et alii, 1982; BAUERNFEIND, 1980) enguan-
to que a atividade vitaminica se apresenta em ordem decrescente

de alfa, beta, gama e delta-tocoferol (YUKI et alii, 1979).

Os tocoferdis (alfa, beta, gama e delta) apresentam ati-
vidade biologica em humanos (VITALI, 1972), pelo que, a US Food &
Board recomenda consumir entre 8 e 10 mg de alfa-tocoferol por
dia para manter um estado saudavel em adultos; essa quantidade é

bem suprida na ingestaodiaria de o0leos comestiveis (HUNTER,1981).

A correta estrutura do alfa-tocoferol foi estabelecida
por Fernholz em 1938, sendo essa uma importante descoberta para a
elucidagao das demais estruturas dos tocoferdis e tocotrienéis,e§

tes Gltimos eram denominados de E-tocoferois (KASPAREK, 1980).
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Em 1964, a IUPAC-IUB, aceitou a proposta de Pennock et
alii para nomear sistemiticamente os tocoferdis e tocotriendis
(SCHUDEL et alii, 1972); assim por exemplo, o alfa-tocoferol & o
5,7,8-trimetil-2-(4'-,8'-,12'-trimetildecil)-6-cromanol (HARRIS,
1972).

A estrutura e nomenclatura aceita dos tocoferois se re

presentam a seguir (KASPAREK, 1980; SCHUDEL et alii, 1972).

6-cromanol

Nomes Abreviatura Rl R2 R3
alfa-tocoferol ou 5,7,8~trimetiltocol ( T ) Me Me Me
beta-tocoferol 5,8-dimetiltocol ( ‘e‘r ) Me H Me
gama~tocoferol 7;8-dimetiltocol ( ¥7T ) H Me Me
delta-tocoferol 8-metiltocol ( 6§17 ) H Me

A estrutura e nomenclatura aceita pdra os tocotriendis

se representa a seguir (KASPAREK, 1980; SCHUDEL et alii, 1972).
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Nomes Abreviatura R1 R2 R3
alfa-tocotrienol 6u.

5,7,8-trimetiltocotrienol . ( T3 ) Me Me Me
beta-tocotrienol ou

5,8-dimetiltocotrienol ( [673.) Me H Me
gama-tocotrienol ou

7,8-dimetiltocotrienol ( ¥z ) H Me Me
delta-tocotrienol ou

8-metiltocotrienol ( Tz ) H H Me

2.5.2. Caracteristicas fisicas, quimicas e usos dos tocofe-

rois

Os tocoferdis sio 6leos a temperatura ambiente, o alfa
-tocoferol apresenta as seguintes caracteristicas: ponto de fu-
sao de 2,5 a 3,5 ¢C, insoluvel em agua, soluvel em solventes a-
proticos, poder rotatério, a 25 C, de + 0,322em etanol; nesse
mesmo solvente apresenta uma maxima absorbancia entre 292 a 298nm
sendo que sofre um efeito hipsocromico quando transformado em
seu derivado acetilado com comprimento de onda maximo entre 276

a 285 nm.

Os tocoferois sao destruidos pela agao do oxigénio for
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mando quinonas, dimeros, trimeros (BAUERNFEIND, 1980; CILLARO et
alii, 1980). A oxidagd3o é acentuada pela agao da luz, calor, ba-
ses, ions Fe (3+) e Cu (2+). S30 estiveis em meio acido e, na au-
séncia de oxigeénio, apresentam relativa estabilidade frente as ba

ses, luz e calor (BAUERNFEIND, 1980; LARS & NILSSON, 1977).

Os tocoferois no estado puro sio estaveis ao ar e & luz
por longos periodos. Em solugdo podem ser protegidos contra a
agao principalmente dos ions Fe (3+) e Cu (2+), com os acidos as-

corbico e citrico e o EDTA (CORT et alii, 1978).

Os tocoferois se encontram nos alimentos, principalmen-
te na forma nao esterificada (BAUERNFEIND, 1980). As principais
fontes sao: germe de trigo, Oleos de milho, algodao, girasol, so-
ja, oliva, coco e amendoim (SLOVER, 1971; SCHUDEL et alii, 1972;
BAUERNFEIND, 1980; LANDERS & RATHMANN, 1981; HERTING & DRURY,
1969). Sua distribuigao nos alimentos é variada dependendo da es-
pécie, estado de maturagdoc, meio ambiente onde se cultiva a espe-
cie, forma de colheita, processamento e armazenamento( BAUERNFEIND
1980; KLYUCHKIN e SAFRONOVA, 1972). Alimentos de origem animal ge
ralmente sao pobres em tocoferol, nesses organismos sua concentra

cao depende da alimentacdo do animal (BAUERNFEIND, 1980).

Os tocoferodis do Oleo de soja sofrem modificagoes segun
do o processo de refino; assim, ve}ifica—se uma troca de compos-
tos isoméricos, por exemplo o total dos isdmeros alfa e delta di-
minuem enguanto o gama aumenta (KHAFIZOV et alii, 1972b); verifi-
ca-se também que os tocoferdis livres estio em maior concentragao
no 6leo nao refinado; no entanto o 6leo refinado apresenta molécu
las associadas como dimeros, oxipolimeros (MERCADANTE & RODRIGUEZ

1986).

O processamento tecnolégico e a estocagem afetam os to-
coferois dos 6leos;;por exemplo, menciona-se uma perda de 20% de
tocoferol total no 6leo de soja estocado durante 17 semanas (GUT

FINGER & LETAN, 1975a).
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Os tocoferodis sao usados em tecnologia de alimentos por
sua capacidade ahtioxidante, embora seu mecanismo de agao ainda
nao esteja bem esclarecido (YUKI et alii, 1979) menciona-se que
inibem a formagao das nitrosaminas em bacon (GRAY et alii,1982,TA
NAKA, 1982). Sao usados também como aditivo antioxidante em lei-
te e produtos lateos (KING, 1968). Em combinagao com hidrolisa-
dos de gelatina, apresentam agao sinergista (KAWASHIMA et alii,
1979). Os concentrados de tocoferdis naturais, se comportam como

antioxidantes e sinergistas em produtos gordurosos (NAGAI, 1982).

2.5.3. Analise de Tocoferdis

Durante os Ultimos 15 anos as metodologias para a anali-
se dos tocoferdis tem evoluido rapidamente. Um dos grupos de tra-
balho que tem contribuido na produgéo de metodologias de analise
de tocoferdois €& o de Pennock, (apud MULLER, 1976);poreém, OS
esforgos dos analistas de vitamina E remontam-se a quase 50 anos
(BUNNELL, 1971). Hoje o analista dispoe de uma ampla gama de mé
todos tanto gravimétricos, volumétricos, espectrofotométricos,ele

troquimicos quanto os cromatograficos.

Os métodos quimicos e fisico-quimicos s3o Uteis para deter-
minagoes qualitativas e quantitativas, enquanto que os bioldgicos
sao Uteis para as determinagoes da biopoténcia e da atividade vi-

taminica (DESAI, 1980).

A sequéncia das operacGes em curso para a analise de vi-
tamina E pode, em geral, seguir as seguintes etapas (BUNNELL,
1967): B
l. preparo da amostra
2. extragao da fragao que contém os tocoferodis

. remogao dos interferentes ou purificacao dos extratos
N

3
4. separagao ou isolamento dos tocoferdis
5

. determinacao com métodos classicos ou instrumentais
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6. interpretagao dos resultados
2.5.3.1. Extragao

A etapa inicial, na determinagao dos tocoferois, inclui
O preparo da amostra a gque pode ser solida ou liquida; no caso
dos sdlidos € frequente usar a operagio de extracao com solventes
como a mistura cloroformio : metanol (MIZOBUCHI et alii, 1977),
acetona (DESAI, 1980), metanol (FEETER, 1974), isopropanol ( THOMP
SON et alii, 1978), ou ainda solventes apréticos onde se obtém a

fragao lipidica e componentes polares.

Na sequéncia das operagoes, tanto os extratos quanto as
amostras liquidas, como O0leos, podem sofrer saponificagao para
eliminar os gliceridios (TAYLOR et alii, 1976; BUNNELL, 1971; NEL
SON et alii, 1970; CASAGRANDE & FRIZZERA, 1979; CONTRERAS et alii,
1982; GERTIG & DUDA, 1979), enquanto que os tocoferois e tocotrie
nois sao extraidos do material insaponificavel usando solventes
como éter etilico (GERTIG & DUDA, 1979; CONTE et alii, 1979),éter
de petroleo (MANZ & PHILIPP, 1982), hexano (TAYLOR et alii,1976),
cloroformio (CASAGRANDE & FRIZZERA, 1979) e outros solventes apré

ticos.

Na hidrolise basica recomenda-se usar um agente redutor,
como o acido ascorbico (TAYLOR et alii, 1976; MANZ & PHILIPP,
1982), pirogalol (CARPENTER et alii, 1976) ou usar um meio hidro-
litico de menor atividade prdtica como KOH em metanol ou KOH em
etanol sob condigoes inertes de atmosfera de nitrogénio (MANZ &

PHILIPP, 1982).

Outras técnicas alternativas de extragio sao a destila-
géo molecular e a micro-sublimagéo, ambas demoradas e caras (DE-
SAI, 1980). Uma alternativa muito usada € a cristalizagao a bai-
xas temperaturas, onde os extratos e as amostras liquidas se sepa
ram em duas fases (CHOW et alii, 1969; MULLER, 1976; ZANDI &

McKAY, 1976); na fase sbdlida se encontram os gliceridios e na 1i-
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quida os tocoferois e outros insaponificiveis, nessa operagao os
tocoferois devem ser protegidos usando um redutor como o palmita-

to de ascorbila (MULLER, 1976).

Nas determinagoes rotineiras de tocoferois se pode usar
a extragao direta da amostra (JOHNSON & PYE, 1979;GUTFINGER & LE-"
TAN, 1975a; TAGNEY et alii, 1979); porém se obtém melhores resul-
tados quando se usa a extragio a partir dos insaponificéveis (LO-
SI & PIRETTI, 1970; NELSON et alii, 1970; GUTFINGER & LETAN,1975a;
SEINO et alii, 1971), ou mesmo usando a cristalizagéo fracionada

em baixas temperaturas (MULLER, 1976).
2.5.3.2. Purificacgao

Cabe ressaltar que na determinagao dos tocoferois € ne-
cessario eliminar substancias redutoras e oxidantes como luz, oxi

génio, ions ferro (3+) e cobre (2+) (DESAI, 1980).

Tem-se desenvolvido uma variedade de metodos para puri-
ficagao de extratos de tocoferdis (BUNNELL, 1967). Os mais usa-
dos sao os cromatograficos (PARRISH, 1980), onde os tocoferdis po
dem ser caracterizados por seus tempos de retengéo, retengéo rela

tiva ou por constantes de distribuigao (SCHUDEL, et alii, 1972).

A purificagéo por cromatografia em coluna tem ampla
aceitagio usando como fases estacionarias: florisil (BUNNELL,
1967; BUSHNELL, 1967), silica gel (MANZ & PHILIPP, 1982), fosfato
acido de magnésio (BRO & HJARDE, 1957) kieselguhr, alumina, carbo
nato de zinco + celite (KASPAREK, 1980). As fases moveis mais usa
das sao solugao de acido sulfurico dilufido (MANZ & PHILIPP, 1982;
BUNNELL; 1967), é€ter etilico (BUSHNELL, 1967), eéter de petroleo
(BRO & HJARDE, 1957), etc. Neste tratamento se eliminam substéncl
as como carotenos, alguns esterdis e substancias redutoras (BU-

NNELL, 1967; BRO & HJARDE, 1957; BUSHNELL, 1967).

A cromatografia em camada delgada (ccd) e amplamente
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usada seja para purificar extratos, a nivel analitico, ou para a
separagéo qualitétiva e quantitativa dos tocoferéis(BUNNELL,1967).
Nesta técnica as fases estacionirias mais usadas sao:silica gel G
(TAKAGI & KAI, 1980; NADIROV et alii, 1973; MIZOBUCHI et alii,
1977; MANZ et alii, 1980), alumina para TLC (AMES, 1972), fosfato
de calcio (DOBOSZYNSKA & KACZMAREK, 1973), fosfato acido de magné
sio (DESAI, 1980); as fases moveis que mais se tem usado sao0: ben
zeno : metanol (98 : 2), hexano : acetato de etila (90 : 10) (YA
MAUCHI & MATSUSHITA, 1979), clorofdormio : isooctano (5 : 5)(MANZ
et alii, 1980), benzeno (MIZOBUCHI et alii, 1977), cloroférmio(Né
DIROV et alii, 1973; GUTFINGER & LETAN, 1974b), ou series elutro-
picas de partigao liquido-sdlido (DEAN, 1969), como 20% de isopro
piléter em éter de petroleo (DESAI, 1980).

A cromatografia em camada delgada, tanto a de fase nor-
mal quanto a reversa seja mono ou bi-dimencional, tem sucesso na
analise dos tocoferois (DESAI, 1980; SCHUDEL et alii, 1972; WHI-
TTEL & PENNOCK, 1967).

Apds o desenvolvimento da placa é necessario revelar os com
ponentes eluidos. Os tocoferdis podem ser revelados com os seguin
tes reagentes: SbCl5, acido fosfomolibdico,FeCl3+dipiridil,FeC13+
batofenantrolina (MANZ et alii, 1980; DESAI, 1980), &£ , «' -dipi
ridil (AMES, }972), 1, l'—difeniL—P—picrilhidrazil (GLAVIND &
HOLMER, 1967), batofenantrolina (TAKAGI & KAI, 1980) e 2,2'-biqui

nolina.

Em geral a cromatografia em camada delgada separa toco
ferbis e tocotriendis melhor que outras técnicas cromatograficas
(PARRISH, 1980); porém, é necessario que se tomem as devidas pre-
caugoes nas purificagoes prévias; assim por exemplo, se usou a
C.C.D para separar oS tocoferois, tocotrienois do o0leo de soja

(KATO et alii, 1981).

Observa-se na camada delgada, em geral, que a hidroxila

. do grupo fenolico € a que determina a velocidade de migracao dos
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tocoferois, sendo a seguinte sequéncia da migragéo: trimetil mai-

or que dimetil e este maior que mono-metil(SCHUDEL et alli,1972).

A cromatografia em papel também tem sido usada para a
purificagao das fragoes que contém tocoferois (BUNNELL, 1971; PA-
RRISH, 1980), geralmentg se utiliza como fase estacionaria o pa-
pel impregnado com carbonato de zinco, esta foi recomendada como
técnica oficial da British Analytical Methods Committe (BUNNELL,
1967; GOVIND & PERKINS, 1972).

Outros métodos para purificacgao dos tocoferdis € a hi-
drogenagao das substancias insaturadas como carotenos. Este méto-
do tem a vantagem de ser simples e rapido, porém, substancias re-
dutoras oxidadas como as tocoferil quinonas nao sao removidas
(BUNNELL, 1967). Um tratamento com solugao de acido sulfurico a
85% remove substancias como carotendides, acidos graxos insatura;
dos, etc, mas também ocorre alguma destruigdo dos tocoferdis, pe-
lo que este método nao tem ampla aceitagéo (MANZ & PHILIPP, 1982;
BUNNELL, 1967).

A cromatografia de permeagao em gel, usando sephadex
20 HL, tem demonstrado um alto rendimento na purificagao de extra
tos de tocoferdis separando esterdis e Acidos graxos (KIM & RHEE,

1982).
2.5.3.3. Métodos espectrofotométricos

Na determinagao de vitamina E o método mais usado é o
de Emmerie & Engel conhecido desde 1939. Este método esta baseado
na reagao redox dos tocoferdis e o reagente cromogénico Fe(3+)/2,
2lbipiridina ou «, £'-dipiridil produzindo um cromoforo que apre
senta absorvancia maxima a 520 nm (DESAI, 1980; FEDELI et alii,
1971; BUNNELL, 1967; AMES, 1972; EMMERIE & ENGEL, 1938;MANZ,1982;
PARRISH, 1980; GERTIG & DUDA, 1979). O mecanismo desta reagao se
estabelece entre os produtos intermediarios Fe(2+)/2,2tbipiridina

(PARRISH, 1980), sendo que o alfa-tocoferol reage mais rapidamen-
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te e o delta-tocoferol mais vagarosamente (BUNNELL, 1967).

A principal desvantagem do méetodo de Emmerie & Engel é
a fugacidade da intensidade da absorvancia, de 15 a 30 seg.; este
problema pode ser minimizado usando outro reagente cromogénico, a
batofenantrolina (4,7-difenil-1,10-fenantrolina) em acido fosféri
co o qual aumenta 2,5 vezes a sensibilidade do método nos primei-
ros 15 seg. da reagéo. A combinagéo do 2,4,6-tripiridil-S-triazi-

na em acido fosforico tambem apresentam os mesmos resultados.

O método de Emmerie & Engel, nao é especifico para toco
ferois desde que algum composto redutor esteja presente (FEETER,
1974), dai a validade do processo de purificagdo antes da determi

nagao colorimétrica (AMES, 1972).

Em 1948 Quaife, (apud GOVIND & PERKINS),1972 adap
tou um método para diferenciar tocoferdis baseado na observacao
de que o beta, gama e delta-tocoferol reagem com o acido nitroso
dando um derivado nitroso de cor amarelada enquanto que o alfa-to
coferol nao reage e produz uma cor vermelha com o reagente de

Emmerie & Engel.

Outro método usado foi o da dianisidina onde os gama e
delta-tocoferol, apds reagao com a dianisidina, diazotada em solu
gao basica, produzem um croméforo de cor intensa (GOVIND & PER-

KINS, 1972).

A combinagao da cromatografia em camada delgada e o me-
todo colorimétrico tem dado bons resultados, usando a batofenan-
trolina; com esSe procedimento se conseguiu elevados rendimentos

e alta reprodutibilidade (STURM et alii, 1966).

Um procedimento alternativo para o método de Emmerie &
Engel €& descrito por CONTRERAS & STRONG 1982a e 1982b, onde se
apresenta uma sequéncia de operagoes para determinar tocoferois

em graos, oleos comestiveis e sub-produtos da refinagdo do oleo
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de soja.

Nesse procedimento a reagao cromogénica e dada pela com
plexagao dos ions Cu(+) e a 2,2ibiquinolina ou cuproina; essa com
plexagéo acontece na interfase do sistema heptano: etanol 80% on-
de o alfa tocoferol forma um cromoforo aos 10 seg. de reagao. 0
cromoforo formado apresenta um comprimento de onda maximo a 545
nm com uma absortividade molar de 14.490 L.mol-l.cm-1. A princi-
pal vantagem desta reagao, sobre o de Emmerie & Engel, é sua esta

bilidade a luz.

A espectrofotometria no ultra-violeta, tem sido usada
para quantificar tocoferodis (DOBOSZYNSKA & KACZMAREK, 1973;DESAI,
1980; PARRISH, 1980; BUNNELL, 1967). Os comprimentos de onda de
maxima absorvancia sdo 280, 292 e 301 nm respectivamente, podendo
-se calcular a absortividade molar pela seguinte relagao (DESAI,

1980):

E(amostra) = 2.778 E -  (1.552 E + 1.626 E )
292 280 301
E(amostra)
Concentragao de alfa-tocoferol =  —————————————v
E(padrao)
) Este método € de pouca sensibilidade com muitos interfe
rentes, sendo que os tocoferdis, tocotriendis e seus ésteres apre

sentam variadas absortividades (PARRISH, 1980; BUNNELL, 1967).

A espectrofotometria infra-vermelha demonstrou ser uma
técnica Gtil na determinagdo da influéncia do processamento  nos
tocoferdis da soja; no entanto, os métodos espectrofluagométricos
tem sido usados para analisar tocoferdis em tecidos biolégicos on
de € necessaria uma elevada sensibilidade (BUNNELL, 1967;PARRISH,
1980).

A automagao na quimica analitica permitiu adaptar um

sistema de analise continuo de tocoferdis, esse foi o ' sistema de
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analise por injegéo em fluxo segmentado. Nesse sistema se usa a
reagao de Emmerie e Engel para a formagao do cromoforo do tocofe-
rol o qual é determinado colorimeétricamente (HONNOLD et alli,

1969).
2.5.3.4. Métodos cromatogréficos

A analise de misturas de tocoferdis, por métodos quimi-
cos, apresenta limitacgoes principalmente devido a interferentes e
baixa sensibilidade. Na tentativa de resolver este problema adota
ram-se métodos gas-cromatograficos (PARRISH, 1980; BUNNELL, 1967;
AMES, 1972; LEHMANN & SLOVER, 1976; PRIETLEY et alii, 1980;NELSON
& MILUN, 1968).

A cromatografia em fase gasosa € o método que permite
separar e analisar tocoferois individuais em extratos (BUNNELL,
1967); porem, substancias com reatividade quimica do grupo hidro-
xila fenélico, se apresentam como interferentes, como e o caso
dos esterois (AMES, 1972), nao acontecendo O mesmo COm a presenga
dos metil-ésteres dos acidos graxos, hidroperéxidos e produ-
tos de oxidagao (LEHMANN & SLOVER, 1976); assim por exemplo, tem
sido reportada a analise dos tocoferdis do oOleo de soja, extrai-
dos do material insaponificével (PRIESTLEY et alii, 1980; MORDET,
1970b; BOATELLA, 1975; FEETER, 1974) ou a partir do DDOS (NELSON
& MILUN, 1968).

A cromatografia em fase gasosa tem a vantagem sobre o0s
métodos quimicos, na reprodutibilidade, exatidao e tempo da anali
se (ABE et alii, 1976); porém, 0s problemas associados com esta
determinagdo sao: pureza dos extratos, razao do fluxo da«fase mo-
vel, pré—condicionamento e carga das colunas, estabilizagao do de
tector, calibragem com padroes, uso de padrao interno e a necessi

dade de trabalhar com compostos volateis (PARRISH, 1980).

Os derivados volateis mais usados na determinagao de to

coferdis sao os trimetilsililéteres ou TMS-tocoferil (SLOVER et
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alii, 1969; SLOVER et alii, 1983; LERCKER et alii, 1981; GOVIND &
PERKINS, 1972; SLOVER et alii, 1967; ABE et alii, 1976; LEHMANN &
SLOVER, 1976), os quais sao preparados pela dissolugao da amostra
num sistema de agente silalizantes (HDMS, BSTFA, etc) em piridina

anidra (SLOVER, et alii, 1967).

A separacao tem sido efetuada usando fases estacionarias co
mo a 0,5% Apiezon L, 2% SE - 30 (SLOVER et alii, 1969; SLOVER et
alii, 1967; GUTFINGER & LETAN, 1975a), OV - 17 (SLOVER et alii,
1969), OV - 1 (ABE et alii, 1976), QF - 1 (GOVIND & PERKINS,1972)
usando temperaturas de coluna de aproximadamente 235¢C (SLOVER et
alii, 1969) ou de 265°C no caso de separar os ésteres de tocofe-

ril (ABE et alii, 1976).

A identificagao de cada tocoferol pode ser efetuada me-
diante o uso de padrao interno como o 5,7-dimetiltocol (MARIANI &
FEDELI, 1982), ou ainda usando os indices de retengao de kovats
(SLOVER et alii, 1967); porém, a tendéncia € usar combinagao GC-
-MS por permitir a analise estrutural dos componentes separados
(GOVIND & PERKINS, 1972), ou ainda usar a cromatografia capilar
em fase gasosa de elevada resolugéo (SLOVER et alii, 1969; SLOVER
et alii, 1983; LERCKER et alii, 1981).

Em 1972 foi publicada uma metodologia para analisar to-
coferdis usando cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), e
desde ent3o esta técnica tem sido também usada nessas analises
(PARRISH, 1980; CORTESI & FEDELI, 1980; BARNES, 1980; KANEMATSU
et alii, 1984; CARPENTER, 1979; ZONTA & STANCHER, 1983). Uma das
vantagens desta técnica é que permite usar extratos sem purifica
950 (CARPENTER, 1979; ABE, 1976), embora isso possa encurtar O
tempo de vida util da coluna, todavia permite eliminar as reag5es
de derivacao, diminuir o tempo da analise (BARNES, 1980, KANEMAT-
SU et alii, 1984), usar baixas temperaturas de operagéo (PARRISH,

1980), etc.

Os tocoferdis sao separados por HPLC usando fases esta-
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cionarias como Corasil II (CAVINS & INGLETT, 1974;NIEKERK, 1973),
silica gel (KANEMATSU et alii, 1983; MANZ & PHILIPP, 1982), flori
- 811, alumina (KOMODA & HARADA, 1969) entre outros. Como fases mo-
veis se usam misturas de solventes como hexano:isopropanol (389,75
T 0,25).  (TATSUMI et alii, 1982), hexano : ..isopropanol = benze
no : éter (85 :.15 : 4 : 1) (KOYAMA et alii, 1982), hexano : éter
etilico : metanol (CORTESI & FEDELI, 1980), hexano : dioxano<iso-
~propanol (98,7 : 1,0 : 0,3) (KANEMATSU et alii, 1984), éter . di-
isopropilico s hexano (2 : 98) (ABE, 1976; NIEKERK, 1973). A detec
g¢ao dos compostos eluidos é feita usando um detector U.V a com-
primento de onda de 280 nm (MANNZ & PHILIPP, 1982; TATSUMI et
alii, 1982), ou a 294 nm (CORTESI & FEDELI, 1980), ou ainda usan-
do detector fluorescente (MANZ & PHILIPP, 1982).

2.5.3.5. Métodos eletroquimicos

Dentre os métodos eletroquimicos, usados na anilise de
tocoferdis, mencionam-se ‘a titulagao potenciométrica com sulfato
cerico (BUNNELL, 1967; GOVIND & PERKINS, 1972), com diclorofenol-
~indofenol em presenga de Fe(2+) (BUNNELL, 1971); ou ainda a pola
rografia de onda anodica (ATUMA & LINDQUIST, 1974; McBRIDE &
EVANS, 1973; GOVIND & PERKINS, 1972; PARRISH, 1980). Este ultimo
método tem a vantagem da rapidez mas perde em sensibilidade devi-
do a que o eletrodo de trabalho € fécilmeﬁte contaminado (DESAI,

1980).
2.5.3.6. Méetodos biolégicos

A vitamina E pode ser analisada com métodos bioldgicos
(AMES, 1972). As tecnicas de . bioensaio sao Uteis para avaliar a
atividade dos tocoferodis e estimar os requerimentos de vitamina E
. em humanos e animais (DESAI, 1980). A verdadeira atividade vitami
nica pode ser determinada segundo se possa prevenir ou reverter
os sintomas de deficiéncia; sendo que, essas variam de espécie pa
ra espécie nos animais. As deficiéncias mais comuns, em animais

de laboratério, sao: a esterilidade, distrofia muscular, necrose
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hepatica, entre outros (DESAI, 1980).

Os métodos bioldgicos para a determinagdo da vitamina E
podem ser agrupados em dois tipos (AMES, 1972): aqueles que permi
tem medir a resposta fisiolégica real e aqueles de resposta rela-
tiva. Dentre estes Ultimos mencionam-se a determinagdo do teor
dos tocoferdis no sangue e nos tecidos e a hemdlise das hemacias.
Os métodos da resposta verdadeira ou real, mais usados em ratos
sao a medida da distrofia muscular, determinagéo das alteragGes
na reprodugao, reabsorgao fetal, atrofia testicular e nivel de
creatinina e a encefalomalacia em pintos (AMES, 1972). Desse métg

dos, o classico € o da reabsorgdo fetal em ratos (DESAI, 1980).

Todos os bioensaios dependem da digestibilidade e ab-
sorgao desta vitamina e da eficiencia no seu transporte sanguineo

(AMES, 1972).
2.6. OBTENGAO DE CONCENTRADOS DE TOCOFEROIS

A obtengao de tocoferdis, a partir de produtos natura
1s, especialmente dos residuos da indistria do dleo de soja ( TAKA
GI & KAI, 1980; KIM & RHEE, 1982), é de grande interesse na indﬁ§
tria farmacéutica e de cosméticos (LIEBING et alii, 1983); porém,
O preparo de um concentrado de alfa-tocoferol tem maiores prefe-
réncias nestas industrias por apresentar a maior atividade fisio-
légica (AMES, 1972). Os concentrados de tocoferodis freqtlentemente
sao submetidos a derivagdes quimicas com a finalidade de converte
-los em produtos economicamente viéveis, um destes produtos e o)
acetato de tocoferol o qual é muito estavel em condigoes atmosfé-

ricas.

O método usado no processamento industrial, depende da
qualidade do produto final desejado; assim por exemplo, concentra
dos de '"baixa biopoténciaﬁ pddem ser preparados a partir do insa-
‘ponificavel do 6leo de soja (AMES, 1972), ou da acetilacao ou da
esterificagao, com alcoois poliidricos do DDOS (TAKAGI & KAI,1980;
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NISSHIN, 1980).

Dentre os concentrados de tocoferois que tem sido usa-
dos, pela sua atividade antioxidante, estao os acetil e‘éuccinil
derivados; esses produtos foram preparados a partir do oleo do
germe de trigo ou de soja. Estes concentrados sao formulados pa-

ra um teor de 350-500 mg/g (AMES, 1972).

Os produtos sinteticos apresentam-se na forma racémica
(all racemic)d-alfa-tocoferol o qual é produzido a partir do iso
fitol;esse composto apresenta oito esteroisomeros o qual diminui
significativamente sua atividade fisiolégica.o d,l-alfa-tocoferol

(all racemic) é comercializado na forma de acetato (AMES, 1972).

Para separar os tocoferois da matéria prima pode-se
usar a extragao com solventes, tratamentos quimicos, destilagao
molecular (KIM & RHEE, 1982), cromatografia, cristalizagao fra-
cionada com solventes como Etanol,pentano e acetona (SCHUDEL et
alii, 1972), ou ainda combinagbes de uma ou mais operagoes como
extragao, destiiagéo molecular, saponificagéo, lavagens com aci-
do, hidrogenagéo,‘etc. Nenhum desses procedimentos, em forma iso

lada, tem dado bons resultados (AMES, 1972).

Dentre as reagoes de derivagao quimica menciona-se a trans
formagao dos tocoferois em alofenatos ou em p-fenilazobenzoatos
O0S Que se separam por cristalizagao fracionada (SCHUDEL et alii,

1972).

Tem-se reportado que, a partir do DDOS, se podem obter to-
coferdis e esterdis. Para esta® finalidade o DDOS € desti-
lado para remover os acidos graxos e, apds saponificagao
sao extraidos os insaponificaveis. 0 material insaponi
ficavel é tratado com metanol obtendo-se os esterois por pre
cipitagdo em resfriamento, entretanto os tocoferois sao recupera
dos apoOs a passagem numa resina de troca ionica (KIM, 1975). Uma

forma alternativa para se obter esses compostos é a combinacao da
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extragao com a destilagao molecular (BECKER, 1974).

A destilagao molecular tem sido usada para obter ‘concen
trados de tocoferois (SANO et alii, 1978; SOCIETY-SARB,1972; STIR
TON, 1964; SWERN, 1964; BUNNELL, 1967), esta operagao consiste‘em
passar a amostra através de um trocador;de calor, a elevada tempe
ratura, num sistema de alto vacuo. A destilagao molecular do DDOS
pode ser efetuada a 210¢C e 0,001 mm Hg (SOCIETY-SARB, 1972; STIR
TON, 1964); com esse processo se obteve um concentrado com 20% de

tocoferdis e 43% de esterdis (SANO et alii, 1978).

A destilagéo molecular tem a vantagem, sobre a saponifi
cagao, de evitar a destruigao dos tocoferdis e remover simultinea
mente, outras substancias nao saponificéveis de alto peso molecu-
lar; porém, a principal desVantagem é o uso de equipamentos espe-

cificos para esta finalidade (BUNNELL, 1967; DEAN, 1969).

Métodos usados para obter concentrados de tocoferdis a
partir do DDOS sao: extragao com solventes, tratamentos quimicos
e a destilagao mOlecular; Menciona-se que num processo dev extra-
¢30 com solventes se obtém um concentrado com 28% de tocoferdis e

demonstrou ser superior aos outros testados (KIM & RHEE, 1982).

2.7. CONSIDERAGOES SOBRE EXTRAGAO LIQUIDO-LIQUIDO
O sucesso da operagao de extragao com solventes teve
seu inicio na década de 1940 quando se adaptou um processo indus-

trial de extragao liquido-l1iquido (CHRISTENSEN, 1983).

A extragao com solvente tem sido definida como uma ope-
ragao de transporte de materiais, de uma para outra fase, com a
finalidade de separar um ou mais componentes da mistura (JOHNSON
& LUSAS, 1983). Porém a separagio dos constituintes de uma mistu-
ra homogénea € um dos problemas mais frequentes encontrados na

tecnologia quimica (HANSON, 1975).
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A teoria da dissolugao, na extragao com solventes, estd ba-
seada nas leis da termodinamica, explicada por Sedine & Hasegawa,
(apud JOHNSON & LUSAS,. 1983). Durante a dissolugdo dos dois com-
ponentes: o soluto e o solvente, formam uma mistura molecular; es
ta dissolugao é sempre acompanhada por uma troca de energia livre,
relatada pela equagao de Gibbs (G = H - T. S) produzindo-se um au
mento na desordem do sistema. A distribuigao do soluto atingira o
equilibrib quando apresente a mesma energia livre em ambas as fa-

ses (DEAN, 1969).

A extragao liquido-liquido, é uma técnica relativamente sim
les, versatil, ndo dispendiosa. A operagao consiste em dissolver
a amostra num liquido, denominado rafinato, o qual esta em conta-
to com outro liquido denominado extratante ou solvente, ambos
imisciveis (MILLER, 1975; TREYBAL, 1951); porém, os processos em
contra-corrente de miltiplos estagios, sio vagarosos e laboriosos,

além de ndo ter uma teoria adequada que a sustente (MILLER,1975).

No processo da extragao devem-se observar os seguintes fato

res (TREYBAL, 1951):

1. a relagao fase/equilibrio, descreve a concentragao das substan
cias distribuidas entre as fases imisciveis

2. velocidade de extragao e difusao, esta depende da saida do sis
tema em equilibrio e das caracteristicas fisicas do solvente
ou extratante

3. balango de material, descreve as quantidades das substancias
envolvidas no processo

4. capacidade e performance do equipamento usado

Obtem-se bons rendimentos quando a substancia e estavel e
o solvente & de facil recuperagao. Para se obter bons rendimentos
em escala laboratorial é necessario usar grandes quantidades de
solvente em varias extragGes. Em escala industrial nao 6 usual
mais de dois estagios de extragdes sucessivas devido, principal-

mente, ao volume de solvente e dos equipamentos usados(WOLF,1971).
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As técnicas de extragao com solventes, em escala laboratori
al, tem sua atengao focalizada na busca de solventes adequados e
processos econdmicamente viaveis (BLUMBERG et alii, 1975). Os re-
sultados obtidgs em escala laboratorial podem ser considerados a
nivel industrial se levado em conta (COLEBY, 1975):

1. investimento inicial para a carga e circulac3o do solvente

perda de solvente

transfereéncia de solutos

tipos de solventes

disponibilidade

facilidade de manipulag3o

pureza do produto

rendimentos

© 0O 9 0o O N W

custos

A escolha do solvente €& também influenciada pelo tipo do
processo, volume do solvente em circulacgao e sua recuperagao. E
recomendavel que o solvente escolhido apresente propriedades fisi
cas, como gravidade especifica relativa, viscosidade, tensao su-~
perficial, ponto de ebuligao e a tendéncia a formar emulsoes se-

jam bem definidas (BLUMBERG et alii, 1975).

Nos critérios a serem considerados na escolha do solvente

devem incluir (WOLF, 1971):

1. razao de particZo, deve ser alta para se obter altos rendimen-—
tos, com pouco solvente seletivo. A razao, ou coeficiente de
partigao, de uma substdncia entre duas fases, esta relacionada
com a energia livre requerida para transportar um mol de subs-
tancia de uma para outra fase (DEAN, 1969); esta pode ser re-
presentada pela relagéoidas concentragoes ou das atividades do
soluto entre as duas fases (WOLF, 1971).

2. polaridade do solvente; a polaridade esta relacionada com a
constante dielétrica (agua = 78,5 e do hexano = 1,89); em ge-
ral rafinato e extratante devem apresentar polaridades diferen
tes

3. perdas e remogao do solvente, o solvente pode ser recuperado
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por destilagao, absorgao, precipitacao, etc.

4. reatividade, devem-se evitar solventes reativos como os este-
res por serem hidrolisados em meios écidos, basicos ou ainda
reagir com alcoois e acidos por transesterificacao; solventes
aminicos podem ser acilados ou formar bases de Schiff com gru-
pos cetonicos.

5. facilidade de separar as fases; a formagao de emulsao e a insu
ficiéncia de'separar as fases se apresenta quando as densida-
des das fases sao similares. Alguns solutos estimulam a forma
géo de emulsoes sendo necessario usar nesses casos resfriamen-

to, adigao de sais ou de surfactantes.

A distribuigao de um soluto entre duas fases geralmente re-
flete a atragao ou repulsao relativa das moléculas do soluto com-
petindo com as moléculas do rafinato ou do extratante. As princi-
pais interagoes fisicas sao: interagdo dipolar, indugdo e intera-
¢ao por pontes de hidrogénio (DEAN, 1969). As interagoes quimicas
das espécies extratadas, geralmente na fase orgénica, deslocam o
equilibrio na diregéo da major extratabilidade, a menos que,o pro

duto da reagao seja mais solQvel na fase aquosa (FREISER, 1973).

Partindo de uma mistura de ésteres metilicos e tocoferois,
em solugao etanélica, se podem separar totalmente os tocoferois
com benzeno e éter isopropilico embora o delta-tocoferol apresen-—

te um rendimento de 78% de extragao (HARA et alii, 1977).

O principio de que um soluto nao polar é mais soluvel  num
solvente nao polar, e vice-versa, € fato aceito; entretanto, al-
guns solventes polares podem dissolver determinados solutos nao

polares; por exemplo, metanol dissolve trigliceridios.

A energia requerida para a ruptura das ligagaes solvente-
solvente deve ser o suficiente mas nao para impedir o ganho de
energia da interagao soluto-solvente. A solubilidade esta em fun-
950 da temperatura; assim, ao se atingir a temperatura critica da

solugao, os liquidos se tornam misciveis em todas proporgdes, por
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exemplo, Oleo de soja e acetona (JOHNSON & LUSAS, 1983).

Uma importante vantagem do método da extragao com solventes

e que permite, com facilidade, a analise das espécies extraidas
(FREISER, 1973).

38



3. MATERIAL E METODOS

Foi usado material comum de laboratorio, como vidraria
e instrumentos de uso diario. Os reagentes e produtos quimicos na
Sua grande maioria foram de grau analitico p.a, de diversas pro-

cedencias comerciais.

Os solventes, usados nas determinagdes analiticas e na
obtengao do concentrado de tocoferdis,embora de grau analiticop.a,
foram - purificados no laboratorio para remover as substancias
redutoras e oxidantes, normalmente presentes, as que interferem
nas determinagoes analiticas dos tocoferdis. Hexano e heptano fo-
ram tratados segundo as recomendagoes da bibliografia (CONTRERAS,

1980; BUNNELL, 1967).

A limpeza do material de vidro usado nas determinagSes
analiticas, foi efetuada segundo as recomendagoes da bibliografia

(CONTRERAS, 1980).
3.1. MATERIA PRIMA

A matéria prima foi o destilado da desodorizagao do
0leo de soja (DDOS). Este residuo foi cedido por uma industria

do Rio Grande do Sul.

O DDOS foi recebido no laboratorio em tambores de 200
Kg e estocado a temperatura ambiente retirando-se periodicamente
amostrés menores. Estas foram acondicionadas em recipientes de
polietileno, protegidas da luz e estocadas em refrigeracgao ate

sua utilizagao.
3.2. CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA
3.2.1. Determinagao do peso especifico

Para esta determinagao se usou um balao volumétrico
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de 25 mL que apés pesagem foi levado a volume com o DDOS a tempe

ratura ambiente.

3.2.2. Determinagao do indice de peroxidos

0 indice de peroxidos foi determinado com os métodos

nameros 2802 e 28024 da A.0.C.S. 1978.

3.2.3. Determinacao do indice de acidez

O indice de acidez do DDOS foi determinado por volu-

metria, seguindo o procedimento descrito em 3.2.7.

3.2.4. Determinacao de solidos totais

Os s6lidos totais foram determinados por gravimetria.
A amostra foi dissolvida em etanol absoluto purificado e,apos le
vada a um volume de referéncia, foram tomadas aliquotas as quais

foram evaporadas até peso constante em estufa a 80¢°C.

3.2.5. Determinagaoc de acidos graxos totais e matéria insa-

ponificavel

Esta determinagao foi realizada segundo os métodos

numeros 28030 a 28035 descritos na AOAC 1980.
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3.2.6. Determinagao de matéria insaponificavel

A matéria insaponificavel do DDOS, foi determinada

por gravimetria, segundo o método nimero 28035 da AOAC 1980.

Para extrair e analisar a materia insaponificavel (Fi
gura 1), o extrato foi levado a um volume de 100 mL com etanol ab

soluto e desta solugao foram retiradas aliquotas de 20 mL cada.

Cada aliquota foi transferida para proveta de 250 mL
com tampa e, apds a adigao de solugao de NaCl 5%, foram efetuadas
extragoes com hexano (4 x 25 mL). Os extratos hexanicos foram
transferidos para funil de separagao de 250 mL e lavados com eta-
nol 30% (2 x 30 mL) e depois com agua destilada (2 x 30 mL) ;esses
extratos foram desidratados sobre sulfato de sédib anidro e aferi

dos a 100 mL com hexano.

Aliquotas de 10 mL foram evaporadas em estufa a 80 ©C
até peso constante sendo a matéria insaponificavel calculada por

gravimetria.
3.2.7. Determinagao de Aacidos graxos livres

Os acidos graxos livres, presentes na amostra, foram
determinados por volumetria, segundo o metodo descrito por KE e

WOYEWODA, 1978.

No calculo dos acidos graxos livres se usou a seguin-

te expressao:

AGL = =-S———--f2 2 272 & oiFl

onde:

AGL = acidos graxos livres expressos em porcentagem

de acido oléico
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Va, Vb = Volume da base gasto na titulagao da amos-
\ tra e do branco respectivamente

N = normalidade da base

282 = peso equivalente ao acido oléico

P = peso da amostra em mg

3.2.8. Determinagao da composicao de acidos graxos totais

por cromatografia em fase gasosa

O DDOS foi saponificado segundo os procedimentos des

critos na AOAC 1980, métodos 28053 a 28068.

A saponificagao foi efetuada em solugao de KOH em
etanol, extraindo-se insaponificaveis com hexano na presenga de
cloreto de sodio para evitar emulsadoc. A mistura de saboes foi aci
dificada com acido sulflrico 30% e submetida a extragoes com hexa

no.

O extrato de hexano, apds lavagens com égua, foi eva
porado e re-dissolvido em éter de petroleo, neste ultimo extrato
se efetuou a reagao de metilagéo segundo a bibliografia (METCALFE

et alii, 1966).

Os metilésteres foram separados usando uma coluna de
aco inox de 6' x 1/8' com 20% de PEGS sobre chromosorb W instala-
da num cromatografo Varian-2485D equipado com detector de ioniza-
¢ao de chama. As condigoes operacionais foram 35, 250 e 30 mL/min
de nitrogénio SS, ar sintético e hidrogénio SS, respectivamente.
A temperatura do detector e injetor foi 210°C e da coluna foi de

180¢eC.

A identificagéo dos compostos eluidos foi feita no
grafico de Ackman (log Tr x Numero de atomos de C), construido
com uma mistura de padroes conhecidos. A quantificagao foi reali-

zada com a normalizagao interna do cromatograma.
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3.2.9. Determinagao de acidos graxos livres por croma
tografia em fase gasosa

Para esta determinacao pesou-se uma amostra de um gra
ma de DDOS a que foi dissolvida em 25 mlL de hexano.A extraggo dos
acidos graxos livres foi feita com solugéo de 5% de carbonato de

sodio (3 x 5 mL) na presenca de cloreto de sddio.

A fase aquosa foi acidificada para a liberagao dos
acidos antes saponificados, nesta etapa se usou 2:a 5 mL de ‘acido
sulfurico 30%. - Os acidos liberados foram extraidos com hexa-
no (3 x 10 mL) e, apos lavagens com agua destilada, foi evaporado
em estufa a 80 ¢C redissolvendo o residuo em éter de petrdleo e

processada a reagao de metilagao de acordo com METCALFE, 1966.

Os metilesteres preparados foram analisados por croma
tografia em fase gasosa usando as mesmas condigaes operacionais

descritas no item 3.2.8.
3.2.10. Determinacgao de tocoferodis totais

Para a determinacgao dos tocoferdis totais, foi usada

a reagao com ions cupricos.

O procedimento seguido € descrito por varios autores
(CONTRERAS & STRONG, 1982a; 19825; CONTRERAS et alii, 1982; CON-
TRERAS, 1980); alterado apenas nas quantidades das solugSes rea-—
gentes usadas: 2,5 mL da solugao de acido ascoérbico, 2,5 mL da so

lugao de KOH etanolico e foi usada uma solugao de etanol a 70%.

Para a determinagao dos tocoferdis totais, na anali-
se dos insaponificéveis (Figura 1), foram retiradas aliquotas de
1,0 mL do extrato hexanico, previamente desidratado e aferido a
100 mL. Essa aliquota foi levada a 10 mL com heptano e nessa solu

gao se determinaram os tocoferois totais.
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3.2.11. Determinagao de alfa-tocoferol e tocoferois individu

ais

Utilizou-se a cromatografia em camada delgada para
separar os tocoferdis do DDOS. Para tanto, seguiu-se o método des
crito por CONTRERAS 1980, modificado no que diz respeito a quanti
dade de amostra, que foi de 250 a 300 mg e no preparo de placas
preparativas: placas de 20 x 20 com fase estacionaria de silica
gel G, ativada a 110 ¢C por 30 min, com 0,5 mm de espessura. A fa
se movel foi hexano:acetato de etila (92,5:7,5v/V) segundo MULLER,

1976.

Foram aplicados 150 ul de amostra, na forma de ban-
das de 3 cm sendo que, nos\extremos e no centro da placa, aplicou
-se padrao de alfa-tocoferol (5,0 mg/mL de heptano). Apos um de-
senvolvimento de 16 cm revelou-se o padfao usando o reagente de

acetato cuprico e cuproina.

As areas correspondentes ao alfa-tocoferol foram re-
colhidas num tubo de ensaio e extraidas com 6 mL de etanol, em ba
nho maria por 20 min e agitagao ocasional. Apds filtragao foi
quantificado colorimétricamente mediante a reagao da cuproina(CON
TRERAS, 1980), usando-se um padrao de alfa-tocoferol recuperado
da camada delgada (40 ul de solugao-padrao 5,0 mg/mL de  heptano

aplicado em banda alternadamente entre as amostras).

Em outros ensaios foi usada a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) de acordo com BARATTA & CONTRERAS,1986;
usando as seguintes condigoes: concentragao de amostra 1% em hep-
tano injetando-se 5 ul ‘huma coluna NH2-10-VARIAN, fluxo do solven
te de eluigao (hexano:isopropanol 99,5:0,5v/v) de 60 mL/Hr e pres

sao de 50 psi, detector UV-294 nm e sensibilidade 0,1 a 50 mV.
3.2.12. Determinagao de esterois totais

Os esterois totais foram determinados por acetilacgao
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em acido sulfurico (BARTOS & PEREZ, 1976). Para isto dissolveram-
-se 50 mg de DDOS em 10 mL de hexano purificado, retirada uma ali
quota de 1,0 mL e levada a 5,0 mL com hexano. Um mL desta solugao
foi evaporada e dissolvida em 2,5 mL de acido acético glacial se-
guida da adigao de 5,0 mL da solugao de anidrico acético : acido
sulfurico (19 : 1). Depois de 35 min, a temperatura ambiente, foi

lida a absorbancia a 625 nm.

A concentragao dos esterois foi calculada mediante
uma curva-padrao, preparada a partir de uma solugao estoque de
500 ppm de esterois totais (280 ppm de beta-sitosterol mais- 110

ppm de campesterol mais 110 ppm de estigmasterol).

Para a determinagao se retirou uma aliquota da solu-
cao estoque a que foi evapbrada, em estufa a 80 2C, dissolvida e
levada a um volume de referéncia com acido acético glacial. A fai
xa da concentragao usada foi de 0 a 1.250 ug de esterois totais.
Cada solugao da curva-padrao foi levada a um volume de 2,5 mL com

acido acético e adicionados de 50 ml do reagente acetilante.

Para determinar o teor de esterdis totais no insapo-
nificavel (Figura 1), foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do ex-
trato hexanico e, apés evaporar o solvente em estufa a 80 eC, fo-
ram redissolvidas em 1,6 mL de acido acetico glacial e continuou-

-se com O mesmo procedimento.

3.2.13. Determinagdo de esterdis por cromatografia em fase

gasosa

Para esta determinagao pesaram-se 200 mg de DDOS,
adicionaram-se 20 mL de etanol absoluto e 2 mL de KOH 50% e, apés
homogeneizagao, foi aquecida em sistema de refluxo.por 30 min. A
seguir transferiu-se para proveta de 100 ﬁL adicionando-se 20 mlL
de NaCl 2% e homogeneizagao manual. Esta mistura foi extraida com

hexano (4 x 15 mL) mediante agitagcao enérgica.
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0s extratos em hexano foram transferidos para funil
de separagao de 250 mL e lavados com etanol 33% (3 x 10 mL). A fa
se hexanica foi desidratada sobre Na2S04 anidro e concentrada em
evaporador rotatorio até quase secura; esse extrato foi recupera-
do em 2 mL de heptano e purificado em camada delgada preparativa
(silica gel G 20 x 20 cm e 0,50 mm, sistema de desenvolvimento de
hexano : acetato de etila 92,5 : 7,5). As amostras foram aplica-
das em bandas de 3 cm e nos extremos da placa foi colocada uma

mistura padrao-monitor.

Apés um desenvolvimento de 16 cm revelaram-se apenas
os monitores com mistura sulfocromica e localizaram-se assim as
areas correspondentes aos esterdis das amostras. Cada area foi re
colhida num tubo de ensaio e extraidas com 5 mL de metanol e agi-

tagao por 5 min a 40 - 50 ©C.

Os extratos metanolicos foram injetados num cromaté-
grafo de gas (Perkin Elmer, Sigma 3B) equipado com uma coluna de
ago inox (6' x 1/8") contendo 3% OV-17 sobre chromosorb W-HP 100-
120 mesh. As condigoes operacionais dessa separagao foram:
| Temperatura de detector = 310 ¢C

Temperatura de injetor = 310 oC

Temperatura de coluna 260 °C (isoterma)

1l

Nitrogenio SS = 50 mL/min
Ar sintético = 200 mL/min
Hidrogenio SS = 35 ml/min

Cada componente eluido foi identificado pelo seu tem
po de retengao relativo e por comparacao com um padrao. A quanti-
ficagao foi realizada por normalizagao interna do cromatograma.

3.2.14. Determinagao de hidrocarbonetos

O metodo descrito por CONTRERAS, 1980, para a deter-

minagao de hidrocarbonetos, foi adaptado no seguinte procedimento.
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Dissolveram-se 1,50 g do DDOS em 25 mL de uma solu-
¢ao 0,5 N em KOH/etanol e preparado o insaponificavel como foi

descrito anteriormente.

Uma aliquota de 10 mL, dos insaponificaveis em hexa-
no desidratada, foi cromatografada numa coluna de silica gel (25x

125 mm) coletando-se duas fragoes do processo da eluigao.

A primeira fragao foi coletada da eluigao de 60 mL

de hexano e a segunda apés a eluigao de 150 mL de metanol.

Os hidrocarbonetos foram calculados por gravimetria
das fragSes coletadas com hexano, apés evaporagﬁo ate peso cons-

tante.

Uma aliquota da segunda fragao foi evaporada para
determinagao dos solidos permitindo comprovar se a eluigao do ma-

terial aplicado na coluna tinha sido completa.
3.3. ANALISE DA MATERIA INSAPONIFICAVEL

A matéria insaponificavel do DDOS (1,5 g), obtida de
acordo com o item 3.2.6 foi analisada seguindo o diagrama esquema

tico da Figura 1.

0 indice de saponificagao foi determinado pelo método
oficial numero Cd-3-25 (ADcs, 1978), realizando algumas modifica-
¢oes como a retirada de uma aliquota de 10 mL do extrato resultan
te da saponificagao do DDOS que apés ser aferido a um volume de
referéncia de 100 mL, com.etanol absoluto, foi transferido para

erlenmayer de 250 mL onde se adicionou 30 mL de etanol absoluto.
Para a titulagao foi usada uma solugao de HCl a 0,1079N,

na presenca de fenolftaleina. Na solugao-branco foi usado 25 mL

de KOH e prosseguiu-se de maneira semelhante a amostra.

47



saponificagao

DDOS... Caracterizagao quimica:

-—esterodis
totais.

-acidos
graxos

-tocoferois

indice de saponificacao

matéria mateéria
insaponificével saponificével

secagem acidificagao
determinagoes extragao dos

no residuo:
-solidos

—esterois totais e
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—tocoferois totais

-hidrocarbonetos totais

acidos graxos

totais

determinagao de:
-acidos graxos em
peso

-acidos graxos por

GLC

FIGURA 1. Diagrama esquemético geral para a analise do DDOS cru

e do material insaponificavel do mesmo produto .
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No material saponificado foram quantificados os Aacidos
graxos resultantes da extragao dos insaponificaveis. Os Acidos
graxos foram extraidos com heptano (4 x 5 mL) na presenga de NaCl
e acido sulflrico. Uma aliquota de 10 mL desse extrato foi evapo-
rada até peso constante em estufa a 80 °C e calculadas as percen-

tagens de acidos graxos totais.

Paralelamente foi realizada uma determinagao volumétri-
ca segundo o procedimento descrito por KE & WOYEWODA, 1978. Para

tanto, 5,0 mL do extrato dos acidos graxos, em heptano, foram adi

cionados a 50 mL da mistura cloroférmio-::isopropanol : metanol
(1 :1:0,5) e se continuou com o mesmo procedimento da biblio-
grafia.

3.4. PROCESSOS DE OBTENGAO DO CONCENTRADO DE TOCOFEROIS

A concentragao dos tocoferdis foi estudada por extragao
seletiva com diferentes alcoois e acetona e por partigao entre he

xano e etanol hidratado como consta na Figura 2.

3.4.1. Estudos de extragao de impurezas com solventes hidro-

filicos.

Primeiramente foi testada uma separagao seletiva de

“impurezas com misturas aquosas de metanol (M), etanol (E) e aceto
na (A), estudados individualmente. Nao foram usados esses solven-
tes puros por dissolverem todo o DDOS; portanto foram adicionadas
de diversas percentagens de égua para provocar a separagao das
duas camadas. Trata-se de uma "pseudo-particao" ja que s6 existe
um solvente (élcool ou acetona) formando uma camada e .0 restante

do DDOS permanece liquido formando a outra camada.

As porgoes solvente:agua para a dissolugado seletiva

dos componentes do DDOS aparecem no Quadro 7.
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DDOS

mistura com solugoes
aquosas de metanol,
etanol, acetona em
diferentes proporgoes

de soluto/solvente.

separacgao da

camadas

caracterizacao
analitica e

rendimentos

dissolugao em hexano
nas concentragoes de

50, 33,5 e 25%

Particao das solns. Particao das solns.
em hexano com solns. hexano com solucgoes
aguosas de etanol aquosas basicas de

em diferentes propor etanol a diferentes

goes . proporgoes
centrifugacgao centrifugacao
das camadas das camadas

caracterizagao quimi-
ca do material sepa-
rado na camada hexa-
nica e calculo dos
rendimentos de toco-

ferol

FIGURA 2. Diagrama esquematico para a obtengao de um concentrado

de tocoferdis por extragao com solventes.
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QUADRO 7. Proporgoes solvente:agua nos sistemas usados para redu

¢ao de impurezas por dissolugao seletiva.

Identificagao Proporgao (v/v)

dos solventes Solvente Agua
(M, E, A) 95% 95 5
(M, E, A) 90% 90 10
(M, E, A) 85% 85 15
(M, E, A) 80% 80 20

(M = metanol, E = etanol, A = acetona)

No total foram preparados 12 solventes.
3.4.1.1. Efeito da concentragao do solvente

Testaram-se cinco relagoes do DDOS/solvente hidrofi

lico conforme os dados do Quadro 8.

QUADRO 8. RelagSes soluto/solvente testadas para separagéo por

dissoiﬁgéo seletiva dos compostos do DDOS,

Quantidade
Relagao DDOS/Solvente DDOS (g) Solvente (ml)
0,40 . 5,0 12,5
0,20 5,0 25,0
0,13 5,0 37,5
0,10 5,0 50,0
0,08 5,0 60,0

As 5 relagSes DDOS/solvente, combinadas com os 12 solventes,

do Quadro 7, resultaram em 60 tratamentos.

Os ensaios foram realizados em tubos graduados de 100 mL,
com tampa, estabelecendo-se um peso de 5,00 g de DDOS para cada

. relagéo soluto/solvente nos sistemas M, E, e A no Quadro 8.
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Os tubos foram agitados energicamente por um min. e, apos
repouso por 10 min. a temperatura ambiente, centrifugados a 1000
rpm por dois min.; dessa forma separou-se uma fase superior e uma
inferior, ambas foram medidas e separadas aliquotas para as deter

minagoes analiticas.

3.4.2. Estudos da partigao do DDOS com hexano e etanol a di-

ferentes graus de hidratagao.

Este grupo de testes corresponde a experimentos de
partigéo verdadeira pois no sistema existem 2 solventes nao misci

veis.

O hexano serviu de veiculo para carregar o DDOS e tam
bém como fase hidrofdbica do sistema. Para este fim foram prepara
das trés solugoes base de DDOS em hexano mantendo as proporgoes

do quadro seguinte:

QUADRO 9. Proporgoes DDOS e hexano usadas no preparo das solugoes

base de DDOS.

Identificagao DDOS (g) Hexano (mL) vol. total
DDOS 50,0% 50,0 45,2 100
DDOS 33, 3% _ 33,5 63,3 100
DDOS 25,0% 25,0 72,6 i 100

3.4.2.1. Misturas . hidroetanolicas a serem usadas no sistema

com hexano.

Foram preparadas as seguintes misturas hidroetano-

licas nas proporgaes descritas no Quadro 10.
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QUADRO 10. Solugdes hidroetandlicas testadas na obtengdo do con-

centrado de tocoferdis.

Proporgao (v/v)

Identificagao Etanol Agua

Etanol 80% 80 20
" 75% \ 75 25
" 70% 70 30
" 65% 65 35
" 0% 60 40
" 55% ,55 : 45
" 50% 50 50

As extragoes (partigoes) foram efetuadas com cada uma das so
lugoes em hexano mantendo-se um volume fixo de 15 mL para cada
solugao-base e adicionando suficiente solugao " hidroetanolica pa-

ra obter as seguintes relagces de DDOS/etanol hidratado.

QUADRO 11. Relagoes DDOS/etanol aquoso (D/E) e hexano/etanol agquo

so (H/E) nas partigoes para purificacgao de tocoferois

do DDOS
Concentragao da sol. base
Sol. Base + Etanol aq. 50% 33,5% 25%
(mL) (mL) D/E H/E D/E H/E D/E H/E
15 + 12,5 0,6 0,54 0,40 0,76 0,30 0,87
15 + 25,0 0,3 0,27 0,20 0,38 0,15 0,44
15 + 37,5 0,2 0,18 0,13 0,25 0,10 0,29
15 + 50,0 0,15 0,14 0,10 0,19 0,075 0,22
15 + 62,5 L 0,12 0,11 0,08 0,15 0,060 0,17

Os componentes do sistema, mantendo as relagdes do Quadro 11,
foram agitados durante um min., sendo logo centrifugado a 1000

rpm; os volumes das camadas foram registrados e analisados.
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3.4.2.2, Efeito da adig8o de hidréxido de potéssio no com-
pbrtamento da particdo com hexano e os solventes

hidrofilicos.

Para esta finalidade testou-se o efeito da alcali-
nizagdo das misturas _hidroetandlicas com KOH. Para tanto foi adi
cionado KOH a nivel de 1,0y procedendo-se 3as extragdes segundo o

descrito em 3.4.2.
3.4.2.3. Monitoramento das extracgdes

Todas as extragBes foram acompanhadas quanto ao te
or de sélidos totais e tocoferdis totais das fases superiores (he
x8nicas) e com uma diluig3io de até 1250 vezes, seguindo-se os pro

cedimentos descritos em 3.2.4 e 3.2.10 respectivamente.

Para selecionar os sistemas que permitissem otimizar a con-
centragdo de tocoferdis, foram considerados o tipo de solvente,

proporgao solvente/égua e a relagao soluto/solvente.

3.4.2.4. Parametros de avaliagao da efetividade das parti-

goes.

Na posse dos dados dos volumes da camada hexanica,
teor de solidos totais, e tocoferois totais e da gquantidade inici
al de DDOS, submetida a extragéo, obtiveram-se as seguintes rela-

goes:

a) SE = sdlidos totais extratados na camada hexanica

b) SA = soOlidos totais na amostra submetida a extragao
c) RS = rendimento da extragio de sdlidos = (SE/SA)x100
d) TE = tocoferdois extratados na camada hexanica (g)

e) TA = tocoferois na amostra submetida a extragéo (g)
f) RT = rendimento dos tocoferdis = (TE/TA)x100

g) CTA= concentragaode tocoferdis na amostra inicial (%)

h) CTE= concentragao de tocoferois na amostra extratada (%)
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i) V = volume da camada hexanica (mL)

Ainda foram calculadas duas expressaes aritmeticas que permi
tem visualizar melhor os méritos dos sistemas de partigao.Uma pri
meira expressao, nomeada como "A", representa o acréscimo de con-

centragao de tocoferois:
A = CTE - CTA

0 acréscimo "A" multiplicado pelo rendimento (RT/100), da um fa-
tor que representa a eficiéncia do sistema de partigao em ques-

tao:
E = (CTE - CTA) x (RT/100)

a diferenga CTE - CTA tera um valor maximo de 91,5 que sera atin-
gido quando CTE seja 100% ja que CTA tera um valor fixo (nestes
experimentos) de 8,5%. RT/100 tera um valor maximo de 1,0 quando

RT = 100%, de modo que variara entre O e 1,0; portanto:
91,5 > E > O

valores de E negativos indicaram que a fragéo descartada (alcoéli
ca) era mais concentrada em tocoferdis que a fragao hexanica usa-

da para analises.

Outra forma de avaliar o processo e comparar a concentragéo
de tocoferois real com a concentragao teorica para igual teor de

solidos totais removidos no alcool.

Deste modo se evita que os valores reais sejam comparados
com valores teoricos irreais pois os solventes sO extrairao gru-
pos de substancias com propriedades afins e nao qualquer classe

de compostos.

Nao poderia se esperar, por exemplo, que o etanol ou o meta-
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nol aquoso remova hidrocarbonetos e lipidios neutros que de fato
sao insollveis em solventes aquosos;porém,poderd extrair lipidios
polares e consequentemente reduzir o teor de solidos da camada

hexanica em proporgao aos teores dessas substancias no DDOS.

Pode-se ainda definir um parametro de "seletividade" (S) a
uma relagao entre o rendimento de tocoferdis totais RT(%) e o

rendimento de solidos totais RS:
S = (RT%)/(RS%)

se essa relagao for maior que 1,0 o sistema tem seletividade para

tocoferodis.
3.4.2.5. Caracterizagao do concentrado de tocoferodis
O extrato obtido com os sistemas que apresentaram
as maiores eficiéncias, foram caracterizados quanto a seus teo-

res de: solidos totais, tocoferdis totais, esterdis totais e hi-

drocarbonetos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZAGCAO DA MATERIA PRIMA

A materia prima, DDOS, € um material oleoso a temperatura
ambiente, de odor penetrante com uma cor marrom escuro;cujas

principais caracteristicas, estao descritas no Quadro 12.

QUADRO 12. Principais caracteristicas fisicas e quimicas do DDOS

Caracteristicas \ média + d.p
Peso especifico (g/mL) 0,9116 + 0,00083
indice de peroxidos (meq/Kg) | 3,40 + 0,28
indice de acidez (g acido oléico/100 g) 37,09 + 0,83
fndice de saponificagao (mg de KOH/g) 159, 40 + 0,05
Solidos totais (%) 95,26 + 0,85

Os valores médios e desvio padrao resultaram de oito deter
minagSes feitas no mesmo lote do DDOS (200 Kg), porém, em diferen

tes ocasioes através da pesquisa.

Os dados mais importantes do Quadro 12 referem-se ao baixo
teor de peréxidos, e ao elevado valor da acidez, demonstrando que
este material acumula acidos graxos livres cuja eliminacgao € uma

das principais finalidades desta pesquisa.
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4.2. COMPOSICAO DA MATERIA PRIMA

A composigao do DDOS se encontra reportada no Quadro 13.

QUADRO 13. Composigao porcentual do DDOS

Componentes (%)

Acidos graxos totais (a) 65,50

Acidos graxos totais (b) 58,13

Acidos graxos totais (c) 60,13

Acidos graxos livres 37,09 + 0,83
Matéria insaponificavel (d) 26,10
Matéria insaponificével (e) | 36,46 + 0,91
Tocoferdis totais 8,50 + 0,31
alfa-tocoferol 1,40
Esterois _ 17,05 + 0,07
Hidrocarbonetos 4,40

a) determinados com o meétodo gravimétrico da AOAC 1980

b) determinados com o meétodo gravimétrico descrito em CONTRERAS,
1980

c) determinados com o método volumétrico descrito KE & WOYEWODA,
1978. Expresso em porcentagem de acido oléico

d) determinado com o método gravimétrico da AOAC, 1980.

e) determinado com o método gravimétrico descrito em  CONTRERAS,

1980 -

As analises pormenorisadas do DDOS revelam a complexidade
deste residuo que se aproveitado exaustivamente seria uma boa fon

te de esterois vegetais e tocoferdis (vitamina E).

Comparando com os dados da literatura (CONTRERAS, 1980; FEDE
LI & GASPAROLI, 1977; HOFFMANN et alii 1964) percebe-se que o0s
teores de tocoferois, esterodis, hidrocarbonetos e acidos graxos
se encontram dentro das faixas ali reportadas. Trata-se entao de
um DDOS bastante tipico o que permitira extrapolar as informacoes

desta pesquisa para ensaios com outros residuos.
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4.2.1. Composigao do DDOS em acidos graxos

A composigao

por cromatografia gasosa

do DDOS, em acidos graxos, determinados

apresenta-se no Quadro 14 e nas Figuras

3 e 4.
QUADRO 14. Composig%o de écidos graxos do DDOS comparado com a
composicao do oleo de soja.
Atomo C. Ac. graxo Oleo de soja  DDOS AGT AGL
- (%) (%) (%) (%)
10 Caprilico - tr - 0,28
12 Laurico tr 1,10 3,38 1,78
ni - tr 0,12 tr
ni - tr - tr
14 Miristico 0,05 tr 0,78 5,58
ni - - tr -
14:1 - - tr 0,27 0,96
14:2 - - tr 0,83 0,64
16 Palmitico 10,87 23,11 19,39 25,60
16:1 Palmitoléico - - 0,39 0,64
ni - - tr 1,44
ni - - - 1,44
16:2 - - - 0,28 -
ni - - tr -
18 Estearico 3,48 3,59 4,82 9,36
18:1 Oléico 21,76 19,52 21,95 24,48
18:2 Linoléico 57,06 48,51 40,23 20,00
18:3 Linolénico 6,47 3,88 - tr
ni - - tr -
ni - - tr -
20 Araquidico 0,33 tr tr 2,40
20:1 - - - 7,56 2,40
20:2 - - - tr -
ni - - tr tr
ni - - tr tr
ni - - tr -
22 - - - - tr

- = nao detectado.

tr = tragos.
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Nas amostras de acidos graxos totais e livres do DDOS e no
Oleo de soja, sé apresentaram alguns componentes nao identifica
dos (ni) ou em quantidades menores que 0,05% (tr). Alguns deles
foram detectados no DDOS porém nao apareceram no 4leo de soja.
E necessario lembrar que o método de saponificagao oferece
muitos inconvenientes para eliminar acidos graxos livres de baixo

peso molecular (LOURY, 1967).

As amostras de AGL e AGT apresentaram alguns componentes
que eluiram com o solvente quando se usou uma isoterma de 180 eC;
porém, quando foi usado um programa linear de temperatura de colu
na (150 a 180 °C a 0,5 graus/min), registraram-se, no minimo seis
compostos, bem resolvidos nao podendo ser identificados por fal-

ta de padroes.

Aparte do aumento qualitativo e quantitativo de acidos de
cadeia média no DDOS, quando comparado com 6leo de soja, € possi
vel notar um grande acréscimo de acido palmitico no DDOS indican-
do uma certa facilidade de hidrdlise dos trigliceridios contendo
este acido graxo. Provavelmente a sua posigao na molécula do gli-

cerol seja responsavel por esta susceptibilidade.

O acido linolénico, pelo contrario encontra-se em menor pro
porgao no DDOS fato que pode ser explicado de novo pela posigao
preferencial no carbono 2 da molécula do glicerol. E interessante
notar que os acidos palmitico, estedrico e oléico existem no DDOS
em maior proporgao na forma livre enguanto que os acidos linoléei-
co e linolénico aparecem esterificados com esteréis, hidrocarbone
tos e outros compostos, alguns'déstés ésteres podem ter sido for-

mados durante o préprio processo de refino.
4.2.2. Composigao dos tocoferois individuais do DDOS.

Os tocoferdis individuais existentes na amostra de

DDOS sao mostrados na Figura 5. Estes constituintes foram determi
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FIGURA 5. Separacgao dos tocoferois do DD0OS, sem -processamento,

por cromatografia liquida de alta eficieéncia.
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nados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e sua

distribuigado porcentual se encontra no Quadro 15.

QUADRO 15. Composigao porcentual de tocoferéis do DDOS

Tocoferois Porcentagem (tr')r
«-tocoferol 13,40 0,58
p-tocoferol e n.q. 0,64
¥ -tocoferol . 54,30 1,00
§-tocoferol : 32,30 1,58

(tr')r = tempo de retengao relativo, cofrigido ao ¥ -tocoferol.
n.qg. = nao quantificavel

Em referéncia a Figura 5, fica comprovado que o contribuin-
te principal é o gama-tocoferol sendo que o alfa-tocoferol (vita-

mina E) corresponde a 13,4% dos tocoferois totais do DDOS.
4.2.3. Composigao do DDOS em esterdis livres

Os esterdis livres do DDOS, determinados por cromato
grafia em fase gasosa, estao representados no cromatograma da Fi-

gura 7 e Quadro 16,

QUADRO 16. Composigao porcentual de esterdis do DDOS

Esterois Porcentagem (tr')r
Campesterol - 24,45 0,30
Estigmasterol 20,85 0,55
Beta-sitosterol 54,70 1,00

(tr')r = tempo de retencgao relativo, corrigido ao beta-sitosterol.

A composigao porcentual em campesterol, estigmasterol e be-
ta-sitosterol, encontrada no DDOS, esta de acordo com resultados
publicados por outros autores (NAUDET et alii, 1973; FEDELI & GAS
PAROLI, 1977; ITOH et alii, 1973); porém, existe uma ligeira di-
vergeéncia quanto aos tempos de retengao relativa entre os resulta
dos do Quadro 16 e os publicados por FEDELI et alii, 1966;devido,

provavelmente, as condigaes operacionais da cromatografia em fase
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gasosa serem diferentes,

O termo (tr')r, foi usado conforme indicado na bibliografia
(FEDELI et alii, 1966), calculado do cromatograma dos padroes de
esterdis, esse critério serviu de base para a identificagao dos

esterois do DDOS.
4.3. COMPOSIGAO DA MATERIA INSAPONIFICAVEL DO DDOS

A materia insaponificavel do DDOS ficou entre 26,10 e
36,46% segundo o método aplicado na determinagao. Os componentes

principais aparecem no Quadro 17.

QUADRO 17. Composigao porcentual da matéria insaponificavel (*)

do DDOS
Componentes (%)
Tocoferois totais 28,21
alfa-tocoferol 4,96
Esterdis totais 56,24
Hidrocarbonetos 14,83
(*)  resultados sao a média de trés repetigdes, com uma matéria

insaponificavel de 29,67%.

A diferenga de 1,79% de matéria insaponificavel do DDOS, en
contrada nos Quadros 13 e 17, provavelmente se deva as diferen-—
tes operagbes e métodos usados: porém, estes valores estao dentre
os limites de aceitagao do erro dos métodos gravimetricos (SKOOG

& WEST, 1984).

Os resultados encontrados na composicao da matéria insaponi
ficavel do DDOS, Quadro 17, coincidem com resultados de outroimag
tores (BARATTA & CONTRERAS, 1984; CONTRERAS, 1984; FEDELI & GASPA
ROLI, 1977); poreém, ligeiramente menores que o0s encontrados em
(NAUDET et alii, 1973; MATTIL, 1964), sendo de esperar essas dife
rengas uma vez que, a composigéo do DDOS esta em fungao do culti-
var de soja processado, condigoes operacionais da desodorizagao e

mane jo posterior do DDOS.
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A analise da fragdo insaponificavel revela que a eliminagao
dos acidos graxos de 100 g do DDOS deixara um residuo de 29,67 g.
O contelido de tocoferdis no DDOS era entio de 8,36 g, um dado que
coincide com o valor 8,50 do Quadro 13. Expressos como percenta-
gens do insaponificével, os tocoferois correspondem a 28,21% indi
cando que este seria a concentragio maxima que poder-se-ia atin-

gir pelo método-de saponificagao.

Dado as dificuldades de trabalhar com saponificagao, esta
eventual opgao para purificagdo de tocoferdis é remota. Além do
mais o processo € caro pois utiliza vitamina C e volume relativa-
mente grandes de solventes para recuperagao do insaponificavel.
Por esta causa decidimos tentar a pré-purificagdo dos tocoferdis
por extragao com solventes e por particao entre dois solventes

imisciveis.

4.4. ESTUDOS DE PURIFICAGCAO DE TOCOFEROIS DO DDOS POR EXTRA
GAO COM SOLVENTES

O Quadro 13 mostrou que o DDOS € um material extremada
mente complexo e portanto, para purificar os tocoferdis eram ne-
cessarios varios processos concatenados. Porém, qualquer um que
seja o processo de separagao definitivo, se impoe um pré—processg
mento para diminuir a carga de impurezas grosseiras.Entre as maio
res impurezas encontram-se os acidos graxos que_perfazem 65% do
peso total do DDOS. A fragao de acidos graxos livres perfaz  37%
do total do DDOS apresentando boas perspectivas para sua elimina-
Gao ja que estes compostos s3o mais polares que os ésteres. No en
tanto a eliminagao de todos os acidos graxos livres causaria ape-
nas um acréscimo de concentragao de tocoferois desde 8,5% para

13,5%, sempre que nao fosse extraido tocoferol no solvente.

A Figura 8 mostra como aumentaria a concentragao teorica de
tocoferois se fossem eliminados nos solventes os diversos grupos

de substancias presentes no DDOS.

A curva ideal da variagao da concentragao versus o teor de

solidos eliminados, foi obtida supondo que se extrair por exemplo
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20 g de solidos de 100 g de DDOS, os 80 g nao extraidos acumula-

rao os 8,5 g de‘tocoferéis da amostra aumentando-se a concentra-

¢ao para 10,63% (8,5/80,0) x 100 . Da mesma maneira foram fei-
tos calculos para 40, 60 e 80% de remogao,dando valores..de 14,17;
21,25 e 42,5% de tocoferdois. Supondo que fossem removidos  todos
O0s materiais acompanhantes ficariam os 8,5 g de tocoferois que te
riam uma concentragao de 100%. Este ocorrera quando sejam elimina

dos 91,5 g do DDOS original.

Na percepgao desta situagao, pode se deduzir que o uso de
processos puramente extrativos nao permitira ir muito longe no au
mento da concentragao dos tocoferdis, além de que parte dos toco-
ferois serao removidos com o solvente de forma inevitavel afetan-
do o rendimento.Portanto, os processos rapidos e baratos como as
‘extragaes e partigSes que se apresentam a continuagao tem apenas
0 objetivo de preparar o extrato para processos mais sofisticados
que nao sao abordados neste trabalho. A redugao da carga de impu-
rezas permitiria reduzir o tamanho das instalagoes para cristali-
zagao e/ou destilagao com alto vacuo tornando-se um fator decisi-

vo no custo final.
4.4.1. Extragao de impurezas do DDOS com metanol

Os Quadros 18, 19, 20 e 21 mostram os resultados do
tratamento de 5 g de DDOS com diferentes volumes de metanol em
concentragoes desde 80 até 95%. A observagao desses resultados

permite deduzir o seguinte:

Na extragao de solidos totais, o valor do RS(%), re-
presentando a percentagem de so0lidos nao dissolvidos nia camada me
tanélica, aumenta com a hidratagao do metanol e, para uma dilui-
gao especifica, se reduz com a diminuigdo da relagao DDOS/solven-

te.

O metanol 80% na relagao 0,4 dissolve apenas 2,94% do

DDOS (RS = 97,06);portanto,seria impossivel obter um aumento subs
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QUADRO 19. Rendimento de sdlidos e tocoferdis apds extragao do
DDOS com metanol 85% (p/v), em diferentes relagdes so-

luto/solvente - analises realizadas na camada nao meta

nolica.
DDOS/metanol 85%

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,51 4,26 4,00 3,78 3,60
RS (%) 94,75 89,50 84,03 79,41 75,63
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 -
TE (g) 0, 40 0,39 0,38 0,38 0,38
RT (%) 100,00 97,50 95,00 95,00 95,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) - 8,87 9,15 9,50 10,05 10,56
E 0,37 0,63 0,95 1,47 2,00

QUADRO 20. Rendimento de sOlidos e tocoferdis apés extragao do

DDOS com metanol 90% (p/v), em diferentes relagdes so-

luto/solvente - analises realizadas na camada nao meta

nolica.
, DDOS/metanol 90%

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,80 4,80 4,80 4,80 4,80
SE (g) 4,27 3,63 3,36 2,92 2,74
RS (%) 88,96 75,63 70,00 60,83 57,08
TA (g) 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
TE (g) 0,38 0,34 . .9,31 0,28 0,26
RT (%) 92,68 82,93 75,61 68,29 63,41
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50.
CTE (%) 8,90 9,37 9,28 9,59 9,49
E 0,37 0,72 0,59 0,74 0,63
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QUADRO 21. Rendimento de sdlidos e tocoferdis apds extragao  do

DDOS com metanol 95% (p/v), em diferentes relagoes so-

luto/solvente - analises realizadas na camada nao meta

nodlica.
R DDOS/metanol 95%

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 2,33 1,85 1,48 1,59 1,55
RS (%) 48,95 38,87 31,09 33,40 32,56
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,16 0,07 0,03 0,04 0,04
RT (%) 40,00 17,50 7,50 10,00 10,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 6,87 3,78 2,02 2,51 2,58
E (*) -0,65 -0,83 -0,49 -0,60 -0,59

() Os valores negativos da eficiéncia indica que a camada des-

cartada era mais concentrada em tocoferdis que a camada ana

lisada.
QUADRO 22. Seletividade relativa das éxtragaes do DDOS com meta-
nol hidratado em diferentes proporcdes.
Relagao Metanol
DDOS/solvente 95 % 90 % 85 % 80 %
0,40 0,82 1,04 1,06 1,00
0,20 0,45 1,10 1,09 1,06
0,13 0,24 1,08 1,13 1,08
0,10 0,30 1,12 1,19 1,13
0,08 0,28 1,11 1,26 1,16
Pelos resultados mostrados no Quadro 22 se percebe que em

termos de seletividade, melhor opgao e o metanol 85% usado com as

relagoes mais baixas.
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rece na Figura 9.

O termo eficiéncia envolve a relagao entre o acréscimo de
concentragao de tocoferdis e o rendimento de tocoferois. Da Figu-
ra 9 resulta claro que o solvente mais eficiente € o metanol 85%;
ainda de acordo com a Figura 9 a eficiéncia poderia aumentar
usando relagoes DDOS/solvente abaixo de 0,08. O metanol acima de
90% apresenta eficiéncia negativa o que significa que extrai

mais tocoferdis na camada metandlica.
4.4.2. Extragao de impurezas do DDOS com acetona

Este solvente foi testado diluido com agua para se ob
ter concentragoes de 95, 90, 85 e 80%. Quando usado acima de 85%
dissolve praticamente toda a amostra; portanto, aqui sao apresen-
tados os resultados das concentragoes 85 e 80% nos Quadros 23 e

24 respectivamente.

A simples inspegao dos dados revela que este solven
te € inespecifico, aumentando ou diminuindo sua capacidade dissol
vente de acordo com o teor de agua adicionado e com a relacgao
DDOS/solvente. A seletividade da acetona 85% e 80% aparecem no
Quadro 25.

Valores de seletividade menores‘que 1,0 que aparecem na ace-
tona 85% indicam que os tocoferdis estariam sendo extraidos na ca
mada acetdnica; porém a anidlise desta camada também nio registrou
aumentos importantes da concentragao de tocoferois pois tinha uma

quantidade equivalente de sdélidos totais.

A acetona 80% apresentou uma seletividade minima que, contré
rio ao metanol, diminui quando a relagao DDOS/solvente € menor.
Poder-se-ia pensar que adicionando mais agua o solvente aumenta-
ria sua seletividade; porém, 0 poder dissolvente, jé muito dimi-

nuido cairia para niveis impraticaveis.

74



\
X
\
\ O Ametcnol 80%
“ X metanol 85%
\ ® metanol 90%
|54 i 4 metanol 95%
' X
'
\
o \
v\
1
A
| - \ x
0
\ \
\
(o] N
o™\ N\
\.\ ~
0 T~ ~
——— S~
0,5"* * N - s\\\*
—
~ T
o 2
-
~
~
~
-~
.0 ~
(%) ~ ~,
e O 0
(3]
-
w
A
-O.S"
A _ A
A
—I -r . ] L] ¥
0.l 0,2 03 0.4

Relagcdo DDOS / metanol (p/v)

FIGURA 9. Eficiéncia da purificagao de tocoferdis do DDOS com

metanol desde 80 a 95% e diferentes relagées soluto

-solvente.

75



QUADRO 23. Rendimento de tocoferdis e solidos totais apbds a extra
¢ao do DDOS com acetona 85% em diferentes relagoes so-
luto/solvente - analises realizadas na camada nao ace—

tonica.

DDOS/acetona 85%
Parametros 0,40 0,20 70,13 0,10 0,08

SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 2,79 1,84 1,55 1,22 0,97
RS (%) 52,31 38,66 32,56 25,63 20,38
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,15 0,07 0,05 0,04 0,03
RT (%) 37,50 17,50 12,50 10,00 7,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 6,02 3,80 3,22 3,28 3,09
E (* ) -0,93 -0,82 -0,66 -0,52 0,41

(*) Valores negativos da eficiéncia significa que a fragao des-
cartada tem maior concentragao de tocoferois que a fragao
analisada.

QUADRO 24. Rendimento de tocoferdis e sélidos totais apos a extra
¢ao do DDOS com acetona 80% em diferentes relagoes so-

luto/solvente - analises realizada na camada nio acetd

nica.

. DDOS/acetona 80%
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,66 4,06 3,13 2,23 2,34
RS (%) 97,90 85,29 65,76 46,85 49,16
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,40 0,35 0,27 0,19 0,18
RT (%) 100,00 87,50 67,50 47,50 45,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,58 8,62 8,62 8,52 7,69
E 0,08 0,11 0,08 0,0 -0,36
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QUADRO 25. Seletividade relativa da acetona durante a extragao do

DDOS em diferentes relagoes DDOS/solvente.

DDOS/solvente acetona 85% acetona 80%
O,4Q 0,72 1,02
0,20 0,45 1,03
0,13 0,38 1,03
0,10 0,39 1,01
0,08 0,36 0,92

A extracao com acetona 85% apresentou valores negativos de
eficiencia enquanto que com acetona 80% apresentou valores positi

vos em torno de zero.

4.4.3. Extragao de impurezas do DDOS com etanol

O etanol foi usado nas concentragoes de 90, 85 e
80%, pois acima de 90% dissolve toda a amostra e abaixo de 80%

nao dissolve praticamente nada.

Nos Quadros 26, 27 e 28, respectivamente se mostram
a performance destes solventes usados nas relagSes padronizadas
de 0,40; 0,20; 0,13; 0,10 e 0,08.

De um modo geral a seletividade do etanol foi infe-
rior a do metanol e apresentou um comportamento erratico nos sol-
ventes com 10 e 15% de égua; porém, no etanol 80% o comportamento
Se assemelha com o do metanol 85% como pode ser notado no Quadro

29.

A Jjulgar pelos resultados mostrados no Quadro 29, o etanol
poderia ter sido diluido para 75% com o qual seria enfatizada a
seletividade que se insinuava no etanol 80%; porém, a maior dilui
¢ao poderia prejudicar o grau de extragao com a mesma relagao

0,40 embora a partir de uma relagdo 0,20 haveria uma remogao  de
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QUADRO 26. Rendimentos de tocoferdis e sblidos totais apbs extra-

¢ao do DDOS com etanol 90% (p/v) em diferentes

rela-

¢oes soluto/solvente - anilises realizadas na camada

nao etandlica.

DDOS/etanol 90%

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) . 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 0,79 0,67 0,61 0,52 0,49
RS (%) 16,60 9,87 12,82 10,92 10,29
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,08 0,07 0,06 0,05 0,05
RT (%) 20,00 17,50 15,00 10,00 12,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 10,13 10,44 9,83 9,61 10,20
E 0,33 0,34 0,20 0,11 0,21

QUADRO 27. Rendimentos de tocoferdis e sbélidos totais apbs extra-

gao do DDOS com etanol 85% (p/v) em diferentes
goes soluto/solvente - anilises realizadas na

nao etandlica.

rela-

camada

DDOS/etanol 85%

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 1,85 1,80 1,60 1,47 1,41
RS (%) 38,87 37,82 33,61 30,88 29,62
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,18 0,17 0,14 0,13 0,09
RT (%) 45,00 42,50 35,00 32,50 22,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 9,73 9,44 8,75 8,84 6,38
E 0,55 0,40 0,09 0,11 -0,48
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QUADRO 28. Rendimehtos de tocoferodis e sO0lidos totais apés extra-
¢3o do DDOS com etanol 80% (p/v) em diferentes rela-
¢oes soluto/solvente - analises realizadas na camada

nao etandlica.

DDOS/etanol 80%
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08

SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 3,87 2,79 2,30 1,64 1,47
RS (%) 81,30 58,61 48,32 34,45 30,88
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,34 0,26 0,22 0,16 0,14
RT (%) 85,00 65,00 55,00 40,00 35,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,78 9,32 9,57 9,76 9,52
E 0,24 0,53 0,59 0,50 0,36

QUADRO 29. Seletividade relativa do etanol durante a extragao do

DDOS em diferentes relagoes de DDOS/solvente.

Relagao Etanol

DDOS/solvente 90% 85% 80%
0,40 1,20 1,16 1,05
0,20 1,77 1,12 1,11
0,13 1,17 1,04 1,14
0,10 0,92 1,05 1,16
0,08 1,21 0,76 1,13

sd0lidos ao redor de 50%.

A Figura 10 mostra que a eficieéncia do etanol foi mais baixa
que a do metanol pois nem sequer atingiu o valor de 1,0 enguanto
queé com o metanol obteve-se valores entre 1,0 e 2,0. A eficién-
cia, assim como a seletividade do etanol parecem estar influencia

das pelo grau de hidratacao do solvente.
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A Figura 1l mostra que a solubilidade do DDOS em etanol aci-
ma de 85% (curvas 1, 2 e 3), € pouco influenciada pela relagao
DDOS/solvente enquanto que com o metanol (curvas 5, 7 e 8) qual-
quer mudanga nesta relagao afeta grandemente a solubilidade. No
etanol 80% (curva 6) percebe-se uma maior dependéncia do poder

dissolvente com a relagao DDOS/solvente.

4.4.4. Extragao de tocoferdis do DDOS por particao liquido-

-liquido entre hexano e etanol alcalino.

No decorrer das pesquisas com alcoois hidratados pen-
sou-se que se a fragao insoluvel estivesse dissolvida num solven-
te nao miscivel com os alcoois, a seletividade poderia ser aumen-
tada. Para tanto, o DDOS foi dissolvido previamente em hexano e
logo submetido a separagao (partigao) liquido-liquido com os al-
coois hidratados. Os testes preliminares mostraram que a inclusao
do hexano nao contribuia para aumentar a seletividade; pelo con-

trario, com os alcoois mais diluidos a eficiéncia era menor.

Visto que um dos propésitos das extragSes era eliminar oS
acidos graxos livres, pensou-se que a adigéo de uma base na fase
alcoolica poderia contribuir para deslocar os acidos para esta fa
se. Os ensaios com etanol contendo 5% de KOH melhoraram a eficién
cia;porém,notou-se que os saboes produzidos formaram emulsoes,car
regando para a fase alcodlica muitos sbélidos. A diminuigdo do KOH

para 1%, permitiu uma separagao limpa e rapida das camadas.

A inclusao de 1% de KOH causa um aumento notavel da seletivi
dade e da eficiéncia do sistema hexano/etanol como pode ser obser

vado no Quadro 30 e na Figura 12.

A inspegao do Quadro 30 e da Figura 12 permite comprovar que
a eficiéncia e a seletividade sao aumentadas notadamente com a
inclusao do KOH. Vale lembrar que valores de eficiéncia em torno
de 4,0 nao tinham sido alcangados nos ensaios por extragao sim-

ples.
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Os Quadros 31 a 37 apresentam os resultados

das partigoes

dos sistemas hexéno/etanol com 1% de KOH, para concentragao de
etanol desde 50 até 80%.
QUADRO 3l1. Rendimento de tocoferdis e sdlidos totais apds parti-
¢ao de 4,76 g de DDOS entre hexano e etanol 80% com
1,0% de KOH.
) DDOS/etanol 80% (p/v)
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 3,57 1,80 1,80 1,46 1,00
RS (%) 75,50 37,82 37,82 30,67 21,00
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,30 0,19 0,21 0,15 0,09
RT (%) 75,00 47,50 52,50 37,50 22,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,40 10,56 11,67 10,27 9,00
E -0,08 0,98 1,66 0,66 0,11
QUADRO 32. Rendimento de tocoferdis e soOlidos totais apds parti-
cao de 4,76 g de DDOS entre hexano e etanol  75% com

1,0% de KOH.

DDOS/etanol 75% (p/v)

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,49 3,19 2,54 2,17 1,96
RS (%) 94,33 66,89 53,32 45,64 41,11
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,36 0,34 0,30 0,26 0,17
RT (%) 90,00 85,00 75,00 65,00 42,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,02 10,66 11,81 11,98 8,70
E -0,43 1,84 2,48 2,26 0,085

85



'QUADRO 33. Rendimento de tocoferdis e sélidos totais apds parti

¢ao do DDOS entre hexano e etanol 70% com 1,0% de KOH.

DDOS/etanol 70% (p/v)

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,88 4,88 4,88 4,88 4,88
SE (g) 4,45 3,34 2,76 2,39 2,21
RS (%) 91,19 68,44 56,56 48,77 45,29
TA (g) 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
TE (g) 0,38 0,37 0,35 0,31 0,24
RT (%) 90,48 88,10 83,34 78,81 57,14
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,53 11,08 12,68 12,97 10,86

E 0,027 2,78 3,48 3,30 1,35

QUADRO 34. Rendimento de tocoferdis e sb6lidos totais apds parti-

¢ao do DDOS entre hexano e etanol 65% com 1,0% de KOH.

DDOS/etanol 65% (p/v)

Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08
SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,55 3,29 2,88 2,54 2,60
RS (%) 95,58 69,12 60,50 53,36 54,62
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g3 0,36 0,35 0,37 0,32 0,28
RT (%) 90,00 - 87,50 92,50 80,00 70,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 7,91 10,64 12,85 12,60 10,77
E -0,53 1,88 4,02 3,28 1,59

A avaliagao do comportamento da partigao com etanol alcalino,
desde 80 ate 50%, apresentada nos Quadros 31 a 37, permite anali-
sar os aspectos mais relevantes desta série de experimentos:

a) Comportamento dos sodlidos totais: Na Figura 13 sao apresenta-
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QUADRO 35. Rendimento de tocoferodis e solidos totais apos parti-

¢ao do DDOS entre hexano e etanol 60% com 1,0% KOH.

DDOS/etanol 60% (p/v)
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08

SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,40 3,11 2,61 2,28 2,24
RS (%) 92,43 65,34 54,83 47,90 47,06
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,38 0,37 0,35 0,31 0,27
RT (%) 95,00 92,50 87,50 77,50 67,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,64 11,90 13,41 13,60 12,05
E 0,13 3,15 4,30 3,95 2,40

QUADRO 36. Rendimento de tocoferdis e sblidos totais apés parti-

¢ao do DDOS entre hexano e etanol 55% com 1,0% de KOH.

DDOS/etanol 55% (p/v)
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08

SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,62 3,17 2,47 2,27 2,26
RS (%) 97,06 66,60 51,89 47,69 47,48
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,40 0,37 0,35 0,32 0,29
RT (%) 100,00 92,50 87,50 80,00 72,50
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,66 11,67 14,17 14,10 12,83
E 0,16 2,93 4,96 4,48 3,14
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QUADRO 37. Rendimento de tocoferois e solidos totais apds parti-

¢ao do DDOS entre hexano e etanol 50% com 1,0% de KOH.

DDOS/etanol 50% (p/v)
Parametros 0,40 0,20 0,13 0,10 0,08

SA (g) 4,76 4,76 4,76 4,76 4,76
SE (g) 4,46 3,26 2,48 2,28 2,27
RS (%) 93,69 68,48 52,10 47,90 47,69
TA (g) 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
TE (g) 0,39 0,39 0,36 0,32 0,28
RT (%) 97,50 97,50 90,00 80,00 70,00
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,74 11,96 14,52 14,04 12,83
E 0,23 3,37 5,42 4,43 2,68

das as curvas da evolugao dos so6lidos totais com respeito a rela-
gao DDOS/solvente. Percebe-se que, as solugoes etandlicas de 50,
60 e 70% se comportam de maneira semelhante. Esta situagao revela
que a solubilidade nao esta na dependéncia da concentragio etand-
lica, senao da presenga de outro elemento, no caso o KOH, que uni
formiza a capacidade extratora das solugoes etandlicas. Com eta-
nol 80% a solubilidade do DDOS é maior e conseqlientemente mais
inespecifica. Neste caso, provavelmente pela menor porcentagem de
agua, a basicidade do sistema é menor pois o KOH precisa-se dis-
sociar para desenvolver sua capacidade basica. Tal condiéao exis-
te nas solugoes mais diluidas. Aparentemente a concentragao do
etanol deve-se encontrar abaixo de 75%: apartir desta diluigao;o
efeito solubilidade € mais ou menos semelhante. Certamente poder-
-se-ia trabalhar com etanol 40 ou 30%, porém, as propriedades

emulsificantes dos saboes terao cada vez maior importancia para
numa situagao limite, impossibilitar a separagao das camadas, ca-

50 que ocorreu com KOH 1,0% em égua em ensaios preliminares.

b) Comportamento da seletividade: Na Figura 14 se encontram gra-
ficadas as curvas de seletividade para as diversas relagoes

DDOS/solvente. Verifica-se que a seletividade aumenta com o aumen
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to da hidratagao do alcool apresentando valores maximos para o]
etanol 50% na relagao entre 0,10 a 0,15. Isto significa que have-

ria que usar uma parte de DDOS para 13 de etanol.

E interessante salientar que o etanol 80%, mesmo extratando
percentagens maiores de sélidos, apresenta uma seletividade mais

baixa que os alcoois mais diluidos.,

c) Comportamento da eficiéncia: As curvas de eficiencia que apa-

recem na Figura 15 acompanham o comportamento da seletividade
(Figura 14). Com etanol 50% e 1,0% de KOH a eficiéncia atinge um
valor de 5 para a relagéo de 0,13 (Figura 16). Neste ponto a con-
centragéo de tocoferois foi de 14,52% que representa um aumento

de 70,8% da concentragao inicial (8,5%).

O valor de 14,52% mesmo sendo um dos maiores obtido com a sé-
rie de élcoois, pode parecer baixa. No entanto, deve ser lembrado
que para passar da concentragéo inicial (8,5%) para o dobro
(17,0 %) € necessario remover 50% dos sblidos (sem perder nada
dos tocoferéis), deste modo os valores obtidos com etanol alcali-
no entre 50 e 60% nao estao tdo longe dos.valores tedricos para

igual remogao de sélidos, como pode ser visualizado na Figura 17.

Nesta figura a curva ideal (tedrica) representa a variagao de
concentragao dos tocoferdis do residuo, apbés extrair percentagens
crescentes de solidos do DDOS (sem extrair nada dos tocoferdis).
As curvas experimentais acompanham de perto a curva ideal, pelo
menos até que a extragao de sélidos atinge 50%. A partir dali as
extragSes experimentais caem rapidamente indicando que o0s siste-
mas de solvente nao tem mais capacidade de extragao das impurezas
que ainda permanecem com os tocoferois. Nesta situagao nao adian-
taria seguir diminuindo a relagao DDOS/solvente pois jé com a ul-
tima relagéo testada (0,08), nota-se uma queda de eficiéncia e de

seletividade com qualquer uma das concentragSes de etanol.

Parece razoavel pensar que os acidos graxos livres que exis-
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tem em 36% no DDOS estejam incluidos na fragao removida com alta
eficiéncia. Outras substancias nio acidas também podem ser carre
gadas no etanol alcalino provavelmente nao por efeito da solubi-
lizagdo, sen3o por serem emulsificadas pelos saboes de acidos

graxos,

4.4.4.1. Caracterizagao do extrato obtido nas -condigoes de
eficiéncia maxima nos ensaios com 4,76 g de  DDOS

iniciais para diferentes relacdes hexano:etanol.

No Quadro 38 se apresentam os resultados da compo-
sigao do extrato obtido pela relagao 0,13; etanol 55% com 1,0%

de KOH.

Na Figura 18 inclui-se a separagfo dos tocoferdis individu-
ais, deste extrato por cromatografia de alta eficiéncia. Esta fi
gura é Util para demonstrar as modificagoes da composigao causa-

da pela partigao.

QUADRO 38. Comparagdo da composicio do extrato, obtido nas condi
gOes de maxima eficiéncia nos ensaios usando 4,76g de
DDOS na partigao com etanol 55% e KOH, com a composi-

¢ao do DDOS original.

Componentes (%) _ Extrato DDOS
Tocoferdis totais 13,51 8,50
Esterdis totais 27,17 14,85
Hidrocarbonetos 12,18 4,40
Acidos graxos livres 7,86 37,60
"alfa"-tocoferol 16,54 (a) 15,90 (a)
beta + gama + delta-tocof. 83,45 (a) 84,10 (a)
alfa-tocoferol 15,83 (b) 13,40 (b)
beta + gama + delta-tocof. 83,07 (b)

(a) Determinados mediante separacao por cromatografia em camada

delgada e quantificados por espectrofotometria visivel.
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Porcentagens relativas ao teor de tocoferois totais.
(b) Determinados por cromatografia liquida de elevada eficiéncia

(CLAE). Porcentagens relativas ao teor de tocoferois totais.

Observa-se que as mudangas mais drasticas ocorrem no teor de
acidos graxos livres os que diminuiram em 79,1%, enquanto que os
hidrocarbonetos aumentaram em 177%, os esterdis em 82,9% e os to-

coferois em 58,9% dos teores iniciais.

O aumento dos tocoferdis nao foi uniforme, como pode ser com
provada na Figura 18. Verifica-se um notavel acréscimo da forma

"alfa", sendo esta a de maior importdncia bioldgica.

O perfil cromatografico dos tocoferdis nao apresentou inter-
ferentes como os mencionados por outros autores (FEETER, 1974;
AMES, 1972), o que indica que a separagéo cromatogréfica por CLAE
foi muito seletiva além de apresentar uma elevada eficiencia (N =
423 pratos tedricos para um padrao de alfa-tocoferol) e boa reso-

lugao (R = 1,08 entre padroes alfa e beta-tocoferol).
4.4.4.2. Influéncia da relagdo entre hexano e etanol

Uma das finalidades do preparo de solugoes '"base"
(50%, 33,5% e 25%) de DDOS em hexano foi produzir na mistura com
etanol, mudangas da relagao hexano/etanol, além de permitir certa
mente, as mudangas da relagao DDOS/etanol que ate aqui tem sido
comentada. Desta maneira o preparo de uma solugao base permitia
obter combinagoes variadas entre os parametros criticos da extra-

gao.

Os Quadros 39 a 44 correspondem a experimentos em que uma
quantidade fixa de DDOS (3,77 e 7,23 respectivamente) foi submeti
da a partigao com diferentes relagoes de hexano/etanol, sendo que
0 etanol alcalino foi por sua vez adicionado em 3 concentragoes:
70, 55 e 50%. Os dados dos Quadros 39 a 44 aparecem graficados na

Figura 19 e com os dados dos Quadros 33, 36, 37 e 39 foi desenha-
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FIGURA 18. Cromatograma dos tocoferois do extrato obtido na parti

cao do DDOS entre hexano e etanol 55% com 1% de KOH,

na relagao 0,13.
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da a Figura 20.

QUADRO 39. Rendimento de tocoferdis e solidos totais na separagao

de 3,77 g de DDOS em sistema de hexano e 70% etanol al

calino.
Relagao hexano/etanol 70%
Parametros 0,871 0,436 0,29 0,218 0,174
SA (g) 3,77 3,77 3,77 3,77 3,77
SE (g) 3,29 2,24 1,84 1,73 1,70
RS (%) 85,15 59,42 48,81 45,89 45,09
TA (g) 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32
TE (g) 0,31 0,30 0,25 0,18 0,15
RT (%) 96,88 93,75 78,13 56,25 46,88
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 9,66 13,39 13,59 10,40 8,82
E 1,12 4,58 3,98 1,07 0,15

QUADRO 40. Rendimento de tocoferdis e solidos totais na separagao

de 3,77 g de DDOS em sistema de hexano e 55% etanol al

calino.
A Relagao hexano/etanol 55%
Parametros 0,871 0,436 0,29 0,218 0,174
SA (g) 3,77 3,77 3,77 3,77 3,77
SE (g) 3,16 2,22 1,85 1,85 1,80
RS (%) 83,82 58,59 49,07 49,07 47,77
TA (g) 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32
TE (g) 0,31 0,31 0,26 0,23 0,21
RT (%) 96,88 96,88 81,25 71,88 65,63
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 9,81 13,96 14,05 12,43 11,67
E 1,27 5,29 4,51 2,83 2,08
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QUADRO 41. Rendimento de tocoferois e sdlidos totais na separagao

de 3,77 g de DDOS em sistema de hexano e 50% etanol al

calino.

A Relagao hexano/etanol 50%
Parametros 0,871 0,436 0,29 0,218 0,174
SA (g) 3,77 3,77 3,77 - 3,77 3,77
SE (g) 3,08 2,10 1,83 1,81 1,78
RS (%) 81,70 55,70 48,54 48,01 47,21
TA (g) 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32
TE (g) 0,30 0,28 0,28 0,24 0,22
RT (%) 93,75 87,50 87,50 75,00 68,75
CTA (%) 8,50 8,50 8,60 8,50 8,50
CTE (%) 9,74 13,33 15,30 13,26 12,36
E 1,16 5,52 5,95 3,57 2,65

QUADRO 42. Rendimento de tocoferois e sdlidos totais na separagao

de 7,42 e 7,23 g de DDOS em sistema de hexano e

etanol alcalino.

70 %

Relacgao hexano/etanol 70%

Parametros 0,54 0,27 0,18 0,14 0,11
SA (g) 7,42 7,42 7,42 7,42 7,42
SE (g) 7,03 4,91 3,96 3,31 3,07
RS (%) 94,47 66,17 53,37 44,61 41,37
TA (g) 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63
TE (g) 0,63 0,55 0,51 0,46 0,45
RT (%) 100,00 87,30 80,95 73,02 71,43
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,96 11,20 12,88 13,90 14,66
E 0,46 2,36 3,55 3,94 4,40
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QUADRO 43. Rendimento de tocoferdis e solidos totais na separacao

de 7,42 e 7,23 g de DDOS em sistema de hexano

etanol alcalino.

€

55 %

Relagao hexano/etanol 55%

Parametros 0,54 0,27 0,18 0,14 0,11
SA (g) 7,23 7,23 7,23 7,23 7,23
SE (g) 6,69 5,29 4,00 3,26 2,75
RS (%) 92,53 73,17 55,33 45,09 38,04
TA (g) 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
TE (g) 0,60 0,60 0,49 0,44 0,40
RT (%) 96,77 96,77 79,03 70,97 64,52
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,97 11,34 12,25 13,50 14,54
E 0,45 2,75 2,96 3,55 3,90

QUADRO 44. Rendimento de tocoferdis e sbdlidos totais na separacao

de 7,42 e 7,23 g de DDOS em sistema de hexano

etanol alcalino.

e

50 %

Relacao hexano/etanol 50%

Parametros 0,54 0,27 0,18 0,14 0,11
SA (g) 7,23 7,23 7,23 7,23 7,23
SE (g) - 7,01 5,54 4,04 3,44 3,01
RS (%) 96,96 76,63 55,88 47,58 41,63
TA (g) 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
TE (g) 0,63 0,62 0,51 0,47 0,43
RT (%) 101,60 100,00 80,26 75,81 69,35
CTA (%) 8,50 8,50 8,50 8,50 8,50
CTE (%) 8,99 11,19 12,62 13,66 14,29
E 0,50 2,69 3,39 3,91 4,02
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Na Figura 19 se observa que para quantidades altas de DDOS
(7,23 g), a eficiéncia de purificagio de tocoferdis aumenta pro-
gressivamente com a diminuigao do hexano no sistema. A diminuicao
nao parece ser afetada pela concentragao do etanol alcalino ja
que as 3 curvas tendem a superposigao a julgar pela pendente das
curvas, enqﬁanfo 0 hexano fosse "zero" (puro etanol alcalino) a
eficiéncia teria o valor maximo para este conjunto de condigoes.
No entanto, sabemos que a extragao apenas com etanol alcalino pro
duz baixa eficiéncia. Provavelmente deve haver uma queda da efi-
ciéncia entre as relagdes hexano/etanol (H/E) de 0,00 a 0,10, ja

que o Gltimo ponto destas curvas foi 0,11.

A eficiéncia com 3,77 g de DDOS é maior, especialmente para
as relagoes entre 0,15 e 0,45 com etanol 50% ou 55%. O mais impor
tante é que estas curvas apresentam uma regiao de relacao hexano/
etanol (H/E) que produz maxima eficiéncia. Portanto, definem as

condigoes adequadas de forma mais nitida.

A Figura 20 mostra dois conjuntos de curvas para quantidades
relativamente préximas de DDOS inicial (3,77 g e 4,76 g).Percebe- .
~Se claramente que um aumento apenas de 26,2% de DDOS desloca a
regiao de eficiéncia maxima em 0,176 unidades. O deslocamento pa-

rece ser pouco influenciado pela concentragao do alcool.

No Quadro 45 aparece a composigao do extrato obtido nas con-

digoes Otimas do experimento com 3,77 g de DDOS.

Os dados do Quadro 45 revelam que, de um modo geral,foi mais
eficiente esta série de experimentos do que nos anteriores. Assim
sendo, os acidos graxos diminuiram 97,70% enquanto aumentaram os
hidrocarbonetos em 135%, os esterdis em 92,05% e os tocoferdis em

84,04% dos teores originais do DDOS.

Semelhante ao experimento anterior, o alfa-tocoferol teve o
maior acréscimo entre todos os tocoferdis como se pode verificar

na Figura 21 em que se mostra o perfil de tocoferdis do extrato
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QUADRO 45. Comparagao da composigdo do extrato, obtido nas condi-
¢oes de maxima eficiéncia em experimentos usando 3,77g
de DDOS na partigao com etanol 50% com KOH, com a com-

posigao do DDOS original.

Componentes (%) Extrato DDOS
Tocoferois totais 15,46 8,50
Esterois totais 28,52 14,85
Hidrocarbonetos 10,52 4,40
Acidos graxos 0,86 37,60
alfa-tocoferol 21,07 (a) 15,90 (a)
beta + gama + delta-tocof. 78,92 (a) 84,10 (a)
alfa-tocoferol 20,89 (p) 13,40 (b)
beta + gama + delta-tocof. 79,11 (b) 86,60 (b)

(a) Determinados mediante separagao por cromatografia em camada
delgada e quantificados por espectrofotometria visivel. Por-
centagens relativas ao teor de tocoferdis totais.

(b) Determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE). Porcentagens relativas ao teor de tocoferdis totais.

obtido no experimento com a particio com etanol 50%.

O cromatograma da Figura 21 nao apresenta os interferentes
reportados por outros autores (FEETER, 1974; AMES, 1972), indican
do que a técnica usada (CLAE) é muito atil para a separagao e

quantificagao de tocoferdis.

Resumindo, podemos dizer que a eficiéncia maxima para 3,77 g
de DDOS & atingida com a relagdo 0,436 de hexano/etanol; para
4,76 g de DDOS a maxima eficiéncia se atinge com a relagao 0,26
de hexano/etanol enquanto que para 7,23 g de DDOS a mesma € atin-

gida com a relagao hexano/etanol 0,11.

Finalmente convém salientar que a partigao liquido-1iquido
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FIGURA 21. Cromatograma dos tocoferdis do extrato obtido na parti
¢ao do DDOS entre hexano e etanol 50% com 1% de KOH,na

relagao 0,13.
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do DDOS entre hexano e etanol 50%, com 1,0% de KOH, € uma opera-
gao simples e répida realizada a  temperatura ambiente e portan-
to pouco deteriorante dos tocoferdis Que cumpre com o0 objetivo de
de pré-purificar a matéria bruta,removendo aproximadamente 50 %

dos so0lidos nao tocoferdis.

De acordo com os Quadros 38 a 45, os materiais removidos sao
principalmente os acidos graxos, que quase desaparecem no ensaio

com 3,77 g de DDOS submetidos a partigao.

0 extrato pré—purificado em hexano, deve ser neutralizado ra
pidamente e dai ser processado por resfriamento (cristalizacao),
destilagao com vacuo ou outras opgdes tecnoldgicas que serdo estu

dadas no futuro.
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5. CONCLUSOES

O destilado da desodorizagao do Oleo de soja (DDOS), usado co
mo matéria prima nesta pesquisa, € um material heterogéneo
com propriedades particulares das quais as mais salientes sao:
seu alto teor em acidos graxos e sua composicao da matéria in

saponificavel.

A composigao de acidos graxos do DDOS revela um alto teor em
acido palmitico, na sua forma livre, enquanto que, o acido 1i

noleico se encontra principalmente na sua forma esterificada.

Dentre os esterdis presentes na matéria insaponificavel  do
DDOS, o beta-sitosterol representa 54,7% o0 que equivale a

9,13% com relagao ao DDOS original.

Os tocoferdis totais perfazem em torno de 10% do DDOS, dos
quais o gama-tocoferol se encontra em maior concentragéo.o al
fa-tocoferol (vitamina E) corresponde a 13,4% dos tocoferodis
totais, o que torna o DDOS uma fonte de alto potencial para a

obtengao de antioxidantes e vitamina E.

A solugao de 85% de metanol apresentou alguma seletividade
na eliminagao das impurezas do DDOS quando usado na relagao
0,08 DDOS/solvente, com o que a concentragao de tocoferdis au

mentou de 8,5 para 10,56%.

A acetona apresenta baixa seletividade e se comporta de forma
inversa ao metanol assim, a seletividade melhora quando se au

menta a quantidade ou a relagao DDOS/solvente.

De um modo geral, a seletividade do etanol foi inferior a do
metanol, sendo que sua eficiéncia, e seletividade estao in-
fluenciados pelo grau de hidratagao do solvente.

A introdugao de um solvente organico, como hexano, no sistema
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10.

de etanol aquoso nao contribui para aumentar a seletividade:
porém, alcalizando levemente este sistema a seletividade e a

eficiencia aumentam notavelmente.

Em condigoes de maxima eficiéncia, usando etanol aquoso alca-
lino, se obteve um aumento da concentragao de 84,04% dos toco

ferois em relagao a matéria prima original.
A partigao liquido-liquido demonstrou ser uma operagdo sim-

ples, répida e pouco deteriorante dos tocoferéis; pelo que,

deve ser considerada para purificar o DDOS.
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