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RESUMO

Os acidos graxos polinsaturados 6mega-3 (EPA, DHA) sdo compostos com
propriedades terapéuticas no tratamento e prevencdo de doengas coronarias, hipertensao,
arteriosclerose e artrite, além de serem essenciais para o desenvolvimento e manutencao
das funcbes do sistema nervoso central. Os bleos de peixes de origem marinha sao as
fontes mais ricas em dmega-3 e por isso tém sido usados com freqiiéncia para a obtencao
de concentrados destes &cidos graxos. A deficiéncia de dmega-3 na dieta da populagao
causada pela baixa ingestdo destes acidos graxos, através do consumo de peixes, torna
interessante o enriquecimento de alimentos mais populares como a margarina, paes e
produtos lacteos com esses acidos graxos. A extragdo com fluido supercritico € um processo
de separagao relativamente novo que traz vantagens em relagéo as técnicas convencionais.
Para alimentos, o diéxido de carbono tem sido o solvente mais empregado, por ser inerte,
relativamente barato e ndo inflamavel e por possuir pressao e temperatura critica moderadas
(304,15 K, 7,38 MPa), evitando problemas de degradacgao térmica. Neste trabalho, estudou-
se o fracionamento com diéxido de carbono supercritico do 6éleo de peixe em diferentes
condicdes de temperatura e pressédo. Os experimentos foram realizados de 14,7 a 29,4 MPa
e de 301,15 a 323,15 K. O procedimento experimental consistiu em promover o contato entre
o0 6leo de peixe aderido a esferas de vidro e 0 CO, supercritico, em um processo dinamico,
de forma a promover o equilibrio de fases. O corpo do sistema permanecia imerso dentro de
um banho termostatizado. O extrato do 6leo de peixe (amostra da fase leve) foi coletado no
fin7al do extrator em condigbes de equilibrio com a fase pesada e a sua composicao em
acidos graxos foi determinada através de cromatografia em fase gasosa. A altas pressoes
(14,7 a 29,4 MPa), o extrato apresentou pouca diferenga na sua composicdo em acidos
graxos em relacao a fase pesada. A 7,8 MPa e 301,15 K um pequeno fracionamento foi

obtido para o acido docosahexaendico (DHA). O acido eicosapentaendico (EPA) foi o acido
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graxo que mostrou maior resisténcia ao fracionamento em todas as condigbes estudadas.
Logo, neste estudo o diéxido de carbono supercritico ndo se mostrou efetivo para o
fracionamento do 6leo de peixe rico em &cidos graxos polinsaturados. Estas dificuldades
podem ser atribuidas a complexidade da composicéo do 6leo de peixe em triacilglicerois, os
quais apresentam-se distribuidos em muitas fragdes com baixa porcentagem massica no

6leo e por serem formados por acidos graxos de diferentes tamanhos de moléculas.

Palavras Chaves: Omega—3, diéxido de carbono supercritico, fracionamento, éleo de

peixe.
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ABSTRACT

The omega-3 (EPA and DHA) polyunsaturated fatty acids are compounds with
therapeutic properties, that may play an important role in the prevention and treatment of
cardiovascular disease, hypertension, atherosclerosi, and arthriti. Furthermore, they are
essencial for development and maintaince of central nervous system. Because there is a gap
between intake of n-3 fatty acids by fish consumption and the recommended amount, it would
be useful to enrich ordinary foods as margarine, bread and dairy foods with this fatty acids.
The marine fish oils are the richest source of n-3 and it has been used as raw material for
preparation of this fatty acid concentrate. Supercritical fluid extraction is a relatively new
separation process that may circumvent some of the problems associated with the use of
conventional separation techniques. In foods processes, carbon dioxide is the most used
solvent, because it is inert, inexpensive and non-flamable and it has moderate critical
temperature and pressure (304,15 K, 7,38 MPa), which avoid problems of thermo
degradation. In the present work, the fractionation of fish oil with supercritical carbon dioxide
at different conditions of temperature and pressure: pressure ranged from from 14,7 to 29,4
MPa and temperature ranged from 301,15 to 323,15 K. A known amount of fish oil was mixed
with glass spheres and put inside the column extraction. The supercritical carbon dioxide was
contacted with the fish oil in a dynamic system and the oil present in the light phase was
collected in the end columm, which was in equilibrium conditions with the heavy phase. All
the experimental body system was immersed in water bath to ensure isothermal conditions.
The oil present in the light phase was trapped in a flask and its fatty acids composition was
determined by gas phase chromatography. At higher pressures the extract obtained (light
phase) showed similar composition in poliunsatured fatty acids when compared with heavy
phase, so no fractionation effect was observed at this conditions. At 7,8 MPa and 301,15 K a

modest fractionation was obtained for docosahexaenoic acid (DHA). The eicosapentaenoic



acid (EPA) was the most difficult one to fraction at the studied conditions. So, in the present
work, the supercritical carbon dioxide didn’t show effective in the fractionation of fish oil rich in
polyunsaturated fatty acids. This difficult can be explained by the complex composition of fish
oil in triacylglicerols with different chain length fatty acids ligants and by similar molecular

mass.

Keywords: Omega-3, supercritical carbon dioxide, fish oil, fractionation
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A vida moderna e o ritmo acelerado dos grandes centros urbanos trouxeram prejuizo
a qualidade dos habitos alimentares das pessoas. Este fator somado a diminuicido de
atividades fisicas, resultou no crescimento da taxa de ocorréncia de varias doengas crénico-

degenerativas. Neste cenario surge e ja com muita for¢ca os alimentos funcionais.

Dentre os lipideos alimentares que exercem papéis benéficos ao organismo humano
estdo os acidos graxos polinsaturados de cadeia longa, particularmente os da série 6mega-
3. Estes chamaram a atencédo de cientistas nos anos 70 por sua acao benéfica ao sistema
cardiovascular. Os &cidos graxos da série dmega-6 mostraram-se extraordinarios em
tratamentos de acnes, pele ressecada, problemas menstruais e algumas infecgdes

inflamatérias.

Em geral, a consciéncia da populagdo sobre os beneficios dos acidos graxos
polinsaturados € pequena. As pessoas estdo consumindo em suas dietas uma quantidade
cada vez menor, e 0 organismo humano ndo é capaz de sintetiza-los em quantidades
significativas. Entretanto, tentativas de adaptar a dieta humana a alimentos ricos nestes
acidos graxos nao se tém mostrado efetiva, pois estes alimentos estdo entre os menos
populares: peixes oleosos de aguas frias (como sardinha, salmao e arenque). Dentro deste
contexto, surge como alternativa a adicdo destes compostos a alimentos comuns como o
pao, leite e derivados, cereais e suco de laranja, ou ainda através de cdpsulas contendo 6leo

de peixe.

Crescentes restricoes a maioria dos solventes usados nos métodos tradicionais de

extracao de compostos alimenticios e a preocupagao dos consumidores com a presenga

de residuos quimicos nos alimentos, estimula o desenvolvimento de novos

processos alternativos que atendam a essa necessidade.



Introducéo

O grande interesse despertado pela extragdo com fluido supercritico (EFSC), deve-se
ao seu grande potencial de aplicacdo em industrias de alimentos, quimicas e farmacéuticas

associados ao baixo custo de energia e limpeza do processo.

Os fluidos supercriticos podem ser usados tanto para processos de extracdo, como
na decafeinacdo de café (Zozel, 1974) e na extragcdo de ldpulo (Lands), quanto para
fracionamento, como na deacidificacdo de 6leo de oliva, (Brunetti et al, 1989). Uma das
grandes vantagens deste processo € permitir o processamento de matérias-primas a
temperaturas ndo muito elevadas, o que € especialmente adequado quando compostos
termossensiveis estdo presentes. Outra vantagem de relevancia é a possibilidade de facil

recuperagao do solvente supercritico apos o processo de extragao.

O uso do CO, como fluido supercritico em processos de separagao, efetivamente
resolve questdes associadas com as altas temperaturas € com o uso de solventes organicos.
Pois possui temperatura critica (Tc) de 304,19 K e pressao critica de 7,38 MPa, assim, as
temperaturas empregadas podem ser baixas e o solvente (CO,) pode ser dissipado
totalmente por descompressao, com a grande vantagem de ser um componente do ar

atmosférico de grande uso na gaseificacao de refrigerantes e de outras bebidas.

Seguindo uma tendéncia em alimentos funcionais, ha grande interesse em se obter
concentrados de 6mega-3, com o intuito de otimizar o emprego destes compostos em
alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos, entre outros. Chama-se a atencdo a
existéncia de trabalhos de fracionamento de 6leo de peixe na forma de ésteres metilicos e
etilicos de acidos graxos, no entanto raras sdo as citagoes a respeito do fracionamento na

forma de triacilglicerdis.



Objetivos

2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral

Verificar se o dioxido de carbono supercritco € um bom solvente para o

fracionamento de 6leo de peixe com alto teor em 4cidos graxos polinsaturados.
2.2 Objetivos Especificos

Projeto e construcdo de uma unidade extratora com fluido supercritico em escala

laboratorial;

Obter dados experimentais de solubilidade e composicdo do 6leo de peixe no

equilibrio de fases com o CO, superecritico;

Verificar a dependéncia da seletividade do CO, supercritico em fungado da

temperatura e pressao.



Reviséo Bibliografica

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acidos Graxos Polinsaturados — Omega-3

3.1.1 Aspectos Estruturais

Os acidos graxos polinsaturados (PUFAs) sdo acidos graxos de cadeia longa com
duas ou mais duplas ligacdes. Esses acidos graxos sao classificados de acordo com a
posicao da primeira dupla ligacao, a partir do grupo terminal metil da cadeia de carbonos.
Distinguindo-se assim dois diferentes grupos: a série Omega-6 (n-6), e a série Omega-3 (n-
3), nas quais a primeira dupla ligacdo é observada respectivamente entre 0 sexto e o0 sétimo

e o terceiro e o quarto atomo de carbono na cadeia do acido graxo (Newton & Snyder, 1997).

O &cido linoléico (n-6) e o acido alfa-linolénico (n-3) sdo acidos graxos polinsaturados
essenciais (EFAs), pois ndo podem ser produzidos pelo organismo, logo precisam ser
adquiridos através da dieta. A partir destes sdo sintetizados no organismo outros PUFAs de
fundamental importancia para o corpo: o acido araquiddnico a partir do acido linoléico (n-6) e
0 acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA) ambos formados a
partir do &cido alfa- linolénico (Broadhurst et al., 1998; Hornstra et al.,1995). Embora possam
ser produzidos pelo organismo, estudos revelam que apenas 10-15% do acido alfa-linolénico
é convertido em EPA e a sintese de DHA ¢é limitada (Emken et al., 1990; Valsta et al, 1996),

sendo insuficiente para suprir as necessidades do organismo.
Os principais acidos graxos da série n-3 sdo: o acido alfa-linolénico (LNA; C18:3 n-3),
0 acido eicosapentaendico (EPA; C20:5 n-3) e o acido docosahexaendico (DHA; C22:6 n-3).

Suas formas estruturais sdo mostradas nas Figuras 1,2,3.
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Figura 1. Acido Alfa-Linolénico (C18:3 n-3)
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Figura 2. Acido Eicosapentaenéico, (C20:5 n-3)
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Figura 3. Acido Docosahexaendico, (C22:6 n-3)

3.1.2 Aspectos nutricionais

Os habitos alimentares tém mudado significativamente ao longo dos tempos
influenciados pelos estilos de vida. No caso especifico das gorduras, observou-se a partir da
revolugdo industrial um aumento significativo das quantidades ingeridas de acidos graxos
saturados e insaturados da familia n-6. Ao mesmo tempo observou-se neste periodo
aumento das mortes por doengas cardiovasculares. Parece certo que o incremento de
gordura esta diretamente relacionado com este fato. Além disso, recentemente tem se

observado que o consumo de acidos graxos polinsaturados tem um efeito cardio protetor.

Segundo a British Nutrition Foundation, a ingestdo atual dos acidos graxos
polinsaturados de cadeia longa, do tipo EPA e DHA, estd abaixo da quantidade

recomendada. O consumo médio é de 0,20g/dia, enquanto o necessario é de 1,25g/dia, logo
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ha uma deficiéncia diaria em torno de 1,00 grama. A Tabela 1 apresenta a ingestao diaria

recomendada de acidos graxos polinsaturados pelos principais 6rgados mundiais de saude.

Tabela 1. Ingestao Diaria Recomendada de Acido Graxo Polinsaturados:

Fonte Ingestao Diaria Recomendada (g)
EPA e DHA Alfa-Linolénico
Bristish Nutrition Foundation Task Force, 1,25 2,4
1992
NHI workshop, bethesda, 1999 0,65 2,22
FAO/WHO Expert committee on Fats and 7% das calorias provenientes de 6mega-3
Qils in Human Nutrition, 1994

Fonte. www.roche.com.br/vitaminas /perguntas 5shtm (10/05/2003)

As fontes mais ricas em EPA e DHA s&o os 6leos de peixes marinhos e a carne de
peixes oleosos como a cavala, arenque, salmédo e sardinha. Esses acidos graxos sao
originalmente provenientes de algas marinhas as quais sdo fontes de alimento para os
peixes tipicos de aguas frias. A alta quantidade de n-3 PUFAs presente nestes peixes é
conseqliéncia da adaptacao destes a aguas frias (Trautwein, 2001). A Tabela 2 apresenta a
composicao em acidos graxos de 6leos de peixes marinhos e de figado de tubardo e de

bacalhau.
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Tabela 2. Composigdo em acidos graxos de 6leos de peixes marinhos % Massica

Acido Graxo Figado * Figado Cavala Menhaden Salmao Sardinha Anchova
Tubardo Bacalhau
C14:0 4,19 3-5 7-8 6-12 3,3 4-12 0,4-1,3
C14:1 0,46 0,2-0,4
C15:0 0,76 0,3-0,5 0,4-1,1 0-0,6
C16:0 19,80 10-14 13-16 14-23 9,8 9-22 16-20
C16:1 7,72 6-12 4-9 7-15 4.8 6-13 8-12
C16:2 0,3-1 1-2
C16:3 0,2-0,6 1-3
C16:4 0,5-2
C17:0 1,46 0,1-1 0,3-1,3 0-1 0,5-2
C18:0 3,80 1-4 2-3 2-4 4,2 2-7 3-7
C18:1 24,84 19-27 13-14 6-16 17,0 7-17 9-14
C18:2 0,62 1-2 1-2 1-2 1,5 1-3 1-3
C18:3 0,2-1 1-2 1-2 1,1 0,4-1 0,3-1,3
C184 0,4-2 2-5 1-5 2,8 2-3
C20:0
C20:1 7,79 7-15 12 0,5-2 3,9 1-8 2-8
C20:4 2,87 0,4-1 1-4 0,7 1-3 0,3-1
C20:5 n-3;EPA 4,59 8-14 6-8 12-18 13,0 9-35 10-20
C21:5 0,5-1
C22:0
c22:1 4-13 14-16 0,2-0,4 3,4 1-8 2-4
C22:5n-3 1,74 1-3 1 2-4 3,0 1-4 1-2
C22:6 n-3; DHA 18,95 6-17 8-9 4-15 18,2 4-13 4-11
QOutros 5-8 1-14 3-10

Fonte: AOCS-Table of Contents,1997

* FontePacheco & Barrera-Arellano, 1994

3.1.3 Produtos e Mercado

Impulsionados pela conscientizacdo das pessoas com sua alimentacéo, na busca de

melhor qualidade de vida, associada a uma expectativa de vida maior que a atual, a

tendéncia da industria mundial farmacéutica e de alimentos é de investir em alimentos

funcionais. Os n-3 conhecidos pelos seus efeitos benéficos, principalmente na prevengéo e

tratamento de doencas cardiovasculares, tém-se destacado entre os produtos langcados no
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mercado. Os laticinios enriquecidos com édmega-3 foram os primeiros produtos a chegar ao
mercado nacional dentro do conceito de alimentos funcionais, como o leite, iogurtes e
requeijdo. Atualmente outros produtos estdo sendo langados como algumas margarinas

vegetais e ovos.

Através de pesquisas na Internet, utilizando o site de busca Altavista (20/03/2002)
encontrou-se mais de 24.000 home pages sobre acidos graxos n-3. Sdo centenas de
diferentes produtos a venda desde o antiquado 6leo de figado de bacalhau, a US$ 7.19 o
frasco com 12 oz (340,2 g) (altavistashopping), até complicadas misturas de acidos graxos
essenciais para “body-builiding”, com uma mistura de acidos linoléico e alfa-linolénico a US$
23.75 o frasco com 90 céapsulas; hd também produtos para caes e até mesmo cavalos

utilizando acidos graxos funcionais.
3.1.4 Pesquisas na area da saude

Duas linhas de pesquisa tém enfocado o importante papel dos acidos graxos
polinsaturados n-3 na dieta alimentar. Uma na promocéo do desenvolvimento do sistema
nervoso central e retina de criangas e outra na prevencao de doencgas cardiacas nos adultos

(Connor, 1997).

Diferente do sistema muscular esquelético, que é rico em proteinas e minerais, 0
componente estrutural principal do tecido neuronal dos mamiferos sédo os lipideos. O peso
seco do cérebro compreende aproximadamente 600g de lipideos/kg e apresenta um perfil
Unico de 4&cidos graxos polinsaturados, principalmente em n-3. Assim, para o
desenvolvimento e manutengcéao das fungdes do sistema nervoso central os &cidos graxos
polinsaturados sao de vital importancia (Broadhurst et al., 1998; Carlson & Neuringer, 1999;
Clandinin, 1999; Hornstra et al., 1995; Uauy et al.,, 1996). No feto, o sistema nervoso e o
sistema cardiovascular sdo as duas regides de maior importancia para o seu crescimento,

logo os PUFAs sao relevantes para o seu desenvolvimento (Broadhurst et al., 1998).
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De uma forma geral, estudos em humanos indicam que o consumo regular de peixes
oleosos ou de acidos graxos polinsaturados do tipo EPA e DHA diminuem o risco de mortes
por doencas cardiacas. Este efeito protetor foi constatado através de varias pesquisas feitas
com pessoas de diversos paises, tanto em homens que ja apresentavam doenca cardiaca
no inicio do estudo (Burr et al, 1989; Marchiolli, 1999; Singh et al, 1997), quanto em
homens inicialmente sadios (Kromhout et al., 1985; Kromhout et al., 1995; Shekelle et al.,
1985). Estudos que investigaram os efeitos destes acidos sobre os niveis dos lipideos
sanglineos e das lipoproteinas, consistentemente demonstraram que a sua suplementagao
a dieta, diminui as concentragdes de triacilgliceréis e de VLDL (lipoproteinas de densidade
muito baixa) no sangue de maneira dose-dependente (Schmidt et al, 1993). Quanto as
concentragbes de colesterol total e LDL-colesterol, as pesquisas mostram resultados
variaveis. Em geral, doses moderadas dos acidos graxos polinsaturados n-3 n&o alteram a
concentragao total do LDL (lipoproteinas de baixa densidade) e HDL (lipoproteinas de alta
densidade) (Harris, 1996). Entretanto, uma pesquisa feita com pessoas vegetarianas, que
receberam suplementagédo com DHA (1,62 g/dia), o nivel total de LDL e HDL nao se alterou,
mas a propor¢cao LDL:HDL e a concentracdo de triacilglicerdis no sangue diminuiram
(Conquer & Holub,1996). Os acidos graxos polinsaturados dmega-3, possuem ac¢ao benéfica

também no tratamento e prevencao da hipertensao, arteriosclerose, arritmia e artrite.
3.1.5 Processos de Obtencao

Varios sdo os métodos para se obter concentrados de n-3 e entre os mais
empregados incluem-se: os métodos cromatograficos (CLAE e resina de prata); destilacao
molecular ou por fracionamento; os enzimaticos (hidrélise e esterificacdo); cristalizacao a

baixas temperaturas e extragao por fluido supercritico.
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3.1.5.1 Métodos Cromatograficos

Entre 0os métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
cromatografia de resina de prata tem sido empregada para se obter concentrados de n-3.
Estes métodos possibilitam isolar ésteres de acidos graxos pelo tamanho da cadeia de
carbonos e pelo grau de insaturacdo, usando adsorventes adequados (Shahidi &

wanasundara, 2000).

Adlof & Emken (1985) comprovaram a possibilidade de enriquecer um 6leo de peixe
comercial com 76,5% de n-3 (concentrado) para 99,8%, usando uma eluigao isocratica
através da cromatografia usando coluna de resina de prata. Em outro estudo, fracionaram
100 mg de ésteres metilicos de um concentrado de 6leo de peixe, contendo 29% de EPA e
20,5% de DHA, com teores crescentes de acetonitrila (0-30%) em metanol. Neste trabalho,
obtiveram fragcdes com 87,7% de EPA e 95,4% de DHA. Para um 6leo de menhaden (sem
estar concentrado) com 12,5% de EPA e 11,1% de DHA, através de uma separacao
isocratica usando 40% de acetonitrila em acetona, conseguiram uma fragdo com 69% de

EPA e DHA.

3.1.5.2 Métodos Enzimaticos

Neste método sdo empregadas enzimas (lipases) na hidrélise e esterificacdo de 6leos

de peixe para produzir concentrados de n-3, na forma de acilglicerois.

Os n-3 na forma de triacilglicerois sao nutricionalmente mais favoraveis do que na
forma de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, conforme estudos realizados em
animais de laboratérios que apresentaram a absorgdo intestinal debilitada por ésteres
alquilicos (El Boustaini et al., 1987; Lawson & Hughes, 1988; Hamazaki et al., 1982). Sob o

ponto de vista de marketing, os acidos graxos polinsaturados na forma de triacilglicerois sao

10
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muitas vezes promovidos por serem mais natural do que seus ésteres metilicos ou etilicos

(Haraldsson & Hoskulsson, 1989).

Osada et al. (1992) estudaram o uso das lipases Chromobacterium viscosum (C V) e
Candida cylindracea (C C) para a esterificacao direta em glicerol com acidos graxos livres
individuais, incluindo o EPA e o DHA. Os rendimentos obtidos, para todos os acidos graxos
analisados, foram de 89-95% para a CC lipase e de 71-75% para a CV lipase. Para esta

Ultima se obteve um rendimento menor para o DHA, de 63%.

He & Shahidi (1997) estudaram a esterificagdo enzimatica de concentrados de acidos
graxos n-3 do 6leo da gordura da baleia usando Chromobacterium viscosum lipase. O grau
da sintese de reacao foi superior a 94% e as quantidades de mono-, di- e triacilglicerol foram

respectivamente de 13,8, 43,1 € 37,4%.

Esta técnica assim como os métodos cromatograficos sédo bastante desejaveis em
processos de purificagdo, visto que a aplicagdo em grande escala ainda € inviavel (Torn-

Chern & Yi-Hsu, 2001).

3.1.5.3 Destilacao

O método de destilacdo tem sido usado para a separacédo parcial de misturas de
ésteres de acidos graxos. Este método baseia-se na diferenga do ponto de ebulicdo e no
peso molecular dos acidos graxos a pressdes reduzidas (Bron & Kolb, 1955). Esta é com
certeza a técnica mais antiga e requer altas temperaturas de aproximadamente 250°C

(Berger & McPherson, 1979).

Expor os &cidos graxos polinsaturados, especialmente os n-3, a temperaturas
elevadas durante a destilacdo, pode induzir a reagdes de hidrélise, de oxidacao térmica, de

polimerizacdo e de isomerizagdo. Possivelmente os produtos provenientes da degradacgéo

11
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sao acidos graxos ciclicos e polimeros de alto peso molecular (Ackman, 1988; Wijesundara

et al., 1989).

A destilacdo molecular usa baixas temperaturas e pequenos intervalos de
aquecimento, no entanto o fracionamento de ésteres de 6leos marinhos é dificil porque a
separacdo desses componentes torna-se menos efetivo com o aumento do peso molecular

(Weitkamp, 1995; Brevik, 1992).

Stout et al. (1990) citado por Shahidi & Wanasundara (2000) enfatizaram as
dificuldades pratica de concentrar apenas dmega-3 PUFAs de 6leo de peixe na forma natural
de triacilglicerol. Para o processo de destilacdo do 6leo de menhaden na forma de
triacilglicerdis conseguiram concentrar o EPA inicialmente com 16,0% para apenas 19,5%.
Ja para a destilagdo de seus ésteres etilicos foi possivel obter 28,4% de EPA. Para o DHA, a
efetividade do processo foi maior, na forma de triacilglicerol conseguiram dobrar a

concentracao inicial de 8,4 para 17,3% e na forma de ésteres de 9,0 para 43,9%.

3.1.5.4 Cristalizacao a baixas temperaturas

O método de cristalizacdo a baixas temperaturas foi originalmente empregado para
separar triacilglicerois, acidos graxos, ésteres e outros lipideos, os quais sdo altamente
soluveis em solventes organicos a temperaturas acima de 0°C, mas sao parcialmente
soluveis em temperaturas abaixo de - 80°C (Brown & Kolb, 1955). A solubilidade das
gorduras em solventes organicos decresce com o aumento do peso molecular e cresce com

0 aumento da insaturagao (Chawla & deMan, 1990).

Wanasundara & Shadini (1996) estudaram a concentracao de PUFAs a partir do 6leo
de baleia na forma de triacilglicerdis e de acidos graxos usando solvente de cristalizacédo
(acetona e hexano) a diferentes temperaturas. Para a amostra na forma de triacilglicerois,

verificaram que a concentragdo de n-3 PUFAs na fragdo ndo cristalina aumentou com a

12
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diminuicdo da temperatura de cristalizacdo. E para ambas temperaturas estudadas a
acetona apresentou a maior concentracdo destes ftriacilglicerois. Para a forma de &acidos
graxos, a 60 e 70°C negativos em hexano, resultou numa concentracao total de n-3 PUFAs
de 58,3 e 66,7% a partir de 39,0 e 24,8%, respectivamente. Usando acetona obteve um

aumentou para 56,7 e 46,8% a partir de 15,9 e 12,9%.

3.1.5.5 Extracao por fluido supercritico

Em vista dos métodos citados apresentarem desvantagens como o uso de altas
temperaturas (destilacido), de solventes organicos (cristalizacdo) e a limitacao da producao
em grande escala (cromatografia e enzimaticos), o fracionamento com CO, supercritico € um

método alternativo que apresenta grandes vantagens em relacédo a estas técnicas.

Os processos de extracao supercritica, e especialmente, os que empregam o CO,
como solvente, tem se destacado na extracdo de matérias-primas naturais utilizadas nas
industrias de alimentos e farmacéuticas. Este crescente interesse deve-se as caracteristicas
do CO,, pois é um solvente ndo toxico, nao inflamavel, barato e facilmente separavel dos
extratos por simples despressurizacdo. Possui temperatura critica de 31,1°C e pressao
critica de 7,38 MPa o que permite o processamento de compostos termolabeis com o minimo

de degradacgéo (Palmer & Ting, 1995).

Devido as caracteristicas citadas, varios estudos de fracionamento de acidos graxos
polinsaturados na forma de ésteres para a obtencdo de concentrados de n-3 tém sido

realizados.

Apenas modestos enriquecimentos de EPA e DHA foram conseguidos a partir de 6leo
de peixe na forma de triacilglicerol. A estrutura complexa dos triacilgliceréis com acidos
graxos de diferentes tamanhos de cadeia torna a separagdo como fungdo de apenas um

componente impossivel (Riha & Brunner, 1999).

13
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Riha & Brunner (2000) fracionaram ésteres etilicos de 6leo de peixe em duas fragdes:
uma rica em compostos de baixa massa molecular (C14 a C18) e outra rica em compostos
de alta massa molecular (C20 e C22). Concentra¢des maiores que 95% foram obtidas para

fragao rica em C20 e C22, com rendimento também de 95%.

Eisenbach (1984) citado por Riha & Brunner (2000) conseguiu um enriquecimento de

14,5 para 48,2% de EPA a partir de ésteres etilicos de 4cidos graxos com CO, supercritico.

A principal desvantagem do processo de extracdo supercritica € o alto custo dos
equipamentos. Assim produtos de baixo valor agregado e de baixo rendimento ndo podem

ser economicamente extraidos por esse processo (Maul, 1999).

De acordo com o que se expds, varios métodos podem ser usados para a produgcao
de concentrados de dmega-3 PUFAs. Todos oferecem a possibilidade de enriquecimento em
n-3 a partir de 6leos de peixe na forma de ésteres metilicos ou etilicos. No entanto poucas
sao as referéncias que se tem de trabalhos realizados na forma de triacilgliceréis, os quais
comentam sobre as dificuldades de fracionamento de uma forma vaga, sem apresentar
dados. Sob o ponto de vista nutricional, estudos relatam que a ingestao de ésteres de acidos
graxos provoca problemas intestinais, conforme ja exposto (El Boustaini et al., 1987; Lawson
& Hughes, 1988; Hamazaki et al., 1982). Logo, torna-se interessante estudar processos que
permitam obter concentrados em n-3 (EPA e DHA) a partir de 6leos marinhos, na sua forma
natural de triacilglicerdis, nao esquecendo de levar em consideragdo a viabilidade de se

trabalhar em escala industrial.
3.2 Processo de extracao com fluido supercritico

A extracdo com fluidos supercriticos, em escala industrial inicio na Alemanha, no final
dos anos 70, com o processo de remogao da cafeina. Seus processos se destacam no ciclo

evolutivo, enfatizando-se as seguintes caracteristicas atuais, como muito importantes: a

14
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utilizacdo de uma tecnologia limpa, que ndo deixa residuos, o trabalho com solventes nao
téxicos, a ndo alteracao das propriedades das matérias-primas e a extracao de produtos de

alta qualidade (Adams, 1991; Ankalan, 1995).
3.2.1 Fluido supercritico

Podemos definir um fluido supercritico como qualquer substancia que esteja acima de
sua temperatura critica (Tc) e pressao critica (Pc). A temperatura critica € a maxima
temperatura na qual um gas pode ser convertido para liquido por incremento da pressao; e a
pressao critica € a maxima pressdo na qual um liquido pode ser convertido para gas por

incremento na temperatura (Taylor, 1996).

O poder de solubilizagdo de um solvente é tanto maior quanto mais denso este for,
acima e nas proximidades do ponto critico, um pequeno aumento de pressao produz um
grande aumento do poder de solubilizagdo do solvente. Esta é uma caracteristica bastante
peculiar do fluido supercritico que se constitui no principio fundamental do processo de

extracao por supercritico.

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas de um fluido assumem
valores intermediarios aqueles do estado liquido e gés. Propriedades relacionadas a
capacidade de solubilizagdo, como a densidade, aproximam-se daquelas tipicas de um
liquido, enquanto propriedades relacionadas ao transporte de matéria, como a difusividade e
a viscosidade, alcangcam valores tipicos de um gas. Sabe-se que os liquidos sdo excelentes
solventes, mas de difusdo lenta e alta viscosidade. Os gases, por sua vez nao sao bons
solventes, mas difundem-se com extrema facilidade e sdo poucos viscosos. Os solventes
supercriticos, combinando caracteristicas desejaveis tanto de liquidos quanto de gases, sao
bons solventes que podem tornar a extragdo com fluido supercritico um processo rapido e

eficiente.
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3.2.2 Utilizagdo do CO, como fluido supercritico

Varias sdo as vantagens em se usar o didxido de carbono como solvente nos

processos de extragdo supercritica e que envolvem alimentos (Maul, 1999):

- gas: € um gas nas condicbes normais de temperatura e pressao podendo ser

facilmente separado dos produtos extraidos, pela simples despressurizacao do sistema.

- Temperatura Critica: 304,19 K, logo as extragcdes podem ser conduzidas a uma
temperatura suficientemente baixa para nao alterar as propriedades organolépticas e

quimicas dos extratos termossensiveis.

- Pressao critica: 7,38 MPa, sendo esta condicao facil de se obter e trabalhar em um

processo de producao industrial;

- inerte: portanto nao oferece riscos de reagdes secundarias, como oxidacoes,

reducdes, hidrélises e degradacbes quimicas;

- Seguro: o diéxido de carbono é um solvente inofensivo, ndao explosivo, nao

poluente, ndo téxico, de uso significativo na gaseificagcao de bebidas;

- Polaridade: a polaridade do gas carb6nico esta préxima aquela do pentano e do

hexano, solventes apolares comumente usados em extracdes tradicionais por solventes;

- Versatil: Os parametros de extracdes do CO, supercritico podem ser modificados
facilmente pela adicdo de co-solventes (polares ou apolares) como a agua e o etanol, e
também pela selecdo das condicdes de temperatura e pressao especificas. Essas opcgoes
adicionam flexibilidade e permitem a adequagdo de condigcdes para as necessidades

especificas dos produtos a serem extraidos ao produto final desejado.

As condicbes para que se possa usar o CO, supercritico como solvente do processo

depende da natureza da amostra. Compostos lipofilicos, como hidrocarbonetos, éteres,
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ésteres, cetonas e aldeidos sdo facilmente extraidos. No entanto substancias polares, como
aclcares, polissacarideos, aminoacidos, proteinas, fosfatideos, glicosideos e sais minerais,
nao sao soluveis. O fracionamento é possivel quando a substancia apresenta diferencas na

volatilidade, no peso molecular ou na pressao de vapor (Maul, 1999).

Ha outros gases que também tém propriedades de solventes interessantes no seu
estado supercritico. Entretanto, por razdes de custo, perigo de explosado, toxicidade,
inflamabilidade e propriedades fisicas adversas, poucos sdo usados comercialmente (Maul,
1999). A Tabela 3 mostra uma relacdo de gases e suas propriedades supercritica,

ordenadas pela temperatura critica em ordem crescente (Maul, 1999).

Tabela 3. Propriedades fisicas de alguns fluidos para o uso como fluido supercritico

Fluido Temperatura Critica (K) Pressao Critica (MPa)
Nitrogénio 126.15 3,39
Metano 190.66 4,64
Etileno 282.36 5,03
Di6xido de Carbono 304.19 7,38
Etano 305.4 4,88
Oxido Nitroso 309.6 7,25
Hexafluoreto de enxofre 318.71 3,76
Metanol 353.05 24,02
Propileno 364.75 4,61
Propano 370 4,25
Frigen 12 384.85 3,94
Amonia 405.55 11,30
Diéxido de enxofre 430.65 7,98
Pentano 196,60 3,33
Hexano 243,20 2,96
Agua 374,40 22,68

Fonte: Maul, 1999.
3.2.3 Processos de Extracao e Fracionamento com CQO, supercritico
A literatura cientifica relaciona muitos trabalhos de extracao supercritica de grande

interesse na area de alimentos, discutem também a problemética associada a cada classe
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particular de processos, como no caso da deterpenagdo de 6leo essencial de laranja (Dugo
et al, 1995; Marques, 1996) e na exiracdo de Oleos essenciais de diferentes produtos
naturais (Di Giacomo et al., 1989; Farelo et al., 1991; Ferreira et al., 1993; Gerard, 1984;
Germer, 1989; lwai et al., 1994, lwai & Morotomi, 1996; Kalra et al., 1987; Matos et al., 1989;
Meireles & Nikolov, 1994; Oliveira et al., 2001, Shaw & Coleman, 1971; Stahl & Gerard,
1985; Stemelli et al., 1988), na reducao do teor de colesterol em alimentos (Foster et al.,
Froning et al., 1991, Mohamed et al., 2000), na extracao de carotendides (Chao et al., 1991;
Cygnarowicz et al., 1990; Degnan et al., 1991; Lorenzo et al., 1991; Sakaki, 1992; Silva,
1999; Skerget et al., 1995; Spanos, 1993), de xantina, teofilina e teobromina (Jonannsen &
Brunner, 1994; Li et al., 1991), de vitaminas A, D, E e K (Jonannsen & Brunner , 1997, Meier,
et al., 1994), de acidos graxos, triacilglicer6is e produtos correlatos (Masuda et al., 2000;
Borch-densen, 1997, Barath et al., 1992; Barath et al., 1993; Brunetti et al., 1989; Inomati et
al., 1989; Laws, 1980; Liang & Yeh, 1991; Maheshwari et al., 1992; Nilsson et al., 1991;
Nilsson & Hudsson, 1993; Ribeiro & Bernardo-Gil, 1995; Weber & Brunner, 1999.) dentre

outros.

No caso especifico da extracdo de lipideos (Araujo, 1997; Brunetti, 1989; Chrastil,
1982) o CO, supercritico a principio pode substituir os solventes tradicionais e permitir um
processo mais rapido de extragdo, eliminando algumas etapas do processo convencional
(Aradjo, 1997). A extracdo supercritica apresenta alta eficiéncia de separagdo e baixa
susceptibilidade a oxidacao e tem sido utilizada para isolar lipideos desde 1970 (Rizvi et al.,

1991).

Para a extracdo de Oleos de sementes, esta técnica também se mostrou muito
adequada, pois 0 6leo extraido ndo contém fosfolipideos e outras substancias complexas,
ndo necessitando de uma etapa de degomagem no refino, como ocorre no processo

tradicional de extracdo com hexano (Brunetti ef al., 1989).
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Além da extracdo, ha também grande interesse na separagao e fracionamento de
6leos com diéxido de carbono supercritico, como na separacdo de ésteres metilicos
derivados de 6leo de peixe (Coniglio, et al, 1995; Jaubert, 1999), na remogado de mono e
diglicerideos de triglicerideos (Nilsson et al, 1991), e na deacidificacdo de éleo de oliva

(Brunetti et al., 1989).

Seguindo a ultima tendéncia em alimentos funcionais, ha interesse na separacao de

acidos graxos polinsaturados, particularmente dos chamados acidos n-3.

Fazendo-se uma pesquisa bibliografica no “Web of Science”, encontrou-se quase
5000 artigos relacionados ao termo “fish oil’, sendo que a maioria destes artigos estédo
relacionados a area médica e de nutricdo e poucos relacionados a propriedades de equilibrio
ou de processos. Os dados de equilibrio existentes sdo de ésteres de acidos graxos em
diéxido de carbono supercritico, raros sao os que trazem dados de equilibrio na forma de
triacilglicerois em fluido supercritico. Estudando a extracdo da Bixina e de 6leo das sementes
de urucum (Silva, 1999), foi verificada uma grande diferenca na composicao de &cidos
graxos nos 6leos que compdem as duas fases em equilibrio, evidenciando que é bastante
atrativa a possibilidade de separar fracbes de 6leos com alto teor em &acidos graxos

insaturados usando o diéxido de carbono supercritico como solvente.

Nilsson et al. (1991) estudaram a solubilidade dos compostos: Metil Oleato (MeO),
Acido Oléico (AO), Monooleina (MO), Dioleina (DO) e Trioleina (TO) em CO, supercritico a
323,15 K e 333,15 K. A faixa de pressao estudada foi de 11,0 a 15,1 MPa para MeO e AO e
de 15,1 a 30,9 MPa para os demais compostos. Para todas as condi¢cdes estudadas, foi
observada uma relacéo entre a solublidade e a massa molecular dos compostos. Compostos
de menor massa molecular tendem a ser mais soluveis em CO. supercritico. A maior
solubilidade encontrada foi para o Metil Oleato e a menor para a Trioleina. Comportamento

interessante foi observado a pressdes maiores que 19,9 MPa para a isoterma a 323,5 K e
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maiores que 24,1MPa para a isoterma 333.15 K, onde a solubilidade da Dioleina passa a ser
maior do que a Monoleina. Nestas isotermas so6 foi identificado um indicio do ponto de cross

over para a Trioleina a 30,9 MPa.

Nilsson & Hudson (1993) obtiveram dados experimentais de solubilidade para a
Trioleina (OOQ) e Tripalmitina (PPP) em sistemas binarios e para a mistura (OOO, POOQ,
PPO, PPP) em CO, supercritico, para as isotermas de 313,15 e 333,15 K e para uma faixa
de pressdo de 17,2 a 31,0 MPa. A composicao da mistura contendo Acido Oléico (C18:1; O)
e Acido Palmitico (C16:0; P) era de 32,76% de OO0, 39,18% de POO 16,97% de PPO e

11,11% de PPP.

Ambos triacilglicer6is em sistemas binarios apresentaram solubilidade crescente com
o aumento de pressdo. Comportamento inverso foi observado em relagdo as isotermas,
enquanto a Trioleina apresentou solubilidade maior a 313,15 K, a Tripalmitina apresentou
valores maiores a 333,15 K. O ponto de cross over para a Trioleina foi encontrado a 31,0
MPa, enquanto para a Tripalmitina este comportamento n&o foi identificado nas condi¢des
estudadas. A maior solubilidade encontrada para a Trioleina (OOO) foi de 7,6 g/KgCO, e
para a Tripalmitina (PPP) de 10,8 g/KgCO,, ambas na condigdo de maior temperatura de
pressao (31,0 MPa e 333,15 K). Apenas a 31,0 MPa a solubilidade da Trioleina. foi maior a

333,15K.

Em mistura o coeficiente de particdo da Trioleina foi praticamente igual a sua
solubilidade no sistema binario a 313,15 K. Logo, pode-se dizer que o coeficiente de particao
da Trioléina foi independente do seu percentual na mistura. O mesmo comportamento foi
encontrado para a Trilaurina (LLL) em uma mistura de triacilgliceréis (LLL, MMM, PPP) em
CO, supercritico, no estudo realizado por Bamberger et al, (1988) citado por Nilsson &

Hudson (1993).
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A partir dos coeficientes de particdo, apresentados neste trabalho, calculou-se a
razao destes triacilglicer6is em base livre de solvente e analisou-se qualitativamente o seu
comportamento. Observou-se que a razao entre a fase leve e a fase pesada é maior para os
triacilglicerdis de menor massa molecular. Por exemplo, para a condicao a 24,1MPa bar e
333,15 K obteve-se uma razao de 0,78 para o OOQO, 1,00 para a POO, 1,22 para o PPO e
1,34 para a PPP. Para a isoterma a 313,15 K o comportamento foi um pouco diferente, para
todas as pressdes inferiores a 31,0 MPa a razao (fase leve/fase pesada) aumentou da OOO

para a POO e desta para a PPO, no entanto da PPO para a PPP diminuiu.

Neste estudo, também verificaram um abaixamento da temperatura de fusao da PPP
de 333,15 para 330,15 K na pressao de 17,2 MPa, portanto leva-se a entender que a 333,15
K a tripalmitina (PPP) estava no estado liquido enquanto que a 313,15 K, possivelmente
havia a presenga de uma fase sélida. Este fendmeno deve-se as intera¢des intermoleculares
entre os triacilglicer6is em ambas as fases e aos efeitos de co-solvéncia (Bamberger et al.,

1988 citado por Nilsson & Hudson, 1993).

Conforme os resultados obtidos por Nilsson et al., 1991 e Nilsson & Hudsson 1993,
ha um tendéncia dos compostos de menor massa molecular serem mais soluveis em CO,

supercritico. No entanto, a temperatura parece exercer mudangas neste comportamento.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Separagdes Fisicas (LASEFI) com a

colaboracéo do Laboratério de Oleos e Gorduras da FEA-UNICAMP.

4.1 Matéria Prima

4.1.1 Oleo de Peixe

O o6leo de peixe utilizado neste trabalho foi um padrao fornecido pela Roche

Farmacéutica, denominado por Ropufa 30 n-3 Food Oil, com as seguintes especificagoes:
Acidez: maxima 0,6mg KOH / g
indice de Peréxido: max. 2.0 mg/ kg
Colesterol: maximo 0,5%
Metais Pesados: maximo de 0,1mg/ kg
Ferro: maximo 0,1 mg/ kg
n-3 PUFAS (DHA, EPA, DPA): 25%.
DHA: minimo 12,5%

4.1.2 Dioxido de Carbono

Utilizou-se CO, com 99% de pureza, fornecidos pela White Martins em cilindros com

tubo pescador contendo 18kg na fase liquida.
4.2 Produtos quimicos Diversos

Foram usados reagentes do tipo PA-Merck, para a preparagao dos ésteres metilicos,

andlises de cromatografia em fase gasosa,indice de acidez e indice de iodo.
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4.3 Sistema Experimental

A Figura 4 mostra de forma esquematica o sistema de extracdo supercritica
empregada no processo de fracionamento do 6leo de peixe e as Figuras 5, 6 e 7 mostram o
equipamento montado em escala laboratorial. Este sistema foi construido baseado no
sistema de Degnan et al. (1991), que consta de um cilindro sifonado de CO, (1), valvulas tipo
agulha (2, 11, 14, 17), valvula anteretorno (8), valvula micrométrica (15), manémetros tipo
Bourdon (3, 9, 12), banho de refrigeracao (4), trocador de calor (5) e camisa (6), bomba de
alta pressao (7), reservatorio (10), extrator (13), banho termostatizado (16 € 19), coletor de

extrato (18) , bomba peristéltica (20), sistema de elevagao (21).
Especificacdes das partes que compdem o sistema de extragcao supercritica:

e Bomba de alta pressao: usada para HPLC, modelo AA100S - Eldex, Metering

Pump;

e Bomba peristaltica: masterflex L/S 77910, Pump system - Cole-Parmer

Instrument Company;
e Extrator: de ago inox AISI 316, 100 mL — Suprilab;
¢ Reservatorio (tanque pulmao): de aco inox AISI 316, 500mL, Suprilab;
e Banho de refrigeracdo: modelo 12101-30 — Cole-Parmer Instrument
Company;

e Cuba termostatizada: para aquecimento, com sistema de circulagdo, de aco

inox AISI 304 — Suprilab
¢ Manbmetros: Record

e Valvulas tipo agulha e vélvula micrométrica: Autoclave Engineers
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Figura 4. Sistema de extragao supercritica esquematizado.
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Figura 5. Sistema de extracao supercritica, vista frontal.
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Figura 7. Sistema de extragao supercritica, vista lateral 2.
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4.4 Metodologia Experimental

O Procedimento experimental consistiu em promover o contato entre o soluto (6leo)
aderido a esferas de vidro e 0 CO, supercritico, na forma dindmica e em condigbes pré-
estabelecidas de temperatura e pressao. O fluxograma do processo € ilustrado na Figura 8 e
a descricdo de cada etapa é feita a seguir.

OLEO DE PEIXE

'

Preparo da Amostra

|

Acondicionamento

v

Ajuste Te P

Estabilizagédo (6leo-CO,)

v

[ Equilibrio Dindmico J

EXTRATO

Cromatografia Gasosa

Figura 8. Fluxograma do processo de fracionamento do 6leo de peixe com CO, supercritico

27



Material e Métodos

Os numeros citados durante as descricbes das etapas referem-se as pecas que

compdem o sistema experimental de extragdo supercritica (Figura 4)
4.4.1 Preparo da amostra

Consistiu em misturar o 6leo de peixe (8,59) a esferas de vidro (em torno de 155g),
submeter a um rapido resfriamento para entdo acondiciona-la no extrator. A quantidade de

oleo foi estipulada levando em consideragéao:

- A necessidade de se obter uma amostra suficiente para as analises de

cromatografia gasosa (1,0g), sem causar alteragdo na composi¢ao da fase pesada;

- As condigdes de acondicionamento permitidas pelo extrator, conforme o préximo

item.
4.4.2 Acondicionamento

Nesta etapa, a mistura (6leo-esferas) ja resfriada era acondicionada dentro do
extrator por uma de suas extremidades (aberta) na posigdo vertical, a parte inferior se
mantinha fechada. Feito isso, a parte superior do extrator era fechada e adaptada ao

sistema.

O extrator fechado possui uma abertura por onde escoa o CO,, quando o sistema
estd em operacgdo. Esta abertura limitou a quantidade de éleo a ser adicionada dentro do
extrator, devido a ocorréncia de vazamentos da amostra. Estudaram-se formas de contornar,
na medida do possivel este problema. A solugédo foi submeter a mistura a um resfriamento,
aumentando assim a viscosidade do éleo. Desta forma, conseguiu-se trabalhar com até 8,5

gramas sem que houvesse vazamentos.
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4.4.3 Ajuste de Temperatura e Pressdo

O sistema ficou imerso dentro de um banho termostatizado (16), regulado para a
condicdo experimental. O extrator foi pressurizado através de uma bomba de alta presséo
(7) e a valvula (8) aberta com o banho de refrigeracdo acionado (4), até obter-se a pressao

desejada no sistema.
4.4.4 Estabilizagdo

O sistema, ja ajustado nas condi¢bes pré-estabelecidas, foi deixado por uma hora em

repouso para que ocorresse a estabilizagdo da amostra com o CO»,
4.4.5 Equilibrio Dindmico

Nesta etapa, a bomba de alta pressdo foi novamente ligada com os cabecotes
regulados para uma vazao de bombeamento proporcional a vazao de saida da amostra (CO,
-6leo), de forma a manter a pressdo constante dentro do extrator. As valvulas (11) e (14)
foram abertas simultaneamente, comecando-se assim o processo de coleta no sistema
dindmico. Nesta etapa, o CO, que estava sendo bombeado entrava em contato com a

amostra no extrator, onde ocorre o equilibrio de fases.

As pressbes no pulmdo e no extrator foram controladas manualmente e a menor
divisdo do manémetro era de 2Kgf/cm? (0,1961MPa). Em conseqiiéncia destas limitacdes

ocorreram oscilagdes na pressdo na ordem de 2 a 4 Kgf/cm?.

O CO:; liberado no frasco (18) era direcionado a um bolhédmetro para a medida da sua
vazao. O gés foi tratado como gas ideal visto que as condi¢des de temperatura e pressao

de despressurizacdo eram ambientais.

A vazao de coleta foi estabelecida, levando em consideragcao o tempo de residéncia

do CO, dentro do extrator, necessario para garantir o equilibrio de fases CO, - éleo.
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4.4.6 Extrato

O extrato foi coletado em frasco ambar e acondicionado a temperatura de

refrigeracao para posterior analise.
4.4.7 Cromatografia Gasosa

A quantificagdo em &cidos graxos dos extratos foi realizada em um Cromatédgrafo em
fase gasosa da Agilent—-6850, série CG System.(split spliless). Os ésteres metilicos de
acidos graxos foram separados utilizando a coluna DB - Wax da Agilent, de 10m x 0,100mm
di@metro interno x 0,20um de filme. Trés condi¢cdes de analise cromatografica (A, B, C) foram
utilizadas ao longo dos experimentos para determinar a composicdo dos acidos graxos,
conforme mostra a Tabela 4. Estas modificacbes foram feitas a medida que a coluna

cromatografica apresentava problemas na separagao dos picos.

A composicao em acidos graxos do 6leo de peixe original e das amostras de extrato
foi obtida em porcentagem de area e identificadas por comparagdao com um padrao de 6leo
de peixe, adotado pelo Laboratério.de Oleos e Gorduras, o Votag da Ativus Farmacéutica,

que contém 18 % de EPA e 12 % de DHA.

A quantificacdo da amostra original foi realizada utilizando como padrdo interno, o

C283:0 - FR/100mg da Nu-Check.
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Tabela 4. Condigbes adotadas para a composicao em acidos graxos

Método de Analise
A B C
Gas de Arraste Helio Helio Helio
Volume de Amostra 1ul 1uL 1uL
Razao de Split 1:41,2 1:30 1:30
Fluxo da Coluna 3,3 uL /s 50uL/s 5,0 uL /s
Velocidade Linear 0,28 m/s 0,30 m/s 0,30 m/s
Temperatura Detector 593, 15K 593, 15K 593, 15K
Temperatura Injetor 573,15 K 573,15 K 573,15 K
Inicial 413,15K-60s 413,15K-60s
Temperatura
do fornoe | Rampa 413,15a513,15K 413,15a513,15K 433,152 530,15 K
tempo (s) de 600 s 600 s 2400 s
aquecimento
Final 530,15 K-540 s 530,15K-1140s

4.4.7.1 Esterificacao

Os ésteres metilicos foram preparados segundo a metodologia da AOCS Official
Method (Ce2-66) com algumas modificacdes: utilizou-se éter de petréleo ao invés de
heptano e a fracdo éster foi separada utilizando-se micropipeta ao invés de funil de

separagao, para fins operacionais que nao alteram o resultado.
4.5 Calculo da seletividade

A efetividade do CO. supercritico como solvente para fracionar triacilgliceréis, de
forma a obter fragbes ricas em acidos graxos polinsaturados, EPA e DHA, foi medido pela
seletividade B. A qual é definida como a razdo entre a concentragdo do acido graxo de
interesse na fase leve em relagdo a fase pesada, em base livre de solvente, conforme a

equacéo abaixo:
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% massica de A na fase leve (extrato)
Bi= . . . =t (T’ P)
% massica de A na fase pesada (refinado)

(1)
A seletividade (B), definida neste trabalho, é equivalente ao coeficiente de particdo

K. = X_l em base livre de solvente.

4.6 Calculo da Solubilidade

A solubilidade do éleo de peixe, na fase leve foi calculada pelo quociente entre a
massa de Oleo coletada e a massa total de didxido de carbono liberada por

despressurizacao, para a atmosfera durante os experimentos, para a obtencdo dos extratos.

massa de dleo
=g/gCo, f(TLP)  (2)

S =
faseleve = assa de CO,

A massa de 6leo de peixe na fase leve foi obtida por diferenca de peso, do frasco de

coleta, antes e depois do experimento.
As medidas de vazdo do CO, foram feitas através de um bolhdémetro,

A massa total de CO, escoado foi calculada considerando-se o gas na saida da

valvula micrométrica como gés ideal, a aproximadamente 25°C e 0,93 bar de presséo.

E assim calculou-se a vazdo massica conforme as equacoes 3 € 4.
m

PxV=—xRxT (3)
M

Onde:
P = pressao atmosfeérica;

V = volume de n moles de CO, nas condigcbes de T e P;

32



Material e Métodos

R = constante dos gases;

T = temperatura do CO, gasoso na saida da valvula;
m =massa de n moles do gas;

M =massa molar do gas (44,0g /mol para o CO,).

Reescrevendo a equacao dos gases ideais em termos de vazao volumétrica e vazao

massica
VxP:{m/MJxRxT 4)

onde:

V = vazao volumétrica de saida do CO, (medida no bolhémetro);

m = vazao massica de CO,,

Reorganizando os termos da equacgéo 4, tém-se:

m= PxVxMx I 5)
(R xT)

Os valores de P, T, V foram obtidos experimentalmente. A vazao massica (m) obtida
através da equacao (5) foi multiplicada pelo tempo total de coleta da amostra de éleo de
peixe. O tempo de coleta variou de acordo com a solubilidade e foi aquele necessario para

obter em torno de 1 g de amostra. Assim, se obteve a massa total de diéxido de carbono.

Tempo de coleta x m = Massa total CO, (6)

33



Material e Métodos

4.7 Composicao em Triacilglicerodis

A composigdo em triacilgliceréis, dos 6leos estudados foi estimada através do
software TRIGLIC, desenvolvido pelo Laboratério de Oleos e Gorduras da FEA-UNICAMP,
considerando a teoria da distribuicdo casual “Rondon distribution”. Esta teoria estabelece
que os acidos graxos se encontram distribuidos ao acaso na molécula de triacilglicerol
(Ferrari, 1992). As andlises foram realizadas através da composicdo em acidos graxos dos

6leos, determinada neste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, estudou-se o fracionamento com CO, supercritico, na forma dinamica,
do 6leo de peixe rico em acidos graxos polinsaturados, da série n-3. Verificou-se a influéncia
das variaveis temperatura e pressao na seletividade () do CO, supercritico, com o objetivo
principal de verificar a possibilidade de obtengédo de fragdes ricas em n-3 (EPA e DHA). A
resposta (B) foi dada pela razdo da concentracdo em &acidos graxos presentes no extrato
(amostra da fase leve) em relacéo a fase pesada. A vazao foi mantida constante a 1,36 x10°
m®/s e o tempo de processo foi aquele suficiente para coletar uma amostra do extrato na
fase leve de aproximadamente um grama. Apresenta-se também, dados de solubilidade do

6leo de peixe nas condi¢des experimentais do processo de fracionamento.

Durante os ensaios preliminares alguns experimentos foram realizados pelo método
estatico, no entanto a quantidade de amostra que esse processo permitiu obter foi
insuficiente para as analises de cromatografia gasosa e por isso optou-se pelo método
dindmico. Neste periodo determinou-se a quantidade de amostra a ser usada e a forma de

acondiciona-la dentro do extrator.
5.1 Solubilidade do oleo de peixe em CO, supercritico

Os dados experimentais de solubilidade do 6leo de peixe, nas diferentes condigdes
operacionais de temperatura e pressdo, estudadas neste trabalho, sdo apresentados na
Tabela 5. O comportamento da solubilidade com a pressdo e a densidade do CO, séo
mostrados nas Figuras 9 e 10. Os valores da densidade do CO, foram calculados através de
um programa computacional (Silva, 1999), que utiliza a equacao de Huang et al (1985). Esta

equagao reproduz valores experimentais da IUPAC (Angus et al., 1976).
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Tabela 5. Dados de solubilidade do 6leo de peixe

Temperatura Pressao Densidade do CO, Solubilidade

(K) (MPa) (kg/m°) (9/kg)
303,15 29,4 945,68 6,97
313,15 19,6 837,14 2,77
24,5 876,87 3,53

29,4 907,16 7,06

323,15 14,7 693,81 2,03
19,6 780,42 2,33

24,5 830,77 3,55

29,4 867,11 6,62

306,15 7,8 573,85 0,45
301,15 7,8 732,68 0,52
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Figura 9. Solubilidade de 6leo de peixe em fungéo da pressao
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Figura 10. Solubilidade de 6leo de peixe em fungéo da densidade

Conforme os dados mostrados na Tabela 5, observa-se que a solubilidade do 6leo de
peixe aumentou com o incremento da pressao a temperatura constante, no entanto, o efeito
da temperatura foi pouco significativo. Ao aumenta-la de 313,15 K para 323,15 K, nas
pressdes de 19,6 e 29,4 MPa, observa-se uma diminuicdo da solubilidade na ordem de 6%.
E ao aumenta-la de 303,15 para 313,15 K a 29,4 MPa e de 313,15 para 323,15 K a 24,5
MPa, ndo se verifica variagdo na solubilidade. As maiores solubilidades obtidas foram de
6,62, 6,97 e 7,06 g 6leo/ kg CO, a 29,4 MPa e a temperaturas de 323,15, 303,15 e 313,15,

respectivamente.

Visto que, a solubilidade de um composto é diretamente dependente da densidade do
solvente e que incrementos na pressdo, a temperatura constante, causam um aumento da
densidade do solvente, o comportamento da solubilidade obtido neste estudo mostra-se

coerente (Figura 9 e 10). Na faixa de pressao estudada n&o foram identificados pontos de
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“cross-over”, no qual para uma dada pressao ha inversdo do comportamento da solubilidade

com a temperatura.

Temelli et al (1995) estudaram a extragdo do 6leo do musculo do peixe, da espécie
“Atlantic Mackerel” com CO, supercritico. O estudo foi realizado na faixa de temperatura de
308,15 a 328,15 K e no intervalo de presséao de 20,7 a 34,5 MPa. Para estas condigdes, o
mesmo comportamento foi observado em relagdo a solubilidade, a qual aumentou com a

pressao e diminui com a temperatura. A maior solubilidade (14,21 g/kg) e concentracéo de

n-3 foram encontradas a 34,5 MPa e 308,15 K. Neste estudo também nao foram

identificados pontos de “cross-over”.

O conhecimento da solubilidade da amostra em estudo é importante para avaliar a
viabilidade econdmica do processo, visto que quanto maior o seu valor menor sera o

consumo de solvente e tempo de extragéo.
5.2 Caracterizacao do dleo de peixe

Inicialmente o éleo de peixe usado neste estudo foi caracterizado quanto a sua
composicao em 4acidos graxos, quanto ao seu grau de acidez e indice de peroxido.
Encontraram-se respectivamente, valores de 0,3 mg KOH/g se0 € 2,0 meg/kg seo para as
andlises de indice de acidez e indice de perdxido, os quais estdo de acordo com os valores
especificados pelo fornecedor e estdo dentro do permitido pelas exigéncias do Codex

Alimentarius, 1992.

Para a composi¢cdo em acidos graxos, escolheu-se para representar a composicao do
6leo de peixe o cromatograma que apresentou melhor separacdo dos picos, visto que
durante os experimentos foram usadas trés condicoes de andlise de cromatografia gasosa

(Tabela 4).
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Na Tabela 6 sdo apresentados os principais acidos graxos identificados na amostra
de 6leo de peixe, representando aproximadamente 78% do total da amostra, dos quais
aproximadamente 70% sao insaturados. Os dois principais acidos graxos de interesse, EPA
e DHA somam 29% do total. Apesar de ndo estar identificada a matéria prima que originou o
6leo em estudo, a composigdo encontrada mostra-se tipica a de éleos de peixes marinhos
de aguas frias (Tabela 2). Por exemplo, o 6leo de figado de bacalhau contém entre 14 a 31%
de DHA e EPA, o 6leo de salm&o possui aproximadamente 31% e o 6leo de anchova entre

14 e 31% (AOCS, 1997).

Tabela 6. Composicdo em graxos do 6leo de peixe

Acido Graxo % Massica
Miristico — M C14:0 6,13
Palmitico — P C16:0 15,93
Palmitoleico - Po C16:1 7,02
Esteérico - S c18:0 1,24
Oléicow11 -0 C18:1 11 3,52
Oléicow9 - O C18:1 »9 10,85
y - Linolénico - Ln C18:3 2,64
Eicosapentaendico - E C20:5 n-3; EPA 12,44
Docosapentaendico - Do C22:5n-3 1,94
Docosahexaendico - D C20:6 n-3; DHA 16,72
Outros componentes intermediarios de % pequena 19,31

Para ajudar a discutir os resultados deste trabalho, a composi¢cao em triacilglicerois

do 6leo de peixe foi estimada, conforme o item 4.7, o resultado é apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7.Composigao provavel de triacilglicerdis do éleo de peixe

Triacilglicerol Grupo Peso Molecular % Massica
MPoP 46:1 777,28 2,03
MOP 48:1 805,33 4,62
POP 50/1 833,38 3,78
MPoO 48:2 803,32 1,99
PPoO 50:2 831,37 4,15
POO 52:2 859,42 3,01
PLnP 50:3 829,35 1,14
PoOO 52:3 857,41 1,01
000 54:3 885,46 0,59
PPoLn 50:4 827,34 0,98
POLn 52:4 855,39 1,07
MEP 50:5 825,32 2,46
PEP 52:5 853,37 3,60
PDoP 54:5 881,43 1,16
MPoE 50:6 823,31 1,64
MDP 52:6 851,36 7,41
POE 54:6 879,41 9,01
PODo 56:6 907,47 1,53
MPoD 52:7 849,35 1,67
PPoD 54:7 877,4 6,97
POD 56:7 905,45 7,53
SOD 58:7 933,51 0,62
PLnE 54:8' 875,38 1,40
PoOD 56:8 903,44 2,05
OO0D 58:8 931,49 1,78
MLnD 54:9 873,37 0,72
PLnD 56:9 901,42 1,63
MEE 54:10 871,35 0,80
PEE 56:10 899,4 2,49
OoLnD 58:10 927,46 1,38
MED 56:11 897,39 2,63
PED 58:11 925,44 6,34
PDoD 60:11 953,5 1,39
PoED 58:12 923,43 2,79
OED 60:12 951,48 5,99
ODoD 62:12 979,54 0,64
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5.3 Fracionamento do dleo de peixe com CO, superctritico

Nesta secéo, apresenta-se a composi¢cdo em acidos graxos dos extratos do dleo de
peixe (amostras da fase leve, em base livre de solvente) obtidos através do processo de
fracionamento com CO, supercritico e discuti-se os dados de seletividade calculados a partir

destes.
5.3.1 Seletividade do CO, supercritico para o dleo de peixe.

As amostras de extrato foram analisadas quanto a sua composicédo em acidos graxos
e, assim, a seletividade do CO, em termos dos componentes de interesse puderam ser
calculadas. Foram incluidas as condicbes de 306,15 K e 7,8 MPa e 301,15 K e 7,8 MPa por
estarem préximas ao ponto critico do didéxido de carbono, onde se espera maior seletividade
do solvente. Na primeira condicéo, o solvente encontra-se no estado de fluido supercritico e

na segunda em estado de liquido comprimido.

Pequenas variagbes nos resultados decorrentes da leitura do cromatédgrafo foram
observadas para amostras analisadas em dias diferentes. Em vista disto, tomou-se o

cuidado de analisar uma amostra do éleo de peixe original (branco), a cada dia de analise.

Valores de seletividade diferentes da unidade (B=#1) indicam a possibilidade de
fracionamento. Onde os valores maiores que (1) indicam uma maior concentracdo do
componente em questao “A” na fase leve em relacao a fase pesada, e menores que (1) uma
menor concentracdo. A seletividade foi calculada através dos acidos graxos que
representam os triacilglicerdis da composicdo do 6leo de peixe. Assim, dizer que um
determinado 4cido graxo se enriquece na fase leve, significa dizer que os triacilgliceréis que

o compdem tem maior afinidade pela fase leve.
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As Tabelas 8 e 9 apresentam a composicdo em acidos graxos dos extratos de éleo

de peixe, nas diferentes condigbes experimentais. A Tabela 10 mostra os valores de

seletividade (B) calculados a partir desta composigéo.

Tabela 8. Composicao do extrato do 6leo de peixe (Y%omassa) no equilibrio

Original 29,4 MPa 24,5 MPa 19,65 MPa 24,5 MPa | Original 7.8 MPa
Componente 1 323,15K 323,15K 323,15K 313,15K 2 301,15 K
C14:0 6,00 8,39 8,55 9,33 8,51 6,13 9,91
C16:0 15,38 17,29 17,72 17,92 17,38 15,93 17,42
C16:1 6,99 8,96 9,1 9,59 9,021 7,04 9,45
C18:0 1,35 1,65 1,62 1,68 1,64 1,24 1,56
C18:1 n-11 3,39 3,04 3,033 1,74 2,04 3,52 2,79
C18:1 n-9 12,67 13,46 10,88 11,15 11,031 10,85 10,89
C18:3 2,74 3,01 2,98 3,03 3,15 2,64 2,93
C20:5 n-3; EPA 12,59 12,66 12,6 12,43 13,048 12,44 11,68
C22:5n-3 2,07 1,54 1,54 1,46 1,61 1,94 1,27
C22:6 n-3; DHA 15,52 13,02 12,93 12,38 13,38 16,72 11,24
Somatorio 78,70 83,02 80,953 80,71 80,81 78,45 79,14
C. Menores 21,30 16,98 19,05 19,29 19,19 21,55 20,86
Tabela 9. Composigao do extrato do 6leo de peixe (Yomassa) no equilibrio
Original 29,4 MPa 19,6 MPa 294MPa 14, 7MPa 7,8 MPa
Componente 3 303,15K 313,15K 313,15K 323,15K 306,15K
C14:0 5,78 7,56 7,767 7,36 6,5 6,15
C16:0 14,86 15,72 17,01 15,71 15,52 15,48
C16:1 6,75 8,21 8,53 8,03 7,31 7,04
C18:0 1,20 1,32 1,37 1,26 1,15 1,14
C18:1 n-11 3,32 1,68 2,3 1,76 2,42 2,119
C18:1 n-9 12,45 10,29 11 10,16 12,45 12,45
C18:3 2,58 2,94 2,81 2,8 2,5 2,39
C20:5 n-3; EPA 12,21 12,64 12,33 12,11 11,56 11,37
C22:5n-3 2,10 1,7 1,58 1,78 1,94 1,96
C22:6 n-3; DHA 15,95 13,27 13,11 12,83 14,2 14,42
Somatorio 77,20 75,33 77,807 73,8 75,55 74,519
C. menores 22,80 24,67 22,19 26,20 24,45 25,48
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Tabela 10. Seletividade do CO; supercritico para o 6leo de peixe em termos dos acidos graxos de sua composigao.

Temperatura | Pressao Seletividade (B)
(K) (MPa) C14:0 C16:0 ci16:1 C18:0 C18:1n-11 C181n9 C18:3 C20:5n-3 C22:5n-3 C22:6 n-3

EPA DHA

303,15 29,4 1,31 1,06 1,22 1,10 0,51 0,83 1,14 1,04 0,81 0,83
313,15 19,6 1,34 1,14 1,26 1,14 0,69 0,88 1,19 1,01 0,75 0,82
24,5 1,42 1,13 1,29 1,21 0,60 0,87 1,15 1,04 0,78 0,86

29,4 1,27 1,06 1,19 1,05 0,53 0,82 1,09 0,99 0,85 0,80

323,15 14,7 1,12 1,04 1,08 0,96 0,73 1,00 0,97 0,95 0,92 0,89
19,6 1,56 1,17 1,37 1,24 0,51 0,88 1,11 0,99 0,71 0,79

24,5 1,43 1,15 1,30 1,20 0,89 0,86 1,09 1,00 0,74 0,83

29,4 1,40 1,12 1,28 1,22 0,90 1,06 1,09 1,01 0,75 0,83

306,15 7.8 1,06 1,04 1,04 0,95 0,64 1,00 0,92 0,93 0,93 0,90
301,15 7,8 1,61 1,09 1,34 1,26 0,790 0,99 1,11 0,94 0,65 0,67
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Conforme os valores de B apresentados na Tabela 10, acidos graxos de cadeia curta
tendem a ir para a fase leve (rica em CO,). Ou seja, compostos de menor massa molecular
sao mais soluveis em CO; supercritico. Para os &cidos graxos C16:0 e C16:1 e para o C22:5
n-3 e C22:6 n-3, os quais apresentam diferenga somente quanto a insaturagio, observa-se
que os valores de B sdo maiores para o C16:1 e o C22:6. Este comportamento € um
indicativo que o CO, supercritico é mais seletivo para acidos graxos insaturados,
considerando compostos de mesmo tamanho de cadeia de carbonos. No entanto, os acidos
graxos C18:0, C18:1 n-11, C18:1 n-9 e C18:2 n-6 ndo mostraram o0 mesmo comportamento.
Enquanto o0 C18:0 e 0 C18:2 n-6 tendem a ir para a fase leve o C18:1 n-11 e 0 C18:1 n-9

tendem a ficar na fase pesada.

Para todas as condigbes de temperatura e pressao estudadas, a seletividade obtida
para o EPA foi praticamente unitaria, indicando a impossibilidade de se obter fragbes de
triacilglicerdis concentradas neste componente. Para o DHA, nas condigdes de temperatura
e pressao de 303,15 a 323,15 K e 19,6 a 29,4 MPa os valores de 3 variaram de 0,80 a 0,90,
indicando a possibilidade de um pequeno fracionamento. Comportamento interessante
encontrou-se na condigao a 301,15 K e 7,8 MPa, onde se obteve um 3 de 1,64 para o C14:0
e de 0,67 para o DHA (33% a menos na fase leve em relagdo a fase pesada), indicando a
possibilidade de fracionamento nesta regido. Este resultado indica que o CO, é mais seletivo
na regido de liquido comprimido do que em condi¢cdes supercriticas, para fracionar os
triacilglicer6is do 6leo de peixe em questdo. No entanto, a solubilidade do 6leo de peixe
obtida a 301,15 K e 7,8 MPa foi de 0,52 g/kg CO,, muito baixa comparada as demais
condigbes (Tabela 5). Uma solubilidade muito baixa torna o processo limitado devido ao

longo periodo de extragdo e grande consumo de solvente.

Através da composicao em triacilglicerdis estimada para o éleo de peixe (Tabela 7)

observa-se a presenca de 36 triacilgliceréis, com massa molecular muito préxima. E a
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maioria (83,33%) apresenta uma concentragédo (% massica) inferior a 5% dos quais 30,01%
compdem de 1 a 2%, logo nao ha predominéncia de grupos especificos de triacilgliceréis no
6leo. Observa-se também que os acidos graxos saturados e polinsaturados aparecem
compartilhando a mesma molécula. Estas evidéncias parecem limitar o processo de
fracionamento do éleo de peixe rico em &cidos graxos polinsaturados, devido a sua natureza

heterogénea e complexa.

Borch-densen & Jorgen Mollerup (1997), encontraram o mesmo comportamento em
relagao a seletividade do CO,, estudando o equilibrio de fases do éleo de peixe bruto em
CO, sub e supercritico, contendo ftriacilglicerois, acidos graxos livres, vitaminas, colesterol
entre outros componentes. Os experimentos foram realizados na faixa de 6 a 65 MPa e a
temperaturas de 293,2, 313,2 e 353,2 K. Os dados de equilibrio foram apresentados para os
diferentes compostos do 6leo de peixe bruto, conforme o tamanho da cadeia de carbonos
sem diferencia-los pelas insaturagcbes. Para todas as condi¢des estudadas, os dados obtidos
de coeficiente de particdo em base livre de solvente apresentaram um valor decrescente
com o0 aumento da massa molecular para uma mesma classe de compostos. Assim, para a
condigao a 20,01 MPa e 313,2K obtiveram um K; de 52,9 para o C:14 (4cido graxo livre com
14 atomos de carbonos) de 9,65 para o C16 e de 5,21 para o C22. Para os triacilgliceréis
foram obtidos um Ki de 1,93 para o triacilglicerol com 46 atomos de carbonos e de 0,21 para
o triacilglicerol com 66 carbonos. Observa-se também, que o coeficiente de particdo obtido

para o C14 foi aproximadamente cinco vezes maior do obtido para o C16:0.

Através dos valores de B, obtidos neste trabalho (Tabela 10), a 19,6 MPa e 313,1K
tem-se um B de 1,34 para o C14:0, um aumento quase duas vezes e meia maior do obtido
para o C16:0 (1,14). Podemos dizer que para as mesmas condicdes de temperatura e
pressao o CO, é altamente seletivo para o C14:0 comparado ao C16:0. Mesmo assim,

esperava-se obter uma seletividade maior para esses acidos graxos visto que é possivel
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como mostrado por Borch-densen & Jorgen Mollerup (1997), mas isto ndo ocorreu
provavelmente por estarem associados a acidos graxos polinsaturados nas moléculas de

triacilglicerois dificultando o processo de fracionamento também para estes componentes.

Stout et al. (1990) citado por Shahidi & Wanasundara (1998) encontraram as mesmas
dificuldades em concentrar n-3 PUFAs na forma de triacilglicerol, principalmente para o EPA,
através de um processo de destilagdo, conforme descrito no item 3.1.5.3. Neste estudo,
obtiveram um aumento de 21% na concentragdo de EPA e 100% na concentragdo de DHA,
logo a concentragdo em DHA foi cinco vezes maior em relagdo ao EPA. Para o processo de
fracionamento com CO., supercritico (neste trabalho) para a condicao de 301,15 K e 7,8
MPa, onde se obteve uma seletividade () de 0,94 para o EPA e de 0,67 para o DHA, (6 e
33% a menos na fase leve em relagao a fase pesada), a diferenga no fracionamento foi
também cinco vezes maior para o DHA. Comparando os métodos, a concentracao de EPA e
DHA foi trés vezes maior pelo método de destilacdo em relagao ao fracionamento com CO,
supercritico. Como os métodos discutidos sao diferentes, esta comparac¢ao nao é conclusiva,
pois cada processo apresenta vantagens e desvantagens proprias (item 3.1.5.3 e 3.1.5.5),

que devem ser também avaliados.

5.4 Fracionamento de uma mistura de oleo de peixe e gordura de
babacu com CO, supercritico

Para melhor visualizarmos como a composi¢do em triacilglicerois, a massa molecular

e a insaturacao influem na seletividade do solvente, preparou-se uma mistura em partes

iguais de 6leo de peixe com gordura de babacgu e estudou-se o seu fracionamento. Analisou-

se também, a possibilidade de efeitos de co-solvéncia da gordura de babagu neste processo.
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Escolheu-se a gordura de babagu por possuir uma composi¢cdo bem diferenciada do
6leo de peixe sendo composta por aproximadamente 80% de acidos graxos saturados (C8:0

a C18:0) e 20% de insaturados C18:1 e C18:2 (AOCS, 1997; Gioielli et al., 1998).
5.4.1 Caracterizacdo da gordura de babacu

Primeiramente, caracterizou-se a amostra de gordura de babagu quanto a sua
composigao em 4&cidos graxos e triacilgliceréis, conforme os itens 4.4.7 e 4.7, cujos

resultados sdo mostrados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Composicao em acidos graxos da gordura de babagu

Acido Graxo % Méassica Gordura de Babacu
AOCS Gioielli et al Neste trabalho

C8:.0-Cp 2,6-7,3 55 6,46
C10.0-C 1,2-7,6 6,1 5,26
C12.0-L 40.0-55.0 34,1 42,97
C14.0-M 11,0-27,0 19,2 15,67
C16.0-P 5,2-11,0 10,6 8,76
C18.0-S 1,8-7,4 43 3,77
C18:1-0 9,0-20,0 17,1 15,54

Outros 1,4-6,6 3,1 1,57

Fonte: AOCS,1997; Gioielli et al., 1998.
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Tabela 12. Composicao provavel de triacilgliceréis da gordura de babagu considerando 65%

de trissaturados.

Triacilglicerol Grupo Massa Molecular % Massica
CpCpL 28:0 526,81 1,13
CpCL 30:0 554,86 1,86
CpLL 32:0 582,91 6,70
CpLM 34:0 610,97 8,11
LLL 36:0 639,01 14,95
LLM 38:0 667,07 12,87
LLP 40:0 695,12 9,62
LMP 42:0 723,18 6,12
LPP 44:0 751,23 2,87
LPS 46:0 779,29 1,22
CpOC 36:1 637,01 0,57
CpOL 38:1 665,06 4,20
COL 40:1 693,11 4,34
LOL 42:1 721,16 12,49
LOM 44:1 749,22 7,97
LOP 46:1 777,27 5,10
LOS 48:1 805,33 2,72
MOS 50:1 833,39 0,81
LOO 48:2 803,31 0,52

Os dados obtidos para a composicdo em acidos graxos corroboram com os valores

da literatura. Para a composicdo em triacilglicer6is ndo foram encontrados dados na

literatura.

5.5 Seletividade do CO, supercritico para fracionar uma mistura de dleo

de peixe e gordura de babacu

A Tabela 13 apresenta a composi¢cdo em acidos graxos da mistura de éleo de peixe e

gordura de babagu

(em partes iguais) e a composicdo dos extratos obtidos por

fracionamento com didxido de supercritico e suas respectivas solubilidades.
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Tabela 13. Dados de fracionamento para a mistura de 6leo de peixe e gordura de babacgu

Condicao 19,6 MPa 7,8 MPa 7,8 MPa
Experimental 323,15 K 306,15 K 301,15 K
Acido Graxo Composicao Composicao dos extratos
mistura

C8:0 3,10 5,09 3,20 7,10
C10:0 2,59 4,31 2,84 6,66
Ci12:0 21,09 39,51 24,82 49,28

(B) (1,87) (1,18) (2,34)

C14:0 10,60 15,50 11,04 14,50

(B) 1,46 1,04 1,37
C16:0 12,14 10,07 11,21 6,80
C16:1 3,54 2,17 3,11 1,17
C18:0 2,43 3,08 2,11 2,05

C18:1 n-11

C18:1 n-9 12,08 8,59 10,64 5,38
C18:3 1,35 0,65 1,13 0,36
C20:5 n-3; EPA 6,50 2,84 5,64 1,45

(B) (0,438) (0,869) (0,224)
C22:5n-3 1,18 0,34 1,13 0,36
C22:6 n-3; DHA 8,32 2,81 7,24 1,32

(B) (0,338) (0,870) (0,159)
Solubilidade g/kg 6,95 2,34 2,23

De acordo com os valores de B apresentados na Tabela 13, os resultados indicam
que neste caso o fracionamento seria possivel, especialmente a 301,15 K e 7,8 MPa onde se

obteve um B de 2,34 para C12:0, 1,37 para o C14:0, 0,224 para EPA e de 0,159 para o DHA.

Uma vez que a gordura de babagu (Tabela 12) é composta por 19 triacilgliceréis que
se dividem em quatro fragbes bem distintas quanto a sua massa molecular e apresenta uma
composigao (% massica) bem distribuida, com valores variando de 0,5 até 15% do total de
triacilglicerois, ela parece mais susceptivel ao fracionamento. Pode-se dizer que o CO,
supercritico € mais efetivo para fracionar 6leos com uma composicdo distinta em

triacilglicerois. Nota-se também, que a solubilidade da mistura de 6leo de peixe e gordura de
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babagu (1:1) é bastante superior a do 6leo de peixe puro (Tabela 5), em virtude
principalmente do alto contetdo de triacilglicerdis formados por acidos graxos de cadeia

curta, (baixa massa molecular) provenientes do babacu.

Para verificar se a gordura de babagu promoveu algum efeito de co-solvéncia na
separagao dos componente de interesse, analisou-se a solubilidade dos acidos graxos EPA
e DHA nos extratos de 6leo de peixe e na mistura éleo de peixe com babagu (1:1), obtidos a
7,8 MPa e 301,15 K. Os extratos obtidos nestas situagbes distintas, resultam em
triacilglicerois contendo 11,68 e 1,45% de EPA que correspondem a solubilidade de 0,061 e
0,032 g(EPA)/kgCO.. De forma analoga, obtéve-se 11,24 e 1,32 % de DHA cujas
solubilidades foram de 0,058 e 0,029 g (pnaykg CO.. Verificando-se assim, que a solubilidade
para os triacilglicerois contendo EPA e DHA reduziu-se a metada na mistura (6leo de peixe e
gordura de babacu). Este comportamento indica que a gordura de babagu ndo promoveu
efeitos de co-sb6lvencia no fracionamento do 6leo de peixe, visto que a mistura é composta
de fragcoes 1:1 e que a gordura de babagu ndo contém EPA e DHA na sua composicao em

triacilglicerdis.

5.6 Fracionamento do dleo de peixe e da gordura de babacu a 7,8

MPa e 301,15 K

Para a condicdo a 7,8 MPa e 301,15 K onde foi verificado um indicio de
fracionamento para o éleo de peixe, foram realizados dois experimentos: Um com o préprio
Oleo de peixe, com a finalidade de esgotar a amostra original colocada no extrator e, assim,
conhecer a composicdo em &cidos graxos e a provavel composicao em triacilglicerdis
presente no refinado (éleo remanescente no extrator) e outro com a gordura de babacgu para

complementar este estudo.
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5.6.1 Composicao em acidos graxos e em triacilglicerois do refinado do dleo
de peixe

A Tabela 14 apresenta a composi¢cao em acidos graxos presente no refinado do 6leo
de peixe, apds extrair aproximadamente 40% do 6leo de peixe inicial. Para uma melhor
discussdo dos resultados, sdo apresentados também a composi¢do do extrato e a razéo
(refinado/6leo original) para o éleo de peixe a 7,8 MPa e 301,15 K. Os cromatogramas e 0s
relatérios de dados da amostra de 6leo de peixe original, do extrato e do refinado, obtidos
neste experimento, sdo mostrados no apéndice através das figuras e tabelas A, B e C,

respectivamente.

Conforme pode ser observado, mesmo para um longo periodo de extracao
encontrou-se uma razao (refinado/6leo original) unitaria para o EPA (C20:5 n-3), enquanto
para os demais acidos graxos obteve-se uma variacdo de 5 até 40% na concentracdo do

refinado em relagcao a composigao do éleo original.

Tabela 14. Composicao em acidos graxos do refinado do éleo de peixe a 301,15K e 7,8 MPa

Acido Graxo Original (2) Extrato Refinado Refinado/Original
C14:0 6,13 9,91 3,58 0,58
C16:0 15,94 17,42 14,23 0,89
Ci16:1 7,04 9,45 5,02 0,71
c18:.0 1,24 1,56 0,98 0,79

C18:1 w11 3,52 2,79 2,23 0,63
C18:10 9 10,85 10,89 10,43 0,96
c18:3 2,64 2,93 2,26 0,86
C20:5 n-3; EPA 12,44 11,68 12,28 0,98
C22:5n-3 1,94 1,27 2,51 1,29
C22:6 n-3; DHA 16,72 11,24 21,32 1,27
Somatoério 78,45 79,14 74,84
C. Menores 21,59 20,86 25,16

Refinado — Oleo que permaneceu no extrator apés o experimento.
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Através da Tabela 15 verifica-se que os triacilglicerois: PEP, POE, PEE, MED e PLnE
também apresentaram uma razao (refinado/6leo original) unitaria, os quais correspondem a
18,32% da composicao total do 6leo original. Analisando o comportamento dos triacilglicerbis
com 0 mesmo numero de insaturagbes, observa-se que quanto menor a sua cadeia de
carbonos mais ela tende para a fase leve no fracionamento com CO; supercritico. A Tabela
16 apresenta a porcentagem de mono, di e triinsaturados presentes na composi¢cao dos

triacilglicerois do 6leo de peixe, estimada neste trabalho.
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Tabela 15. Composicao em triacilgliceréis do refinado do éleo de peixe % Massica

Triacilglicerol Grupo Original Refinado Refinado/Original
MPoP 46:1 2,03 0,86 0,43
MOP 48:1 4,62 2,77 0,61
POP 50:1 3,78 3,05 0,82
MPoO 48:2 1,99 1,03 0,52
PPoO 50:2 4,15 2,82 0,69
POO 52:2 3,01 2,61 0,88
PLnP 50:3 1,14 0,82 0,73
PoOO 52:3 1,01 0,76 0,77
000 54:3 0,59 0,55 0,95
PPolLn 50:4 0,98 0,63 0,65
POLn 52:4 1,07 0,92 0,87
MEP 50:5 2,46 1,51 0,63
PEP 52:5 3,6 3,22 0,91
PDoP 54:5 1,16 1,15 1,01
MPoE 50:6 1,64 0,87 0,54
MDP 52:6 7,41 5,65 0,77
POE 54:6 9,01 9,6 1,08
PODo 56:6 1,53 1,73 1,15
MPoD 52:7 1,67 1,15 0,7
PPoD 54:7 6,97 6,49 0,94
POD 56:7 7,53 9,22 1,24
SOD 58:7 0,62 0,76 1,23
PLnE 54:8 1,4 1,31 0,95
PoOD 56:8 2,05 2,26 1,12
OO0D 58:8 1,78 2,41 1,37
MLnD 54:9 0,72 0,6 0,84
PLnD 56:9 1,63 1,9 1,19
MEE 54:10 0,8 0,58 0,74
PEE 56:10 2,49 2,72 1,11
LnD 58:10 1,38 1,85 1,36
MED 56:11 2,63 2,49 0,96
PED 58:11 6,34 8,72 1,4
PDoD 60:11 1,39 2,29 1,67
PoED 58:12 2,79 3,43 1,25
OED 60:12 5,99 10,09 1,71
ODoD 62:12 0,64 1,19 1,91
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Tabela 16. Composicao do 6leo de peixe em mono, di e triinsaturados (Y%omassica)

Original Refinado Original/Refinado
Monoinsaturados 26,2 19,03 0,72
Diinsaturados 57,57 60,7 1,05
Triinsaturados 16,23 20,28 1,25
mono/di 0,46 0,31
mono/tri 1,61 0,94
di/tri 3,55 2,99

Conforme a composicdo apresentada na Tabela 16, os triacilgliceréis diinsaturados
sao os componentes de maior concentracao no 6leo de peixe, representando 57%. E a razao
(refinado/6leo original) para estes compostos é praticamente unitaria. Este comportamento
pode ser atribuido a natureza dos triacilgliceréis diinsaturados do 6leo de peixe, por
apresentarem massa molecular muito préximas. Esta caracteristica parece diminuir a
seletividade do CO, supercritico como solvente. Para os triacilglicer6is mono e triinsaturados,
foram obtidos uma razédo (refinado/6leo original) de 0,72 e 1,25, respectivamente. Estes
resultados indicam a possibilidade de se obter fracdes de concentrados em monoinsaturados

na fase leve e triinsaturados na fase pesada.
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5.7 Seletividade do CO, supercritico para o fracionamento da gordura

de babacu

Para a gordura de babagu, a seletividade B foi calculada para cada acido graxo de

sua composigdo. Os dados sdo mostrados na tabela 17.

Tabela 17. Valores de beta para o fracionamento de babacu puro a 301,15 Ke 7,8 MPa

Acido Graxo Original Extrato B
C8:0—-Cp 6,46 7.94 1,00
C10.0-C 5,26 6,21 1,18
C12:0-L 42,97 45,89 1,06
C14:.0-M 15,67 15,09 0,96
C16:0-P 8,76 7,70 0,88
C18:0-S 3,77 3,21 0,85
C18:1-0 15,54 12,88 0,83

Qutros 1,54 1,06 -

Observando-se os valores de B, verifica-se que a seletividade do CO, supercritico
diminui com o aumento do tamanho da cadeia de carbonos dos acidos graxos. Compostos
de cadeia curta, logo de baixa massa molecular tendem a ir para a fase leve como o C8:0,
C10:0 e 0 C12:0 e os compostos de cadeia relativamente longa como o C14:0, C16:0, C18:0

e C18:1 tendem a ficar na fase pesada.

Hassan et al. (1999) verificaram comportamento semelhante estudando o
fracionamento da palm kernel oil. Neste estudo, observaram que a composicdo do 6leo
extraido variava com o tempo, as primeiras fragées eram ricas em triacilglicerdis de cadeia
curta enquanto as Ultimas fragcbes eram ricas em ftriacilglicer6is de cadeia longa e
insaturados (C18:1) A altas pressées, o efeito de fracionamento diminui consideravelmente e

as fracoes obtidas mostraram composi¢cdo muito semelhantes.
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6 CONCLUSOES

A solubilidade do éleo de peixe mostrou ter forte dependéncia com pressédo a
temperatura constante. Este comportamento deve-se ao aumento da densidade do CO,
supercritico promovido pelo incremento da pressao, nas condigées estudadas. As maiores
solubilidades obtidas foram de 6,62, 6,97 e 7,06 g/kg a 29,4 MPa nas temperaturas de

323,15, 303,15 e 313,15, respectivamente.

Nas condicbes de temperatura e pressdo estudadas, o dioxido de carbono
supercritico mostrou-se pouco efetivo para fracionar o 6leo de peixe na forma de
triacilglicerdis. O &cido eicosapentaendico (EPA;C20:5 n-3) foi o composto que mostrou
maior resisténcia ao fracionamento, sua seletividade foi praticamente unitaria para todas as
condicdes estudadas. A dificuldade de fracionamento pode ser atribuida a estrutura
complexa e heterogénea do 6leo de peixe, composta por muitos triacilglicerois (36) de baixa
concentragdo massica, dos quais aproximadamente 57% sao diinsaturados. Os
triacilglicerdis  diinsaturados oferecem resisténcia ao processo de fracionamento
provavelmente por apresentarem massas moleculares muito proximas, o que parece diminuir

a seletividade do CO. supercritico como solvente.

Na condicédo a 7,8 MPa e 301,15 K (regido de liquido comprimido) obteve-se dados
interessantes de seletividade para o acido miristico (C14:0) e para o &cido
docosahexaendico (DHA) de 1,64 e 0,67, respectivamente, indicando a possibilidade de

fracionamento nesta regido.

O CO, no estado denso mostra-se capaz de fracionar outros tipos de 6leos como, por
exemplo, a gordura de Babacu estudada neste trabalho. Para o qual os valores de

seletividade apresentaram-se bem distintos da unidade. Compostos de cadeia curta tendem
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a ir para a fase leve e os compostos de cadeia relativamente longa tendem a ficar na fase

pesada.

A efetividade do CO, supercritico em fracionar 6leos depende da composicdo em
triacilgliceréis da amostra. Oleos que apresentam fracdes distintas de triacilglicerdis quanto a
composicao em acidos graxos e a porcentagem massica parecem mais susceptiveis ao

fracionamento.

O dioxido de carbono supercritico € mais seletivo para triacilglicerdis de baixa massa

molecular.

O babacgu nao apresentou efeitos de co-solvéncia para o fracionamento de 6leo de

peixe com CO..supercritico.

A composigcao em triacilgliceréis € determinante para predizer a possibilidade de

fracionamento de um 6leo com CO,.supercritico.
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7 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a adigdo de co-solventes para o processo de fracionamento de éleo de peixe

com CO, supercritico;

Estudar o fracionamento do éleo de peixe na regiao de liquido comprimido, visto que
foram obtidos dados interessantes de seletividade para o acido miristico (C14:0), e para o

acido docosahexaendico (DHA) a 7,8 MPa e 301,15 K.

Estudar o fracionamento de 6leos com fracdes distintas de triacilgliceréis quanto a

composigao em acidos graxos e a porcentagem massica.
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Figura A. Cromatograma da amostra original do éleo de peixe
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Anexos

Tabela A. Relatério de dados do cromatograma da amostra original de 6leo de peixe

Pico T.Retencdo %Area Nome Pico T.Retencio % Area Nome Pico T. Retencéo %Area Nome
1 1,795 0,085 23 9,812 2,285 45 17,733 0,105
2 2,658 0,053 24 9,950 0,175 46 18,641 0,821
3 3,061 6,135 C14:0 25 10,210 0,165 47 19,621 12,450 EPA
4 3,505 0,306 26 10,592 1,730 48 19,850 0,123
5 3,685 0,112 27 10,997 0,224 49 20,259 1,370
6 4,002 0,620 28 11,260 0,447 50 20,377 0,318
7 4,641 0,094 29 11,746 0,119 51 20,658 0,113
8 5,527 15,938 C16:0 30 11,904 0,098 52 22,540 0,507
9 5,881 7,041 C16:1 31 12,163 1,100 53 22,899 0,067
10 5,971 0,193 32 13,043 2,642 C18:3 54 23,425 0,225
011 6,148 0,339 33 13,260 0,137 55 24,321 0,512
12 6,323 0,084 34 13,993 0,254 56 24,750 0,109
13 6,384 0,147 35 14,569 2,271 57 25,676 1,945 C22:5n-3
14 6,769 1,243 C18:0 36 14,727 0,313 58 26,928 16,725 DHA
15 6,977 0,731 37 15,082 0,060 59 27,132 0,091
16 7,372 0,818 38 15,279 0,181 60 27,562 0,516
17 7,550 0,082 39 15,589 0,095 61 27,798 0,088
18 7,932 0,242 40 15,81 0,295 62 30,869 0,055
19 8,138 0,159 41 16,408 0,086 63 31,665 0,156
20 8,518 1,091 42 16,580 0,151 64 32,613 0,159
21 9,195 3,528  C18:1n-11 43 16,841 0,060 65 36,330 0,150
22 9,714 10,856 C18:1n-9 44 17,280 1,007 66 38,489 0,052
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Anexos

Tabela B. Relatério de dados do cromatograma do extrato no equilibrio a 7,8 MPa e 301,15 K

Pico T.Retencdo %Area Nome Pico T.Retencdo % Area Nome Pico T. Retencao % Area Nome
1 1,794 1,084 21 8,541 1,708 41 16,398 0,078
2 2,303 0,092 22 9,197 2,793 Cl18:1n-11 42 16,565 0,115
3 2,652 0,094 23 9,724 10,893 C18:1 n-9 43 17,265 0,920
4 3,092 9,910 C14:.0 24 9,817 2,142 44 17,722 0,071
5 3,507 0,469 25 9,951 0,161 45 18,610 0,653
6 3,693 0,200 26 10,211 0,186 46 19,608 11,687 EPA
7 4,008 0,839 27 10,599 1,850 47 19,794 0,070
8 4,650 0,140 28 10,997 0,240 48 20,165 0,614
9 5,552 17,418 C16:0 29 11,257 0,408 49 20,309 0,208
10 5,920 9,451 C16:1 30 11,739 0,114 50 20,588 0,066
11 5,998 0,247 31 11,896 0,085 51 22,516 0,411
12 6,163 0,408 32 12,161 1,095 52 23,377 0,111
13 6,327 0,149 33 13,054 2,940 C18:3 53 24,280 0,354
14 6,393 0,207 34 13,259 0,157 54 24,678 0,060
15 6,767 1,563 C18:0 35 13,965 0,150 55 25,607 1,275 C22:5n-3
16 6,981 0,734 36 14,528 1,500 56 26,851 11,242 DHA
17 7,376 1,090 37 14,696 0,201 57 27,040 0,074
18 7,549 0,099 38 15,260 0,144 58 31,636 0,073
19 7,931 0,221 39 15,567 0,078 59 32,589 0,062
20 8,141 0,234 40 15,792 0,205 60 36,295 0,138
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Anexos

Tabela C. Relatério de dados do cromatograma éleo residual a 7,8 MPa e 301,15 K

Pico T.Retencdo %Area Nome Pico T.Retencdo % Area Nome Pico T. Retencéo % Area Nome
1 2,021 0,496 22 10,172 0,113 43 19,555 12,284 EPA
2 3,032 3,585 C14:0 23 10,552 1,650 44 19,870 0,220
3 3,490 0,128 24 10,966 0,225 45 20,266 2,120
4 3,989 0,486 25 11,243 0,453 46 20,387 0,437
5 4,620 0,084 26 11,715 0,113 47 20,644 0,183
6 5,470 14,231 C16:0 27 11,865 0,120 48 22,509 0,572
7 5,817 5,021 C16:1 28 12,122 1,038 49 22,886 0,088
8 5,928 0,166 29 12,995 2,264 C18:3 50 23,410 0,354
9 6,118 0,326 30 13,224 0,116 51 24,295 0,640

10 6,362 0,204 31 13,969 0,349 52 24,733 0,152

11 6,747 0,984 C18:0 32 14,553 2,908 53 25,633 2,510 C22:5n-3
12 6,949 0,738 33 14,708 0,368 54 26,900 21,32 DHA
13 7,345 0,568 34 15,254 0,195 55 27,115 0,122

14 7,894 0,226 35 15,557 0,097 56 27,551 0,067

15 8,115 0,095 36 15,780 0,359 57 27,780 0,120

16 8,482 0,631 37 16,386 0,085 58 27,993 0,064

17 9,024 1,960 38 16,544 0,166 59 30,844 0,084

18 9,151 2230 Cl18:1n-11 39 16,800 0,086 60 31,651 0,253

19 9,660 10,428 C18:1n-9 40 17,239 1,026 61 32,596 0,288

20 9,763 2,470 41 17,696 0,146 62 38,457 0,078

21 9,911 0,176 42 18,583 0,933
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