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RESUMO

O destilado da desodorizagdo do &leo de soja, o DDOS, um
subproduto do refino deste 6éleo, ¢é formado por uma mistura
complexa de compostos incluindo os tocoferdéis. Portanto, é usado
como matéria-prima para a obtengdo de concentrados de tocoferdis
ou vitamina E, para uso farmacéutico, cosmético e alimenticio.
Assim sendo este trabalho de pesquisa teve por objetivo o
desenvolvimento de procedimentos para obtencdo de um concentrado
de tocoferdis a partir do DDOS. No decorrer do estudo empregou-se
varias técnicas para a obtengdo do concentrado de tocoferdis:
extragao por cristalizacdo isotérmica em diversos solventes e
misturas azeotrdpicas destes; emprego da saponificacdo com
hidréxido de calcio; saponificagdo seguida de cristalizacdo
isotérmica em diversos solventes e extragdo liquido-ligquido
seguida de cristalizagdoc. O DDOS estudado apresentou-se como uma

fonte potencial para a extracdo de tocoferdis, com cerca de 11%
de tocoferdis totais e o y-tocoferol representando cerca de 62% do

total. O método de cristalizagdo isotérmica (—20°C) com DDOS 20% e
acetona resultou em concentragdo dos tocoferdis préxima ao valor
tedrico (1,35), porém a remogdo de sélidos (27,8%) apresentou-se
pouco eficiente. A mistura azeotrdpica Etanol:Metil Etil Cetona
empregada nas mesmas condig¢des, proporcionou uma concentracdo dos
tocoferdis (1,25) préxima ao valor tedrico e 37,7% de sdédlidos
removidos. O mesmo método conduzido a -80°C, DDOS a 10% e uso de
acetona, apresentou uma alta taxa de remocdo de sdlidos (64,4%) e
o maior fator de concentragdc dos tocoferdis (1,47). Com o uso de
hexano e DDOS a 15 e 20% obteve-se uma elevada porcentagem de
sélidos removidos, acima de 70%, porém, com baixo fator de
concentracac. No método de extragcdo por saponificacdo avaliou-se
a influéncia do hidréxido de calcio (Ca(CH)z ), da composicdo da

solugdo acetona:agua, da percentagem de DDOS e da temperatura na

viii



extracdo dos tocoferdis. Os processos com Ca(OH)2 na concentracado

de 15g/L a 0°C e solventes com 85 a 92,5% de acetona resultaram na
maior influéncia da saponificagdo na extracdo dos tocoferdis. Na
avaliagdo da influéncia da composicdo do solvente acetona:agua na
saponificacdo (Ca(OH)z a 15g/L ), os ensaios com emprego solvente
com acetona na faixa de 90 a 95%, conduzidos a 0°C e com DDOS a 20
e 25% resultaram em um fator de concentragdo duas vezes superior
ao dos demais ensaios. A influéncia da temperatura na
saponificacdo foli mais acentuada para a relagdo acetona:agua
92,5%, nas condigdes de temperatura a -20°C e DDOS a 20%, obteve-
se um concentrado com 26,5% de tocoferdéis. Das diversas
concentragcbes de Ca(OH): avaliadas, a mais eficiente foi 16g/L,
apresentando fator de concentragdo 2,5 e 51% de sdélidos
removidos. O método de extragdo empregando-se a saponificacdo com
Ca(OH)2 (1%m/v) seguida de cristalizacdo a -20°C, com acetona e
DDOS a 5%, obteve-se 72% de sdbélidos removidos e fator de
concentragdo 2,5 , ambos superiores ao obtido com hexano e
metanol. O método de extragdo liquido-liquido foi conduzido com
solugcdo hexanica de DDOS (25% m/v) e solucdo de etanol a 50% com
1% de KOH, na relagdo (solugdo hexdnica/solugcdo etandlica)
1,00:1,93 (v/v), seguido de cristalizacdo & -27°C. Obteve-se 68,4%
de sélidos removidos, porém, baixo fator de concentracdo dos
tocoferdis (1,52). Dentre todos os métodos propostos, o mais
indicado, em termos de fator de concentracdc de tocoferdis, foi a
saponificagdo com Ca(OH)z (15g/L), solugdo de acetona:agua a
92,5%, concentragdo de DDOS a 20% e temperatura a -20°C,

resultando em um concentrado com cerca de 26% de tocoferdis.

Palavras-chave: Vitamina E, Extracdo (Quimica), Oleo de soja.
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SUMMARY

The deodorizer distilled, a refining by product of soybean oil,
the DDOS, is a highly complex compounds mixture, including the
tocopherols. That is the reason it is largely used as a raw
material to obtain tocopherols or vitamin E concentrates, as much
as in chemist, cosmetic and food industries. The main objective
of this present research work was the development of methods to
obtain a tocopherol concentrate. Several techniques have been
employed for tocopherol extraction as follow: isothermal
crystallization with different solvents and their azeothropic
mixtures, saponification with calcium hydroxide, saponification
plus isothermal crystallization. The DDOS evaluated contained
about 11% tocopherols, mainly fy-tocopherol, being a suitable
source of this compound. In the extractions by isothermal
crystallization at —-20C° with 20% DDOS in acetone, have given a
tocophercl concentration factor «close to theoretical value
(1,35), whereas the removed solids rate was quite low (27,8%).
Regarding the azeothropic mixture of solvents, ethanol:methyl-
ethyl-cetone, under the same conditions, also, showed results
close to theoretical value, with concentration factor of 1,25 for
and 37,7% removed solids. The crystallization method, but at —80C°
with 10% of DDOS, including acetone, have shown a very high rate
of removed solids (64,4%) and also the highest concentration
factor (1,47). The same process, but employing hexane plus and
DDOS at 15 and 20% also indicated a very high percentage of
removed solids (above 70%), but a low concentration factor. In
the use of saponification method the influence of Ca(OH): ; acetone
and water solutions; percentage of DDOS and extraction
temperature have been evaluated. The process using solvents with
85 to 92,5% of acetone at 0C° resulted in highest saponification

influence in tocopherol extraction. Also the saponification with



a 15g/L Ca(OH)z at 0°C plus DDOS at 20 and 25% in acetone (90 and
95%) produced a concentration factor twice as much as the other
methods. Among several concentrations of Ca(OH):2 evaluated the
most efficient was 16g/L showing a concentration factor of 2,5.
The temperature influence in saponification was higher at —20°C,
92,5% acetone plus 20% DDOS, resulting in a final product with
26,5% tocopherol. The method employing saponification with Ca (OH)32
(1%w/v) followed by crystallization at -20°C, 5% DDOS and acetone
produced a high solids removing result (72%) and concentration
factor (2,51), better than hexane and methanol. The liquid-liquid
extraction method was carried out through hexane DDOS solution
(25%w/v) plus ethanol solution at 50% with 1% of KOH, in the
following preparation: hexane/ethanol at 1,00/1,93. Next step,
isothermal crystallization at -27C° was of good efficiency in
solids removing (68,4) but low concentration factor (1,52).The
studies have demonstrated that the most efficient method to
obtain tocopherol concentrate was saponification with Ca(OH):2
(15g/L) of a 20% DDOS in a 92,5% acetone:water solution at —-20C°,

which carried out to a final concentrate of 26% tocopherol.

KEU WORDS: Vitamin E, Tocopherols, Deodorizer Distillate, Soybean

0il, Extraction.

xi



1- INTRODUGAO

Os O&leos vegetais produzidos para fins alimenticios
passam por processos de refino que consistem basicamente em
degomagem, neutralizacéao, branqueamento e desodorizacdo. Os
subprodutos resultantes das diversas etapas de refino, desde
que eficientemente recuperados e processados adequadamente

podem alcangar alto valor comercial.

Um dos subprodutos do refino do 6éleo de soja, o
destilado da desodorizagdo (DDOS), que corresponde de 0,1% a
0,4% da massa do éleo original, é composto por acidos graxos,
esterdéis, tocoferdis, ésteres de esterdis, hidrocarbonetos,
compostos originados da quebra de acidos graxos, aldeidos,

cetonas dentre outros.

Este material é comercializado com base no seu conteudo
em tocoferdis, na faixa de 0,8 a 10% , possuindo valor tanto

pela sua atividade em vitamina E, quanto pelas propriedades

antioxidantes.

Os tocoferdis sdo extremamente importantes na nutricao
humana e animal por apresentarem atividade de vitamina E.
Além disso, possuem aplicagdo tecnoldgica em alimentos pois
sao antioxidantes naturais, prevenindo ou retardando a
rancidez oxidativa de Oleos e também de alimentos com alto

teor de lipideos.

Somando-se a isto, h& uma tendéncia atual no aumento da
preferéncia ao uso de antioxidantes e vitaminas naturais. A
vitamina E natural leva a vantagem em relacdo a produzida

sinteticamente por possuir poténcia biolégica mais elevada.



Atualmente o destilado da desodorizacdo é exportado como
um subproduto e retorna ao Brasil na forma de um produto de
alto wvalor comercial, os concentrados de tocoferdis ou
vitamina E, para uso pela indistria farmacéutica, cosmética,

alimenticia e de racdes.

A produgdo nacional de soja em grdos em 98/99 atingiu a
média de 29,5 milhdes de toneladas métricas. Processou-se em
1998, aproximadamente 7,5 milhdes de toneladas de &éleo bruto

a partir desta leguminosa (AGRIANUAL, 1999).

A dimensdo do volume do destilado da desodorizacdo do
0leo de soja no pais permite a producdo de tocoferdis em
quantidade suficiente para suprir a demanda interna por

vitamina E.

O Brasil, embora seja um pais potencialmente rico em
fontes de tocoferéis, ndo dispde de tecnologia adequada para
sua produgdo industrial. A tecnologia para recuperacdo de
tocoferdis a partir do destilado da desodorizacido pertence a
empresas multinacionais e é mantida como segredo industrial

ou patenteada pelas mesmas.

A disponibilidade no pais de matéria-prima de baixo
custo torna de interesse econdmico sua transformacdo para a
producdo de tocoferéis justificando assim a pesquisa para sua

obtenciao.

Assim sendo, este trabalho de pesquisa teve por objetivo
© desenvolvimento de procedimentos viaveis para obtencdo de
um concentrado de tocoferdéis a partir do destilado da
desodorizagdo do oéleo de soja (DDOS) e caracterizacdo do

concentrado obtido.




2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Producdo de Soja e Seus Derivados

A soja percorreu um longo caminho até chegar aos dias de
hoje, sendo originadria da China onde j& era conhecida desde
2000 a.cC. Passaram-se alguns milénios até apresentar
importancia como alimento no ocidente, sendo que atualmente a

soja consiste em @ das maiores fontes mundiais de 6leo

comestivel de origemivegetal (FUNDAGAO CARGIL) .

|

O histdérico resumido da soja no Brasil inicia-se com o
registro do primeiro.| plantio em 1882, na Bahia. Em 1889 o
Instituto Agrondémico de Campinas - S.P. apresentou o primeiro
artigo técnico desta cultura. Apdés muitas décadas, em 1941 a
soja finalmente entrou na estatistica agricola do Rio Grande
do Sul e em 1945 no estado de Sdo Paulo. Ja no ano de 1950, a
produgdo nacional da soja em grdos foi de 34.429 toneladas e
0 inicio da producdo de o6leo de soja data de 1952, em uma
fabrica de Pelotas - RS (HASSE, 1996).

De acordo com © mesmo autor, o cultivo da soja deu
origem a wuma dupla modernizacdo do Brasil, primeiramente
fazendo-o voltar-se para dentro de si mesmo, iniciando a
exploracgado de grandes regides no interior do pais
principalmente nos cerrados do Centro-Oeste. Por outro lado,
esta cultura obrigou o pais a se organizar melhor para operar

eficientemente no mercado internacional.

A soja revolucionou a agricultura brasileira, fortaleceu
3 diversificou a agroindustria, gerando um complexo
empresarial que engloba propriedades agricolas, indastrias e

estabelecimentos comerciais. Também sustentou a ampliacdo da
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suinocultura e da avicultura, além de motivar a modernizacdo
da infra-estrutura de transporte e portuaria, abrindo
oportunidade de empregos e gerando substanciais recursos ao

pais (FUNDACAO CARGIL) .

Desde 1973, quando ocorreu o “boom” dos precos da soja
no mercado internacional e por varios anos seguidos com
pregos altos, a producgédo mundial de soja cresceu
substancialmente, estimando-se em 154 milhdes de toneladas a
safra de 1998/99 (SOJA, 1999). Desse total, os Estados Unidos
participam com 50% e o Brasil, o segundo colocado, com cerca
de 19%. No Brasil, passamos de uma producdo de 26,8 milhdes
de toneladas em 1996/97, para cerca de 31 milhdes de

toneladas em 1997/98, como se vé na Tabela 1.

As previsdes de oferta e demanda mundiais para o
complexo soja, em 1999 , apontam no sentido de estoques
mundiais recordes. Se for efetivada a producdo mundial
prevista em 156 milhdes de toneladas para um consumo estimado
em 150 milhdes de toneladas, os estoques mundiais poderéao
ultrapassar o valor de 25 milhdes de toneladas,
consequentemente imprimindo uma tendéncia baixista aos precos
de todo o complexo (PEETZ, 1998; SOYA BLUEBOOK PLUS, 1998).

Quando se fala em produgdo de soja em grdos e &leo de
soja, os valores sdo da ordem de grandeza de bilhdes de
dolares, haja visto ser o Brasil o segundo produtor mundial
deste grdo (AGRIANUAL, 1999).

Segundo a Associagdo Brasileira da Industria de Oleos
Vegetais (ABIOVE), as exportagdes brasileiras do Complexo da Soja
movimentaram em 1998 cerca de US$4,8 bilhdes. Montante este,
embora inferior ao recorde de US$5,7 bilhdes de 1997, apresenta-

se como o segundo melhor da histdéria no pais (PEETZ, 1998).




Tabela 1: Producdo, consumo , exportacdo e estoque final da soja

em graos no periodo de 1995 a 1999 (mil toneladas métricas).

1995/96 1996/97 1997/98 1998/99 *

Mundial 124.957 131.680 156.500 153.952
PRODUGAO Estados Unidos  59.243 64.837 74.224 76.877

Brasil 24.150 26.800  31.000 29.500
Mundial 129.857 134210 150.324  149.057
CONSUMO Estados Unidos  40.318 42497  48.538 47911
Brasil 21.702 20.560 22.250 22.275
Mundial 32.051 38.873 40.086 37.471

EXPORTAGAO |[Estados Unidos 23.165 23.999 23.677 23.133
Brasil 3.633 8.340 9.300 8.400

Mundial 8.593 6.856 10.559 15.600
ESTOQUE FINAL | Estados Unidos  4.993 3.576 5.700 11.705

Brasil 276 266 1.325 315

*Valor estimado

Fonte: AGRIANUAL (1999)

Com base na producdo do 6leo bruto de soja (Tabela 2)
podemos estimar a disponibilidade do residuo da desodorizacédo
do Oleo existente no pais, que consiste na matéria-prima para
a extragdo de vitamina E dentre outros compostos. Se for
levado em consideracdo que este residuo representa no minimo
0,1% do 6leo bruto original, ter-se-ia no ano de 1998/99 pelo

menos cerca de 3.800 toneladas de matéria-prima.



Tabela 2: Produgdo, consumo, exportagdo e estoque final de 6leo

soja no Brasil no periodo de 1995 a 1999 (mil toneladas métricas).

1995/96 1996/97 1997/98 1998/99 *

PRODUCAO 3.749 3.502 3.805 3.804
CONSUMO 2.600 2.660 2.685 2.560
EXPORTACAO 1.350 1.076 1.275 1.365
ESTOQUE FINAL 198 164 209 324

Fonte: AGRIANUAL (1999)

2.2- Refino do Oleo de Soja

O o6leo de soja bruto, assim como a maioria dos dleos de
outras fontes vegetais, possuem compostos indesejaveis que
podem ser prejudiciais a estabilidade oxidativa e & qualidade
final do produto. Dentre estas impurezas podemos citar as
principais que sdo: 4cidos graxos livres, glicerideos
parciais, fosfolipideos, esterdis, acucares, compostos
oxidados, umidade, pigmentos e céras. Para a eliminacdo de
todas estas impurezas emprega-se o refino do 6éleo gue

consiste numa sequéncia de operagdes (ERICKSON,1983).

O refino gquimico é o mais usado, por ser um processo
bastante conhecido e versatil podendo ser aplicado a uma
grande gama de Oleos. Inicia-se com a etapa de degomagem com
dgua seguida da neutralizacdo alcalina, branqueamento e
desodorizagdo (KIM et al., 1985).

Na etapa da degomagem ocorre a remocdo dos fosfatideos

hidrataveis e de mucilagens. Em seguida, a neutralizacdo com
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soda caustica remove os A&cidos graxos livres, metais,
clorofilas e outros pigmentos, os fosfatideos nao
hidrataveis residuais e parte dos tocoferdis, formando uma
borra que é removida por centrifugacdo. O &leo neutro é,
entdao, lavado para a remocgdo dos sabdes residuais e em

seguida centrifugado (GUNSTONE, 1983).

A etapa seguinte é o branqueamento onde sdo removidos oOs
pigmentos como clorofilas, carotendides, além de
fosfolipideos, peréxidos IS sabdes. Emprega-se terra
branqueadora que no fim da etapa é separada do 6leo por
filtracdo (GUNSTONE,1983).

A proéxima etapa, a desodorizagdo, tem por finalidade
remover os compostos volateis responsadveis pelo sabor e odor
indesejéaveis do 6leo de soja, ocorre a remocdo também dos
acidos graxos livres, pesticidas, pigmentos, tocoferdis e
esterdis (FORSTER e HARPER, 1983).

Dentre os compostos que conferem sabor e odor
indesejaveis ao O0leo podemos citar os aldeidos, cetonas
acidos graxos de cadeia curta e média, perdéxidos e
glicerideos parciais (NAUDET e CECCHI,1970).

O processo de desodorizacdo de gorduras vegetais
surgiu quando a disponibilidade de gordura animal superou a
demanda. Houve, entdo, a necessidade de se aprimorar a
técnica de remocdo do forte odor e sabor dos o6leos
vegetais, tornando-os mais adequados ao consumo. Surgiu,
entdo, a base do processo até hoje empregado, que consiste
na combinagdo de alto vacuo com alta temperatura e vapor de
arraste, onde o material indesejavel ¢é separado dos

glicerideos pouco volateis (GUNSTONE, 1983).



O principio da desodorizacdoc baseia-se no fato dos
compostos volateis indesejaveis presentes no 6leo,
remanescentes das etapas anteriores do refino, possuirem
pressdo parcial de vapor que provavelmente se iguala ou
excede aquela dos acidos graxos como palmitico e oleico
(GUNSTONE, 1983).

Assim, a remocdo do odor e sabor tende a acompanhar a
redugdo do teor de acidos graxos livres presentes no 6leo
para a faixa de 0,01 a 0,03% gquando entdo o 6leo é
considerado desacidificado. Em geral, o teor de acidos graxos
livres ndo pode ser reduzido abaixo de 0,005%, pois neste
ponto as condicdes de processo favorecem a hidrélise dos
triglicerideos, produzindo assim continuamente mais A&cidos

graxos livres (GUNSTONE,1983; PATTERSON, 1989).

O processo de desodorizagdo do éleo de soja consiste em
destilacdo por arraste com vapor & temperatura superior a
200°C e a pressdo inferior a 10 mm de Hg, durante 3 a 8 horas
(DUDROW, 1983) . @] residuo deste processo é denominado

destilado da desodorizacdo do 6leo de soja, ou simplesmente

DDOS, como serd citado daqui em diante.

RUSSEL (1996) menciona a dificuldade em se padronizar as
condicbes para a desodorizagdo devido as diferencas nos

modelos dos equipamentos, porém enfatiza que a operagdo seja
feita na faixa de temperatura de 240-250°C para evitar a

destilagdo de compostos que ndo se deseja remover. Os demais

paradmetros estdo apresentadas na Tabela 3.

Na etapa de desodorizagd@o ocorrem uma série de fendmenos
fisicos e quimicos como a hidrdélise de triglicerideos,

conjugagdo de duplas ligacdes, isomerizacdo, decomposicédo




térmica de produtos da oxidacdo e de pigmentos, destilacdo
ndo sé de volateis, mas de &cidos graxos livres, glicerideos
parciais e esterdis. Ocorre também o arraste de 6leo neutro
pelo vapor, baixando o rendimento, e a remocdo de parte dos
tocoferdis, reduzindo a estabilidade oxidativa do &leo (MAZA

et al.,1992; GAVIN, 1978).

Tabela 3: Parametros para a desodorizacdo de &leo de soja.

PROCESSO
PARAMETROS Continuo ou
Batelada
Semi Continuo

Pressdo Absoluta 1-6 mm Hg 1-6 mm Hg
Temperatura 240-250 °c 240-250 °c
Tempo de residéncia na

3~6 h 15-120 min.
temperatura maxima
Vapor (% massa do 6leo) 5-15% 1-5%

Fonte: RUSSEL (1996)

O tratamento térmico envolvido na desodorizacdo é
drastico o suficiente para degradar pigmentos termolabeis,
como os carotendides, acarretando um branqueamento térmico do
6leo. A Tabela 4 apresenta a composigdo média do éleo de soja
bruto em comparagdo ao &éleo de soja refinado, onde se pode

observar as alteragdes promovidas pelo processo de refino.

0 processo de desodorizacédo é avaliado pelas
caracteristicas apresentadas pelo éleo. Na Tabela 5 estio
apresentadas as especificagbes para o 6leo de soja refinado

estabelecidas pelo National Soybean Processors Association.



Tabela 4: Composigdo média do 6leo de soja bruto e refinado.

Componentes (%) Oleo Bruto Oleo Refinado
Triglicerideos 95-97 Minimo 99
Matéria insaponificavel 1,6 a,3
Esteréis 0,33 0,13
Tocoferdis 0,15-0,21 0,11-0,18
Hidrocarbonetos 0,014 0,01
Acidos graxos livres 0,3-0,7 0,05
Ferro (ppm) 1-3 0,1-0,3
Cobre (ppm) 0,03-0,05 0,02-0,04

Fonte: SALUNKHE,1992.

Tabela 5: EspecificagSes para o 6leo de soja refinado

estabelecidas pelo National Soybean Processors Association.

ATRIBUTOS VALORES
Cor LOVIBOND 20 amarelo / 2,0 vermelho méximo (cubeta 5 % ¥)
Acidos Graxos Livres maximo 0,05%
Teste de Frio minimo 5 % h a 0°C
Umidade e Volateis maximo 0,10%
Matéria Insaponificavel méximo 1,5%
indice de Peréxido maximo 2,0
Estabilidade minimo de 8 h p/ indice de per6xido =35 meq/Kg

Fonte: GUNSTONE, 1983.
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A recuperagdo dos destilados da desodorizacdo é necessaria
para o controle da poluigdo e também por serem fontes de
esterdis e tocoferdéis que podem ser extraidos para a producdo

de concentrados (GUTFINGER e LETAN, 1974b; KEHSE, 1976) .

Varios sdo os sistemas empregados para a recuperacdo do
destilado, todos eles tendo como objetivo economizar energia e
maximizar a eficiéncia da recuperagdo. De um modo geral, o
destilado é comprimido por um termocompressor a 50-60 mm Hg de
modo a facilitar sua condensacgdo, passando a seguir por uma ou
mais torres de resfriamento podendo ser resfriado com &gua ou
mesmo com © destilado ja& condensado. A eficiéncia de
recuperagdao pode chegar a 98% de tocoferdis e 95% de esterdis,
dependendo do sistema usado (GUTCHO, 1979; WOERFEL,1981).

2.3 - Composigao do Destilado da Desodorizagio do Oleo de Soja

0 destilado da desodorizacdo do 6leo de soja,
comercialmente denominado DDOS, ¢é formado por uma mistura

complexa de compostos como podemos observar pela Tabela 6.

As diferengas observadas na composicd3o do DDOS ocorrem
devido aos diversos sistemas empregados para a desodorizacdo e
variagdes nos parametros do processo e sistemas utilizados na
recuperagao do destilado. Na desodorizacgdo, gotas de dleo sido
arrastadas pelo vapor de saida havendo uma ©perda de

triglicerideos da ordem de 0,6% (DUDROW, 1983; GAVIN,1981).

Os tocoferdis sd@o o grupo de compostos de maior interesse
para este estudo, sua concentragdo no DDOS varia de cerca de 7
a 15% , dependendo das condig¢des em que a desodorizacdo foi

realizada.
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Tabela 6: Caracteristicas e composig¢des do DDOS.

CARACTERISTICAS VALORES
A B C D E F
Peso Especifico (g/ml) 09116 _ _ _ _ _
Solidos Totais (%) 9526 = it A £ B
Acidez (g jcido oleico/100g ) 3709 48 _ _ _ | S04
Indice de Saponificacio 1940 1202 i g 3 1
(mg xou/g )
Acidos graxos totais (%) 813-6550 _ 60,0-62,1 _ _ 508
Acidos graxos livres (%) 3709 443 360 7| BO| _
Matéria insaponificavel (%) 26,10-3646 |1 _ _ _ 237
Tocoferéis Totais (%) 850 274 | 76-87 | 24| 145 | _
a—Tocoferol (%) 114 068 10-11 24 _ _
p—Tocoferol (%) ot 0,18 02-04 - - =
06— Tocoferol (%) 275 473 20-24 25 _ _
y —Tocoferol (%) 462 716 42-50 7 - ¥
Esterois Totais (%) 1705 11,39 _ 186 | 145 | 80
Campesterol (%) 417 213 i = ol £
Estigmasterol (%) 355 388 _ _ _ _
B -Sistosterol (%) 9,33 538 - ¥ 22 it
Triglicerideos (%) _ _ 40 _ 167 | 172
Diglicerideos (%) = L = _ | 162 =
Monoglicerideos (%) - s - s 51 2o
Hidrocarbonetos (%) 44 e 3541 | _ - | s

Fontes: @) Axgusto (1988), (B) Ramemrthd e Moandy (1998), (C) Contreras e Barata (1984) ,
(D) Voexrfel (1981), (E) Shesbar e Neamen (1987), (F) Ruiz-Madez et al. (1995).
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O teor original de tocoferéis do éleo bruto é reduzido
gradualmente no decorrer das etapas de refino. De acordo com
a literatura consultada, o valor das perdas, expresso em
tocoferéis totais, varia muito. Por outro lado, a maioria dos
autores concordam que o processo de refino ndo altera
significativamente a relacdo entre a concentragdo dos
isémeros (Tabela 7).

GUTFINGER e LETAN (1974a) estudaram a variacdo do teor
de tocoferdis totais durante as diversas etapas do refino de
6leo de soja e obtiveram os seguintes valores médios em Hg de
tocoferdis totais por grama de &leo: bruto,1132; degomado,
1116; neutralizado, 977; branqueado, 863 e desodorizado 726.
Os mesmos autores avaliaram a concentragdo dos isdmeros dos

tocoferdis no 6leo bruto original e no éleo refinado.

HARRIS (1962) relata que o 6leo de soja bruto possui
1590ug de tocoferdis por grama de bleo. Apds a hidrogenacao
este valor cai para 1515pg de tocoferdis/g e finalmente o

6leo desodorizado apresenta 995 ug de tocoferdis/g de bleo.

Segundo SWERN (1964a) a perda de tocoferdéis durante o
processo de refino para obtengcdo do &élec comestivel é da
ordem de 6% do teor de tocoferdéis total, ocorrendo
principalmente nas etapas de refino alcalino e branqueamento.
Na etapa de desodorizacdo as perdas dependem das condicdes do
processo como temperatura e vacuo, podendo ser alta o
suficiente para haver necessidade de reincorporacdo de

tocoferdis ao dleo refinado

CONTRERAS (1984) estimou que para cada tonelada de éleo
desodorizado pode-se obter de 1 a 2 Kg de DDOS, com um

rendimento de 0,1 a 0,3 Kg de tocoferéis, baseando-se na
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perda média de tocofercl durante a desodorizagdo de 11 a 22
mg/100g e uma porcentagem média de tocoferol no DDOS de

apenas 6,68%.

Tabela 7: Teor de tocoferdis em dleo de soja em diversas etapas do refino.

OLEO DE SOJA

TOCOFEROIS
Bruto Refinado 2 Branqueado® Desodorizado P
Totais (ug/gbleo)  1129-1452 726-773 845,9 760,4
a (%) 7,0-11,0 8,2-12,4 6,25 5,75
y (%) 65,2-69,9 62,0-65,0 48,86 44,06
3 (%) 28,6-21,3 25,6-29,7 29,47 26,23

Fontes: a-GUTFINGER E LETAN (1974a) , a-NOGALA-RALUCKA et al. (1993)

Os éacidos graxos representam outra classe de compostos
presentes no DDOS que segundo NOGALA-KALUCKA et al. (1993),
faz-se necessario analisar sua interdependéncia qualitativa e
guantitativa em relagdaoc aos tocoferdéis para se estabelecer um

método adequado para o fracionamento destes compostos.

A composigcdo em acidos graxos do 6leo de soja bruto e do
DDOS encontra-se na Tabela 8, além dos compostos citados
também estdo presentes no DDOS, embora em concentracdo muito
baixa o0s seguintes &acidos graxos: CC8:0 , C1l0:0 e Cl1l4:0
(NOGALA-KALUCKA et al., 1993).

Os acidos graxos predominantes tanto no &éleo de soja
bruto, guanto no DDOS sdo, em ordem decrescente de
concentracao, o linoleico, e} oleico e o palmitico,
representando os principais compostos a serem separados do

DDOS para a obten¢do do concentrado de tocoferédis (AUGUSTO,1988).
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Tabela 8: CarposicGes em &cidos graxos totais do 6leo de soja bruto e do DIXS.

PORCENTAGEM

ACIDO GRAXO Oleo de Soja Bruto DDOS

A B C D
Laurico (12:0) - < 0,1 3,38 0,2
Miristico (14:0) 0,06 <0,5 0,78 0,2
Palmitico (16:0) 9.7 7,0 - 12,0 19,39 15,8
Estearico (18:0) 3,4 2,0 -5,0 4,82 3,5
Oleico (18:1) 26,1 19,0 - 30,0 21,95 18,0
Linoleico (18:2) 51,3 48,0 - 58,0 40,23 55,9
Linolénico (18:3) 8,4 8,3 - 8,8 55 5,7
Araquidico (20:0) - <1,0 tx 0,2
Eicosendico (20:1) 0,3 <1,0 7,56 -
Behénico  (22:0) 0,3 <0,5 _ 0,4
Linocérico (24:0) - 0,2

Fontes: (a) NOGALA-KALUCKA et al. (1993), (b) SWERN (1964c),
(c) AUGUSTO (1988), (d) RAMAMURTHI e McCURDY (1993).

A Tabela 9 apresenta algumas caracteristicas de
solubilidade de acidos graxos que est3o presentes no DDOS. Os
dados apresentados permitem fazer uma estimativa de como
estes acidos graxos se comportariam nos diversos processos de

extracdo apresentados no trabalho em discusséio.
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Tabela 9: Solubilidade dos &cidos graxos presentes no DDOS.

. OLUBILIDADE
ACIDO GRAXO TEMPERATURA S

(g/100g solvente)

(°c ) Hexano  Acetona Etanol (95%)  Metanol
-70 0 0,35 0 0,39
-50 3 33 4,5 33
Acido Linoleico -40 14,3 8,6 11,1 9,9
-30 53 272 42,5 48,1
-20 170 147 208 233
-10 990 1200 1150 1850
Hexano  Acetona Etanol Metanol
-60 0 0,061 0 0,03
-40 0,1 0,53 0,7 0,29
-30 1,2 1,4 22 0,86
Acido Oleico -20 9,1 5,11 9,5 4,02
-10 44,4 27,4 475 31,6
0 100 159 235 250
10 720 870 1470 B

Hexano  Acetona Etanol (99,4%)) Metanol

-30 0 0,04 0 .
-20 0 0,1 0 -
Acido Palmitico -10 0 0,27 0 -
0 0 0,66 1,9 -
10 0,5 1,94 32 :
20 3,1 5,38 72 =
-20 0 0,005 0 0,011
-10 0 0,023 0 0,031
Acido Estearico 0 0 0,21/0,11 0,42 0,09
10 0 0,8/0,54 1,09 0,26
20 0,5 1,54 2,25 0,1

Fonte: Fatty Acid Data Book, 1987.




Os esterdis sdo compostos que também estdo presentes no
DDOS e para o tecnologista tem pouca importdncia devido ao
fato de serem relativamente inertes, e de pouco contribuir
com alguma propriedade caracteristica dos &leos. Entretanto,
sua extracdo do o6leo apresenta grande interesse para a
indastria farmacéutica devido a ser material fonte para a

sintese de horménios sexuais e vitamina D (SWERN 1964c).

Segundo © mesmo autor, a recuperagdo dos esterdis pode
ser realizada na matéria insaponificdvel do DDOS empregando-
se cristalizagdo fracionada. Os esterdis ocorrem nos &leos
tanto na forma livre, quanto como ésteres dos acidos graxos e

também na forma de glicosideos.

O refino alcalino dos &leos remove uma porcdo destes
esterdis. Outra parte é apreciavelmente removida na etapa
de desodorizagdo, constituindo-se, entdo, o DDOS outra
fonte apreciavel de esteréis, cuja concentragdo é igual ou
cerca de quase o dobro das dos tocoferdéis. Assim sendo, os
esterdis, depois dos &cidos graxos, ocupam o segundo lugar
em prioridade de remocdo para obtencdo de um concentrado de
tocoferdis (AUGUSTO, 1988).

Os esterdis de O&6leos vegetais apresentam-se na forma
de misturas, sendo que no caso do ©6éleo de soja o
B-sitosterol predomina, estando também presentes e}
campestercl e o estigmasterol perfazendo cerca de 0,42% da
composicdo do ¢éleo Dbruto (SWERN, 1964c) . A Figura 1
apresenta a estrutura quimica dos principais esterédis

presentes no ¢leo de scoja e no DDOS.

Com relacdo a matéria insaponificdvel do éleo bruto, a
fracdo de esterdis corresponde a 60%. Dentre os esterdis,
20% sdo campesterol, 20% estigmastercl, 53% P-sitosterol e

17



i ; 5
os 7% restantes equivalem a uma mistura e A -avenasterol e

A'-estigmastenol (SWERN,1964c).

\J/«\1_~< Estigmasterol

CH;
I ! C?H5
CHj;
HsC | CH;
CHJ [ ~ B-Sitosterol
///\\J/n\\ CH3
cHy ||

o
HOW

Campesterol

HO

Fonte: STECHER (1968).

Figura 1l: Estrutura quimica dos principais esterdis presentes

no 6leoc de soja e no DDOS.
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Na matéria insaponificével do 6leo bruto de soja também
encontra-se outra classe de compostos denominada &lcoois
triterpénicos, que consistem de compostos com estrutura de
cinco anéis de ciclohexanos condensados contendo 30 atomos de

carbono. Os 4&alcoois triterpénicos correspondem a 14% da

matéria insaponificdvel estando presentes a P-amirina, o

cicloartenol, o 24-metileno cicloartenol e o ciclobranol
(SWERN, 1%64c) .

O mesmo autor cita que os hidrocarbonetos representam
outra classe de compostos orgdnicos encontrados na matéria
insaponificavel do 6éleo de soja bruto, sendo o esqualeno
(C30Hsp), o mais importante, um hidrocarboneto altamente
insaturado. Embora sua estrutura assemelhe-se a de um
carotendide, o composto ndc apresenta cor devido a fato de
suas ligagdes duplas ndo serem conjugadas. Esta classe de
compostos representa de 5 a 22mg/100g do 6leo de soja e é
concentrada na etapa da desodorizacdo do 6leo, guando sdo

removidos juntos com outros compostos volateis.

O DDOS contém cerca de 8,8% de hidrocarbonetos, sendo
esta mistura composta por 50% de esqualeno, 4,2% de compostos
com 29 a 31 atomos de carbono e o restante correspondendo a
compostos com numero de carbonos inferior a 29 e superior a

31 (EVANS et al., 1964).
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2.4 - Tocoferois

A wvitamina E foi descoberta em 1922 por Evans e
Bishop, que demonstraram gque uma dieta deficiente em certos
lipideos resultava em infertilidade em ratos. Entéo
caraterizaram e denominaram como vitamina E esta classe de
compostos lipossoliveis englobando 4 isémeros tocoferdis e

4 islmeros tocotriendis (MACHLIN,1982).

Os tocoferdéis encontrados na natureza pertencem a dois
grupos distintos de compostos, os pertencentes ao grupo dos
tocoferdis possuem uma cadeia lateral do fitol e o grupo
dos tocotriendis possuem estrutura similar com dupla

ligagdo nos carbonos 3’, 7’ e 11’ na cadeia lateral
(RUTSKY,1973Y} .

Os tocoferdis e tocotriendis ocorrem = Como uma
variedade de isdmeros que diferem em nUmero e localizacdo
do grupo metila no anel cromanol como apresentado nas

Figuras 2 e 3. (TOMASSI e SILANO,1986).

A configuracdo do a-tocoferol natural, designado
(d) —a-tocoferol é 2R, 4R’ e B8R ( RRR-G-tocoferol ), o

a-tocoferol sintético ¢é denominado (d,1l)-a-tocoferol

(MACHLIN, 1980 e 1982).

A nomenclatura sugerida pela IUPAC-IUB Comission on
Biochemical Nomenclature e atualmente usada para
tocoferdis e tocotriendéis estd apresentada na Tabela 10
(DESATI, 1981).
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HO CHa

CHa CHs
CHs
CHs,
HO CHs CHs CHs
CH;
0 CH3
CHj
HO
CH H
CHs 3 CHjy CHj
CHs
HO CH3 CHa CHa
CH3
Q CHs
CHs

Fonte: TOMASSTI e SILANO (1986)

Figura 2: Estrutura quimica dos tocoferéis.
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Onde:

a-Tocotrienol :R1 = R2 = R3 = CH3
B-Tocotrienol :R1 = R3 = CH3, R2 = H
Y-Tocotrienol : R1 = H2, R2 = R3 = C(CH3
6-Tocotrienol :R1 = R2 = H, R3 = CH3

Fonte: TOMASSI e SILANO (1986)

Figura 3: Estrutura quimica dos tocotrienédis.

Os quatro tocoferdéis e os quatro tocotriendis foram
descobertos em plantas e produtos vegetais, estando os
tocoferdis presentes em maior abundéncia que os
tocotriendis. Ainda ndo estd elucidado o porque da
auséncia de tocotriendis em alguns tecidos e a
predomindncia do d-tocoferol ou o B e Y tocoferol em

outros tecidos (WHITTLE et al.,1966; SLOVER 1971).
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Tabela 10: Nomenclatura de compostos tocoferdis 2

tocotriendis que ocorrem na natureza.

Nome Comum Designacio Estereoquimica Abreviatura
a-tocoferol 5,7,8-trimetiltocol a-T
B-tocoferol 5,8-dimetiltocol B-T
v-tocoferol 7,8-dimetiltocol y-T
d-tocoferol 8-metiltocol 5-T
a-tocotrienol 5,7,8-trimetiltocotrienol o-T3
B-tocotrienol 5,8-dimetiltocotrienol B-T3
y-tocotrienol 7,8-dimetiltocotrienol y-T3
d-tocotrienol 8-metiltocotrienol 5-T3

Fonte: DESAI (1980)

2.4.1 - Propriedades Fisico-Quimicas e Estabilidade dos Tocoferois

Os tocoferdis apresentam-se na forma de um bleo
viscoso a temperatura ambiente. S&o insoludveis em 4&gqua,
soluveis em O6leos e em diversos solventes de lipideos tais
como acetona, &lcoois, clorofdrmio, éter, benzeno e hexano
(BALL,1988) .

Apresentam os seguintes pontos de fusdo: oa-tocoferol,
2,5°C a 3,5°C; acetato de a-tocoferol, 26,5°C a 27,5°C,
succinato de a-tocoferol, 76°C a 77°C e y-tocoferol, -3°C a

-2°C (KOFLER et al. 1962).

A rotagcdao oOtica dos tocoferdis naturais é de pequena
magnitude e dependente da natureza do solvente. O o-tocoferol

possuil poder rotatério de 0,32 em etanol a 25 °C (MACHLIN, 1980).
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O espectro na regido do ultra violeta apresenta absorcéo
méxima entre 292 a 298 nm em etanol. A acilagdo do grupo
hidroxila fendlico desloca a absorgéo maxima para
comprimentos de onda menores de 276 a 285 nm. Na regido do

infra vermelho o espectro mostra vibragcdo de estiramento

comum do grupo -OH (2,8 a 3,0 M m) (SEBRELL e HARRIS, 1972).

Os tocoferdis sdo lentamente oxidados pelo oxigénio
atmosférico. Por outro lado esta oxidacdo é acelerada com
exposigcdo a luz (radiacdo UV), calor e A&lcali e na

presenga de sais de ferro e cobre. Na auséncia de
oxigénio sao estaveis ao calor até 200°C e n3o sao

afetados por acido sulfirico e cloridrico até 100°C. Os

ésteres derivados dos tocoferdéis como o acetato de

a-tocoferol e succinato de oa-tocoferol apresentam maior
estabilidade em relacdo ao oxigénio, ions metalicos, luz
e calor, sendo portanto esta a forma de maior interesse

comercial (AMES,1972 e MACHLIN,1982).

2.4.2 - Funcéo Antioxidante dos Tocoferéis

Os tocoferdis possuem aplicagao tecnoldgica em
alimentos como antioxidantes naturais. Embora eficazes, os
antioxidantes sintéticos ndo s&o universalmente aceitos
devido ao fato de sua seguranca nido estar totalmente

comprovada (SCHULER, 1990).

Os aditivos naturais para alimentos, incluindo os
antioxidantes, de um modo geral, sdoc os mais preferidos
pelos consumidores, pois os mesmos, geralmente associam
produtos naturais ao baixo risco de toxidez em comparacéo

aos sintéticos. A Tabela 11 resume as principais wvantagens
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e desvantagens do uso de antioxidantes naturais em relacio

aos antioxidantes sintéticos (VALENZUELA e NIETO, 1996)

Tabela 1l1l: Vantagens e desvantagens do uso de antioxidantes

naturais em relacdo aos antioxidantes sintéticos.

Antioxidantes Sintéticos Antioxidantes Naturais
Baixo custo Alto custo

Amplo espectro de uso Uso mais restrito

Atividade de média a alta Ampla faixa de atividade
Maiores cuidados sobre a seguranca de uso Considerados como inécuos
Baixa solubilidade em dgua Amplo espectro de solubilidade
Decréscimo de interesse Aumento de interesse

Fonte: VALENZUELA e NIETO, 1996

A lista de antioxidantes permitidos em alimentos é
pequena se comparada a outra classe de aditivos e esta
sujeita a modificagdes com a conclusdo de diversos estudos
toxicoldégicos (SCHULER, 1980).

A rancidez oxidativa desenvolve-se em alimentos que
contém &leos ou gorduras e ocorre gquando o oxigénio
atmosférico reage com a fracdo insaturada dos &cidos
graxos para formar ©perdxidos, hidroperdéxidos e que
finalmente se degradam formando compostos carbonilicos.
Os produtos da reagdao como o0s aldeidos, &cidos, cetonas e
dlcooils conferem odor e sabor desagradiveis ao alimento e
dependendo de sua intensidade, tornam-no inaceitavel ao
consumo (WITTING, 19875).

Os tocoferdéis possuem um grupo hidroxila fenédlico
essencial para sua agdo antioxidante, gque basicamente
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consiste em interromper a reacdo em cadeia dos radicais
livres pela doagdo de um &tomo de hidrogénio ao radical
hidroperéxido. O radical resultante derivado do tocoferol é
relativamente estavel e cessa a reacdo em cadeia. Do mesmo
modo, os tocotriendis tém atividade antioxidante similares

aos respectivos tocoferdis (CLARK et al., 1990).

O a-tocofercl apresenta atividade antioxidante, mas os

isdmeros Y e & sdo mais eficazes. O concentrado de
tocoferdis mais apropriado para a acdo antioxidante deve
conter a soma de 8 e ¥ tocoferocl superior a 80% da

concentracdo de tocoferdis totais segundo DOUGHERTY (1988).

A atividade antioxidante dos tocoferdis apresenta a

seguinte sequéncia : 6-T > y-T > PB-T > @«-T , sendo

inversa a atividade vitaminica de acordo com SHERWIN (1976).

A temperatura e luminosidade podem influenciar a ordem
da atividade antioxidante para os diferentes tocoferdis.
BURGEOIS (1981), cita que em niveis de 200 ppm ocorre a

seguinte ordem de acdo antioxidante:

o >7vY > B>3 na faixa de 20 a 60°C

8 >y >a>pP na faixa de 80 a 120°C

A atividade antioxidante dos tocoferédis depende muito do
alimento ao qual é adicionado, da concentracdo wusada, da
presenca e disponibilidade de oxigénio e metais pesados e

também da presengca de diversos agentes sinérgicos (VALENZUELA e
NIETO, 1996).

Segundo os mesmos autores, o &cido citrico e o EDTA

atuam como agente quelante de metais, que presentes, mesmo em
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tragcos, agiriam como catalisadores da reacdo oxidativa. O
acido ascérbico, palmitato de ascorbila e extrato de alecrim
por sua vez, regeneram o0 tocoferol revertendo-o da forma

oxidada para a forma reduzida

Tem sido observado que a atividade antioxidante de
alguns compostos fendélicos ndo aumenta linearmente com o
aumento da concentracgdo do composto e a valores altos exercem

acdo prédé-oxidante (SCHULER, 1990).

Os tocoferdis em concentracdes elevadas e na presencga de
sais de ferro ou cobre, formam um radical hidroperéxido que

atua como um agente pré-oxidante. Este efeito é observado até
em baixas concentra¢des de a-tocoferol, o que ndo ocorre com
os 1isémeros Y-tocoferol e d&-tocoferol na faixa usual de

concentragdo empregada nos alimentos. Isto indica que para

efeito de agdo antioxidante em alimentos deve-se empregar o

Y-tocoferol e O&-tocoferol, e a concentracdo de a-tocoferol
deve estar na faixa de 50 a 500 mg/Kg. Assim, os concentrados
naturais de vitamina E devem ser preferencialmente escolhidos

em relagdo aos concentrados sintéticos que possuem alto teor

de a-tocoferol (VALENZUELA e NIETO, 1996).

2.4.3 - Aplicagoes dos Tocoferéis em Alimentos

Diversos foram os estudos realizados para avaliar a
acdo antioxidante dos tocoferdéis em alimentos e determinar

os paradmetros para sua aplicacédo eficiente.

Um concentrado com 80% de tocoferdis totais, composto

por 9,3% de a-tocoferol, 55,6% de Y-tocoferol e 31,5% de

0-tocoferol, foi aplicado na proporcido de 0,02% (m/m)
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durante a salga em salmdo. O concentrado de tocoferdis
apresentou boa eficiéncia na manutencdo da estabilidade
oxidativa do produto, porém, em nivel inferior a uma
mistura dos antioxidantes sintéticos, butil hidroxi anisol
(BHA) e butil hidroxi tolueno (BHT), aplicada na mesma
concentragao (TOYAMA e SHIMAZY , 1973).

Estudos realizados com batatas fritas, massas
alimenticias e “cream crackers” demonstraram que a adicéo
de 200 ppm de tocoferdis ¢é suficiente para manter a
estabilidade destes alimentos durante seu periodo de

comercializagdo (DOUGHERTY, 1988).

DUXBURY (1988), descreve a avaliacgao do efeito
antioxidante em embutidos contendo carne suina de uma
mistura de tocoferéis e palmitato de ascorbila empregada na
concentracdao de 0,1% em relagdo & matéria graxa do
alimento. Observaram uma eficiente inibicdo da oxidacao,
similar ao uso de uma combinagdo de BHA/BHT a 0,02% em

relagdo a matéria graxa.

SIX (1994), relata dados sobre a avaliacdo de um produto
comercial preparado a base de concentrado de tocoferol (35%)

e extrato natural de alecrim dispersos em 6lec. A mistura de

a-tocoferol e extrato de alecrim (0,05%+0,02%) apresentou
elevado poder antioxidante em &éleo de sardinha, assim como,
na sua carne triturada e congelada. O produto retardou a
oxidagdo em 5 dias em comparacdo ao uso isolado de ambos

compostos.

O mesmo autor relata que o uso de tocoferol em conjunto
com &cido citrico e pentapolifosfatc de sédio em 6leos para
fritura, como palma e canola, dobrou a estabilidade oxidativa

destes Oleos. Também exercem acdo sinérgica sobre os
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tocoferdis, o palmitato de ascorbila e alguns fosfolipideos,
gue apresentaram atividade antioxidante superior ao BHA e BHT
em gordura vegetal e animal , molhos para salada e recheios

com chocolate.

O efeito antioxidante de tocoferdéis em &éleos durante o
aquecimento por micro ondas foi estudado por YOSHIDA et al.
(1993). Relataram que a concentracdo oO6tima dos diversos
isémeros, para aumentar a estabilidade oxidativa do 6leo, foi a

seguinte: 100 ppm para a , 150 a 200 ppm para o Y e 500 ppm

para o O-tocoferol. Também verificaram que concentragdes acima

de 500ppm ndo resultaram em aumento da acdo antioxidante.

CLARCK e colaboradores (1990) pesquisaram a acgéo

anticaxidante de um concentrado comercial de tocoferdis
contendo 9% de oa-tocoferol, 1% de P-tocoferol, 45% de Y-

tocoferol e 15% de d-tocoferol em gorduras de diversas fontes
como O0leo de peixe (menhaden), suinos e frango. A estabilidade
destas gorduras aumentou em cinco a dez vezes, atingindo o

valor maximo com um teor de 1000 pmm de tocoferdis.

SHUKUYUKI (1992), cita em sua patente, o emprego de
tocoferdéis naturais para evitar alteracdo de cor em carnes
vermelhas apds descongelamento. Um preparado contendo de 1 a
20% de tocoferdis dissolvido em 6leo comestivel ou aplicado nos
cortes de carne na forma de “spray” contendo CO; ou N; e seguido
de congelamento com ar forgado. O produto foi mantide congelado
a =-30°C por 15 dias e apds descongelado manteve sua cor

original durante 4 dias.

LAERMER e ZAMBETTI (1992) estudaram o uso de oO-tocoferol

como estabilizante de polimeros para embalagens de alimentos.

Relataram que o emprego de a-tocoferol apresenta uma série de
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vantagens como bom estabilizante a ser usado no
processamento, bom efeito sinérgico com outros aditivos,

excelente estabilizante de cor, baixa perda com emprego de

temperaturas até 300°C, baixa taxa de migracdo para o

alimento além de ter status GRAS.

ORFAN et al. (1993), em patente americana, descrevem o

uso como agente antioxidante de concentrado de tocoferédis
contendo 7 a 20% de a-tocoferol , até 3% de P-tocoferol, 18 a

32% de d-tocoferol e 45 a 75% de Y-tocoferol. Este
concentrado foi adicionado diretamente a base de gomas de

mascar visando aumentar sua estabilidade

Os tocoferdis naturais, produzidos comercialmente, tém
aplicagdo tecnolégica em gorduras animais, &leos vegetais,
pescados, alimentos desidratados, concentrados de
flavorizantes naturais, massas alimenticias, molhos para
saladas, batatas fritas, snacks e uma grande diversidade de
alimentos (SCHULER, 1990).

O mesmo autor cita que estes antioxidantes comerciais,

geralmente, s&o constituidos por all-rac-a-tocoferol puro,
por misturas dos diversos isémeros em diferentes propor¢des e
também na forma de misturas sinérgicas compostas por
tocoferdis, palmitato de ascorbila, fosfolipideos, &cido

citrico e outros.

Estes produtos podem apresentar-se também na forma
concentrada como uma mistura de Y e d-tocoferol, o
a-tocoferol também pode estar presente, porém em menor
porcentagem, como mostra a Tabela 12. A concentracido dos

tocoferdéis totais wvaria de 30 a 80%, o restante sendo

triglicerideos (SCHULER, 1990).
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Tabela 12: Composigdo de alguns concentrados de tocoferdis

atualmente comercializados.

CONCENTRADO DE TOCOFEROIS

COMPONENTES
COVIOX-T70* VITAMINE 4-50° VITAMINE 4-80 °

d—a~Tocoferol 9% 25% 53,7%
d-B-Tocoferol 1% 25% 13,5%
d-y-Tocoferol 45% A X
d-5—Tocoferol 15% _ _
Tocoferdis Totais 70% 50% 67,2%
Veiculo Oleo Oleo Oleo

Fontes: a-HENKEL; b-EASTMAN CHEMICAL COMPANY (1989 e 1992)

A dosagem normalmente empregada para atingir a agéo
antioxidante ideal ndo confere odor, cor e sabor estranho ao
produto final. Comc antioxidante os tocoferdis apresentam uma
certa vantagem com relagdo aos similares sintéticos com
relagdo a estabilidade ao calor, pois ndo sdo volateis ou
destilados pelo vapor nas condigdes normais de cozimento dos

alimentos.

2.4.4 - Metabolismo e Fungao da Vitamina E em Humanos

A vitamina E sofre poucas reag¢des metabdlicas apds sua
ingestdo, sendo absorvida e depositada nos tecidos na forma
esterificada. Quando administrada na forma de éster, esta
sofre hidrélise completa, pela enzima estearase, antes da
absorcdo da mucosa duodenal. Do intestino, a wvitamina E na
forma de alcool é transportada pelos capilares linfaticos e
circula pela linfa e sangue 1ligada a lipoproteinas, sendo

levada a todos os tecidos do organismo (MACHLIN, 1980).
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Esta vitamina encontra-se distribuida praticamente por
todo organismo, estando presente em maior concentracdo nas

fragdes celulares mais ricas em lipideos, como o tecido adiposo

e adrenal, gque «contém 150 e 132ug/g de d-o-Tocoferol
respectivamente (MACHLIN, 1980).

O mecanismo de agdo desta vitamina no organismo humano nio
estd totalmente elucidado e h& varias teorias para explicé-lo
sendo a mais aceita a teoria antioxidante, onde a vitamina E
atua como aceptor de radicais livres na protecdoc das membranas

celulares contra a peroxidagdo lipidica (WITTING,1974).

Os radicais 1livres s3o formados continuamente no uso
normal do oxigénio pelo organismo como na respiracéo.
Geralmente ha um equilibrio natural entre o teor de radicais
livres formados no organismo e o teor de antioxidantes para
protegé-lo contra sua agdo. Os agentes poluentes do ar
ambiente, fumag¢a de cigarro, radiacédes diversas, agrotdéxicos
e drogas variadas originam radicais livres no organismo
humano (JACOB,1994).

A oxidagdo dos &cidos graxos polinsaturados das membranas
celulares, altera a sua estrutura e funcdo, além do material
genético e enzimas diversas presentes no citoplasma. Como
consequéncia surgem uma série de enfermidades ou sindromes
degenerativas tais como: artrites, cancer, isquemia, disfuncéao
pulmonar e renal, aterosclerosis, esclerose miltipla, diabetes,
mal de Parkinson’s, além do envelhecimento precoce do

organismo, de um modo geral (HORWITT,1960 e 1962).

Uma grande gama de rea¢des promove a defesa do organismo
contra a acgao deletérea dos radicais livres. Antioxidantes de
vital importéncia sdo continuamente sintetizados pelo organismo

como NADPH e glutationa. Certos micronutrientes, comoc o &acido
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ascérbico, agem como sequestradores dos oxi-radicais em meio
aquoso como © plasma sanguineo e fluido intracelular. A
vitamina E e a coenzima Q, exercem funcdoc antioxidante na fase
lipidica. A reagdo pareada apresentada na Figura 4 esclarece o
efeito sinérgico do acido ascérbico na acdo antioxidante dos
tocoferdéis (JACOB,1994).

BOGUTH (1969) enfatiza gque a vitamina E é considerada o
principal antioxidante do organismo, fundamentalmente para os
tecidos com alto teor de &cidos graxos polinsaturados (cérebro
e sistema nervoso central) e naqueles onde ha& intenso contato

com o oxigénio (pulmdbes).

GSSG 2GSH
Ho\,"iijo e ~ O\B\i"’z
HO OH 2+ 0 0'
Ascorbic acid 2 N Dehydroascorbic acid
K)Ij( = @1
Tocopherol Tocopheroxyl
? Ascorbyl A.scorbatc radical
radical
Onde: GSSG - glutationa oxidada

GSH - glutationa reduzida
LOO™ -= radical livre

LOOH - lipideo
Fonte: (JACOB,1994).
Figura 4: Esquema da reagdao de oxi-redugdo do 4&cido

ascoérbico e tocoferol.
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2.4.5 - Aspectos Nutricionais e da Legislagdo

A vitamina E s6 foi mundialmente considerada um
nutriente essencial para os humanos em 1966. Sua “ingestédo
diaria recomendada” (IDR) foli primeiramente estabelecida em
1968, como mostra a Tabela 13, sendo reavaliada e atualizada

posteriormente (MACHLIN,1980).

A vitamina E natural (RRR-a-tocoferol ou d-0-tocoferol),
derivada dos &6leos vegetais constitui-se em um Udnico
estereoisdmero. O composto sintético (all-rac-a-tocoferol ou
d,l-a - tocoferol), por sua vez, ¢é uma mistura de oito
estereoisdmeros, de dificil separagdo, apenas um deles sendo
o d-a-tocoferol. Os isOmeros remanescentes por possuirem
diferente configuragdo molecular apresentam menor atividade
biolégica. A Tabela 14 apresenta a atividade bioldégica dos
diversos tocoferdéis (HORWITT,1976).

Tabela 13: Histérico da IDR de vitamina E estabelecida pela
NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES dos EUA.

ANO DE PUBLICAGAO i
Mulheres * Homens *
1968 25 UI 30 UI
1974 12 UI 15 UI
1980 8 mg TE 10 mg TE
1989 8 mg TE 10 mg TE

* acima de 18 anos

TE - lmg de equivalente a-tocoferol = 1lmg de d-a-tocoferol
UI — 1 Unidade Internacional de wvitamina E = lmg de

d-l-a-tocoferil acetato.

Fonte: MACHLIN, 1980
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Diversos estudos demonstraram a poténcia bioldégica mais
elevada das formas naturais de vitamina E. As heméacias,
plasma sanguineo, pulmdes e cérebro apresentam retencdo maior

das formas naturais de vitamina E, preferencialmente da

espécie d-a-tocoferol (LANDVICK,1992).

Segundo a NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES dos EUA (1989), a
recomendacgdo feita para a ingestdo didria varia com o sexo,

idade e peso corporal , estando apresentada na Tabela 14.

Tabela 14: Atividade biolégica dos diversos tocoferdis.

TOCOFEROIS ATIVIDADE (Ulmg)
d,l-a-tocoferol acetato 1,00
d,l-a-tocoferol 1,10
d-a~-tocoferol acetato 1,40
d-a-tocoferol 1,49
l-a-tocoferol 0,50
d,1-B—tocoferol 0,30
d,l-y-tocoferol 0,15
d,1-d-tocoferol 0,01
d- & - tocoferol 0,05

Fonte: HORWITT (1976) e VALENZUELA e NIETO (1996).

O U.S. Department of Agriculture’s Food Safety e o FDA
regulamentam o teor de tocoferdis a ser usado em alimentos. Em
setembro de 1993, entrou em vigor, a regulamentacdo para o
limite méximo de aplicagcdo em 300ppm de tocoferdis naturais,

baseado no conteudo de matéria graxa do alimento (USDA, 1993).
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Tabela 15: 1Ingestdo didria recomendada de vitamina E

estabelecida pela NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES dos EUA.

IDADE PESO VITAMINA E
CATEGORIA
(anos) (Kg) (U1 / dia)
0 -0,5 3 4,5
Bebés
0,5 -1,0 9 6,0
1 -3 13 9,0
Criancgas 4 - 6 20 10,5
7 - 10 28 10,5
11 - 14 45 15,0
Homens 15 ~ 18 66 25,0
18 + 70 15,0
11 - 14 46 12,0
Mulheres
15 + 55 12,0
Gestantes i = 15,0
Lactantes . = 8,0

Fonte: NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 1989.

Os tocoferbdis possuem “status” GRAS (generally
recognized as safe), 1isto ¢é, considerado como seguro,
permitindo o uso de altos teores do composto de origem
natural, com a finalidade de estender a wvida de
prateleira de alimentos ricos em gorduras, especialmente

as de origem animal.

Pela legislacgao brasileira os tocoferdis sdo
classificados como antioxidantes = o seu uso £
regulamentado pelo Ministério da Saude, conforme

apresentado na Tabela 16.
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Tabela 16: Lista de alimentos e limite maximo permitido para

uso de tocoferdis regulamentado pela legislacdo brasileira.

ALIMENTO LIMITE MAXIMO
(g/100g ou g/100ml)

Alimento a base de Cereais Processados 0,03*

Coco Ralado 0,03%*
Creme Vegetal 0,03

Gomas de Mascar 0,03%*
Leite de Coco 0,03
Margarina 0,03

Oleos e Gorduras 0,03
Produtos de Cacau 0,03

Sopas e Caldos 0,05

*Calculado sobre o teor de matéria graxa.

**Calculado sobre o peso da base gomosa.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE,1988.

2.5 -Métodos para Obtencgéo do Concentrado de Tocoferdis

RUBEL (1969) ressalta que o DDOS é constituido por uma
mistura complexa de compostos e que a separacgdo dos
tocoferdis requer o emprego de tratamentos quimicos e
fisicos. Assim sendo o autor, que realizou uma extensa
revisdo sobre o assunto, faz a seguinte classificacdo dos
principais métodos empregados para a extragcdo dos tocoferdis:
extracao fracionada, tratamentos quimicos, cromatografia e a

combinagcdo de varias técnicas.
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2.5.1 - Extracdo Fracionada

a) Extra¢ao Liquido-Liquido

De um modo geral os lipideos, incluindo os A&cidos
graxos, na temperatura acima de seu ponto de fusdo, sao
misciveis em todas as proporgdes com vVArios solventes
orgdnicos como hidrocarbonetos, ésteres, éteres, 4&lcoois,
cetonas e solventes clorados. A gordura e seus derivados séo
por sua vez completamente insoluveis em agua, exceto em casos

especiais (SWERN, 1964Db).

Segundo o mesmo autor, a extragdo liquido-liquido é
considerada uma técnica simples, versatil e ndo dispendiosa,
além de facilitar a analise das espécies extraidas, porém

requer uma grande gquantidade de solventes.

O emprego de grandes volumes de solventes, sua
recuperacgdo e as perdas a eles associadas devem ser avaliadas
economicamente. Além disto a seletividade dos solventes
comuns como o etanol, em relagdo aos acidos graxos livres,
esterdis, tocoferdis, mono, di e triglicerideos, é limitada.
Portanto, no caso do DDOS, que contém alta acidez, grandes
por¢gdes dos outros compostos presentes na mistura séo

arrastados juntamente com os &cidos graxos (HARTMAN,1971).

RUBEL (1969) descreveu um método para a extracdo de
tocoferdéis empregando extragdo 1liquido-ligquido em duas
etapas. Na primeira delas usava-se solventes polares e
apolares em uma determinada proporcdo de modo que uma fracdo
maior de acidos graxos e mono e diglicerideos fosse

dissolvida no solvente polar. Enquanto que a fase do solvente
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apolar, ou extrato, continha maior concentracédo de
tocoferdis, esterédis, ésteres de esterdis, di e
triglicerideos e hidrocarbonetos. Em uma segunda etapa, a
partir do extrato apolar, rico em tocoferéis, efetuou-se
outra extragdo de modo que os solventes e a proporcdaoc dos
mesmos fosse tal que os tocoferdis e esterdis fossem
extraidos pela fragdo polar e os compostos remanescentes

permanecessem no solvente apolar.

De um modo geral os 4&cidos graxos, mono, di e
triglicerideos, tocoferéis, esterébdis, sao soldveis, em
varias proporcgdes, tanto em solventes polares quanto
apolares. Deve-se levar em conta, também, que estes
solventes possuem um certo grau de miscibilidade entre si,
€ 0 que se deseja sdo duas fases imisciveis, que se separem
rapidamente e que em sua interface nao sejam formadas
emulsdes estaveis. Devido a isto, a escolha do solvente e
das proporgdes empregadas tem papel fundamental no sucesso

da partigdoc RUBEL (1969).

AUGUSTO (1988), citou que a particiao liquido-liquido
do DDOS entre hexana e etanol alcalino consistiu em uma
operacéo rapida e simples, pouco deteriorante dos
tocoferdis e de baixo custo, podendo ser realizada a
temperatura ambiente, portanto, consistindo em técnica
adequada para pré purificar a matéria-prima original

removendo quase totalmente os acidos graxos.

b) Cristalizagdo Fracionada

A cristalizacdo fracionada por resfriamento é considerada

um método eficiente em substituicdo a outras técnicas como a
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saponificacdo, pois evita a exposigdo dos tocoferdis a altas
temperaturas e &lcalis. Com excecdo da destilacdo molecular a
cristalizagdo é o procedimento mais adequado para a separacio

dos tocoferdis dos esterdis (ZANDI e McKAY,1976) .

A solubilidade dos lipideos e seus derivados em
solventes orgdnicos decresce com a redugdo da temperatura.
Uma vez que muitas gorduras e Aacidos graxos possuem
diferengas acentuadas em sua solubilidade, & temperatura na
qual determinado composto precipita ir& variar de substancia

para substdncia (SWERN, 1964b).

O fator mais agravante na obtencdo de uma separacio
eficiente é o efeito de intersolubilizacdo que os compostos
presentes na gordura apresentam. Assim o©s dados de
solubilidade para o composto puro pode ndo ser aplicado para
misturas destes. Mas mesmo assim os dados de solubilidade de
compostos puros em varios solventes a diversas temperaturas
sdo pré requisitos essenciais no delineamento de métodos de

separagbdes (ELVERS et al. 1993; SWERN, 1964b).

De um modo geral, a solubilidade de gorduras e seus
derivados em solventes orgdnicos diminui com o aumento da
cadeia carbdénica e aumenta com o aumento do numero de
ligagdes duplas. Assim h& suficiente diferenga entre a
solubilidade dos acidos graxos saturados e dos Acidos oleico,
linoleico e outros acidos graxos polinsaturados para permitir
uma separacéo eficiente empregando-se a cristalizacéo
fracionada. O principal uso desta técnica é no preparo de
acidos graxos puros, se a temperatura for baixa o suficiente,
até os acidos graxos polinsaturados podem cristalizar e serem

separados (SWERN, 1964b).
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As caracteristicas do processo de cristalizacdo fracionada,
tais como, solventes, proporgdo entre solvente e matéria
prima, tempo, temperatura e numero de etapas de extracio,
irdo depender do grau de impurezas da matéria prima. Esta
técnica, geralmente, sé traz resultados satisfatérios quando
empregada como uma etapa final da purificagdo, quando, por
exemplo, deseja-se separar os tocoferdis dos esterdis
(REICHARDT, 1990; RUBEL 1969).

Os é&cidos graxos podem ser removidos dissolvendo-se o
DDOS em solventes tais como, metanol, etanol, isopropanol,
hexano ou acetona, posteriormente resfriando-se a mistura a
-20°C ou temperatura inferior, por tempo suficiente para a
obtengdo do maior teor de precipitado possivel. A remocdo do
solvente, rico em tocoferéis, pode ser feita por filtracéo

desde que a mesma temperatura da cristalizacgdo (RUBEL, 1969).

Um outro método, descrito pelo mesmo autor, empregou uma
solugdo de metanol:&4gua (5 a 10% de &agua) a 4°C. A remocido
maxima de esterdéis foi obtida apés 24h, sendo a mistura

posteriormente filtrada, para a separacdo dos esterdis da

solugdo mde, rica em tocoferdis.

SHEABAR e NEEMAN (1987), empregaram extracdes sucessivas
por cristalizagdo do DDOS em hexano e acetona para a
separagdo de tocoferdéis e esterdis. O métode empregado
resultou em um concentrado contendo 35% de tocoferédis, para
tanto, necessitou de um grande volume de solventes,

especialmente acetona.
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c) Destilagao Molecular

A destilacdo molecular foi extensivamente desenvolvida e
considerada uma técnica pratica e eficiente. Este método de
separacdo ¢é baseado na diferenga de massa molecular dos
compostos a serem separados envolvendo a destilacdo a
pressdes da ordem de 0,001 mm Hg, com curta exposicdo a
temperatura de cerca de 210°C, condicdes nas quais os

tocoferdis ndo sdo degradados (MACHLIN, 1980).

Segundo o mesmo autor, este processo envolve equipamento
dispendioso para se obter as condig¢des de alto vacuo, consome
bastante tempo e o destilado resultante pode conter

contaminantes como carotendides e esterdis.

As vitaminas A, E e os esterdis sd3o produzidos
comercialmente empregando-se esta técnica gque consiste na
evaporagcdo da matéria-prima aquecida sob alto vacuo (107 a
107 mm de Hg de pressdo absoluta). As moléculas separadas séo
coletadas em um condensador situado préximo a superficie de

evaporacdo (MACHLIN 1980).

MARES (1987), em sua patente, descreve o processo para a
obtengcdo de um concentrade de tocoferdis com a seguinte
composicdo: 19 a 36% de a-tocoferol , 4 a 28% da mistura de P
e O-tocoferol , 1,5 a 13% de Yy-tocoferol r 9 a 13% de
fitosterdis e 4 a 6% de acidos graxos livres. O processo
empregado foli a destilacdo molecular em duas etapas seguida

de cristalizacdo a baixa temperatura em metanol.
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d) Extragdo Supercritica

O processo de extragcdo com fluidos supercriticos em
escala industrial teve inicio na década de 70 na Alemanha e
desde entdo tem apresentado importantes caracteristicas que o
destaca dos demais processos tais como: tecnologia limpa que
ndo deixa residuos; emprego de solventes ndo téxicos;
manutengdo das propriedades originais da matéria-prima;
extracdo de produtos de alta qualidade; maior eficadcia que os
processos convencionais; obten¢do de produtos finais com grau

de pureza superior (SUTTER et al., 1994).

Segundo o0s mesmos autores, esta técnica tem sido
atualmente utilizada para processos de extracédo nas
industrias farmacéutica e alimenticia também. Dentre as
vantagens apresentadas em relagdo aos processos convencionais
de extragdo como liquido-liquido, destilacdo molecular e
cromatografia de adsorgdoc uma das mais importante é a
separagcdo do solvente do material extraido sem deixar
residuos. Atualmente os defensores desta técnica afirmam gque

ela vira substituir a destilacdo molecular.

Algumas consideragdes foram feitas por FISHER (1989)
sobre as limitag¢des do uso da extracdo supercritica como alto
custo operacional devido ao uso de equipamento para a
manutencdo de alta pressdo além do conhecimento incompleto
sobre os fendmenos termodindmicos que ocorrem no processo.
Devido ao fator alto custo operacional faz-se necessario uma
analise da viabilidade econémica do processo principalmente

em funcdo do tipo de produto acabado que se deseja obter.
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O principio desta extracdo baseia-se no emprego de um
gas pressurizado (sub ou supercritico) como solvente, o
que resulta em altas taxas de transferéncia de massa
devido as propriedades favoraveis de transporte destes

fluidos (STUART et al., 1994).

Esta técnica que explora o alto poder de solubilizacéo
dos agentes de extragdo a temperaturas e pressdes préximo do
ponto critico destes, pode ser descrita em duas etapas. Na
primeira etapa denominada solubilizacdo, a matéria-prima &
colocada em contato com o solvente na pressdo e temperatura
préxima de seu ponto critico. Na etapa de precipitacgdo, o
agente extrator é separado do extrato por reducdo da pressao

ou outro meio fisico (CORREA et al., 1994).

Um dos solventes mais adequados para ser empregado nesta
técnica é o didéxido de carbono por ser atéxico e nio
inflamavel. Além disto apresenta-se inerte sob condicgdes
subcriticas/supercriticas e sua pressdo critica é moderada,
reduzindo assim, os custos. Outra caracteristica importante é
seu baixo ponto de ebulicdo, facilitando a separacio apés a
extracdo e evitando degradagdo térmica do produto acabado

(STUART et al., 1994).

Na década de 40, HICKMAN (1945) j& avaliava as vantagens
apresentadas pela extracdo com fluidos supercriticos. Porém,
enfatizava que a escassez de dados experimentais sobre o
equilibrio de fases de diversas substincias puras, assim como
de misturas, juntamente com as peculiaridades do processo que
ocorre a altas pressdes, dificultando o emprego de modelos
termodindmicos tradicionais, consistiria em wum fator de
entrave para a aplicacgédo comeréial deste processo a curto
prazo.
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Posteriormente, em uma patente americana, foi descrito
um método para extragdo de tocoferdéis do DDOS, com propano na
sua temperatura critica. A mistura DDOS e solvente, quando
aquecida até préximo de sua temperatura critica separava-se
em duas fases liquidas uma das quais continha os tocoferéis
na forma concentrada. Este método produziu um material com o
dobro da concentragdo de tocoferdéis que o DDOS empregado
(EMBREE e KUHRT, 1946).

OHGAKI e KATAYAMA (1986), em sua patente briténica,
descreveram um método para a extracdo de tocoferéis onde a
matéria prima foi posta em contato com o solvente, CO2, em
estado subcritico. A separacdo dos tocoferéis foi efetuada
por meio de agquecimento da mistura acima da sua temperatura

critica.

JOHNSON e FRITZ (1989), destacaram a extracdo com fluido
super critico dentre as técnicas de extracdo mais recentes.
Citaram que o didxido de carbono a temperaturas na faixa de 30 a
400°C e pressdo de 1000 a 50.000 psi poderia ser empregado no
fracionamento de acidos graxos. Os aspectos mais atraentes desta
tecnologia seriam a baixa temperatura empregada, podendo ser
aplicados a compostos termoldbeis e o fato do fluido ser o COg,

considerado um material ndo poluente.

Método semelhante foi estudado por LEE et al.(1991) para a
extracdo de tocoferéis do DDOS. Empregaram CO, na faixa de
temperatura de 35 a 70°C com pressdo de 200 a 400 bar, usando
método de batelada com um Unico estdgio. A concentracdo inicial
dos tocoferdéis de 13% subiu para 40%. Os autores ressaltaram a

necessidade do emprego de miltiplos estdgios em contracorrente
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para otimizar o processo de extragdo empregado.

ESPOSITO e PESSOA (1998) realizaram um estudo sobre a
solubilidade do a-tocoferol em diéxido de carbono supercritico

para suprir caréncia de dados sobre propriedades termodinimicas

de compostos de férmula complexa.

2.5.2 - Tratamentos Quimicos

a) Esterificacao

Este método emprega a reagdo de esterificacdo dos &cidos
graxos livres presentes no DDOS com metanol e sua posterior
remocdo por destilacdo. Geralmente, o catalizador empregado
para a esterificagdo é o &cido cloridrico. Os ésteres
metilicos dos acidos graxos possuem ponto de ebulicdo mais

baixo, facilitando sua remocdo (MARKLEY, 1968).

O mesmo autor mencionou que a mistura liquida resultante
desta reacgdo consiste em uma solucdo alcodlica contendo além
dos ésteres dos acidos graxos, glicerol, o acido empregado,
esterdis e tocoferdis. Apds sucessivas operacdes da lavagem
com agua, destilagdo e filtracdo, obtém-se um concentrado

rico em tocoferdis.

Em uma patente britédnica (POTTS, 1943 ), ha a descricéao
de um metodo no qual o autor submeteu o destilado da
desodorizacdo a esterificacdo com metanol ou etanol na
presenga de um catalisador esterificante. Os estéres formados
€ ©o0s compostos que ndo reagiram foram removidos por

destilagdo resultando em um concentrado de tocoferdis.
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McFARLANE e PARKER (1943), em patente canadense,
descreveram um método para a obtencdo de concentrado de
tocoferdis que consistia na dissolucdo do destilado da
desodorizagdo em éter de petréleo seguido do tratamento com
H2804 concentrado, onde o sobrenadante rico em tocoferéis foi
recuperado, lavado com uma solucd@o alcalina diluida seguido
da destilagcdo do solvente, obtendo-se um d&leo livre de

esterdis e rico em tocoferdis.

BAXTER e TAYLOR (1%944), citaram em sua patente que para
separar e recuperar o O-tocoferol dos outros isdémeros
empregaram inicialmente a esterificacdo dos tocoferdéis com
anidrido succinico, onde o outros isdmeros exceto o @, foram
esterificados. O a-tocoferol foi, entédo, separado por
tratamento com etanol diluido contendo KOH e éter de

petrdleo.

WILLGING (1986), em patente americana, relatou um método
para a purificagdo de tocoferdéis convertendo-o em éster de
boro, removendo as impurezas por destilacdo seguida da
hidrélise do éster. O produto resultante contendo 72% de
tocoferdis foi, entdo, aquecido com H3PO3z a 200°C por 2 horas
sob 2 a 3 mm de Hg. O produto obtido da reacdo foi destilado
e o residuo lavado com &agua por 30 minutos, originando um

concentrado com 96% de tocoferdis.

b) Processo com Uréia

A extracdo de tocoferdis por este método fundamenta-se

na formagdo de complexos de inclusd@o entre os &cidos graxos e
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a uréia, que se apresentam na forma de cristais, podendo ser

removidos da solugdo mde por filtracido ou decantacédo.

MAZA (1992), em patente americana, descreveu um método
de separacdo de tocoferdis do desodorizado empregando uréia.
O desodorizado contendo 89,2% de &acidos graxos livres, foi
aquecido na faixa de 55 a 60°C, e adicionado a uma solugdo de
uréia em metanol. Esta mistura foi aquecida a 60°C sob
agitacdo ocasional durante 16 horas, seguida de resfriamento
a 20-25°C, na qual foi feita a separagdao do complexo uréia-
dcido graxo presente na forma de cristais. A fase liquida
remanescente foi submetida ao mesmo tratamento originando uma

mistura rica em tocoferdis e esterdis.

SAMPATH (1986), descreveu em sua patente um processo
semelhante ao citado no pardgrafo anterior, a extracdo de
tocoferdis, realizando resfriamento a 0°C para a separacdo do
complexo com uréia. O ajuste do pH para 5,8 foi efetuado com
acido citrico e o solvente removido por destilagdo. O é6leo
remanescente foi solubilizado em CHCl3;, e os tocoferdis

extraidos originando um concentrado com 75% destes.

c) Saponificagdo

A reacdo mais simples que ocorre com um &cido graxo é
a neutralizacgdo para a formacdo de sais. A producdoc de um
sal metalico de &cido graxo consiste na substituicdo do
hidrogénio do grupo carboxila por um metal. Isto pode ser
efetuado de diversos modos como a acao de uma base
(hidréxido ou 6xido) sobre o &acido graxo ou saponificacéo
de glicerideos ou outros ésteres de &cido graxo com uma
base ou 6xido metédlico (MARKLEY, 1968).
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Os sais de metais alcalino terrosos e metais pesados
com acido graxo de alta massa molecular sdo produzidos
comercialmente e tém aplicag¢des industriais especificas
principalmente na fabricagdo de graxas lubrificantes

(SWERN, 1964Db).

Os sais metdlicos de calcio podem ser produzidos pela
agcdo direta do hidréxido da cédlcio sobre os triglicerideos
(MARKLEY, 1968). A reacgdo apresentada a seguir, refere-se a
obtencéo do estearato de célcio a partir de seu

triglicerideo:

2 G3Hs (C7H35C00); + 3Ca(OH), — 2GCHs(OH); + 3 Ca(Ci7H3sCOO0),

A obtencdo deste sal, também pode ocorrer diretamente pela
neutralizagdo dos acido graxo com o hidréxido da célcio como

indica a reacdo a seguir , onde se emprega o acido estearico

2CyHisCOOH + Ca(OH);, — 3 Ca(CpyHuCOO) + 2H;0

A borra resultante da neutralizacdo dos &cidos graxos com
os metais alcalinos terrosos, como o hidréxido de calcio, pode
ser empregada na fabricagdo de sabdes, pelo método Krebitz, por
conversdo do sabdo de célcio em sabdo de sédio, por aquecimento

com solugdo de carbonato de sédio (HARTMAN,1971).

ABDURAKHIMOV et al., (1969) relatam um método econdmico de

saponificagdo empregando hidréxido de calcio que consiste no
seguinte: concentragdo do Ca(OH), na faixa de 7 a 10%, usando

50% de excesso, temperatura de reagdo de 80°C, tempo de reacdo

sob agitagdo de 1 hora.
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A saponificagdo pode ser usada para separar tocoferéis
dos triglicerideos e 4&cido graxe a ele associados. Os
tocoferdéis sdo muito instdveis & 4&lcali especialmente na
presenca de oxigénio, Deste modo emprega-se antioxidantes

para evitar perdas (RUBEL, 1969).

O mesmo autor cita que na remocgao da fracédo
insaponificavel pode ocorrer a formacdo de emulsdes, tornando
a separacdo incompleta. As desvantagens deste método sdo que
a matéria insaponificédvel resultante ainda contém muitos
contaminantes, a necessidade de se usar uma grande quantidade

de &lcalis e o baixo rendimento em tocoferédis.

A Tabela 17 apresenta certas caracteristicas de
solubilidade de sais de céalcio de &cidos graxos, que estdo
presentes no DDOS. Os dados apresentados permitem fazer uma
avaliagdo dos diversos processos de extracdo empregando

saponificag¢do com o hidréxido de calcio.

Tabela 17: Solubilidade de sais de calcio de acidos graxos.

SOLUBILIDADE (g/100g solvente )

SOLVENTE =
Oleato Palmitato Estearato
de Calcio de Calcio de Cilcio
Agua 0,66 - 0,92% 0,282 0,42°
Acetona 2,26° insolivel ® insoldvel ?
Etanol insoldvel -4 insoliavel b insolivel ®
Metanol 0;3% = -

(a)valores a 20°C, Fonte: WEAST (1971)
(b) Fonte STECHER (1968)
(c) valores a 15°C, Fonte: SIEDEL (1965)
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Um método de saponificagdo a frio, foi proposto inicialmente
para a extragédo das vitaminas A e D do 6leo de figado de bacalhau,
apresentando excelente resultado. Compreende a reacdo do 6leo com
uma solugdo aquosa concentrada do alcali que ocorre exotermicamente
com a adigdo de uma quantidade adequada de etanol. A proporcio
destes reagentes quando bem balanceada resulta em reacdo exotérmica

intensa e completa em curto tempo (MARKLEY, 1968).

MOURAL e colaboradores (1989), relataram a obtencdo de um
concentrado de tocoferdis por meio de solubilizacdo do destilado da
desodorizacdo em etanol, seguido da adicdo de Ca(OH)2 mantendo-se a
mistura sob refluxo por 8 horas sob nitrogénio. A fase etanélica
foi separada da fase sdélida e o processo repetido por mais 3 vezes.
As fases etandlicas foram juntadas e resfriadas com CO; resultando
em um material cristalizado com 34,7 gramas de esterdis e do

filtrado foram recuperados 25g de tocoferdis.

SHEABAR e NEEMAM (1987), empregaram tratamento alcalino com
NaOH, previamente a cristalizagdo fracionada, com a funcdo de
separar o0s acidos graxos livres dos compostos a serem
cristalizados. Relataram que o uso do NaOH resultou em perda de
tocoferdis devido provavelmente & sua instabilidade em meio
alcalino, alem do fato dos sais formados agirem como

emulsificantes, arrastando parte dos tocoferdis para a fase aquosa.

Os sais de calcio derivados dos &cidos graxos presentes no

DDOS, podem ter diversos usos industrias (STECHER,1968):

Palmitato de C&lcio:

® agente espessante para &éleos lubrificantes
® impermeabilizante para tecidos e graxas lubrificantes

®* inibidor de corrosdo por hidrocarbonetos alogenados
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Oleato de Calcio:

® agente espessante para graxa lubrificante
® impermeabilizante para concreto
® emulsificante para benzeno e querosene

® agente texturizante de céras

Estearato de Calcio:

® impermeabilizante de tecidos, cimento, estuque e explosivos
® estabilizante de resinas polivinilicas

e lubrificante

® componente de lépis de cera

® em grau alimenticio pode ser usado como aditivos para

alimentos e para produtos farmacéuticos.

Varias patentes citam o uso do oleato, palmitato, e
esterarato de calcio, provenientes dos &cidos graxos do
DDOS, na nutrigdo animal. SASAOKA e colaboradores (19%0),
citaram o modo de preparo de uma racdo para ruminantes
empregando palmitato e estearato de calcio. KIMURA et al
(1994), relataram o uso de oleato de calcio na alimentacgdo de
bovinos e destacaram a alta qualidade da carne obtida,

principalmente com relacdo & textura macia.

2.5.3 - Cromatografia

A cromatografia de adsorgdo permite o preparo de tocoferédis
individuais relativamente puros sendo empregada para o DDOS que
foi sujeito a um tratamento prévio para a remogao dos Aacidos

graxos (DESAI, 1980).
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O DDOS pré-tratado ¢é, dissolvido preferencialmente em
solventes polares, com no maximo seis Atomos de carbono, e em
seguida, passado por uma resina bédsica. Os tocoferdis e algum
residuo de impureza &cida, sdo seletivamente adsorvidos pela
resina, cs outros compostos presentes, como esterdis,
glicerideos, hidrocarbonetos, 4&lcoois superiores, pigmentos e
quaisquer compostos neutros ou basicos, ndo sdo adsorvidos e
assim separados dos tocoferdis. Posteriormente, a resina é lavada
empregando-se o mesmo solvente usado na adsorgdo com © objetivo

de remover residuos dos compostos ndo adsorvidos (RUBEL, 1969).

O mesmo autor cita que os tocoferdis podem ser eluidos da
resina empregando-se uma solugdo na concentracdo 2 a 10%, de um
acido orgédnico ou inorgédnico, do mesmo solvente empregado na
adsorcdo. O solvente eluido da resina apresenta-se rico em

tocoferdis além de conter algumas impurezas acidas

Segundo RUBEL (1969), o grau de pureza obtido esta
diretamente ligado ao tipo de resina e eluentes usados, além da
eficiéncia do pré-tratamento dado ao DDOS. Generalizando,
adsorventes fortes resultam em menor teor de contaminantes, mas
proporcionam maiores perdas, ao passo que adsorventes fracos

ndo removem suficientemente os compostos interferentes.

2.5.4 - Combinagao de Varias Técnicas

A combinagdo de diversas técnicas é a mais indicada,
pois nenhum dos procedimentos isolados apresentam bom
rendimento. A maioria dos procedimentos é empregada apenas
para concentrar os tocoferdéis ja presentes naturalmente no
DDOS, ndo alterando a razdo entre os isdmeros. O processo
industrial para obtencdo do concentrado de tocoferdis ira
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depender da qualidade do produto final desejado, como teor de

impurezas, biopoténcia, etc (AMES, 1972).

HICKMAN (1945), em uma patente americana, descreveu que
partindo de um desodorizado contendo 3,6% de tocoferéis
empregou inicialmente destilagdo para remogdo de impurezas
volateis, a seguir wusou alto vaAcuo para a remocdo da
estearina, obtendo um material com 41,6% de tocoferdis. A
seqguir este material foi hidrogenado e posteriormente
dissolvido em metanol e mantido a -50°C, o precipitado
resultante foi removido e o filtrado destilado para a remocdo
do solvente resultando em um concentrado contendo 78,7% de
tocoferdéis. O mesmo pesquisador, em outra patente, descreveu
processo semelhante onde a primeira etapa consistia na
hidrogenagdo e posteriormente os tocoferdis foram separados

do produto da hidrogenagdo por cristalizacdo em acetona a

-50°C (HICKMAN, 1948).

CAWLEY (1945), descreveu em uma patente, a obtencdo do
concentrado de tocoferdéis a partir da hidrogenacdo do
destilado empregando 5% do catalisador Ni-Raney nas condices
de 100 a 110°C , 50 1lb de pressdo inicial por 3 horas. O
material hidrogenado foi solubilizado em acetona e mantido a
-35°C por 12 h. Posteriormente os sélidos foram removidos por
filtracdo. O solvente do filtrado foi destilado originando um
material com concentragdo de tocoferdis trés vezes superior a

da matéria prima empregada.

Outro método, citado na mesma patente, empregou
desodorizado do éleoc de algoddo. A matéria prima foi reduzida

por meio de uma mistura de HCl, Zn e SnClz, sob agitacgdo e

aquecimento de 40 a 50°C. Apds, o sobrenadante remanescente
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foi coletado e destilado, a fracdo obtida a 170°C foi

descartada. A fragdo coletada a 200°C e 0,001 mm Hg foi

hidrogenada e posteriormente dissolvida em acetona e

filtrada. O filtrado foi submetidoc a resfriamento a -20°C/2h
seguido de remogd@3o do solvente por destilacdo, obtendo-se,

assim, o concentrado de tocoferédis.

TAKAGI e KAI (1980), descreveram em uma patente alemd, a
obtengdo de concentrado de tocoferdis, cuja matéria-prima
apresentava teor inicial de 19,4% de tocoferdis. Empregaram
primeiramente a esterificagdo com um &lcool polihidrico até a
reducdao do indice de acidez de 68,8 para 0,5. Posteriormente
submeteram o produto a hidrogenacdo seguida de extracdo
fracionada com solugdo etanol:agua, obtendo-se um produto

final contendo 91% de tocoferéis totais.

RAMAMURTHI e McCURDY (1993) realizaram a separacdo de
tocoferdis e esterdéis dos 4&cidos graxos por meio de
esterificagdo prévia dos &cidos graxos pela enzima lipase
imobilizada e metanol. Posteriormente o material esterificado

foi submetido a destilagdo fracionada.

HUNT e SCHWARZER (1996), em sua patente, descrevem que
para a extragdo de tocoferdis foi empregado inicialmente a
esterificagdo dos &acidos graxos livres com metanol, seguida
da trans esterificacéo dos glicerideos usando como
catalisador hidréxido de zinco. Posteriormente os ésteres dos
acidos graxos foram removidos por destilagdo. Os tocoferdis e
esterdis remanescentes foram separados por cristalizacdo dos
esterdéis empregando-se uma mistura de solventes e baixa

temperatura.

55




3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Materiais

3.1.1 - Matéria - Prima

A matéria prima utilizada como fonte de tocoferédis foi o

destilado da desodorizagdo de 6leoc de soja (DDOS).

Com relagdo a amostragem, foi realizada a coleta
de DDOS de trés diferentes empresas refinadoras de
O0leo e efetuada uma posterior selecdo da amostra com
base no maior teor de tocoferdis totais e menor
diversidade de impurezas. De um volume inicial de 5 a
10 kg DDOS, foram retiradas amostras homogéneas em
quantidade suficiente para realizar as analises de
caracterizacdo e processo completo de extracdo e
concentracgéado dos tocoferdis. Posteriormente foi
recebido um novo 1lote de 50 kg de DDOS da fonte
selecionada, quando foi realizada a sua caracterizaciao
quanto aos aspectos fisicos e quimicos, sendo depois

usado durante todo o estudo.

3.1.2 - Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau
P.A. e de acordo com as especificagdes requeridas pelos

métodos analiticos empregados.
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3.1.3 - Instrumental

Além da vidraria e utensilios comumente existentes em

laboratério foram utilizados para as determinag¢des analiticas

e execugdo dos experimentos os seguintes equipamentos:

Cromatdgrafo liquido marca Varian modelo 5.000 com detetor
de fluorescéncia marca Varian modelo 2790 e integrador

marca Varian modelo 4290.

Cromatégrafo gasoso marca PERKIN ELMER , modelo Sigma 3B
com detetor de ionizagdo de chama e integrador marca
PERKIN ELMER modelo LCI-100.

Espectrofotédmetro BECKMAN, modelo DV-70.

Banho termostatizado LAUDA €csC com temperatura
regulavel de -30 a 150°C.

Programador de temperatura LAUDA 3M.

Centrifuga FANEM , modelo 204-NR, rotagdo de 0-6000rpm.
Estufa FANEM , modelo 315-SE.

Evaporador BUCHI modelo 28600-18.

3.2 - Métodos Analiticos

Determinagéao do peso especifico: método 28.003 descrito na A.0.A.C. (1980).
Determinac@o de matéria insaponificavel: método 28035 da A.0.A.C (1980).
Determinagéo de indice de saponificagdo: métodos 28025 a 28026 da A.0.A.C. (1980).
Determinagéo de acidos graxos totais: métodos 28030 a 28035 da A.0.A.C. (1980).
Determinagao de acidos graxos livres - método 28029 da AOAC (1980).
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- Determinagdo de residuo de evaporagio: o residuo de evaporagdo das
amostras foi determinado por gravimetria segundo uma
adaptagdo do método 28.002 da A.0.A.C.(1980). Aliquotas de
amostras de extratos de DDOS em solvente foram evaporadas

até massa constante em estufa a 70°C.

- Determinagao da composigdo em acidos graxos: efetuada por cromatografia
gasosa dos ésteres metilicos dos 4acidos graxos segundo o
método Ce 1-62 da AOCS (1989). Obtencdo dos ésteres metilicos
de acordo com método de HARTMAN e LAGO (1973). A
identificacdo foi efetuada por comparacdo dos tempos de
retencao com padrdes de ésteres metilicos e a quantificacdo
foi realizada por normalizagcdo interna. Realizada pelo

Laboratério de Oleos e Gorduras do DTA-FEA-Unicamp.

Condigdes de analise:

¢ Coluna de ago inoxidavel de 4 m de comprimento com

diadmetro de 1/8", empacotada com 10% de Silar 10 C em

Chromosorb W-HP (100-120 mesh).

e Temperatura : -coluna - 175 °C
-injetor - 225 °C
-detector - 225 °C

¢ Fluxo de nitrogénio: 25 mL/min

- Determinagéao de tocoferéis totais - método CONTRERAS & STRONG, 1982a ,1982b.

- Determinag&o de a-tocoferol , outros tocoferdis e esterdis por cromatografia em fase

gasosa: segundo método nuimero Ce 3-74 da A.0.C.S. (1989) e executadas
pelo Laboratério da HENKEL de S&o José dos Campos - SP.
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a)

Determinagdo de o-tocoferol e outros tocoferdis por cromatografia liquida de alta
eficiéncia:

as determinagdes de a,B,ye 8-Tocoferol foram efetuadas
segundo método descrito por HOFFMANN-LA ROCHE (1988),

realizadas pelo Laboratério do Centro de Quimica - ITAL

Condicodes:

® Coluna de Si-60 de 30 cm de comprimento e 2,5 mm de
didmetro interno

¢ fase mével : mistura de 3% de dioxano em n-hexano com
vazdo de 0,5 mL/min

® detector de fluorescéncia(A de excitacdo de 293 nm,

A de emiss3o de 326 nm )

As curvas do padréao exXterno foram elaboradas
individualmente, para cada isdmero, a partir de solucdes
estoque em hexano preservadas da oxidagdo por BHT. Para
cada ensaio foi efetuado o preparo das solugdes padrido
na concentracdo previamente estipulada, dentro da faixa
de linearidade da curva do padrdo, para cada isdémero. A
identificagdo dos picos dos tocoferéis foi realizada por
comparagdo com os tempos de retengdo de padrdes e a

quantificagdo por comparacdo de A&reas.

as determinag¢des de @, Y+B e 8-Tocoferol foram efetuadas

na Universidade de Santiago do Chile nas condigdes:

® Coluna Macro Sphere 300 Cl18 5u , 4,6 mm de diametro

interno e 15 mm de comprimento.

® FEluente: metanol e acetonitrila 50/50.
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3.3 - Procedimento Experimental para Obtengio do Concentrado de Tocoferdis

3.3.1 - Monitoramento do Processo

As amostras obtidas nas diversas fases dos processos
empregados para extragdo e concentracdo dos tocoferdis foram
avaliadas quanto ao teor de residuo de evaporacido e

tocoferdis totais empregando os métodos citados no item 3.2,

3.3.2 - Parametros para a Avaliagdo dos Ensaios

A partir dos valores do teor de tocoferdis totais e do
teor de residuo de evaporagdo das amostras (denominado
simplesmente de sélidos), obtidos nas diversas fases dos
processos empregados para a concentragcdo dos tocoferéis,

determinou-se os seguintes pardmetros:

Fator de Concentracdo dos Tocoferdis (FT)

FC = concentracéo de tocoferdis totais no concentrado(%) equacao1
concentracdo de tocoferoéis totais inicial (%)

Percentagem de Sélidos Removidos (%SR)

%SR = % sélidos inicial - % sélidos no extrato de tocoferdis equacio 2
% sélidos inicial

Percentagem de Tocoferdis Totais Recuperados (S$TIR)

% TTR = massa de tocoferdis totais na amostra x 100 equacao3
massa de tocoferdis totais inicial
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3.3.3 - Extragao por Cristalizagao Isotérmica

Na extragcdo dos tocoferdéis empregando-se o método de
cristalizagdo isotérmica a baixa temperatura foram avaliadas a
influéncia do solvente, da concentragdo de DDOS e da

temperatura.

Os experimentos conduzidos & -20°C seguiram o fluxograma
apresentado na Figura 5 e foram efetuados na unidade de
cristalizagdo apresentada na Figura 6 as etapas de resfriamento

e cristalizagdo ocorreram com agitagdo.

Para cada experimento em particular foram programadas as
rampas de resfriamento com o auxilio de um equipamento

programador de temperatura acoplado ao banho termostatizado.

A etapa de resfriamento e cristalizagdo isotérmica a -20°C,
foram conduzidas com agitagdo lenta para acelerar a nucleacdo e
promover a formagcdo dos cristais de &acidos graxos, esterdis e
outros componentes do DDOS passiveis de cristalizacdo na faixa
de temperatura utilizada. O vaso de cristalizacdo, constituido
por um béquer de 1,0 litro, foi protegido da luz com folha de

aluminio.

Os ensaios nos quais a cristalizacdo isotérmica ocorreu

& —-80°C seguiram procedimento semelhante ao apresentado na
Figura 5. O tempo empregado no resfriamento e cristalizacdo
foi o  necessario para que a amostra se apresentasse
cristalizada mediante observacdo visual, variando entre 10 a

30 minutos. O esquema da unidade de cristalizacdo usada
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encontra-se na Figura 7, sendo que as etapas de resfriamento

e cristalizagdo ocorreram sem agitacdo.

A etapa de filtragdc fol realizada com o auxilio de um
funil de vidro com placa porosa modificado, conectado a um
sistema de trompa de vacuo. O copo do funil foi removido de modo
que a placa porosa do funil ficasse totalmente exposta,
permitindo, assim, na etapa final da filtrac3o entrar em contato

com o fundo do béquer e remover todo o fluido 1l& remanescente.

Este método de filtragdo, onde o filtro permaneceu imerso
no vaso de cristalizagdo, aspirando o filtrado para o recipiente
coletor, permitiu que esta etapa do processo fosse realizada a
mesma temperatura da cristalizagdo, sem o risco de aquecimento

da solucdo e fusdoc dos cristais formados durante o processo.

O material <cristalizado remanescente no vaso de
cristalizagcdo foi lavado diversas vezes, sempre com O
solvente na temperatura empregada na etapa de cristalizacédo.
O numeroc de repetigdes das lavagens e a quantidade de solvente
empregada foi a necessaria para que o filtrado se tornasse

incolor.

O filtrado obtido de cada etapa de cristalizacdo foi
concentrado em evaporador e no material resultante efetuou-se a

determinacgdao de tocoferdis totais.

O monitoramento de cada etapa do processo foi realizado

como descrito no item 3.3.1.
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Preparo da Mistura
DDOS : Solvente

\

Rampa de Resfriamento 20°c - -20°c/10°ch)

"

Cristalizacio Isotérmica (20°c/121)

\

Filtracao

— |

Retentado Filtrado

\

Destilacio do Solvente

2

Concentrado de Tocoferois
UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO(JRfiLAHTF

Figura 5: Fluxograma da extragdo de tocoferdis por

cristalizacdo isotérmica em solventes diversos.
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A unidade de cristalizacdo a baixas temperaturas, montada

para a execugdo dos diversos experimentos conduzidos a =~20°C;

apresentada no esquema da Figura 6 constitui-se basicamente de:

a)Banho termostatizado

b) Programador de temperatura

c)Vaso de cristalizacgdo com capacidade de 1,0 litro
d)Filtro de imersédo

e)Agitador movido a ar comprimido

f)Recipiente coletor do filtrado

g)Kitassato do sistema de véacuo

h)Mangueira

i) Termémetro

< ar comprimido

— VAacuo

— g

\\\@y

Figura 6: Esquema da unidade de cristalizacdo para os ensaios a —20°C.
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A unidade de cristalizacdo empregada nos ensaios

conduzidos & -80°C, constitui-se basicamente de:

a) Recipiente de isopor
b) Refrigerante - mistura de etanol comercial e gelo seco
c) Mistura DDOS:Solvente

d) Vaso de cristalizagdo com capacidade de 200 ml

e) Termémetro

f) Filtro de imersdo

g) Mangueira

h) Baldo coletor do filtrado

i) Kitassato do sistema de wvacuo

|
—r l:?r . =3
=g I | .
2 g, :
L~ oy x g
% =
= i
= L J 45 d
vy K—/ L~ — VAacuo
s Ve
L~
[~ ; — h
2 v
e - 3
B
\’ 4
a b

Figura 7: Esquema da unidade de cristalizacdo para os ensaios a —80°C.
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A Tabela 18 apresenta os solventes empregados com as
respectivas concentrag¢des das solucdes de DDOS, assim como as
temperaturas nas quais os diversos ensaios foram efetuados. A
Tabela 19 apresenta os solventes e misturas azeotrdbdpicas de

solventes com os respectivos pontos de ebulicdo.

Tabela 18: Solventes e concentracdes das diversas solugdes
DDOS empregadas nos ensaios de cristalizagdo nas temperaturas

de -20 e -80°C.

SOLVENTE DDOS (% m/v)
-20 °C -80 °C
Acetona 16,7 20 10
Etanal® 16,7 20 10
Hexano 16,7 20 10 i 55
Metanol 16,7 10
Isopropanol 20 —
Mistura Azeotropica 20 -

* etanol anidro

Foram efetuados ensaios preliminares com as diversas
misturas azeotrépicas de solventes, apresentadas na Tabela 19
para a selecdo das mais adequadas. As solucdes de DDOS a 20%

(m/v) em misturas azeotrbdpicas de solventes foram mantidas em
freezer a -20°C por 72 horas, sendo efetuada a avaliacéo

visual da mistura a cada 12 horas com relacdo a formacdo de
cristais. As amostras que apresentaram formacdo de cristais
no periodo avaliado foram, selecionadas para os ensaios na

unidade de cristalizacéo.
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Tabela 19: Ssolventes e misturas azeotrdpicas empregados nos ensaios

de extragdo de tocoferdis por cristalizacdo isotérmica.

SOLVENTES RELAGAO PONTO DE EBULIGCAO

( % massa ) e 3
Hexano : Acetona 41 : 59 49,8
Hexano : Alcool Isopropilico 78 :22 61,0
Hexano : Etanol* 79 : 21 58,7
Hexano : Metil Etil Cetona 63 : 37 64,2
Hexano : Isobutanol 2,5 : 97,5 68,3
Etanol* : Metil Etil Cetona 34 : 66 74,8
Metil Etil Cetona : Alcool Isopropilico 68 : 32 77,5
Acetona 100 56,3
Alcool Isopropilico 100 82,4
Etanol* 100 79,0
Metanol 100 65,0
Hexano 100 69,0

* etanol anidro

Fonte: Elvers et al. (1993)
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3.3.4 - Emprego da Saponificagio na Obtengéo de Concentrados de Tocoferdis

3.3.4.1 - Procedimento Bésico para Efetuar a Extracdo de Tocoferéis do DDOS

A extracdo dos tocoferdis foi realizada de acordo com o

fluxograma apresentado na Figura 8.

Para a execugdao dos experimentos foram preparadas
solugdes de DDOS a diferentes concentragdes (5, 10, 15, 20, e
25% m/v) em acetona e em misturas acetona:dgua nas proporgdes

em acetona de 98, 95, 92,5, 85 e 80% v/v.

A cada uma das solugbes de DDOS foi adicionado hidréxido
de calcio de modo que sua concentrag¢do fosse 15g por litro de
solugdo de DDOS. Apdés uma vigorosa agitagdo por 3 minutos, as
amostras das diversas dispersdes obtidas, foram resfriadas a
diferentes temperaturas ( =20, 0, 10 e 20°C ) e, entdo,

centrifugadas a 4000 rpm por 2 minutos sob refrigeracdo.

O sobrenadante foi removido e o teor de sdélidos totais e
de tocoferdis totais foi determinado segundo os métodos

descritos no item 3.2.
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Preparo da Dispersio

DDOS : Acetona : Hidréxido de Calcio
{
Agitacido Vigorosa (3 min.)
\E

Resfriamento

\
Centrifugacio Refrigerada (2 min./ 4000 rpm)
2
Separacio das Fases

/T

Fase Liquida Fase Solida
2

Remociao de Solvente
{

Concentrado de Tocoferois

Figura 8: Fluxograma basico do processoc de extracdo de

tocoferdis por saponificacgéo.
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3.34.2 - Influéncia da Adigdo de Hidroxido de Calcio na Extragdo dos Tocoferéis

O experimento para a avaliagdo da influéncia da
saponificacdo na extragcdo dos tocoferdis foi conduzido de

acordo com a metodologia descrita no item 3.3.4.1.

Manteve-se fixa a temperatura a 0°C, variando-se a
proporgdo de acetona na mistura acetona:agua assim como a
concentragdo do DDOS. Para os ensaios com saponificacao
empregou-se hidréxido de cédlcio de modo que sua concentracdo

na dispersdo fosse 15g/L, como citado no item 3.3.4.1.

Os ensaios para a avaliagdo da influéncia do teor de

Ca(OH)2 usado na saponificacdo foram conduzidos como exposto

no item 3.3.4.1.

Manteve-se fixa a temperatura a 0°C, a proporcgdo de
acetona na mistura acetona:édgua a 92,5%, a concentragcidoc DDOS
a 20%, wvariando-se apenas a concentragcdo de Ca(OH) na

disperséo.

3.3.4.3 Influéncia da Composigdo da Solugio Acetona:Agua na Extraco dos Tocoferois

O experimento para a avaliagcdo da influéncia da
composigdo da solugdo acetona:dgua na concentragdo dos

tocoferdis foi conduzido de acordo com a metodologia descrita
no item 3.3.4.1,.
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Manteve-se fixa a temperatura a 0°, assim como a
concentragdo hidrdéxido de célcio na dispersdo a 15g/L,
variando-se a proporgdo de acetona na solucdo acetona:agua,

assim como a concentracdo do DDOS.

3.3.44 - Influéncia da Temperatura na Extragdo dos Tocoferois

O experimento para a avaliagdo da influéncia da
temperatura na extracdo dos tocoferdéis foi realizado de

acordo com a metodologia descrita no item 3.3.4.1 .

Manteve-se fixa a concentrac¢do hidréxido de calcio na
dispersdo a 15g/L, variando-se a temperatura, a proporcgao
de acetona na solugéo acetona:agua, assim como a

concentracgcdo do DDOS.

3.3.5 - Emprego da Saponificagdo Seguida de Cristalizagdo Isotérmica em Diversos Solventes

A extragdo dos tocoferdéis foi realizada de acordo com o

fluxograma apresentado na Figura 9.

O processo empregado foi executado em duas etapas: a
primeira etapa consistiu na saponificacdo do DDOS em solucdo
hexanica com hidréxido de calcio. Na segunda etapa empregou-
se o método de cristalizagdo a baixa temperatura, empregando
a2 unidade de cristalizagdo como descrito no item 3.3.3.1 e

Figura 6, para a obteng¢do do concentrado final de tocoferédis.

Para a execugdo dos experimentos foram inicialmente
preparadas solugbes de DDOS a diferentes concentracdes (5,

10, 15 e 20% m/v) em hexano.
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A cada uma das solugbes de DDOS, foi adicionada a mesma
proporcao (em volume) de &agua, seguida da adicdo de uma massa de
hidrdxido de cédlcio, de modo que sua concentracgdo na dispersido formada

fosse 1% m/v, seguindo-se uma vigorosa agitacdo por 3 minutos.

Apds a agitagdo as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por
10 minutos quando o sobrenadante, denominado 1° extrato, foi

removido. A fase sdlida remanescente sofreu um processo de lavagem
onde adicionou-se hexano na mesma proporgdo empregada no preparo das

solugbes de DDOS.

O sobrenadante denominado 2° extrato foi removido e adicionado
ao 1% extrato, e da mistura dos extratos coletou-se aliquotas para as

determinagdes do residuo de evaporacdo e de tocoferdis como descritos
no itens 3.1.1.

Posteriormente efetuou-se a remocdo do hexano por meio de
destilacdo para os casos onde o solvente empregado nas etapas

posteriores a saponificagdo foram a acetona ou ¢ metanol.

Em todos os casos avolumou-se a solugdo a 50 ml antes da

cristalizagdo isotérmica a -20°C. No filtrado obtido no final do

processo de cristalizacdo coletou-se aliquotas para a determinacdo do

residuo de evaporacdo e de tocoferdis como descritos no items 3.1.1.

Apenas para © ensaio com DDOS na concentracdo de 5% foram
feitas as determinacdes do residuoc de evaporacdo e de tocoferdis nas
diferentes etapas do processo, para as outras concentragdes de DDOS
trabalhadas estas determinacdes foram efetuadas somente no filtrado

do final do processo de cristalizacao.
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Preparo da Dispersio

DDOS : Hexano : Hidroxido de Calcio
\)
Agitag¢ao vigorosa (3 min.)
{
Centrifugagio (5 min./ 2000 rpm)
1

Separacio das fases

Fase hexinica (1° extrato)

J, Fase solida
Mistura dos extratos < J,
Destilagio do i
Lavagem com hexano
Hexano
—> Resfriamento e
i Cristalizacao Isotérmica l
(-20 °C/ 12 horas)
Preparo da solucio Agitacao vigorosa
com l (3 min.)
Acetona ou Metanol Filtracdo (a -20° C) d:
T—— Centrifugacéo
(10 min./ 2000 rpm)
Filtrado J
Retentado J Separacio das fases
Destilacao do solvente A
,l, — Fase hexanica p, .

(2° extrato)  solida
Concentrado de

Tocoferois

Figura 9: Fluxograma do procedimento para a extracao por
saponificagcdo em hexano seguida de <cristalizacdo em
hexano, acetona ou metanol.
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3.3.6 - Emprego da Extragéo Liquido-Liquido Seguida de Cristalizagio Isotérmica

A extracdo dos tocoferéis foi realizada de acordo com
o fluxograma apresentado na Figura 10. O processo
empregado consistiu de duas etapas, na primeira etapa
empregou-se a extragdo liquido-liquido, na qual ocorreu a
particdo do DDOS em dois solventes ndo misciveis, hexano e
etanol. O pré-concentrado (fase hexdnica) obtido foi

dissolvido em acetona quando entdo foi empregado o método

de cristalizacdo a baixa temperatura (-27°C) para obtencio

do concentrado final de tocoferédis.

Para a execugdo da extracdo liquido-liquido foram
preparadas solu¢bées de DDOS a 25% (m/v) em hexano e
solugdes de etanol 50% (v/v) com 1% (m/v) de KOH. A relacao
entre as solugles hexano:etanol empregada na particdo foi
de 1,00:1,93 (v/v). Estes paradmetros foram adaptados de
trabalho realizado por AUGUSTO (1988). A extracdo foi
realizada em funil de separacdo. Apdés o descarte da fase
etandlica, a fase hexédnica foi lavada com uma solucgdo de
acido citrico 1% (m/v) para a neutralizacdo de eventual

residuo de KOH.

Com o pré-concentrado obtido preparou-se uma solucdo
(m/v) com acetona em quantidade necessaria para obter
volume final de 100ml para ser posteriormente submetida ao
método de cristalizacao empregando a unidade de

cristalizagdo como descrito no item 3.3.3.1 e na Figura 6.

O monitoramento de cada etapa do ©processo foi

realizado como descrito no item 3.3.1.
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Extracio Liquido-Liquido ( Hexano : Etanol)
N

Separacio das Fases

/\‘

Fase Hexanica Fase Etanélica

$ X

Remocio do Solvente Descarte
Y

Pré-Concentrado

4

Preparo da Mistura (Pré-Concentrado:Acetona)
J

Rampa de l?lesfriamento (15°C —»-27°C/ 6°C /h)

Cristaliza¢ao Isotérmica (-27°C/10h)

i
Filtragdo
l\‘t Retentado
Filtrado -
J: Descarte

Concentrado de Tocoferois

Figura 10: Fluxograma do processo de extracao
tocoferdis por extracao liguido-liguido seguida

cristalizacdo em acetona.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Caracterizagdo da Matéria - Prima

A caracterizacdo inicial da matéria-prima foi realizada em
amostras de cerca de 5 a 10 kg de desodorizados da destilacao
do Oleo de soja (DDOS) provenientes de trés diferentes empresas

refinadoras.

As principais caracteristicas fisicas e quimicas das
amostras de DDOS e sua composigdo percentual constam da Tabela
20. Os valores representam a média aritmética e as respectivas

estimativas de desvio padréo de quatro determinacdes.

Os resultados obtidos na determinacdo do teor de
tocoferdis e seus isdmeros estdo compilados na Tabela 21 e o
Anexo 1 apresenta os cromatogramas obtidos para as amostras A,
B e C por CLAE cromatografia liquida de alta eficiéncia em

coluna de silica Si-60 (ALMEIDA et al., 1994).

Observando-se a composigdo percentual apresentada na
Tabela 20 verifica-se uma acentuada diferenca entre o teor de
acidos graxos livres e acidos graxos totais nas amostras B e C.
Isto pode ter ocorrido em fung¢do de maior arraste de 6leo
neutro no processo de desodorizagdo para as amostras B e C em

relagdo a amostra A

O teor de matéria insaponificdvel na amostra C é
equivalente ao seu teor de tocoferédis, indicando que a matéria
insaponificavel desta amostra é composta praticamente por

tocoferdis.
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Tabela 20: Principais caracteristicas fisicas e quimicas e a

composicdo percentual das trés amostras de DDOS avaliadas.

CARACTERISTICAS AMOSTRAS
A B C

Peso Especifico (g/ml) 0,96 +0,00 0,91+0,01 0,91+0,01
indice de Saponificagdo (mg kon/g) 154 +4 145+ 1 174 + 1
Residuo de Evaporagcao (%) 95,9+0,8 942+1,6 96,2 + 0,9
Acidos graxos totais (%) 56,1 + 0,8 65+ 3 76+3
Acidos graxos livres (%) 534+08 40,7+0,9  34,1+09
Mateéria insaponificavel (%) 27,1+09 18,6+ 0,4 35+03

(* média e estimativa de desvio padrdo de 4 detemminacgdes)

O valor obtido da diferenca entre os teores de matéria
insaponificdvel e tocoferdis totais equivale ao teor de
substédncias “interferentes”, tais como os esterdis, sujeitas
a remogao para obtencdo do concentrado de tocoferdis.
OCbserva-se que a amostra B possui cerca de metade do teor
destas substancias “interferentes”, em relacdo a amostra A,
sendo esta uma caracteristica importante a favor da amostra B

como matéria-prima para a extracdo de tocoferdis.

De um modo geral, a maior diferenga entre as amostras
foi encontrada na composicdo em matéria insaponificével e no
teor de 4acidos graxos, apresentando a amostra C valores
inferiores a A e B. O menor teor de matéria insaponificéavel
foi refletido no teor e composicdo de tocoferdis, mostrado na
Tabela 21, onde a amostra C, além de ter apresentado menor

quantidade de tocoferdis totais, foi a Unica a possuir

isémeros P em gquantidade detectavel pelo método empregado.
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Tabela 21: Tocoferdéis totais e indiwviduais das trés amostras

de DDOS determinados por CLAE em coluna de silica Si-60.

AMOSTRAS
TOCOFEROIS A B C
2/100g % g/100g % g/100g %
Total 86+05 100 930+0418 100  3,70+0,12 100
a 0,50+002 58 1,10+0,12 11,8 030+0,02 8,1
n.d. n.d n.d. n.d. 0,2. 5,4

57+04 663  57+01 613 220+006 59,5

O <= ™

2,40+ 0,13 27,9 2,50 + 0,04 26,9 1,00+0,12 27,0

n.d.: ndoc detectado, i.&, abaixo do limite de sensibilidade do método
(0,1mg/100g) nas condicdes da analise.

As variacdes observadas na composicgédo do DDOS
provavelmente ocorreram devido, principalmente, aos
diferentes sistemas empregados para desodorizagdo e variacgdes
nos paradmetros do processo e métodos utilizados na
recuperacdo do destilado. Os valores de tocoferdis obtidos
nas amostras A e B estdo mais préximos aos valores citados na
literatura. O baixo teor de tocoferdis totais da amostra C
sugere uma deficiéncia no sistema de desodorizagdo que,
possivelmente facilitou a contaminagédo do DDOS com Oleo

refinado.

As diferentes percentagens e distribuicdo de isdmeros de
tocoferdéis nas amostras estudadas devem direcionar o uso destes
produtos. Assim a amostra C foi a menos indicada para a

recuperagcdo de vitamina E, pois o teor de tocoferdis totais é
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muito baixo, aproximadamente trés vezes menor que a amostra B, o

que resultaria em um baixo rendimento de extracédo.

A amostra A apesar de apresentar altos teores de tocoferdis
totais, possui uma baixa concentracéo do isdémero a,

comprometendo seu uso como matéria prima para producdo de

vitamina E.

Dentre as trés amostras estudadas, a amostra B foi a mais
indicada para a produgdo de vitamina E, tanto pela alta

concentracdo em tocoferdis totais, por sua maior percentagem em
a-tocoferol assim como menor teor de substéncias

insaponificdveis interferentes.

Assim sendo a amostra B foi a escolhida para a execucgdo dos
diversos experimentos para a obtencdo do concentrado de

tocoferdis.

Posteriormente foi recebido um novo lote de 50 kg de DDOS
da fonte B , quando foi realizada novamente a sua caracterizacéio
quanto aos aspectos fisicos e quimicos e, composicado percentual
(Tabela 22), composicdo dos tocoferéis tanto por cromatografia
em fase gasosa (Anexo 2 e 3), quanto por CLAE (Anexo 4) , assim
como a composigdo em esterdis (Tabela 23) e composicdo em Aacidos

graxos (Tabela 24 e Anexo 5 e 6).

A composigdo percentual do DDOS, em termos de em
tocoferdis, esterdis e Aacidos graxos, encontra-se dentro da
faixa de valores citados na literatura como apresentado na
Tabela 6. Sendo assim, serd possivel a comparacdo dos resultados
obtidos ao longo do estudo da extracdo dos tocoferdis com os

valores apresentados na literatura.
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Comparando-se o0s teores de tocoferdis e esterdis
(Tabela 23) obtidos por cromatografia gasosa e o teor de
matéria insaponificavel (Tabela 22), observa-se que a ultima

se compdem praticamente de tocoferdis e esterdis.

Tabela 22: Principais caracteristicas fisicas e quimicas e

composigdo percentual do DDOS.

CARACTERISTICAS VALORES *
Peso Especifico (g/ml) 0,926 + 0,004
indice de Saponificacdo (mgxon/g) 157+ 1
Residuo de Evaporagao (%) 96,7 £ 0,5
Acidos Graxos Totais (%) 62 +1
Acidos Graxos Livres (%) 46 + 1
Matéria Insaponificavel (%) 25+1

(* média e estimativa de desvio padrido de 3 determinacdes)

Comparando-se os valores obtidos da avaliacgdo inicial da
amostra B, com aqueles do lote recebido posteriormente, porém
da mesma fonte refinadora, verifica-se que em relagao a
composig¢ao dos tocoferéis, ambas sdo semelhantes, respeitando

as caracteristicas inerentes ao processo industrial

empregado.

Entretanto, observa-se que OS valores para o indice de
saponificagdo e o teor de acidos graxos livres, apresentam-se
cerca de 7% e 11%, respectivamente, superiores aos obtidos
para a primeira amostra. O mesmo OCOrre para a matéria
insaponificavel, cujo valor & cerca de 25% maior gque ©O
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apresentado inicialmente pela amostra B, indicando que o
ultimo lote de DDOS recebido, possa ter sido proveniente de
processo de desodorizacdo com pardmetros diferenciados. 0O
aumento apresentado no teor de matéria insaponificéavel
juntamente com a manutengcdo do valor inicial de tocoferédis
implicarid em remogdo de um teor mais elevado de impurezas nas

etapas de purificacao posteriores a etapa de saponificacao.

Tabela 23:
do DDOS por

Composicdo percentual dos tocoferdis e esterdis

cromatografia gasosa e por CLAE em coluna de fase
reversa Cl8 Macro Sphere 300.

COMPOSTOS Cromatografia Gasosa CLAE

#/100g DDOS. % * £/100g DDOS Yo *
Tocoferéis Totais 11,23 100 9,50 100
a -Tocoferol 1,39 12,37 1,32 13,90
B + y-Tocoferol 6,93 61,73 5,89 61,97
3 -Tocoferol 2,91 25,90 2,29 24,13
Esterois Totais 14,70 100 - -
Campesterol 3,77 25,65 - -
Estigmasterol 3,30 22,44 - -
B -Sistosterol 7,63 51,88 - -

* percentagem dos valores médios de cada isémero em 100g de tocoferéis totais
e dos esterdis em 100g de esteréis totais.

A composicdo em tocoferédis individuais do DDOS usado ao

longo deste estudo indica que o constituinte principal é o

Y—tocoferol, uma vez que o isdmero B apresenta-se na forma de

tracos. Assim sendo o Y—tocoferol representa cerca de 62% dos
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tocoferdis presentes na amostra.

Por outro lado,

o isbmero O,

que possuil maior atividade de vitamina E corresponde a apenas

14% do total.

Tabela 24: Composigdo em porcentagem dos acidos graxos totais do DDOS.

ACIDOS GRAXOS % NAFRAGAO DE % NO DDOS*
ACIDOS GRAXOS TOTAIS
Palmitico  (16:0) 17,7 11,0
Estearico  (18:0) 3,9 24
Oleico (18:1) 25,2 15,6
Linoleico  (18:2) 42,2 26,2
Linolénico (18:3) 4,0 2,5
Araquidico (20:0) 0,3 0,2
Nao identificado 6,7 4,2

* recalculado em relagdo a % acidos graxos totais no DDOS

A composigdo de acidos graxos do DDOS apresenta-se dentro

da faixa reportada na literatura consultada (Tabela 8),

Comparando-se a composigdo de acidos graxos do DDOS em relacdo
ac 6leo de soja bruto verifica-se que o teor de &cido palmitico

apresenta-se cerca de 60% superior para o primeiro. Isto pode

indicar uma maior susceptibilidade de hidrélise dos

triglicerideos contendo este acido ou entdo pode ser devido a
oxidagdo ou polimerazagdo dos poliinsaturados. Esta hipdtese
também esclarece a diminuicgdo dos teores de acido linoleico e
linolénico,

25% e 37% respectivamente, em comparacdo ao 6leo

de soja bruto.
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Da composigdao percentual do DDOS assim como sua
composicdo em tocoferdis como apresentados nas Tabelas 22 e
23 pode-se observar a alta porcentagem de impurezas gque

necessitam ser extraidas para a obtengdo de um concentrado de

tocoferdis.

Baseado nos dados apresentados nestas tabelas obteve-se
a curva tedrica da variacdo do fator de concentracdo dos
tocoferdis (Equagdoc 1) em funcdo da remocdo de sdlidos

(Equagdo 2) como apresentado na Figura 11.
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% SOLIDOS REMOVIDOS

Figura 11l: Fator de concentragdo tedrico de tocoferdis totais
resultante da remocdo dos: sem extracdo (1); esterdis (2) ,
dcidos graxos livres (3), da soma dos &cidos graxos livres e
esterdis (4), acidos graxos totais (5), da soma dos &cidos graxos

totalis e esterdis (6).
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Isto é, a curva tedbrica mostra como aumentaria a
concentracao dos tocoferdéis caso ndo houvesse perdas deste
durante o processo de remogdo dos diversos grupos de
substéncias presentes no DDOS como 4&cidos graxos livres,

esterdis, etc.

Denominou-se %“sdélidos” o teor de residuo da evaporacéao,
como citado no item 3.2, das amostras coletadas das fases
liquidas (ricas em tocoferdis) resultantes da filtracdo e
centrifugagdo, dos diversos procedimentos empregados para a
obtencéao dos concentrados de tocoferdis. Os valores
denominados “percentagem de sélidos removidos”, como
apresentados em diversos graficos, foram calculados segundo a

Equagdo 2 do item 3.3.2.

O gréfico aqui mencionado foi wusado ao longo da
discussdo de diversos ensaios para avaliar sua eficiéncia na

concentracdao dos tocoferdis.
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4.2 - Extracao de Tocoferéis por Cristalizagao Isotérmica

No estudo da extragdo dos tocoferdis por cristalizacio
isotérmica foram avaliadas a influéncia do solvente, da
concentracao de DDOS e da temperatura. Os diversos
experimentos foram conduzidos de acordo com o fluxograma

apresentado na Figura 5.

As misturas azeotrépicas de solventes se apresentam como
uma opgdo adequada a extragdo de tocoferdis devido ao seu
baixo ponto de ebuligdo (Tabela 19). Além do mais, ha pouca
informagdo na literatura consultada, sobre o uso destes

solventes na extracgdo de tocoferdéis do DDOS.

Dos testes preliminares realizados, como descrito no
item 3.3.3.1, foram selecionadas as misturas azeotrdépicas de

solventes empregadas neste ensaio.

A Figura 12 apresenta o fator de concentracdo em funcéo
da porcentagem de sélidos removidos para os ensaios que
empregaram cristalizacdo a -20°C, com DDOS na concentracgdao

20% (m/v) em diversos solventes e misturas azeotrépicas de

solventes.

Dentre as misturas azeotrdpicas de solventes empregadas,
apenas o Hexano:Metil Etdd Cetona, resultou em uma
concentragdo dos tocoferdis préxima a curva tedbrica, porém a

fracdo de sé6lidos removidos apresentou-se muito baixa.
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5,0 - DDOS 20%
Temperatura -20 °C

-

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

—— curva tedrica

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0

%SOLIDOS REMOVIDOS

H—-Hexano A —Acetona  E — Etanol I - Isopropanol
A : H - Acetona : Hexano E : MEC - Etanol : Metil Etil Cetona
[ : H- Isopropanol : Hexano ~ H : MEC - Hexano : Metil Etil Cetona

Figura 12: Fator de concentracgdo dos tocoferdéis em fungdo da
remocdo dos sé6lidos para a cristalizagdo isotérmica a -20°C,
em diversos solventes, com 20% de DDOS.

O maior percentual de solidos removidos foi obtido com a
mistura Etanol:Metil Etil Cetona, porém, com concentracao dos
tocoferdis inferior ao caso ideal. Pode-se comparar esta
mistura azeotrdpica, gque apresentou cerca de 38% sdlidos
removidos, com a acetona, que tendo removido 10% a menos de
sbélidos apresentou fator de concentragdo superior, prdéximo ao

valor tedrico.
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Os ensailos efetuados com os solventes hexano e acetona
apresentaram concentracdao dos tocoferdéis com wvalores muito
préximos a curva tedrica, porém, a remogdo de sbélidos

mostrou-se pouco eficiente com o uso de hexano.

O inverso ocorre com relagdo ao etanol, cujo emprego
resultou em maior porcentagem de sdélidos removidos, porém,
com elevada perda de tocoferdéis. O uso do isopropanol como
sclvente neste experimento, revelou que, embora, seu valor de
porcentagem de sdélidos removidos seja semelhante ao dos
solventes mais eficientes, como acetona por exemplo, ele
apresentou uma elevada perda de tocoferdis, da ordem de 60%

em relacdo ao valor inicial.

A Figura 13 apresenta o fator de concentracdo em funcédo

da fragdo de sdlidos removidos para ©0s ensaios que empregaram

cristalizacdo & -20°C, com DDOS na concentracdo 16,7% (m/v) em

diversos solventes.

O grafico da Figura 13 apresenta a seguinte ordem de
solventes em funcdo do incremento na porcentagem de sélidos

removidos: hexano, acetona, etancl e metanol.

Os ensaios efetuados com os solventes hexano e acetona
apresentaram desempenho semelhante ao visto nos experimentos
com DDOS na concentracdo 20% (Figura 12), isto é, com
concentracdo dos tocoferdéis com valores muito préximos a

curva tebrica, porém, com remocao de sé6lidos ineficiente.

De um modo geral, os solventes acetona e hexano foram
mais seletivos em relacdo ao tocoferol, isto é, proporcionam

uma concentracdo dos tocoferdis com valores muito préximos a
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curva tedrica, entretanto a remogdo de sélidos apresentou-se
pouco eficiente. Etanol e metanol apresentaram maior
porcentagem de sélidos removidos, porém, com elevada perda de
tocoferdis. Provavelmente, decorrente de retencdo fisica na

massa dos compostos que cristalizaram.

5,0 DDOS 16,7%
Temperatura -20 °C
4,5 -
——curva teérica
.2 W 4,0 H - Hexano
> 2 A - Acetona
é b= 3,5 E - Etanol
: S M - Metanol
7] 3,0
o
oE 2
Vs
=0 20
=)
~JET Y
Cw ’
= QO
§ S 404 A,
H E a
0,5 1 M
0,0 T

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0
% SOLIDOS REMOVIDOS

Figura 13: Fator de concentracdo dos tocoferdis em funcido da

remogdao dos sdélidos para a cristalizagdo isotérmica a -20°c,
em diversos solventes, com 16,7% de DDOS.

Uma avaliagdo dos resultados da extracdo dos tocoferdis
por cristalizacao, pode ser feita analisando-se o

comportamento individual dos componentes do DDOS.

Os esterdis representam cerca de 15% do DDOS e sédo

soluveis nas condigdes do ensaio (tipo de solvente e

88



temperatura) portanto, teoricamente permaneceriam em solucgdo,

juntamente com os tocoferdis.

Os acidos graxos presentes no DDOS possuem
caracteristicas préprias de solubilidade, como apresentadoc na
Tabela 9. Baseado nestes dados podemos fazer uma estimativa
de como, teoricamente, estes compostos se comportariam nos

diversos processos de extracdo em discussio.

O acido linoleico, que representa aproximadamente 26%
dos acidos graxos presentes no DDOS (Tabela 24), possui alta
solubilidade em qualquer dos solventes usados no experimento,
inclusive para a faixa de concentragcdec na solucdo DDOS
(16,7g/100 mL). Assim sendo, este acido graxo néo
cristalizaria nos ensaios efetuados a -20°C e, portanto, néo

seria removido do meio.

Com relagao ao 4&acido oleico, o segundo colocado em
concentragcdo no DDOS (15,6%), possui solubilidade nos

solventes usados muito inferior ao acideo linoleico.

O acido palmitico, que perfaz cerca de 11% do DDOS, é
insoluvel em hexano, etanol e metanol, nas temperaturas
trabalhadas (-20°C e -80°C). Isto é, o &cido palmitico ira

compor os sbélidos removidos.

Em menor concentragdo apresenta-se o acidec esteérico
(2,4%), que embora seja soluvel somente em acetona e metanol,
a sua concentracdo na solucgdo de DDOS é muito baixa, da ordem
de mg/100g, contribuindo com uma pequena fracdo dos sdélidos

removidos.
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De acordo com a solubilidade destes acidos graxos em
diversos solventes a diversas temperaturas, pode-se
observarque a reducdo de temperatura para —-20°C é eficiente

para a remogao do &acido estearico e palmitico, mas continuam

em solucdo os acidos linoleico e oleico.

A Figura 14 apresenta o fator de concentragdao em fungao

da porcentagem de sélidos removidos para os ensaios que

empregaram cristalizagdo conduzida & -80°C, com DDOS na

concentragdo 10% (m/v) em diversos solventes.

DDOS 10%
50 1 Temperatura -80 °C
—— curva tedrica
4,5 4 H - Hexano
A - Acetona
E - Etanol
M - Metanol

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

o’o

L] T

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0

T L]

% SOLIDOS REMOVIDOS

Figura 1l4: Fator de concentragdo dos tocoferdis em fungdo da

-

remocdo dos sbélidos para a cristalizacdo isotérmica a -80°C,
em diversos solventes, com 10% de DDOS.

Baseado nas caracteristicas de solubilidade dos acidos
graxos apresentadas na Tabela 9, podemos fazer uma avaliagao

do processo de extragdo em discussao.
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O acido linoleico, que representa 26% da massa do DDOS,

é insoluvel abaixo de -70°C em hexano e etanol, nos demais

solventes sua solubilidade ¢é muito baixa, inferior a

0,59/100g. Assim, teoricamente, este composto cristalizaria

na temperatura usada (-80°C), portanto apresentaria uma alta

contribuig¢cdo na remogdo de sélidos.

Com relagac ao acido oleico, gque representa 15,6% dos

s6lidos presentes no DDOS, possui caracteristicas de
solubilidade semelhantes ao &cido linoleico. Abaixo de -60°C

€ insoltvel em hexano e etanol e a solubilidade em acetona e

metanol é muitoc baixa, da ordem de mg/100g solvente.

O acido palmitico e o &cido estedrico, que perfazem 11%
e 2,4% dos sbélidos presentes no DDOS, respectivamente, também

possuem caracteristicas de solubilidade semelhantes ao &cido

linoleico, porém abaixo de -20°C.

Nos experimentos realizados a =-80°C os acidos graxos
presentes no DDOS, sdo praticamente insoluveis. 0s dados
experimentais tem comportamento semelhante ao esperado
teoricamente para os solventes acetona, etanol e metanol, no

que diz respeito a remocgado de sdlidos.

O hexano apresentou desempenho muito inferior aos outros
solventes, com relagdo & remocgdo de sdélidos ( < 25%), mas por
outro lado proporcionou concentragdo dos tocoferdis mais
préximo a curva tedrica. Isto pode indicar uma seletividade
deste solvente, isto €&, separou com maior eficiéncia os
tocoferdis da fracdo de &cidos graxos e esterdis, que
permaneceu insoluvel, mesmo representando apenas 24,4% dos

sélidos iniciais.
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O uso de acetona, embora tenha propiciado uma alta taxa
de remogdo de sdlidos (64,4%) e o maior fator de concentracdo

dos tocoferdis, ainda estid longe do caso ideal.

Observando-se o efeito da redugdo de temperatura de
—20°C para -80°C, com o uso de acetona e etanol, pode-se notar
que com a diminuig¢do da temperatura, ocorreu aumento na
remocdo de sdélidos e redugdo do fator de concentracdo dos
tocoferdéis em relagdo ao caso ideal, sugerindo a perda de
tocoferdis no processo. Para a acetona houve maior remocdo de
sbélidos em relacdo ao etanol, efeito inverso ao ocorrido nos

ensaios a —-20°C e DDOS na concentracido 16,7% (Figura 13).

Desta maneira, observa-se que a cristalizacdo apenas,
ndo €& um processo eficiente para remover os &cidos graxos
mono e poliinsaturados, a ndo ser gque se utilizem
temperaturas muito baixas, havendo ent3o, a necessidade de

avaliar a viabilidade econdémica do processo.

Os resultados dos experimentos apresentados nas Figuras 13
e 14 sugerem que o uso de cristalizacdo fracionada com um tnico
ou multiplos solventes em etapas subsequentes para a extracao
de tocoferéis apresentaria resultados mais satisfatérios.
Empregando-se temperatura na faixa de 10 a -10°C, nas etapas
iniciais do processo, conforme o solvente empregado, seriam
removidos quase que a totalidade dos 4&cidos estearico e
palmitico, os demais 4&cidos graxos seriam removidos sob

temperatura inferior como -20 ou -30°C (Tabela 9).

Nos diversos ensaios efetuados usando-se hexano, em
qualquer temperatura ou concentragdo de DDOS empregadas, este

solvente tem apresentado um comportamento singular, isto &,
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conjugou uma baixa porcentagem de sélidos removidos com um
fator de concentracdo préximo a curva tedrica. Em virtude
disto e baseando-se nos dados obtidos dos testes efetuados a
-80° C, que apresentaram valores mais elevados para a

porcentagem de sélidos removidos, foi executado o experimento

cujos resultados encontram-se na Figura 15.

Os ensaios foram conduzidos com hexano a -80°C,
empregou-se solugcdes de DDOS nas concentracdes 10, 15 e 20 %

(m/v). A Figura 15 apresenta o fator de concentracdo em

funcdo da porcentagem de sdélidos removidos.

HEXANO
Temperatura -80 °C

5,0 +

4,5 4
o 4!0"
< & —— curva teérica
2 =

(=}
E =
5 2
<

% &
ok
= O
(=) DDOS 15%
- A
e wn
<& o DDOS20%
[

0,5 -

0,0 ¥ L] L T T ¥ ¥ L] 1

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0 100,0

% SOLIDOS REMOVIDOS

Figura 15: Fator de concentracgdo dos tocoferéis em funcdo da

remocdo dos sdélidos para a cristalizagdo isotérmica a -80°C,
em hexano para diversas concentrag¢des de DDOS.
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Pela tabela de solubilidade dos &acidos graxos (Tabela 9)

verifica-se que a -80°C a totalidade dos mesmos é insoluvel em
hexano. Isto justifica a alta porcentagem de sdélidos removidos,
exceto para o teste com 10% DDOS, que seguiu a tendéncia ja

citada anteriormente.

Os ensaios «com DDOS nas concentragdes 15% e 20%
apresentaram uma porcentagem de sdélidos removidos acima de
70%. Neste caso, em particular, ocorreu ndo apenas a remocao
dos acidos graxos totais, uma vez que representam apenas 62%
do DDOS, como provavelmente de uma fracdo da matéria
insaponificavel, incluindo os tocoferdis. Explicando, assim,

0 seu baixo fator de concentracgd@o em relacdo a curva tedrica.

Na cristalizagdo & -80°C o aumento na concentracdo do
DDOS reduziu o fator de concentracdc dos tocoferdis
provavelmente pelo maior teor de sdélidos formados e removidos
nas solugdes com 15% e 20% de DDOS. Nestas concentragdes pode
ter ocorrido retencdo de solvente entre os cristais formados

resultando em perdas de tocoferodis.
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4.3 - Emprego da Saponificagao na Obtengao de Concentrados de Tocoferéis

4.3.1 - Influéncia da Adigéo de Hidroxido de Calcio na Extragao dos Tocoferdis.

A saponificacéao foi realizada utilizando-se Ca (0OH) >
conforme descrito no item 3.3.4.2. Nas Figuras 16 a 19 sio
apresentados o fator de concentragdo em funcdo da fracdo de
acetona no solvente, para as solugdes contendo 10, 15, 20 e 25%
de DDOS, respectivamente. Nestas figuras é feita uma comparacao
entre os resultados obtidos para a extracdo dos tocoferdéis na
presenga de Ca(OH), (com saponificacdo) e na sua auséncia.

2,5 -

DDOS 10%

—@— om presenca de Ca(OH),

201 . x- naauséncia de Ca(OH)2

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

0,0 T T
80,0 85,0 90,0 95,0 100,0

% ACETONA

Figura 16: Fator de concentragdo dos tocoferéis em funcdo da
composigdo do solvente e da presenga ou auséncia de Ca(OH),
empregando-se solugdo com 10% de DDOS (% m/v) a 0°C .

Verificou-se que os ensaios efetuados com 10% e 15% de

DDOS apresentaram comportamento semelhante. Isto &, para as
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misturas de solventes com composicdo entre 80% e 92,5% de

acetona, a sapcnificacdo permitiu uma maior concentracdo de

tocoferéis (Figura 16 e 17).

2,8 1 DDOS 15%

2,0 4 —i— em presenca de Ca({OH),

- - Naauséncia de Ca(OH),

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS
5
L]
,\

0,0 T T T
80,0 85,0 90,0 95,0 100,0

% ACETONA

Figura 17: Fator de concentragdo dos tocoferdis em funcédo da
composigcdao do solvente e da presenca ou auséncia de Ca (OH) 2
empregando-se solugdo com 15% de DDOS (% m/v) a 0°C

Quando emprega-se 20% de DDOS nos ensaios, pode-se notar
pela Figura 18, que o fator de concentracdo para a mistura
contendo 80% de acetona e para acetona ndo é influenciado pela
saponificagdo. Por outro lado, para os testes onde a mistura de
solventes contendo 85% e 92,5% de acetona, a saponificacdo
exerceu grande influéncia na concentracdo dos tocoferédis, como

demonstrado pelo aumento no fator de concentracido.

Pode-se dizer que os ensaios que apresentaram um efeito
mais acentuado da saponificagdo na extracdo dos tocoferédis

foram aqueles cujo solvente continha 92,5% de acetona e onde
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se usou 20% e 25% de DDOS. Para estes ensaios o fator de
concentragdo dos tocoferdéis e as porcentagens de sélidos
removidos mostram valores acentuadamente maiores nos testes
com saponificacdo (Figuras 16 a 20). O inverso ocorreu com a
porcentagem de tocoferdis recuperados, a saponificacgéao

reduziu drasticamente este valor (Figura 21).

2,5 -
DDOS 20%

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

5
0 —X—=em presenca de Ca(OH),
- ©- Naauséncia de Ca(OH),
0,0 - T T —
80,0 85,0 90,0 85,0 100,0

% ACETONA

Figura 18: Fator de concentracdo dos tocoferdis em fungéo da
composigdo do solvente e da presengca ou auséncia de Ca(OH) 2
empregando-se solugdo com 20% de DDOS (% m /v)) a 0°C.

Os graficos das Figuras 20 e 21 mostram que para Os ensaios
com saponificagdo com 92,5% de acetona, um aumento na concentracio
de DDOS resulta em aumento na remocdo de sdélidos e reducd@o na

porcentagem de tocoferdis recuperados durante a extracédo.

De um modo geral, o fator de concentracido dos tocoferdis de
todos os ensaios realizados sem saponificacdo ndo apresentou muita

diferenca com a variagdo da porcentagem de acetona usada na solucido.
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2,5 -

DDOS 25%

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

0,5 4 g— ©M presenca de Ca(OH),
- - Naauséncia de Ca(OH),
0,0 T T T 1
80,0 85,0 90,0 95,0 100,0

% ACETONA

Figura 19: Fator de concentracdo dos tocoferdis em funcdc da
composigdo do solvente e da presenga ou auséncia de Ca(OH)»
empregando-se solugdo com 25% de DDOS (% m/v) a 0°C

O uso da acetona pura como solvente fez com que ndo
houvesse diferengca entre os testes feitos com e sem
saponificagdo para todos os ensaios com relacdo ao fator de
concentracdo dos tocoferdis, e na maioria deles com relacgdo a
porcentagem de recuperacdo dos tocoferdis e porcentagem de
sélidos removidos (Figura 20 e 21). A auséncia de a&agua na
mistura dificultaria a formagdo dos sais de calcio, somando-
se ao fato dos 1lipideos presentes no DDOS serem todos

soliveis em acetona pura.

De todos os ensaios avaliados aquele com DDOS 25% e
acetona 92,5% apresentou-se como o mais eficiente em termos

de fator de concentracdo e remogdo de sdélidos.
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% SOLIDOS REMOVIDOS

% DDOS
—a— Acetona 92,5 % - em presenga de Ca (OH)2 - ®- Acetona 92,5% - na auséncia de Ca(OH)2
—#— Acetona 100% -em presenga de Ca(OH)2 - &~ Acetona 100% - na auséncia de Ca(OH)2

Figura 20: Fracd3o de sé6lidos removidos em funcdo da
concentracao de DDOS e da presenga ou auséncia de Ca(OH).,

para solugdo acetona:dgua a 92,5% e acetona, a 0°C.

100,0 -
, M TITIITEEaaLT-o e
S 80,0 s
é 70,0 -
-
T 60,0 -
?, 50,0 -
2 40,0
=
=
C 30,0 -
3
= 20,0 -
= 40,01
0,0 - . :
10 15 20 25
% DDOS
—a— Acetona 92,5% - em presenga de Ca{OH)2 - @- Acetona 92,5% - na auséncia de Ca(OH)2
—a— Acetona 100% - em presenca de Ca(OH)2 - #- Acetona 100% - na auséncia de Ca{OH)2

Figura 21 Fracdo de tocoferdis recuperados em funcdo da
concentragao de DDOS e da presenga ou auséncia de Ca(OH),,

para solucdo acetona:agua a 92,5% e acetona, a 0°.
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Este experimento segue a tendéncia dos demais, isto &, uma
elevada porcentagem de remocdo dos sélidos vem acompanhada de uma
baixa porcentagem de recuperacdo dos tocoferdis. Isto pode ser
explicado pelo arraste de tocoferéis pelos sélidos removidos, ou
sua degradagdo durante o processo de extracdo. O arraste de
tocoferdis é facilitado pelo fato dos sais de &cidos graxos agirem

como emulsificantes levando parte daqueles para a fase aquosa.

Da avaliacdo dos resultados apresentados foi selecionado o
teste com os parametros 92,5% de acetona no solvente e 20% de DDOS,
pois este apresentou porcentagem de recuperacdo de tocoferdis mais
elevada que o teste com 25% de DDOS, embora este uGltimo tenha

apresentado fator de concentracdo ligeiramente superior.

Dos ensailos para avaliar qual o teor de Ca(OH)2 mais adequado
para efetuar a saponificacdo verificou-se que o Ca(OH), na
concentragdo 16g/L, na dispersdo, resultou no maior fator de
concentracdo dos tocoferdis (Tabela 25). Observa-se o aumento
gradual deste fator com o aumento na concentracdo de Ca(OH), até
16g/L, a partir deste valor ocorre um decréscimo no fator de

concentragdao dos tocoferdis.

Comportamento inverso ocorre com a percentagem de tocoferdis
recuperados, que decresce com o aumento do teor de Ca(OH),.. Esta
reducdo pode ser explicada pela retencdo mecadnica ou fisica dos
tocoferdis no hidréxido que ndo reagiu, estando este fendmeno
dissociado da eficiéncia da saponificagdo propriamente dita. A
retencdo provavelmente nido é seletiva, pode englobar nido sé os
tocoferbéis como também os esterdéis e os sais de cdlcio formados

na reagdo, o que nos dois ultimos casos seria um beneficio.
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Tabela 25: 1Influéncia do teor de Ca(OH)2 no fator de
concentragdo e na recuperagdo dos tocoferdis empregando-se

DDOS 20%, solucdo acetona:dgua na concentracdo 92,5 de

acetona a 0°C.

Ca(OH), (g/L)* Fator de Concentragio % Tocoferdis Recuperados

4 1,6 + 0,2 53,0 + 0,2
8 1,7 + 0,2 52,6 + 0,3
12 2,3+ 0,2 50,2 + 0,3
16 2,5+ 0,2 51,0 + 0,3
20 2,2+ 0,2 48,0 + 0,2
30 2,1+ 0,2 46,0 + 0,3

* concentrag¢do na dispersdo (item 3.3.4.1)

4.3.2 - Influéncia da Composigéo da Solugéo Acetona : Agua na Extragdo dos Tocoferéis

Os ensaios foram efetuados a 0°C e com concentracdo de
hidréxido de célcio na dispersdo a 15g/L. Na Figura 22 ¢
apresentado o fator de concentragdo de tocoferdéis em funcdo da

concentracdo de DDOS e da composicgdo da solugdo acetona-agua.

Avaliando-se o grafico apresentado na Figura 22,
verifica-se que o0s experimentos conduzidos com 5%, 10% e 15%
em massa de DDOS apresentaram comportamento semelhante para
todas as concentragdes de acetona, ndo havendo variacdo
significativa no fator de concentragdo com a composigdo da

solugdo acetona-agua.
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——DDOS 5%

—=—DDOS 10%
——DDOS 15%
=X~ DDOS 20%
—&-DDOS 25%

3,0 -

FATOR DE CONCENTRACAO
DOS TOCOFEROIS TOTAIS

0,5 -
0.0 T T T 1
80,0 85,0 90,0 95,0 100,0
% ACETONA
Figura 22: Fator de concentracdo dos tocoferdis em

fungdo da concentragdo de DDOS e da composigdo da solugao
acetona:agua na extracdo por saponificacdo a 0°C.

A acetona pura mostrou-se ineficiente na separagdo de

tocoferdis, independentemente da concentrag¢do de DDOS.

Merecem destaque o©os valores obtidos dos experimentos
efetuados com 20% e 25% de DDOS . Ambos apresentaram
comportamento semelhante entre si e bem diferenciado do obtido
com as demais concentracdes de DDOS, especialmente para solucdes
contendo de 90% a 95% de acetona, nas quais o fator de
concentracdaoc foi cerca de duas vezes superior aocs demais

experimentos.

Dentre todos os experimentos executados o melhor resultado
foi alcancado para a solucdo com 92,5% de acetona e 25% em massa

de DDOS seguido da solugéo CC&h&f de acetona e 20% de DDOS.
AMP
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Figura 23: S6lidos removidos em funcdoc da concentracao
de DDOS e da composigdo da solugdo acetona:dgua na

extragdo por saponificagdo a 0°C.

O teor de sdélidos removidos aumentou proporcionalmente
ao aumento da concentracdo do DDOS, em solucdes contendo
até 95% em acetona, como apresentado no grafico da Figura
23. Para uma mesma concentragcdo de DDOS, o aumento da
concentracdo de acetona na solugao causa uma ligeira
variacdo no teor de sélidos removidos, até 92,5% de

acetona e, entdo, cai acentuadamente.

O emprego de acetona pura apresentou a menor remog¢do
de sélidos, com valores semelhantes para todas as

concentracdées de DDOS testadas.

Observou-se uma malior concentracgdo de tocoferdis na

faixa de 90 a 92,5% de acetona (Figura 22). Nesta faixa de
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composigdo da solugdo acetona-agua tem-se a maximizagdo da
solubilidade de tocoferdis e a minimizagdo da solubilidade
dos produtos da saponificag¢do e outros compostos presentes na
matéria insaponificavel. Reduzindo-se o© teor de acetona
ocorre perda de solubilidade dos tocoferdis, por outro lado o
emprego de acetona pura leva a maxima solubilizacgdo de todos
os componentes do DDOS, havendo uma perda de seletividade na
solubilizacédo. Em ambos 0s casos, a eficiéncia na

concentracdo dos tocoferdis é muito baixa.

—$—-DDOS 5%

~a—DDOS 10%
—&—DDOS 15%
—X-DDOS 20%
~&-DDOS 25%

% TOCOFEROIS RECUPERADOS

80,0 85,0 90,0 95,0 100,0

% ACETONA

Figura 24: Recuperacdo dos tocoferdis em funcdo da
concentracgado de DDOS e da composigao da solucgéo

acetona:agua na extracdo por saponificagdo a 0°C.

Avaliando-se o grafico da Figura 24, verificou-se que, de
um modo geral, o© aumento na porcentagem de tocoferdis
recuperados foli diretamente proporcional ao aumento da

porcentagem de acetona no solvente. Somando a este fato, temos

104



que nos experimentos com concentracdo de acetona de 80 a 95%, o
aumento da concentragdo de DDOS resulta em perda na eficiéncia

da recuperagdoc de tocoferédis.

Isto pode ser explicado pelo fato dos tocoferdis
apresentarem maior solubilidade em acetona pura, o que pode ser
notado no experimento com 100% de acetona, onde a porcentagem
de tocoferdis recuperados foi semelhante para as diferentes

concentracdes de DDOS.

De um modo geral, o experimento que apresentou melhor
resultado em termos de obtencdo de maior concentrag¢idoc dos
tocoferdis ndo foi necessariamente aquele em que houve maior

recuperacdo dos tocoferéis originalmente presentes no DDOS.

Cabe ressaltar que o é um pardmetro de avaliacdo da
composigdo do extrato obtido, pois reflete o quanto realmente
os tocoferdis foram concentrados na etapa do processo em
questdao. Por outro lado, a percentagem de tocoferdis totais
recuperados, € uma indicacdo do quanto foi perdido em
tocoferdis no processo, tanto por remogdo na fase sélida quanto

por outros meios, por exemplo, por degradacdo.

Quanto maior a porcentagem de sélidos removidos durante o
processo de concentragdo dos tocoferdéis, menor é a porcentagem
de recuperacdo dos tocoferdis. Este comportamento ocorre em
todas as concentragdées de DDOS e para as diferentes
porcentagens de acetona. Uma provavel explicacdo seria que os
tocoferdis também sdo removidos Jjuntamente com os outros
compostos, provavelmente por meio de retencdo fisica na massa
formada por hidrdéxido de célcio e sabdes assim como podem

sofrer degradagéao.
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Os sais de <calcio teoricamente formados seriam o
lincleato de céalcio, oleato de calcio, palmitato de calcio
e estearato de calcio de acordo com a composigdo em &acidos
graxos do DDOS apresentada na Tabela 24. Este sais possuem
baixa solubilidade em &gua, como se vé na Tabela 17, o
oleato de calcio, que ocupa o segundo lugar em porcentagem
dos sais formados, apresenta baixa solubilidade em acetona,

0s outros sais de calcio sdo inscllivelis em acetona.

Quanto maior a porcentagem de 4agua presente na
solugédo maior seria a porcentagem de sais que
permaneceriam na solucdo e ndo seriam removidos na etapa

de separagdo das fases.

No outro extremo, no caso do solvente puro (acetona),
a auséncia de agua na mistura dificultaria a formacdo dos
sais de calcio , somando-se ao fato dos lipideos presentes

no DDOS serem soluvels em acetona.

0 concentrado de tocoferdis dos ensaios que
apresentaram os melhores resultados, foi avaliado em termos
de tocoferdis individuais e os resultados apresentados na
Tabela 26. Os cromatogramas das separagdes dos tocoferdis

encontram—-se nos Anexo 10 a 15.

Os concentrados avaliados apresentaram em termos de
tocoferdis individuais a mesma distribuigdo percentual que
a matéria-prima de onde foram extraidos comoc pode—se ver na
Tabela 23, Este comportamento é relatado na literatura para

diversos métodos de purificacéao.
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Tabela 26: Tocoferdis totais e individuais determinados por CLAE*

dos concentrados obtidos nos ensaios com saponificagdo para

avaliacdo da influéncia da composicdo da solugdo Acetona:Agua.

25% DDOS 20% DDOS

ACETONA 92,5% ACETONA 90% ACETONA 92,5%
TOCOFEROIS % no % na fracdo % no % na fracdo % no % na fragdo
concentrado de tocoferdis  concentrado de tocoferdis  concentrado de tocoferdis

Total 25,96 100 24,42 100 21,87 100
a 3,54 13,62 3,18 13,01 2,87 13,11

B+y 15,93 61,37 14,38 58,91 12,91 59,03
) 6,49 25,00 6,86 28,08 6,09 27,86

*coluna de fase reversa C1l8 Macro Sphere 300.

4 3.3 - Efeito da Temperatura na Extragéo dos Tocoferois

O estudo do efeito da temperatura na extracdo dos
tocoferdis foi realizado empregando-se solucdes acetona:agua
nas proporgdes em acetona de 100, 95 e 92,5% v/v e DDOS nas
concentracdes 10, 15 e 20% m/v, mantendo-se fixa a concentracao

hidréxido de cédlcio na dispersdo a 15g/L.

Dentre os ensaios realizados, a extragdo a partir de
solugdo de DDOS na mistura contendo 92,5% de acetona apresentou
o maior fator de concentracdo dos tocoferdis assim como a maior
porcentagem de sélidos removidos. Nas Figuras 25 e 26 estiao
apresentados o fator de concentracdo de tocoferdis e a

porcentagem de sdélidos removidos em fungdo da temperatura.

107



Solu¢fio Acetona

: Agua 92,5%
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Figura 25: Fator de concentracdo dos tocoferéis totais em

fungcdo da temperatura e da concentragdo do DDOS na extracao
por saponificacdo empregando-se solucdo acetona:agua a 92,5%.

Solugdo Acetona:Agua 92,5%

100,0 - - #- -DDOS 10%
— ~A— DDOS 15%
13 —X—DDOS 20%
£ 80,01
. X
2 X X
S 70,0 -
o
5 60,0 i‘ — -
50,0 B I
2 B e, T
2 40,0 YT T P S
= L
S 30,0 -
X 2004
10,0 1
0,0 : , . .
-20 -10 0 10 20
TEMPERATURA °C
Figura 26: Fracdo de sdlidos removidos em funcdo da
temperatura e da concentragdo do DDOS na extracdo por

saponificacdo empregando-se solugdo acetona:dgua a 92,5%.
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Pode-se notar que ndo ha diferenca significativa entre os
valores obtidos para as temperaturas nas quais os ensaios foram
conduzidos, embora haja uma tendéncia a um decréscimo dos

valores com o aumento da temperatura.

De um modo geral, os ensaios com 92,5% de acetona
apresentaram um aumento no fator de concentracdo dos tocoferéis
€ porcentagem de sélidos removidos com o aumento da
concentracdo do DDOS. O inverso ocorre quando se trata da
porcentagem de tocoferéis recuperados, que decresce com o

aumento da porcentagem do DDOS na mistura (Figura 27).

Considerando © uso do solvente com 92,5 % de acetona,

podemos escolher o ensaio com DDOS 20% a -20°C como sendo o mais
eficiente em termos de fator de concentragdo dos tocoferdis e
porcentagem de sélidos removidos. Entretanto, como a variacdo da
temperatura proporcionou pequena diferenca entre os valores de
fator de concentragdo dos tocoferdis e porcentagem de sdélidos
removidos neste ensaio, -seria adequado avaliar o custo do
processo para as diversas temperaturas antes de apontar qual
seria a melhor escolha. Por exemplo, pode-se optar por trabalhar
& 20°C, uma vez que esta temperatura proporcionou recuperacdo de

tocoferdis ligeiramente superior as demais.

Os resultados dos ensaios efetuados com solucdo 95% em
acetona estao apresentados na Tabela 27. Observa-se que a
temperatura ndo exerceu influéncia no fator de concentracio

para as diversas concentracdes de DDOS empregadas.

Os melhores resultados foram obtidos empregando-se DDOS na

concentracdo de 20%.
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Figura 27: Recuperagdo de tocoferéis em funcdo da temperatura e
da concentragao do DDOS na extragdo por saponificacdo empregando-
se solugdo acetona:agua a 92,5%.
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Figura 28: Fator de concentracdo dos tocoferdis totais em
fungdo da temperatura e da concentragdo do DDOS na extragdo por
saponificacdo empregando-se acetona.
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Tabela 27: 1Influéncia da temperatura na extragdo dos

tocoferdis por saponificacdo empregando-se solucéo

acetona:agua na concentracdo 95% de acetona.

-20°C 0°C
%DDOS Fator de % séﬁ.dm % Tocoferdis Fator de % Séli_dos % Tocoferéis
° Concentragio Removidos Recuperados Concentragio Removidos  Recuperados
10 1,3 393 78,4 1,3 34,6 85,4
15 1,2 33,7 i 1,2 31,5 82,5
20 2,0 70,3 56,5 1,8 63,5 63,3

Os ensaios empregando acetona como solvente apresentaram
baixo fator de concentragdo dos tocoferéis, independentemente

da concentragdo de DDOS e da temperatura (Figura 28).

De um modo geral, observa-se a tendéncia & reducgdo da
porcentagem de sdbélidos removidos com o aumento da temperatura,
sendo este efeito mais acentuado para os ensaios com solvente
com 92,5% de acetona e DDOS nas concentracdes de 10% e 15%
(Figura 26 e 29). Com a reducdo da temperatura deve ocorrer
redugdo na solubilidade, principalmente dos sais de calcio e
também dos outros componentes ndo saponificaveis do DDOS, como

foi citado no item 4.3.2.

Avaliando-se o grafico apresentado na Figura 30, verifica-
se que o uso de acetona pura proporciona um aumento quase gque
linear na porcentagem de recuperagdo de tocoferdis em relacdo a

elevagdo da temperatura para os ensaios com 10% e 15% de DDOS.

Estes dados confirmam uma tendéncia ja& apresentada em
outros ensaios(Figura 24), isto &, o emprego de acetona pura
eleva o valor da recuperagdo de tocoferdis implicando em uma

redugdo na eficiéncia da concentracdo dos tocoferdis.
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Figura 29: Fracd3o de sélidos removidos
temperatura e da concentragdo do DDOS

acetona na extrac¢cdo por saponificacéo.
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Figura 30: Recuperacdo de tocoferdéis em funcdo da
temperatura e da concentragdao do DDOS na extracdo por

saponificacdo empregando-se acetona.
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Os concentrados de tocoferdis dos ensaios que
apresentaram os melhores resultados, aqueles efetuados com

acetona 92,5% a -20°C, foram avaliados em termos de tocoferdis

individuais e os valores apresentados na Tabela 28.

Como ja foi wverificado para outros ensaios, os
tocoferdis individuais dos concentrados possuem a mesma
distribuigdoc percentual que a matéria-prima de onde foram

extraidos como pode-se ver na Tabela 23,

Tabela 28: Tocoferdéis totais e individuais determinados por CLAE*
dos concentrados obtidos por saponificagdo solugdo acetona:agua

na concentracdo 92,5% a -20°C.

10% DDOS 15% DDOS 20% DDOS

TOCOFEROB % no % na fragdo % no % na fragdo % no % na fragdo
concentrado de tocoferéis  concentrado de tocoferéis  concentrado de tocoferdis

Total 15,81 100 19,90 100 26,00 100
o 2,20 13,94 2,65 13,37 3,65 14,06
B+y 9,28 58,75 11,94 60,20 1523 58,59
o 4,33 27,39 5,31 26,42 7,11 27,36

*coluna de fase reversa Cl8 Macro Sphere 300.
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44 - Emprego da Saponificagdo Seguida de Cristalizacdo Isotérmica em

Diversos Solventes

Preliminarmente foram efetuados ensaios com DDOS na
concentracdo 5% para a avaliacdo do efeito de diferentes

solventes na cristalizagdo efetuada apdés a saponificacio.

Elaborou-se um grafico da porcentagem de sdélidos
removidos versus a porcentagem de sébélidos passiveis de
remogao. Onde, em um caso tedrico , em cada etapa do processo
todos os sélidos passiveis de remocdo, como os esterdis e os

acidos graxos totais seriam totalmente extraidos .

Avaliando-se o grafico apresentado na Figura 31
observou-se que na etapa inicial do processo, isto é na
saponificacdo (8), houve uma eficiente remocdo de sélidos,
cujo valor aproxima-se da curva tedrica. Na etapa de
saponificagao, teoricamente, teriamos a remocdo completa dos
dcidos graxos, mono , di e triglicerideos presentes, restando
apenas na mistura, a matéria insaponificédvel, representada

pelos tocoferdis, esterdis e hidrocarbonetos.

Na etapa posterior, a da cristalizacdo, pode-se notar
uma diferenga na porcentagem de sdélidos removidos em funcdo
dos diversos solventes empregados. No caso ideal, ocorreria a
cristalizacdo dos esterdis , restando em solugdo apenas os

tocoferdis, que seriam entdo extraidos.

O uso de acetona propiciou uma remocdo de sélidos
préximo ao valor tedrico e superior aos valores obtidos com o

emprego de hexano e metanol.
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Figura 31: Fracdo de sdélidos removidos em funcdo dos
sélidos passiveis de remogado para DD0OS a 5% submetido a
saponificacdo seguida de cristalizagdo em diferentes

solventes a -20°C.

A Figura 32 mostra o fator de concentracdo em funcgdo do

teor de sélidos removidos apés a 22 etapa. O ponto “8” no

grafico representa o fator de concentracdo ao final da 12 etapa,
a saponificagdo. A etapa de saponificagdo pouco contribuil para a
concentragdo dos tocoferdéis, o mesmo ocorrendo com a etapa de
cristalizagcdo empregando-se metanol como solvente. Por outro
lado o uso de acetona na cristalizag¢do propiciou um incremento
elevado no wvalor do fator de concentracdo embora inferior ao

valor tedrico seguido do solvente hexano.

Usando-se metanol verificou-se que além da porcentagem de
remocdc de sélidos ser a menor obtida praticamente ndo houve
concentracdo dos tocoferdis. Devido ao fraco desempenho que este

solvente apresentou foi descartado dos ensaios posteriores.
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Para os solventes acetona e hexano, pela Figura 32 pode-se
ver que houve no processo completo uma elevada porcentagem de
remogdo de sdélidos o que ndo necessariamente ocasionou a

concentracdo dos tocoferdéis semelhante & curva tedrica como

apresentado na Figura 33.
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% SOLIDOS REMOVIDOS
Figura 32: Fator de concentracdo dos tocoferdis em

funcdo dos sdlidos removidos para DDOS a 5% submetido a
saponificagdo seguida de cristalizacdo em diferentes
solventes a -20°C.

Por exemplo, o) ensaio gue apresentou melhor
resultado, aquele empregando acetona, promoveu uma
remogcdo de 64,7% sdélidos, aumentando a concentracdo dos
tocoferéis em 2,51 vezes. Para este valor de remogdo de
sélidos no caso ideal os tocoferdis seriam concentrados
em 2,89 vezes, isto é& um valor 12% superior ao obtido

experimentalmente.
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Pode ter ocorrido a extragcdo de parte dos tocoferdis
juntamente com os sélidos removidos por meio de arraste

mecanico ou, entdoc a degradagdo durante o processo.

Apbés a avaliagdo dos resultados dos ensaios com DDOS na
concentragdo 5% foram efetuados testes empregando-se na etapa de
cristalizacdo os solventes acetona e hexano. Nesta etapa do

experimento trabalhou-se com DDOS na concentracdo 10, 15 e 20%.

O grafico apresentado na Figura 33 mostra a variagdo do
fator de concentragdo do processo global em funcdo das
diferentes concentrag¢des de DDOS empregadas onde observa-se
que para ambos solventes h& um decréscimo no valor do fator

de concentragdo com o aumento da concentracdo do DDOS.

3,0 4
- @ ‘Acetona
259, —a&—Hexano
o -
e
o<
E5 L,
F 2,0 L
=
8z
Z8
(=} = 1,5 -
O
= O
29 4
Sg
=
<8
= 0,5 4
0.0 . - '
5 10 18 20
% DDOS
Figura 33: Fator de concentracdo dos tocoferdéis em

fungdo da concentracdo do DDOS em acetona e hexano
submetido a saponificagdo seguida de cristalizacdo em

diferentes solventes a -20°C.
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O melhor desempenho foi obtido <com o DDOS na
concentragdo 5% onde ocorreu uma maior concentracdo de
tocoferdis com menor remogdo de sélidos em comparagdo as

outras concentracdes de DDOS (Figura 34).

Para todos as concentracdes de DDOS os ensaios com o
solvente acetona apresentaram fator de concentracdo superior
aocs ensaios conduzidos com hexano. Os testes com DDOS nas
concentragdes 15 e 20% , apresentaram resultados semelhantes
para o fator de concentragdo e porcentagem de remocdo de

sélidos, tanto para acetona, quanto hexano.

100,0 -|
- @- Acetona
95,0 + —f— Hexano
90,0 -
85,0 4

% SOLIDOS REMOVIDOS

5 10 15 20
% DDOS

Figura 34: Sélidos removidos em funcdo da concentracdo do
DDOS em acetona e hexano submetido a saponificagdo seguida

de cristalizacdo a -20°C.

Podemos concluir que para este experimento que as
condigcdes gque apresentam melhor desempenho foram o uso de
DDOS 5% e acetona como solvente para a etapa de

cristalizacéao.
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4.5 - Emprego da Extrac3o Liquido-Liquido Seguida de Cristalizag3o Isotérmica.

O estudo da extragdo de tocoferdis foi realizado em
duas etapas, na primeira etapa empregou-se a extracio
liquido - liquido partindo-se de solucdes de DDOS a 25%
(m/v) em hexano e solugdes de etanol 50%. Na segunda etapa
0 pré-concentrado (fase hexadnica) obtido foi dissolvido em
acetona quando entdao usou-se o0 método de cristalizac3o a
baixa temperatura para obtencdo do concentrado final de

tocoferdis.

O objetivo da partigdo liquido-liquido no processo é
promover uma pré-purificacdo do DDOS contribuindo com a
remogao de cerca de 50% dos sdlides totais. Esta & uma
operagdo simples e répida podendec ser realizada a
temperatura ambiente. O hexano atua como veiculo para

carregar o DDOS, sendo a fase hidrofdébica do sistema.

A presenga de hidrdxido de potéassio na fase
alcodlica (1% m/v), contribui para deslocar os Aacidos
graxos para esta fase uma vez que ocorre a saponificacdo e
os sabdes sdo sollveis em solventes hidrofilicos. Segundo
AUGUSTO (1988) a inclusdo de KOH ocasiona um aumento
grande da seletividade e eficiéncia do sistema de particéo

hexano-etanol na purificacdo dos tocoferdis.

Avaliando o grafico apresentado na Figura 35 podemos
observar que houve boa eficiéncia na remocdo de sdlidos em

todo o processo, pois a curva experimental aproxima-se

muito da tedrica.
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Figura 35: Percentagem de sélidos removidos em funcdo dos
sbélidos passiveis de remogdo por extragdo liquido-liquido em

hexano e etanol seguido de cristalizacdo em acetona a -27°C.

Ao observar-se o grafico da Figura 36 pode-se ver gque
a remocdo de sdélidos ndo implica em um aumento do fator de
concentragdo dos tocoferdéis ou o processo ndo é eficiente

na concentracdo dos tocoferdis.

Os resultados obtidos neste processo indicam que
ocorreu a extracdo de tocoferdis juntamente com os sélidos
eliminados. Outros compostos nédo saponificaveis também
podem ser carregados na fase etandélica por efeito da
solubilizagdo ou, entdo, podem ser emulsificados pelos

sabées de acidos graxos.
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Figura 36: Fator de concentragdo dos tocoferdéis em funcao
da percentagem de sdélidos removidos por extracdo liquido-
liguido em hexano e etanol seguido de <cristalizacdo em
acetona a -27°C.

Pode ocorrer também a degradacdoc dos tocoferdis,

principalmente no processo de partigd@o, onde se empregou meio

alcalino (AUGUSTO, 1988).

Na etapa de cristalizagdao pode ter havido perda de

tocoferdis também por remocdo destes com os sbélidos.

Um balan¢go de massa dos tocoferdis mostrou que durante
todo o processo ha uma perda de tocoferdis da ordem de 46% em
relagdo ao valor inicial no DDOS. A etapa de extracdo
liquido-liquido é responsavel por 35,4% do total da perda de
tocoferdéis, onde o meio é alcalino e, portanto, mais propicio

a degradagdo dos mesmos.
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4.6 -Avaliacao dos Procedimentos para a Obtengao do Concentrado de Tocoferois

Os diversos métodos empregados neste estudo, para a
obtencdo do concentrado de tocoferdis, foram avaliados em
termos do fator de concentragdc (FC). De cada procedimento
foram selecionadas as condigdes experimentais que
apresentaram os melhores resultados. Este valores de fator
de concentracéao estdo apresentados na Tabela 29,
permitindo uma comparag¢do entre os diversos métodos

empregados.

Pode-se observar na Tabela 29 que os valores marcados
com fundo mais escuro, apresentam os melhores resultados,
em relacdo ao fator de concentracdo, e com valores muito

préoximos entre si.

Dentre eles destaca-se o maior wvalor de fator de
concentracdo, 2,65 , gque foi obtido por saponificacdo do

DDOS na concentragdo 20% com solucdo acetona:agua a 92,5%

conduzido a —20°C.
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5 - CONCLUSOES

O DDOS estudado apresentou-se como uma matéria-prima
adequada para a extracgdo de tocoferdis, contendo cerca de 11%
de tocoferdis totais. Sua composicgao em tocoferdis
individuais tem como contribuinte principal o Y-tocoferol

representando cerca de 62% do total.

Na extracdo por cristalizagdo isotérmica &a -20°C, com
20% de DDOS, o emprego de misturas azeotrdpicas de solventes
apresentou resultados insatisfatérios. Apenas o Etanol:Metil
Etil Cetona proporcionou uma concentragdo dos tocoferdis
(FC=1,25) prdéxima ao valor tedrico, além do maior percentual

de sbé6lidos removidos (%SR=37,7%).

Para a cristalizacdo isotérmica (-20°C), DDOS 20% com ©
uso de acetona ocorreu uma concentragdo dos tocoferdis
(FC=1,35) préxima ao valor tedrico, entretanto, a remogdo de

sélidos (%SR=27,8%) apresentou-se pouco eficiente.

A cristalizacdo isotérmica & -80°C e com 10% de DDOS,
com o uso de acetona, apresentou uma alta taxa de remocdo de
sélidos (64,4%) e o maior fator de <concentracdo dos
tocoferdis (FC=1,47). Com o uso de hexano e DDOS a 15 e 20%
obteve-se uma elevada porcentagem de sélidos removidos, acima
de 70%, porém, com baixo fator de concentragdc, indicando

perdas de tocoferdis no processo.
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Nos diversos ensaios de extracdo por cristalizacédo
isotérmica em qualquer temperatura ou concentragdo de DDOS
empregadas, o solvente hexano conjugou uma baixa porcentagem
de sdélidos removidos com um fator de concentracdo préximo ao

valor teérico.

No processo para a avaliacédo da extensdo da
saponificagdo com hidréxido de calcio (15g/L) a 0°C na
extracdo dos tocoferdis, o uso de solventes contendo de 85 a

82,5% de acetona resultou na maior influéncia da

saponificacio.

Dentre as diversas concentracdes de hidréxido de calcio
avaliadas, a mais eficiente foi 16g/L, apresentando fator de

concentracédo de 2,5% e 51% de sélidos removidos.

No emprego da saponificacdo com acetona a 92,5% e 0°C
Observou-se que um aumento na concentragcdo de DDOS resultou
eém aumento na remogdo de sélidos e reducdo na porcentagem de

tocoferdis recuperados durante a extracéo.

No método por saponificacdo com hidréxido de calcio
(15g/L) & 0°C, efetuado para a avaliagdo da influéncia da
composicgédo do solvente acetona:agua na exXtracao dos
tocoferdis,o emprego de DDOS a 20 e 25% e do solvente na
faixa de 90 a 95% em acetona, resultou em um fator de

concentracdo duas vezes superior ao dos demais ensaios.
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A influéncia da temperatura na saponificacdo com
hidréxido de céalcio (15g/L) foi mais acentuada para a relacido
acetona:agua 92,5% nas diferentes concentragdes de DDOS
usadas (10, 15 e 20%). A temperatura -20°C apresentou-se como
a mais eficiente. O concentrado obtido com 92,5% acetona:agua

e DDOS a 20%, apresentou a mais alta concentragcdo em

tocoferdis totais (26,5%).

O método de extragdo com o emprego da saponificagdo com
hidréxide de <céalcio (1%m/v) seguida de <cristalizacédo
isotérmica a -20°C, com acetona e DDOS a 5%, propiciou
remocao de sélidos ($SR=71,9) assim como fator de
concentragdo (FC=2,51) superior ao obtido com hexano e
metanol. Para os solventes acetona e hexano ocorreu um
decréscimo no fator de concentracdo com o© aumento da

concentracaoc do DDOS de 5% a 20%.

O método de <concentragdao dos tocoferdéis extracédo
liquido-liquido seguida por cristalizacdo isotérmica a -27°C,
apresentou boa eficiéncia na remocdo de soélidos (%SR=68,4),
porém a concentracdo dos tocoferdis (FC=1,52) foi deficiente

apresentando perdas da ordem de 46% deste composto.

O estudo realizado indica que, dentre todos os métodos
propostos, em termos de fator de concentragcdo de tocoferédis,
0 mais adequado foi a saponificacdo com hidréxido de calcio
(15g/L), solucdo de acetona:é&gua (92,5%) concentracd3o de DDOS
20% e temperatura -20°C, resultando em um concentrado com

cerca de 26% de tocoferdis.
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6 — SUGESTAO PARA ESTUDOS POSTERIORES

Para futuros ©projetos de pesquisa, visando dar

continuidade e complementar o trabalho apresentado nesta

tese, sugere-se o seguinte:

Estudo do método de extragdo por saponificagdo por meio
de um delineamento experimental empregando-se a
metodologia de superficie e resposta para a analise do
efeito combinado dos diversos pardmetros do processo.
Baseado nos resultados obtidos, sugere-se empregar como
solvente misturas de acetona:dgua nas proporgdes em
acetona na faixa de 90 a 92,5%(v/v), concentracdes de
DDOS na faixa de 20 a 25% m/v, assim como temperatura

entre 0°C a -20°C.

Estudo do emprego de cristalizacgdc fracionada para a
extracdo dos tocoferdéis, tendo em conta os resultados
obtidos com a cristalizacéao isotérmica, sugere-se
empregar inicialmente como solvente a acetona,

concentracdes de DDOS na faixa de 5 a 20% m/v, assim como

temperatura entre 0°C a -30°C.

Estudo dos processos acima citados em escala piloto para

adequacgdo e viabilizagdo de produgdo em escala comercial.

Estudo da viabilidade econdmica dos processos citados.
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ANEXO 1
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Cromatograma da separagdo dos tocoferdis por CLAE, das

amostras de DDOS A, B, C e padrdo referente & tabela 21.

( CLAE coluna de fase reversa C18 Macro Sphere 300)



ANEXO 2
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Cromatograma da amostra 1: separagdo dos tocoferdis e esterdis
presentes no DDOS por cromatografia em fase gasosa (tabela 23).
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Cromatograma da amostra 2: separacdo dos tocoferdis e esterdis
presentes no DDOS por cromatografia em fase gasosa (tabela 23).



ANEXO 4
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Cromatograma da separagdo dos tocoferdéis presentes no DDOS por
CLAE (coluna de fase reversa C18 Macro Sphere 300), (tabela 24).
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Cromatograma da separagdo dos padrdes dos Aacidos graxos
presentes no DDOS por cromatografia em fase gasosa ( tabela 24).
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Cromatograma da separagdo dos padrdes dos &acidos graxos

presentes no DDOS por cromatografia em fase gasosa (tabela 24).




ANEXO 7

Dados das figuras apresentadas no item 4.1: Caracterizacdo da Matéria - Prima

Fator de concentragdo tedrico de tocoferdis totais resultante da remocao
dos diversos compostos do DDOS (Figura 11).

COMPOSTOS * N°® | %SR | FC
Sem extracdo de compostos 1 0 1
Estertis Totais 2 14,66 1,17
Acidos Graxos Livres 3 46,21 1,86
Soma dos Acidos Graxos Livres e Esterois 4 60,87 2,56
Acidos Graxos Totais 5 62,39 | 2,66
Soma dos Acidos Graxos Totais e Esterois 6 77,05 4,36

a- compostos cujos valores encontram-se nas Tabelas 22 e 23.
b- numeracdo de identificagdo apresentada no grafico da Figura 11.

Obteve-se a equagdo da curva tedrica por regressio polinomial,
empregando-se o software EXCEL 97.

y = 1E-05%> - 0,0008x®> + 0,0245x + 0,9806 R’ = 0,9979



ANEXO 8

Dados das figuras apresentadas no item 4.2 : Extragio de Tocoferdis por Cristalizagao Isotérmica

Fator de concentragdo dos tocoferdis (valor experimental e tedrico) em

funcdo da remogdo dos sélidos para a cristalizagdo isotérmica a —20°C, em
diversos solventes, com 20% de DDOS (Figura 12).

FC FC*
SOLVENTE %SR Experimental | Tedrico*

H Hexano 6,63 1,02 1,11
E Etanol 50,12 0.84 1,46
A- Acetona 27,75 1,35 1,26
| : H- Isopropanol : Hexano 3,96 0,77 1,07
| - Isopropanol 24,44 0,38 1.25
A : H - Acetona : Hexano 12,35 0,97 1,18
H : MEC - Hexano : Metil Etil Cetona 16,82 1,10 1.2]
E : MEC - Etanol : Metil Etil Cetona 37.69 1,25 1,30

Fator de concentragdo dos tocoferdis (valor experimental e tedrico) em
fungdo da remogdo dos sélidos para a cristalizacdo isotérmica a -20°C e
a -80°C, em diversos solventes, com 10% e 16,7% de DDOS (Figura 13 e 14).

DDOS 16,67% DDOS 10%
EENTE -20C -80C
SO FC
FC FC : FC
%SR Experimental | teérico %SR | Experimental Tebrico
ACETONA 21,2 1,27 1,24 64,4 1,47 1,91
[ETANOL 288 0,93 1,26 61,3 0,86 1,78
METANOL 35,8 0,77 1,29 77.1 0,83 2,70
HEXANO 3.4 1,02 1,06 24 4 1,15 1,25

Fator de concentragdo dos tocoferédis (valor experimental e tedrico) em

funcdo da remocgdo dos sélidos para a cristalizacfio isotérmica a -80°C, em
hexano para diversas concentracdes de DDOS (Figura 15).

DDOS %SR FC FC*
Experimental Tedrico

10% 24,4 1,15 1,25

15% 72,4 1,57 2,36

20% 76,47 1,03 2,65

FC tedrico: calculado pela equagdo obtida da regressio polinomial da curva teérica
vy = 1E-05x% - 0,0008x> + 0,0245x + 0,9806 R2 = 0,9979
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ANEXO 10
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Cromatograma da separagdo dos tocoferdis individuais determinados
por CLAE CLAE (coluna de fase reversa Cl18 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificacdo com DDOS 20%,
solugdo acetona:agua na concentracdo 90% (Tabela 26) .



ANEXO 11
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Cromatograma da separacdo dos tocoferdis individuais determinados
por CLAE (coluna de fase reversa Cl8 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificacdo com DDOS 20%,
solucdo acetona:é&gua na concentracgdo 92,5% (Tabela 26).




ANEXO 12
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Cromatograma da separacdo dos tocoferdis individuais determinados
por CLAE (coluna de fase reversa C18 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificacdo com DDOS 25%,
solugdo acetona:agua na concentragdo 92,5% (Tabela 26).



ANEXO 13
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Cromatograma da separacdo tocoferdis individuais determinados por
CLAE (coluna de fase reversa Cl8 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificagdo com DDOS 10%,
solugdo acetona:agua na concentracdo 92,5% (Tabela 28).




ANEXO 14
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Cromatograma da separagdo dos tocoferéis individuais determinados
por CLAE (coluna de fase reversa Cl8 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificacdo com DDOS 15%,
solugdo acetona:agua na concentracdo 92, 5% (Tabela 28).



ANEXO 15
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Cromatograma da separagdo dos tocoferdéis individuais determinados
por CLAE (coluna de fase reversa Cl8 Macro Sphere 300) dos
concentrados obtidos nos ensaios com saponificagdo com DDOS 20%,
solucdo acetona:agua na concentragdo 92,5% (Tabela 28).




Dados das figuras apresentadas no item 4.4: Em

Isotérmica em Diversos Solventes

Percentagem de sélidos removidos em funcdo dos sélidos passiveis de remocio
para DDOS a 5% submetido a saponificacio seguida de cristalizagdo em

ANEXO 16

diferentes solventes a -20°C (Figura 31).

prego da Saponificagdo Seguida de Cristalizagao

Curva Tedrica ACETONA | HEXANO | METANOL
% Solidos passiveis| % Sélidos | % Sélidos | % Solidos
de remogao Removidos | Removidos | Removidos
0 0 0 0
53,3 48,16 48,16 48,16
74,6 71,86 67,88 58,22

Fator de concentragdo dos tocoferdéis em funcdc dos sélidos removidos para
DDOS a 5%, submetido a saponificagio seguida de cristalizagdo em diferentes
solventes & -20°C (Figuras 32).

Fator de concentragdo dos tocoferdis e percentagem de sélidos removidos em

ACETONA HEXANO METANOL
FC %SR FC %SR FC %SR
1 0 1 0 1 0
1,38 | 48,16 | 1,38 | 48.16 | 1.38 | 48.16
2,51 | 71.8 | 2.13 | 67.88 | 131 | 5822

fungdo da concentracdo do DDOS, em acetona e hexano submetido
saponificacdo seguida de cristalizagdo a -20°C (Figura 33 e 34).
ACETONA HEXANO
% DDOS Fator de % Sélidos Fator de % Sélidos
Concentracio Removidos Concentracio Removidos
5 2,51 71,9 2,13 67,9
10 1,85 79.5 1,48 76,4
15 1,38 83,9 0,99 77,6
20 1,26 80,9 1,03 74,5




ANEXO 17

Dados das figuras apresentadas no item 4.5: Emprego da Extragdo Liquido-Liquido Seguida de
Cristalizagao Isotérmica.

Percentagem de sdlidos removidos em fungdo dos sélides passiveis de remogdo
por extragdo liquido-liquido em hexano e etancl seguido de cristalizacdo em
acetona a -27°C (Figura 35).

% Solidos % Solidos passiveis
Removidos de remocao
0 0
49,5 53,3
68,4 74,6

Fator de concentracdo dos tocoferdis em fungdo da percentagem de sdélidos
removidos por extragdo liquido-liquide em hexano e etanol seguido de
cristalizacdo em acetona a -27°C (Figura 36).

Fator de Concentragdo | % Sélidos Removidos
1 0
1,28 49,5
1,52 68,4
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