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RESUMO

O presente projeto de pesquisa visou a otimizagdo dos pardmetros
tecnoldgicos no processo de reduglio do teor de colesterol do 6leo de manteiga
baseado na formacio de agregados do colesterol com micelas de saponinas de
Quilaia saponaria em solucio aguosa, seguida por uma etapa de adsorcio dos
complexos formados em terra diatomécea.

Oleo de manteiga anidro, contendo 2.5 mg colesterol / g dleo foi posto em
contato com solucdes de quilaia, por uma hora, em um banho com agitagdo
orbital, a temperatura controlada. Adicionou-se ento Celite®545, mantendo a
agitagdo por mais uma hora. As fases foram separadas por decantago ¢ ©
conteido de colesterol determinado cromatograficamente na fase oleosa
resultante do processo.

Utilizou-se um Planejamento Experimental para avaliar a influéncia de quatro
variaveis de processo na remocdo de colesterol. A Temperatura de contato ¢ a
Quantidade de Terra Diatomacea ndo influenciaram significativamente o
processo de extracio de colesterol, enquanto a Concentrac8o da Solugfo de
Quilata (CSQ) e o pH mostraram exercer grande influéncia no mesmo. Aumentos
na CSQ resultaram em maiores extracdes de colesterol; efeito oposto foi
observado para o pH: seus valores mais baixos colaboraram para uma maior
redugdo de colesterol do 6leo de manteiga.

Através da Metodologia de Superficie de Resposta e de consideragdes téenico-
econdmicas, determinou-se que o ponto operacional mais faveravel para a
remocio de colesterol do dleo de manteiga é definidoporpH =3e C8Q =011 g
quilaia / mi solucdo.

A construgdo e analise de curvas de partigfo do colesterol nas diferentes fases
formadas no processo permitiu determinar a significativa participacdo da emulsdo
no processo de remogdo de colesterol e forneceu dados que mostram a eficacia do

uso de quilaia como agente solubilizante de colesterol.

Palavras-chuve: Colesterol, Colesterol-Fxtragdo, Gordura do leite



ABSTRACT

This research considered the optimization of the technological parameters
mvolved in the process of reduction of butteroil cholesterol content. It was based
on the formation of agregates of cholesterol with miceles of saponins of Quilgia
saponaria in aqueous solution, followed by an adsorption step of the complex
formed, in diatomaceous earth.

Anhydrous butteroil containing 2.5 mg cholesterol / g oil was in contact with
various quilaia aqueous solutions at controlled temperature for one hour in a
orbital water bath shaker. Celite®545 was then added and the agitation
maintained for one more hour. The phases were separated by decantation and the
cholesterol depletion in the o1l phase was monitored through gas chromatography
analysis.

Experimental planning evaluated the influence of four process variables. The
Contact Temperature and the Amount of Diatomaceous Earth were found to have
no significant influence on the process output, while the Quilaia Solution
Concentration {QSC) and its pH did influence it. Increasing QSC promoted
higher cholesterol extration, and the opposite was observed with the solution pH:
lower values produced a higher removal index.

Surface Response Methodology and technical-economical reasonings
indicated the most favourable conditions for cholesterol removal as pH = 3,0 and
Q8C=0,11g quilata / mi solution.

The construction and analysis of partition curves of the cholesterol between
the different phases pointed to the significant contribution of emulsion phase on
the cholesterol removal and confirmed the effective of the use of quilaia aqueous

extract as a solubilization agent for cholesterol.



1. INTRODUCAO

Pesquisa recente realizada pelo International Lipid Information Bureau, nos
Estados Unidos, mostrou que o namero de pessoas com alto indice de colesterol
vem aumentando em toda Ameérica Latina, inclusive Brasil, desde ¢ ano de 1986.
Isso significa que ha cada vez mais gente correndo risco de vida, pois a principal
consequéneia da elevacdo do nivel de colesterol na corrente sanguinea ¢ a
aterosclerose, ou seja, o entupimento de artérias do corpo, que pode resultar em
um infarto fulminante. No Brasil, pesquisa da Sociedade Brasileira de
Cardiologia revelou que mais de 30% da populacfio economicamente ativa, ou
seja, 45 milhdes de habitantes com idade média de apenas 35 anos, estd ameacada
pela aterosclerose: suas taxas de colesterol estdo acima de 200 miligramas por
decilitro de sangue, nivel méximo recomendado { Shimma et al., 1996).

Consumidores preocupados com a relagBo existente entre conteGdo de
gordura ¢ colesterol ingeridos, ¢ doengas coronarias e alguns tipos de clncer, ém
forcado as indastrias alimenticias a investirem em alimentos que contenham um
teor reduzido de colestercl, assim como de 4cidos graxos saturados e gordura, ¢
que sejam atrativos ¢ saborosos (Bray,1991; Hettinga, 1989).

Os resultados de estudos em diversos paises indicaram que o colestero! da
dieta é uma variavel significativa na determinacgiio de seus niveis na circulacio.
Brown et al. (1981} vertficaram uma relacio linear entre o colesterol da dieta ¢
seus niveis na circulaglo e, teoricamente, o risco de doenga coronaria decresceu
de 3% para cada 1% da reduco do colesterol plasmatico. Matison et al. (1972)
assinalaram que cada 100 mg de colesterol / 1000 kcal consumida resulta em um
aumento de colesterol no plasma de aproximadamente 12 mg / 100 ml.

Pesquisa realizada pelo “Food Marketing Institute”™ em 1990 mostrou que
44% das pessoas entrevistadas estavam preocupadas com o colesterol dos

alimentos ¢ 29% com o teor de gordura (Barr,1990). Esta preocupagdo fem
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refletido no consumo de leite fluido nos Estados Unidos. De 1965 a 1988 a venda
de leite integral caiu de 86.3% para 43.5%, enquanto que a de leite desnatado ¢
com baixo teor de gordura subiu de 11.3% para 51% (Muck, 1991}

Esta tendéncia de mercado também € observavel no Brasil ¢ sua satisfacdo
exigira o progresso tecnolégico do setor industrial,

Mutitos processos tém sido desenvolvidos e implementados com o objetivo
de reduzir o teor de colesterol em produtos lacieos, tais como: destilacio por
arraste de vapor, extracfo supercritica, conversdo enzimatica de colesterol a
gsterois ndo absorviveis, formacic de complexos efou adsor¢fo. Devido ao
variado estdgio de desenvolvimento de cada processo, o potencial de cada um ¢
limitado pelo compromisso entre custos e seletividade da operacéo, e todas estas
tecnologias apresentam vantagens e desvantagens (Sperber,1989; Bradley,1991;
Morris, 1991).

O presente projeto de pesquisa visa a otimizacio da tecnologia para reducio
do teor de colesterol do dleo de manteiga baseada na formacio de agregados do
colesterol com saponinas de Quilaia Saponaria Molina e na adsorcio dos
complexos formados em terra diatomacea. A viabilidade técnica deste processo ja
foi demonstrada por Sundfeld (1992) e esta tecnologia tem como vantagens
potenciais a possibilidade de ser implementada com equipamentos convencionais
ia disponivels na industria de laticinios, com escala de producéo flexivel e custos
operacionais baixos, sem alteracic da gqualidade e com altos rendimentos de
produto final. Este conjunto de vantagens ¢ que torna esta tecnologia
potencialmente promissora, € particularmente adequada s condigfes brasileiras.

O objetivo deste trabalho € estabelecer condicSes que maximizem a reducio
de colesterol do 6leo de manteiga utilizando a Metodologia de Planejamento
Experimental por Analise de Superficie de Resposta, verificando como as
variaveis temperatura, pH, concentracfo da solugfo aquosa de quilaia e

quantidade de terra diatomacea influenciam este processo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. COLESTEROL

Os esterois sdo alcoois de alto peso molecular, pertencentes a familia dos
esteroides. Constituem o componente principal da fragdo insaponificavel dos dleos e
gorduras. Podem ser encontrados no estado livre ou esterificados com écidos graxos
de alto peso molecular.

Os esterdis sdo classificados segundo a sua origem: zoosterdis {animal),
fitosterdis (vegetal) e micosterdis (microrganismos). Entre os zoosterois, o colesterol
é o mais abundante. A Figura 2.1 apresenta a estrutura e algumas propriedades

relevantes do colesterol.

Férmula: C27PL150H
Peso Molecular:  386.87 g/mol
Ponto de Fusdo:  148.5°C

Densidade: 1.067 glem’
Solubilidade: insolivel - dgua
ligeiramente solavel - dlcool
solavel - acetona, cloroformio, éter, hexano, oleos vegetais

Figura 2.1: Estrutura e propriedades do colesterol.
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Plantas contem quantidades insignificantes de colesterol, mas contém outros
esterdis similares como o sitosterol, estigmasterol e campesterol. O esterol mais

importante produzido por fungos € o ergosterol, precursor da vitamina D;,

HAC | - HL -
HLC HL

Sitosterol Estigmasterol

Campesterol _ Ergosterol

Figura 2.2: Estrutura de esterois selecionados.
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O colesterol ¢ uma substincia essencial para manter a vida ¢ as fungdes
normais do corpo. Ele participa da producéio de horménios que regulam desde a
reprodugfo até o sistema 1munologico. Uma de suas fungdes mais importantes € a de
participar da sintese da vitamina Ds. Esta presenie nas paredes de todas as células do
organismo, especialmente nas do tecido nervoso.

Aproximadamente dois tercos do colesterol encontrado no organismo humano
sd0 sintetizados endogenamente, um ter¢o € fornecido pela ingestdo de produtos de
origem animal (Nawar,1985).

Quando a alimenta¢do € rica em colesterol, ocorre um bloqueio de sua sintese
endogena. Por outro lado, a redugio muito acentuada de colesterol alimentar pode
aumentar sua fabricacfio biologica (Brown et al. 1981 Harper et al. 1977).

A principal via de degradag@o do colesterol € a conversdo a acidos biliares no
figado ¢ a principal via de excrecdo do colesterol ¢ a intestinal, onde o coprostanol
(principal esterol das fezes) ¢ formado através da agfio microbiana. Uma fragfo
menor do colesterol ¢ convertido em hormbnios esterdides, sofrendo eliminacfo

urinaria.

O colesterol e a aterosclerose

Muitos pesquisadores demonstraram uma correlacfio entre os niveis elevados
de lipideos séricos ¢ a incidéncia de aterosclerose. Dos lipideos séricos, o colesterol
tem sido um dos mais frequentemente apontados como envolvido na correlacéo
{Harper et al ,1977).

A aterosclerose ¢ uma doenga caracterizada pela infiltragdo de colesterol na
membrana interna das artérias, formando uma placa gordurosa, chamada de placa de
ateroma, que pode ser fatal. E o que costuma ocorrer quando o vaso afetado ¢ a
corondria. Neste caso, privado do fluxo de sangue, o coraclo pode sofrer um infarto

que, ndo raro, mata. Se o entupimento ocorrer na artéria da perna, ha risco de
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gangrena. E se afetar as artérias cerebrais, pode causar um derrame, com sequelas
como a paralisia (Shimma, 1996).

Mas a formacio da placa de ateroma ndo depende apenas da guantidade total
de colesterol presente no sangue, mas do equilibrio entre as fracdes em que se
diferenciam essa substincia. Ha dois tipos de colesterol, chamados popularmente de
bom e mau colesterol. Na realidade, trata-se da mesma substincia, s6 que ligada a
diferentes lipoproteinas, particulas de proteina e gordura que servem para fransporta-
la pelo organismo. Dependendo da lipoproteina ao qual se acopla, o colesterol passa
a desempenhar um papel diferente. Quando se liga & apo-lipoproteina A, forma o
HDL (High Density Lipoprotein ou lipoproteina de alta densidade), que € o
colesterol bom; quando se liga & apo-lipoproteina B, origina o LDL {Low Density
Lipoprotein ou lipoproteina de baixa densidade), que € o colesterol mau.

A apo-lipoproteina A retira o colesterol em excesso das artérias, impedindo sua
deposicdo na parede das artérias, e por isso o HDL é bom. Ja a apo-lipoproteina B
faz o contrario: transporta o colesterol para os tecidos, provocando a aterosclerose e
suas consequéncias.

Além do LDL e do HDL. outros tipos de particulas participam da captacio e
transporte do colesterol. Entre elas, a que mais tem chamado a atencio dos
pesquisadores € a lipoproteina(a) ou Lp(a), que ja estd sendo considerada mais
perigosa do que o LDL. Sua estrutura ¢ semethante ao LDL e estudos indicam que
também pode se acumular nas artérias. A Lp{a) se parece com o plasminogénio, uma
proteina envolvida com processo de dissolugfio de coagulos, que liga-se a
determinados receptores para dissolver coagulos. Quando a Lp(a) toma seu lugar,
acaba atrapalhando esse processo de dissolugfo. Por isso, quem tem Lp(a)
aumentada corre maior risco de desenvolver doencas cardiovasculares decorrentes
de entupimento corondrio.

Estudos comprovam gue pessoas que tém niveis de colesterol acima da média
no sangue, em cinco ou dez anos desenvolvem doencas ateroscleréticas. Assim, a

doenca atinge especialmente homens com mais de 45 anos de idade e mulheres apos
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a menopausa, pois antes, a mulher ainda tem a prote¢ic do hormédnio estrogénio, que
mantém ¢ HDL alto e, consequentemente, o LDL sob controle.

Dos fatores que reduzem o nivel de colesterol do sangue, os mais
recomendados tém sido a reducdo da ingestdo de alimentos muito ricos em colesterol
e a substituicdo de acidos graxos saturados da dieta por acidos graxos msaturados de
origem vegetal. Os polinsaturados podem ser encontrados em quase todos os dleos
vegetais, como soja, milho e girassol. Eles tém a propriedade de diminuir o colesterol
total e também as fragdes de HDL e LDIL. Os monoinsaturados sdo ainda mais
saudaveis: diminuem o LDL e ainda aumentam a fracdo do HDL, o bom colesterol.
Suas principais fontes s30 oOleo de oliva, oleo de canola, azeitona, abacate e

oleoginosas, como castanhas, nozes € améndoas.

Teor de colesterol em produtos ldcteos

O leite é uma mistura complexa de lipideos, carboidratos, proteinas e muitos
outros compostos orgdnicos € sais inorganicos dissolvidos ou dispersos em agua
{Mevyer,1975).

Os leites humanos e bovinos contém aproximadamente 3 a 5% de lipideos
totais. Aproximadamente 98% ou mais dos lipideos sdo compostos por triglicerideos,
mas pequenas quantidades de hidrocarbonetos, esterois, mono e diglicerideos, écidos
graxos ¢ fosfolipideos também estfo presentes. Os esterdis representam 0.2 a 0.5%.
O colesterol ¢ o csterol presente em maior quantidade (Jensen et al 1990;
Swaisgood, 1983).

Colesterol ¢ encontrado na fragfo lipidica em trés formas: livre na gordura,
ligado as lipoproteinas dos globulos de gordura e como éster de colesterol. Pelo
menos 95% do colesterol em produtos de iaticingos encontram-se nas duas primeiras

formas {Lacroix et al. . 1973).
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Mc Carthy et al. (1964) examinaram o0s destilados moleculares de dleo de
manteiga e reportaram que 95% do teor total de esterdis era colesterol.

Feeley et al. {1972) observou que grupos de produtos lacteos com baixo teor de
gordura tém mais colesterol em relagdo ao seu contetdo de gordura do que aqueles
produtos com teores mais altos de gordura; eles verificaram que enquanto ¢ leite
integral tinha ao redor de 4 mg colesterol/g gordura, o leite desnatado liquido tinha
aproximadamente 30 mg colesterol/g gordura. Russel & Gray (1979) determinaram o
teor de colesterol de produtos lacteos fabricados a partir de um mesmo lote de leite e
reportaram que o leite integral e produtos com alto teor de gordura (leite integral em
po. manteiga e quetjo) tinham um teor de colesterol ao redor de 3,0 mg/g gordura,
enquanto que em produtos com baixo conteudo de gordura (leite desnatado, sbro e
concentrados de sbro) o teor de colesterol variava de 8 a 50 mg/g gordura. Eles
explicaram que, apds a remogdio do creme, a gordura remanescente no leite
desnatado consistia de uma parte dos glébulos de gordura menores presentes no leite
integral, mais a gordura oriunda de material das membranas. J& que ha evidéncia de
que o colesterol se concentra nas membranas dos globulos de gordura do leite, o teor
relativamente alio na gordura do leite desnatado e produtos correlatos deveria ser
esperada.

A faixa de valores para o teor de colesterol reportados na literatura, para um
determinado produto, ¢ usualmente larga. Esta amplitude da faixa de valores ¢
devida nfo somente a variabilidade intrinsica das amostras, mas também resultado
dos diferentes métodos usados na determinagio de colesterol.

Os seguintes teores de colesterol em produtos lacteos, em mg/g gordura foram

reportados por Lacroix et al. (1973}

Leite integral: 368-449
Manteiga: 2.60-3.09
Requeijdo: 2.94-338
Leite desnatado:  9.16-15.16

&

2
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Sweeney & Weihrauch (1976} enconfraram 2.45 mg colesterol /g gordura no
oleo de manteiga.
Shimma (1996) apresenta os seguintes teores tipicos de colesterol para alguns

alimentos:

Tabela 2.1: Teor de colesterol em alguns alimentos.

Produto Teor de colesterol (mg/100g de produto)
Peito de frango com pele 296
Peito de frango sem pele 79
Gema de ovo 274
Bacon 198
Camarao 196
Requerjdo cremoso 15
logurte 12

Métodos empregados para determinacdo do colesterol

Para determmnar colesterol, geralmente utilizam-se rés etapas: extragdo dos
lipideos, separagfio do colesterol dos outros lipideos e compostos interferentes e
determinago do colesterol isolado.

Lipideos sdo geralmente extraidos de material bioldgico com solvente orgénico
ou mistura de solventes. A amostra ¢ algumas vezes saponificada antes da extraggo.
Multiplas extragdes com mistura de solvente polar e nfio polar sfio mais eficientes
para extrair colesterol de produtos lacteos, nos quais o colesterol pode estar ligado a
proteina ou na membrana do globulo de gordura (Sundfeld,1992).

s solventes mais comumente empregados para extrair lipideos de produtos

lacteos sdo: acido salicilico-acido sulfirico, éter-metanocl e  cloroférmio-metanoc!



Revisdo da Literatwra 10

(2:1), sendo o ultimo conhecido por recuperar maior quantidade de lipideos em
varios alimentos {Hubbard et al [1977).

Colesterol e outros esterdis podem ser isolados através de precipitacfo.
Digitonina precipita o colesterol livre, mas para se determinar o conteado de
colesterol total € necessario saponificar a amostra, convertendo ésteres de colesterol
em colesterol livre (Kabara, 1961).

A saponificagfio dos lipideos € a extracdo do material insaponificavel com
solventes tem sido utilizada como uma alternativa eficiente para a separagfo do
colesterol de outros lipideos ¢ impurezas (AQAC 28092, 1984, AOAC 43.289,
1984).

Os métodos mais empregados para a determinagdio do colesterol podem ser
drvididos em trés grupos: colorimetricos, enzimaticos e cromatograficos.

O método colorimétrico consiste na reagfo do colesterol com um reagente,
produzindo uma cor caracteristica,

Este método foi introduzido por Grigaut, em 1910, para a quantificacdo do
colesterol em soro, utilizando a reacfio de Liebermann-Burchard (L-B), desenvolvida
entre 1885 e 1890. A classica reagfio de L-B consiste na reacfio do nicleo esterol
com &cidos fortes, contudo outros esterdis que ndo o colesterol e outros materiais
interferentes podem reagir produzindo cores semelhantes a do colesterol,
comprometendo assim, a eficiéncia do método ( Kabara, 1961; LaCroix et al.,, 1973).

O procedimento enzimatico foi desenvolvido utilizando colesterol oxidase.
Porém, a enzima ataca ¢ niucleo comum do esterol, acusando todo esterol como
colesterol (Bragagnolo, 1992),

Os métodos cromatograficos tém sido muite utilizados para determinagio de
colesterol nos alimentos. Os principais sfo: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ¢ cromatografia gas-liguida (CGL). A cromatografia em camada delgada ¢
somente usada para a separaco ¢ identificagfo de esterdis e outros lipideos antes de

sua determinacfo quantitativa,
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Teoricamente, todo procedimento para determinacio de colesterol através de
cromatografia, deveria envolver, apds o isolamento do colesterol, uma etapa de
derivatizacfo para formar éter de trimetilsilil {TMS) e entfo ser determinado
cromatograficamente (AOAC 43 283, 1984).

Com o objetivo de tornar as analises de colesterol mais econémicas em termos
de solventes, mais rapidas com a diminuicdio de ctapas, ¢ menos perigosas com a
reducdo da quantidade de reagentes quimicos, muitos pesquisadores desenvolveram
procedimentos que eliminam ou a etapa de extragfo de lipideos ou a derivatizagdo do
colesierol, quando no, as duas.

Penton (1990) utilizou cromatografia gasosa para identificar colesterol e alguns
triglicerideos na manteiga e em ovos, sem efetuar a derivatizacio. Os lipideos foram
extraidos utilizando o método de Folch ( cloroformio-metanol, 2:1) e diluidos em n-
nonano. As amostras foram analisadas num cromatégrafo gasoso Varian, com injetor
SPI e detetor FID, utilizando uma coluna capilar com fase estaciondria 50:50 metil-
fenil silicone.

Fenton et al. (1990) verificou que para determinacgfo de colesterol em gema de
ovo, tanto o procedimento que utiliza a extragfo dos lipideos atraveés do método de
Folch, quanto a saponificacfo direta utilizando soluco alcédolica de KOH e posterior
extragdo do material insaponificavel com hexano, apresentaram o mesmo resultado,
concluindo ndo ser necessario a etapa de extracdo dos lipideos ¢ nem derivatizagéo.

Utlberth et al. {1992} utilizou saponificacdo direta com solugio de KOH em
etanol para produtos derivados de leite e repetidas extragdes com ciclohexano para
retirar 0 material insaponificavel. O extrato contendo o colesterol foi injetade num
cromatdgrato gasoso em solucfio de hexano, sem derivatizacdo. O resultado obtido
foi comparado com ¢ procedimento que envolve exiracdo dos lipideos e
derivatizagfio, ndo apresentando diferencas significativas.

Os métodos de CGL e CLAE sfo qualitativos e quantitativos, muito
especificos e precisos, sendo capazes em condi¢Ges ofimas de determinar colesterol

mesmo em amosiras contendo outros esterois e compostos interferentes, através de
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seu tempo de retencfo . A CLAE foi utilizada com sucesso para determinaco de
colesterol em leite, dleo de manteiga e produtos de cacau, mas a CGL tem sido o

meétodo preferido para quantificar o teor de colesterol em produtos lacteos.

Tecnologias para remocdo de colesterol de produtos ldcteos

A redug8o do teor de colesterol da gordura do leite tem sido investigada através
de varios métodos, estabelecidos ou em desenvolvimento, tais como: destilagdo por
arraste de vapor, extra¢do com CO; supercritico, formacfo de complexos efou
adsor¢io, conversfo enzimdtica, etc (Sperber,1989; Morris, 1991; Bradley,1991;
Dehal et al. 1991).

A destilac8o por arraste de vapor ¢ o processe mais utilizado nas mnddstrias
alimenticias. Consiste de um processo onde o produto passa em contracorrente com
um vapor a 300°C. Sob esta temperatura e abaixo da pressdo atmosférica, o
colesterol ¢ extraido por flasheamento. A Omega Source Corporation de Burnsville
utiliza este processo obtendo remocdo de 95% de colesterol do 6leo de manteiga com
95% de rendimento. £ um processo convencional que tem como desvantagem a
perda de alguns componenies do aroma e sabor caracteristicos do produto durante o
processamento (Morris, 1991; Sperber 1989).

A extracgiio com CO, supercritico € um processo que ocorre a altas pressdes
(centenas de atm) e relativamente baixas temperaturas (aproximadamente 38°C).
Nestas condigbes o CO, ¢ levado ao estado supercritico e quando colocado em
contato com o oleo de manteiga, extral o colesterol (Sperber,1989). O nivel de
remogio de colesierol do Oleo de manteiga alcancado foi de 98%, com 90% de
rendimento de produto final. Este processo tem como vantagens o fato do CO; ser
atdxico, barato, ndo deixa residuos quimicos e a gordura do leite obtida mantém o
sabor € cor originais. Como desvantagens sfo os altos investimentos de capital e

custos operacionais {Bradley,1991; Sperber,1989).
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Ciclodextrina, um oligossacarideo ciclico com sete grupos de glicose, foi
utilizada para remog¢fio de colesterol do leite, manteiga e gordura do leite. O
complexo de inclusdo do colesterol na ciclodextrina ¢ insolavel em solucfio aquosa, ©
qual pode ser removido por centrifugacdo. Este processo remove até 90% de
colesterol da gordura do leite (Oakenfull & Sidhu, 1991).

A conversio do colesterol a coprostanol, esterol pouco absorvido por seres
humanos, pela enzima colesterol-redutase, € a base deste método. Esta enzima pode
ser obtida por sintese microbiana ou extraida de varias plantas verdes. Nas pesquisas
realizadas até o momento, indices extremamente baixos de conversio foram obtidos
em alimentos (incluidos produtos lacteos), comparativamente aos ocutros métodos
{Dehal et al.,1991; Morris,1991).

A utilizac8o de carvio ativado para adsorcio de até 95% do colesterol do d¢leo
de manteiga foi reportada (Sundfeld, 1997). Eniretanto, o processo apresenia
problemas, pois promove também a remocéo da cor, aroma e sabor caracteristico do

produto.

2.2. SAPONINAS

Saponinas sfo glicosideos que ocorrem  principalmente, mas ndo
exclusivamente, em plantas. Suas presencas foram detectadas em pelo menos 400
plantas pertencentes a 100 familias diferentes. Algumas destas plantas tais como
espinafre, beterraba, soja e aspargos fazem parte da dieta humana enquanto outras
sdo utilizadas na alimentacfo de animais {(George,1965).

Saponinas podem ocorrer em gqualquer parte da planta. Elas tém sido
encontradas nas raizes, caule, frutas, folhas e em alguns casos, na planta inteira. O
contetdo de saponina varia nas diferentes plantas, geralmente de 6.1 a 5%, mas na

casca da quilaia ela chega atingir 10% e na raiz da gypsofila 20% (Price et al ,1987).
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Quando agitadas em agua elas formam espuma ¢ ¢ esta caracteristica que da o
nome ao grupo. Outras propriedades geralmente atribuidas as saponinas, como por
exemplo, atividade hemolitica, propriedade de formar complexo com o colesterol e
sabor amargo, ndo séo compartithadas por todos os membros do grupo. A ocorréncia
dos vérios efeitos bioldgicos atribuidos as saponinas € as consequéncias fisiologicas
e nutricionais de sua presenga em alimentos e ragGes (interacdo com membranas
celulares, efeito hipocolesterolémico, toxicidade, etc.) dependem tanto da sua
concentracdo quanto das estruturas quimicas particulares presentes (Price et
al ,1987).

Todas as saponinas sfo glicosideos de ester6is ou triterpendides com atividade
de interface (tensoativos). Estes compostos anfifilicos (hidrofilico - hidrofébico) séo
compostos por uma aglicona (um esterol ou triterpenodide, denominado sapogenina}
ligada & uma ou mais cadeias de actcares. Saponinas triterpénicas predominam em
plantas alimentares (Price et al.,1987).

Devido 4 sua habilidade de formar espuma em solugBo aquosa mesmo a
concentragbes tdo baixas quanto 0.01%, as saponinas tém side largamente
empregadas no preparo de bebidas, doces, shampoos, sables e extintores de
incéndio. Por causa de sua capacidade de diminuir tensfio superficial e irritar as
membranas da mucosa, varias preparacdes de saponinas tem sido usadas como
antihelminticos, como ajudante na absor¢do de outros remédios e como

expectorantes no tratamento de bronquites cronicas (George,1965).

Determinacdo guantitativa de saponinas

s métodos de andlise qualitativa e quantitativa de saponinas sdo muito
variados, tanto em natureza como em confiabilidade. Eles incluem tanto a medida de
uma simples propriedade fisica das saponinas, tal como suas habilidades de formar

espuma em agua, ¢ propriedades bioldgicas, tal como seu efetto hemolitico ¢



Revisdio do Literarura 15

antifungicida, até o uso de técnicas modernas utilizando métodos cromatograficos e
espectrofotométricos. O método a ser utilizado na andlise de saponinas depende,
principalmente, do tipo de informacfo desejada.

Os métodos espectrofotométricos tém sido usados para estimar tanto as
saponinas triterpenoidais como as esteroidais, contudo, outros componentes tém
mostrado interferéncia (Price et al.,1987). O teste de Lieberman-Burchard tem sido
empregado para detectar a presenca de saponinas, diferenciando as esteroidais das
triterpenoidais (Chandel e Rastogi, 1980). Gestetner et al.(1966) utilizou o método
de Lieberman-Burchard modificado para determinar o contetido de saponina e
sapogenina em extratos de soja.

Para a determinacfo de espécies quimicas individuais, assim como do teor total
de saponinas, técnicas cromatograficas foram desenvolvidas. A cromatografia em
camada delgada tem sido largamente utilizada para analisar saponinas ntactas.
Cromatografia gasosa (CG) geralmente requer a hidrélise das saponinas e
subsequente extrac8o e derivatizacdo dos sapogenois liberados assim como seus
derivados. A cromatografia liquida de gita eficiéncia (CLAE) tem sido utilizada para
guantificar e identificar as saponinas intactas, saponinas derivatizadas e sapogendis
liberados (Kaizuka e Takahashi, 1983). A medicfo do teor total de saponinas tem
sido feito com sucesso através da determinagio das sapogeninas pelo método de
CLAE ou CG. Os métodos envolvem a hidrélise 4cida das saponinas para liberagio
das sapogeninas, que sdo extraidas do hidrolizado com solventes organicos e
purificadas por cromatografia em coluna. As sapogeninas purificadas sdo
quantificadas diretamente por CLAE, ou derivatizadas ¢ quantificadas por CG
{(Sundfeld, 1992 citando Brawn et al | 1981 e Ireland e Dziedzic, 1985).
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Consequéncias fisivlogicas e nutricionais das saponinas nos alimentos

Muitos sfo os efeitos biologicos das saponinas ¢ as consequéncias fisiologicas
e nuiricionais devido a sua presenca em alimentos e racdes (Price et al. [ 1987). Suas
interacdes com membranas celulares, sua toxicidade e seu efeito hipocolesterolémico
s80 os mais relevanies para o presente trabatho.

Um dos efeitos biologicos mais conhecidos das saponinas € a sua capacidade
de romper eritrécitos e de interagir com membranas de lipossomos. Devido as suas
propriedades surfactantes, as saponinas a concentragdes mais altas, podem destruir
completamente as membranas através da solubilizag8o de seus componentes.

A toxicidade das saponinas tem sido estudada por varios autores {(George, 1965,
Price et al.,1987). Ha variacdo de toxicidade em saponinas de diferentes espécies.
Apesar da alta toxicidade de algumas saponinas quando injetadas intravenosamente
em alguns animais, seus efeitos toxicos sdo muito menores quando administrada
oralmente (George,1965).

Embora com alguma controvérsia, ha muita evidéncia de que saponinas
presentes na dieta causam a diminuico da concentracdo de colesterol no sangue em
varias espécies de animais € no homem. Alguns autores chegaram a propor que a
ingestdo de alimentos contendo saponinas poderia ser Gtil para reduzir o risco de
ataques cardiacos em pacientes com altos teores de colesterol no sangue.

Os mecanismos propostos para o efeito hipocolesterolémico incluem a
formacdio pelas saponinas, no traio gastromntestinal, de micelas ou complexos com 1)
o colesterol da dieta, evitando sua absorcdo, ou 2) os 4cidos biliares, tornando-os
indisponiveis para reabsorc@o e aumentando sua eliminagfio pelas fezes, uma perda
compensada pelo aumento da sintese a partir do colesterol enddgeno, resultando

numa redugio nos niveis de colestero! no sangue ¢ figado (Sidhu e Oakenfull 1986).
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Saponinas de Quilaia saponaria

Quilaia € o nome comercial de uma série de produtos obtidos das cascas de
quilaia saponaria, uma arvore nativa do Chile ¢ Peru e cultivada no sul da California.

A casca da arvore de quilaia contém aproximadamente 10% de saponina que é
usada como fonte de saponina comercial, além de taninos, oxalato de calcio,
agucares, amido e outros componentes.

A quilaia ¢ utilizada nas ind(strias alimenticias no preparo de doces, produtos
de confeitaria, gelatinas e como agente espumante em bebidas.

As propriedades espumantes e ernulsificantes das saponinas de quilaia sfio uma
consequéncia direta de suas estruturas quimicas. Elas sdo compostos anfifilicos ,
com uma aglicona hidrofobica (sapogenina) determinada apds a hidrdlise Acida,
como sendo um ftriterpendide; acido quilaico ou Acido gipsogénico (Price et
al.,1987). As partes hidrofilicas sdo duas cadeias complexas de acUcares ligadas aos
carbonos C; e Cyg da sapogenina; estes acticares foram identificados como acido
glucurdnico, galactose, glicose, arabinose, xilose, fucose, ramnose e apiose. O
numero de espécies moleculares individuais presentes em um extrato de quilaia é
enorme como resultado das diferentes combinagdes possiveis da aglicona e dos
actcares (Sundfeld,1992 citando Labriocla ¢ Delofeu, 1969 ; Karting ¢ Ri,1973;
Higuch et al.,1987 ¢ Kensil et al ,1991). A Figura 2.3 apresenta uma das espécies
quimicas de saponinas encontradas na quilaia.

Pelo fato das saponinas de quilaia serem largamente utilizadas como aditivos
em alimentos, elas tém sido submetidas 4 testes toxicologicos. Nenhum efeito toxico
significativo fol observado em estudos de curta durago de alimentacfo de ratos, ou
de camundongos aos quais foram adminisiradas dietas com niveis de saponinas de

1.5% por prolongade periodo de tempo (Price et al. [ 1987).
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Gakenfull (1986) tem demonstrado que saponinas purificadas obtidas da

Quilaia saponaria formam agregados micelares com acidos biliares, reduzindo sua

absorcio . Com isso ocorre a sintese de acidos biliares a partir do colesterol,

diminuindo seu conteddo no organismo. Estudos realizados descrevem um

significante efeito hipocolesterolémico da quilaia em ratos alimentados com uma

dieta baixa de colesterol, o que também sugere uma redugdo na absor¢do de acidos

biliares (Rao ¢ Kendall, 1986).
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Formacdo de complexos como um processo de extracio

A formagio de complexos entre algumas saponinas ¢ esterois livres (como o
colesterol) ¢ um fendmeno conhecido ha muito tempo. Digitonina formando
complexos insoliiveis com o colesterol tem sido reportado por diversos autores.

Schwartz et al. (1967) desenvolveram um procedimento quantitativo para
remocgdo de colesterol do 6leo de manteiga, baseado na passagem do 6leo de
manteiga solubilizado em hexano, por uma coluna de Celite®545 impregnada com
uma soluc¢io aquosa de digitonina. Os esterois sdo eluidos da coluna com sulfoxido
dimetila, que dissolve o complexo colesterol-digitonina, sendo o colesterol entio
recuperado por extragdo com uma mistura hexano-benzeno (1:1).

Micich (1990) reportou que a digitonina ligada a polimeros complexou
colesterol a partir de solugbes de colesterol e de odleo de manteiga em varios
solventes {(hexano, etanol 84%, agua saturada com acetato de etila e benzeno). Os
niveis de complexagfo de colesterol se mostraram dependentes do solvente: a
complexacio a partir do hexano fol maxima.

Sundfeld (1992) estudando um processo para remogdo de colesterol de oleo de
manteiga denomimado por ele de “Reacgfio”, onde o dleo de manteiga era misturado
com uma solugdc aquosa de quilaia, ndo verificou a formacdo de um complexo
msoluvel, como era esperado, para justificar os niveis de remociio de colesterol
observados. O precipitado formade continha quantidades despreziveis de colesterol,
sendo composto pela fracio da guilaia msolivel em meio aquoso. Considerando este
resultado, Sundfeld (1992) e Sundfeld et al. (19933,1993b) propuseram um
mecanismo basico envolvido na separacfo de colesterol: um fendmeno de particdo
do colesterol a partir da fase oleosa numa dispersdo coloidal das saponinas, com

solubilizagdio do colesterol nas micelas das saponinas presentes em solugfo aquosa.
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Formacdoe de micelas e solubilizaciio do colesterol

As moléculas individuais ou mondmeros que podem tomar parte no processo de
formaclo de micela s8o caracterizados por possuirem duas regides em sua estrutura
quimica. Uma ¢ a regifo hidrofébica, ¢ a outra € um grupo 1onizado ou solivel em
agua, conhecido como a regido hidrofilica da molécula. Esta natureza dupla é
responsave!l pelas propriedades de formagio de micela, atividade de superficie e
solubilizacdo (Elworthy et al.,1968; Everett,1989).

A concentragfo limite do tensoativo na qual comecga um extensivo processo de
formagfo de micelas em solucdo € conhecida como Concentragdo Critica de Micela
(CCM).

Dada a natureza anfifilica das moléculas de surfactantes, as micelas se formam
em solugio aquosa como uma alternativa a acumulagfo em superficies ou interfaces.
Quando uma fase nfo polar estd presente, o surfactante entdo se acumula na
interface ¢ reduz sua tensfio. Se a disponibilidade de interfaces ¢ nula ou
insuficiente, e a concentraciio de surfactante na dgua € aumentada, as micelas se
formam. Portanto, a formacgfo de micelas ¢ uma alternativa a acumulagiio em
interfaces {Sundfeld, 1994).

Em sistemas onde estdo presentes interfaces ar-dgua e Gleo-dgua assim como
um adsorvente solido, a formacfo de micelas em solugdo ¢ um processo que compete
com qualquer dos outros processos possivels {por exemplo: acumulacfo nas
interfaces, adsor¢do no sélido, formacfo de estruturas organizadas gue nfo as
micelas como filmes e bicamadas) em que os mondmeros participam (Mittal &
Mukerjee, 1976).

Muitas informagdes da literatura demonsiram que solugdes de surfactantes
acima da CCM sfo capazes de dissolver quantidades substanciais de solutos
insolveis em agua, ¢ portanto o aumento de solubilidade tem sido correlacionado

com propriedades coloidais.
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Fatores importantes a observar nas determinac0es dos niveis de solubilizacio
sfo o controle preciso de temperatura (ja que as propriedades de solubilizacdo sfo
sensiveis & temperatura) € a garantia de que o equilibrio tenha sido atingido { o
tempo para atingimento do equilibrio pode variar desde horas até meses, dependendo
da estrutura quimica ¢ estado fisico do solubilizado, concentragdio do agente
tensoativo, temperatura, nivel de agitacéo, entre outros fatores).

A capacidade de solubilizagio das micelas para um certo soluto depende em
grande parte, da natureza do soluto e do surfactante. Surfactantes nio-10nicos
geralmente apresentam menores valores para CCM do que os surfactantes i0nicos
porque as micelas formadas por surfactantes ndc-1dnicos ndo séo influenciadas por
forcas de repulsdes eletrostaticas, o que interfere fortemente nas micelas idnicas
(Dunn et al., 1985).

Praticamente insolivel em agua, o colesterol € facilmente solubilizado em
solugdes contendo compostos anfifilicos. A solubilizacBo de colesterol em solucgdes
aquosas micelares tem sido estudada numa variedade de sistemas distintos,
particularmente objetivando o entendimento de suas fungdes estruturais e funcionais
em sistemas biologicos.

E reconhecida a importincia de micelas e micelas mistas no transporte e
adsorcdo de lipideos ¢ como solubilizadores de colesterol em sistemas fisiologicos.
Os sais biliares (tensoativos formadores de micelas) em particular foram muito
estudados pela sua agfo nos processos de absorcio de gorduras (Florence, 1976).

Um ntimero 1menso de compostos distintos tem sido sintetizado ou identificado
para uso como agentes tensoativos, entre eles as saponinas de quilaia. Estes coldides
de associaco sdo uma mistura complexa de diferentes espécies quimicas que podem
ter como regido soluvel em dgua um grupo nfo idnico {como um carboidrato) ou um
anion (tal como a carboxila do acido glucurdnico), a regifio hidrofobica ¢ um

triterpenoide {Oakenfull, 1981; Price et al ,1987).
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2.3. ESTADO ATUAL DA TECNOLOGIA

Sundfeld et al. (1993a,b) estudaram a viabilidade de remover colesterol do 6leo
de manteiga colocando-0 em contato com uma solugfo aquosa de saponinas de
Quilaia saponaria e separando o complexo formado pela saponina com o colesterol.
Trés processos foram estudados: 1) Reacdo (R): o éleo de manteiga foi misturado
com uma solucdo aguosa de saponinas; 2) Reacdo + Adsorcdo (R+A): adicionou-se
terra diatomacea a mistura formada na etapa de reacéio; 3) Reagfio + Lavagem (R+L):
a fase aquosa resultante da reag@io (1) foi descartada e agua pura foi adicionada a
fase gordura resultante.

Dos trés, o processo R+A foi o que produziu uma maior remocdo de colesterol
do oleo de manteiga, nas condi¢Oes estudadas.

Sundfeld et al. (1993a.,b) estudaram os efeitos de pardmetros de processo (pH,
temperatura (T), concentragdo da solucfio de quilaia (CSQ), quantidade de terra
diatomacea (QTD), tempo de contato e agitagdo) na remocdo de colesterol do oleo
de manteiga nos processos mencionados. Observaram que para o processo R+A, um
aumento na CSQ e na QTD levaram a um aumento dos niveis de remocio de
colesterol. Tendéncia oposta fo1 verificada para o pH e temperatura, isto €, suas
reducdes levaram a um aumento dos niveis de remogdo de colesterol do dleo de
manteiga. J& a agitacio ¢ o tempo de reago, ndo apresentaram efeitos significantes
na reducdo do teor de colesterol, nos niveis investigados.

Num trabalho posterior, Sundfeld et al. (1994a) estudando os efeitos de
pardmetros de processo ( pH, T, CSQ, QTD ) na separagfo de colesterol do éleo de
manteiga utilizando quilaia e terra diatomacea, observaram que, na faixa estudada, a
temperatura ndo teve um efeito significativo na remocfio de colesterol, o que estd em
desacordo com os resultados preliminares de Sundfeld et al. (1993ab). Um outro
ponto observado foi que, apesar dos procedimentos experimentais serem analogos, 08
niveis de remocgdo de colesterol encontrados foram sensivelmente menores que oS

obtidos por Sundfeld et al. (1993a,b). Como a guilaia utilizada foi obtida de fontes



Revisdo do Literatura 23

distintas nos dois trabalhos, foi sugerido como uma possivel explicagio que, os
menores nivets de remo¢@o de colesterol seriam devidos ao emprego de uma quilaia
menos efetiva, ¢ uma eventual significancia do efeito da temperatura no processo
poderia ndo ter sido detectado. Esta suposi¢do foi verificada por Sundfeld et al.
(1994 ¢) num estudo comparativo das duas quilaias. Uma explicacdio provavel foi
obtida por Sundfeld (1997) que encontrou teores diferentes de saponinas nas duas
quilaias, confirmando que a quilaia utilizada no trabalho onde a remogfio de
colesterol foi mator possula quase trés vezes mais saponinas do que a de menor
remogio.

Sundfeld (1997) utilizou solucdes de colesterol em decano, como substitutivo
do olec de manteiga para tentar uma melhor caracterizacdo da solucdo aquosa de
quilaia, buscando evidéncias que comprovassem que o mecanismo de extragdio de
colesterol do dleo de manteiga, fosse realmente, a solubilizacfo do mesmo em
micelas de saponinas. Os resultados mostraram que as condigdes que promovem a
formagdo de micelas (redugdo da CCM) resultaram em maiores niveis de colesterol
solubilizado na fase aguosa. Também nfo se observou qualquer alteragfo no teor de
colesterol na fase decano em contato com solugdes de quilaia abaixo da CCM e,
aumentando-se a concentracfo de quilaia em solugdo acima da CCM, aumentaram-se
os niveis de colesterol solubilizado na fase aquosa. Estes resultados confribuem para
a validacio da hipotese de que o mecanismo de solubilizacdo de colesterol em
micelas seja o preponderante no processo.

A otimizacdo do processo desenvolvido por Sundfeld (1992) fornecera
subsidios que contribuirfic para a compreensdo, dominio ¢ desenvolvimento desta

moderna tecnologia usada para reduzir o teor de colesterol em produtos lacteos.
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2.4. APLICACAO DE METODOS DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
NA OTIMIZACAQ DE PROCESSOS

Os processos quimicos geralmente envolvem muitas varidveis. Quando o
mimero destas € grande, torna-se praticamente invidvel realizar todos os
experimentos necessarios para estudar a influéncia de todas as varidveis no processo
pelos métodos tradicionais. Entretanto, escolhendo um método de planejamento
adequado ( por exemplo, o fatorial fraciondrio ), ¢ possivel programar os
experimentos para estudar um grande nimero de variaveis de maneira compactada e
entdo selecionar aquelas que realmente sfio importantes para estudos mais
detalhados.

A decis8o de adotar um metodo de planejamento experimental para a realizagio
de um estudo envolvendo muitas variaveis, possibilita o planejamento ¢ execucio de
forma organizada de um numero de ensaios reduzidos ao minimo necessario. Permite
ainda a verificag@io dos efeitos individuais e de interacfo de todas as varidveis sobre
a resposta, a defini¢do das varidveis mais importantes para 0 processo, a avaliagio
dos erros experimentais ¢ de regressdo e a modelagem empirica dos resultados em
funcdo das variaveis escolhidas, através de programas estatisticos de regressio {Box
et al., 1978).

E importante ressaltar que, por mais sofisticadas que sejam as teorias
matematicas ou estatisticas envolvidas num método de planejamento experimental,
estas ndo podem substituir medidas experimentais precisas € exatas, 0 bom senso € ¢
conhecimento sobre o problema em estudo.

Os métodos de planejamento experimental mais conhecidos sfo ¢ Simplex, o
Planejamento Fatorial € o Método de Analise por Superficie de Resposta. O método
Simplex e suas derivagdes sfo mais adequados para ensaios rapidos, ja que a
especificacdo das condi¢Oes nas quais deve ser realizado o ensaio seguinte depende

da resposta do ensaio anterior (Barros et al.,1995).
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A Metodologia de Superficie de Resposta ¢ uma téenica de otimizagfio baseada
no emprego de planejamentos fatoriais, introduzida por G.E.P. Box na década de 50,
e que desde entdo tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais (Barros et al,,1995). Consiste num grupo de téenicas usadas
para o estudo empirico das relagBes entre uma ou mais respostas medidas
analiticamente (como rendimento, produtividade, viscosidade, etc.) e um numero de
varigvels de entrada que possam ser controladas (como tempo, temperatura,
concentragdo, pH, etc.). Estas técnicas s#io usadas para resolver principalmente as
seguintes questies:

e Como uma resposta particular ¢ afetada sobre uma regifo de interesse por um
dado conjunto de varidveis de entrada;

e Quais conjunios de varidveis de entrada resultarfio num produto dentro das
especificagdes desejadas;

» Quais os valores das varidveis de entrada que levar@o ac methor valor para uma
resposta especifica e como ¢ a superticie de resposta proxima a este ponto (Box et
al.,1978).

Para realizar um estudo pelo método de analise de superficie de resposta,
mnicia-se programando os ensaios que devem ser feitos através de um plangjamento
fatorial, que consiste em selecionar um niimero fixo de niveis para cada uma das
variaveis de entrada e entio executar experimentos com todas as possiveis
combinagdes. Como se deseja reduzir o nhmero de ensaios ao minimo possivel, um
planejamento fatorial com 2 niveis (nivel -1 e nivel +1) para cada variavel ¢
especificamente eficiente. Se “n” varidveils estdo envolvidas no estudo de um
determinado sistema, o numero de experimentos que devem ser realizados para
investigar todas as combina¢les possiveis € portanto 2° Acrescentam-se ainda
ensaios em triplicata realizados nas condigdes correspondentes as intermediarias
entre as dos 2 niveis atribuidos a cada vanéavel (nivel 0 ou ponto central do
planejamento} com o objetivo de estimar o erro experimental associado aos ensaios
{Barros et al | 1995).
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Neste ponto, pode-se considerar encerrado o método de plangjamento fatorial.
Com os dados obtidos apos a execugdo dos ensaios € possivel calcular os efeitos
individuais ¢ de interag8o das variaveis sobre as respostas, determinar quais sfo os
efeitos mais significativos, comparando ¢ valor do efeito com o do erro experimental
estimado, e até ajustar um modelo de 1* ordem para correlacionar varidveis e
respostas (Barros et al [1995).

Caso se deseje explorar outras condigcdes experimentais ndio previstas pelo
planejamento fatorial ou se o modelo de 1* ordem proposto ndo estiver bem
correlacionado com os dados experimentais, é necessario recorrer ao Método de
Analise de Superficie de Resposta {Barros et al |1995).

Para avaliar se os modelos empiricos obtidos através de regressdo multilinear
ou ndo linear apresentam um grau de ajuste adequado aos dados experimentais,
Barros et al. {1995) sugerem que seja feita uma analise estatistica, utilizando como
pardmetros ¢ coeficiente de correlaco da regressdo e principalmente, o valor
estimado para o teste F.

A avaliacdo da qualidade de um modelo estatistico deve ser rigorosa & seguir os
seguintes critérios:

a.1) Os residuos (diferenca entre os valores previstos pelo modelo ¢ os obtidos
experimentalmente) deixados pelo modelo devem ser pequenos. Um modelo ideal
ndo deixaria residuo algum: todas as suas previsdes coincidiriam com os resultados
observados.

2.2) O valor de R” deve ser o mais préximo de um.

a.3) Teste ¥ para a regressdo. O valor de F estimado pele modelo deve ser maitor do
que o F tabelado (pelo menos de 4 a 5 vezes, segundo Box ¢ Wetz, 1973).

a.4) Teste F para a falta de ajuste. O valor de F estimado pelo modelo para a falta de
ajuste deve ser menor do gue o F tabelado

a.5) Analise grafica dos residuos em fun¢éo das respostas previstas pelo modelo.
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O coeficiente de correlacfo ¢ um pardmetro estatistico que compara a variincia
dos pontos experimentais em relagfio ao modelo proposto, com a varidncia da prépria
populaclio de pontos experimentais. Quando o valor do coeficiente € 1, a correlagfo
entre os valores previstos pelo modelo e os valores experimentais é perfeita. Quando
este valor ¢ zero, nfo existe correlagdo. A analise dos valores intermediarios ndo
pode ser expressa de forma t80 simples, mas em termos qualitativos, quanto mais
proximo da unidade estiver o valor do coeficiente de correlago, melhor sera o ajuste
do modelo aos dados experimentais,

Atraves da realizagfo do teste F, ou seja, comparando o valor estimado para F a
partir dos dados experimentais com o valor tabelado para uma distribuiciio de
referéncia, ¢ possivel verificar a relevincia estatistica dos fatores experimentais no
valor das respostas e com 1sso analisar se os dados experimentais sdo representados

pelo modelo proposto com alto nivel de confianca.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Oleo de Manteiga

Todos os ensaios foram realizados com o mesmo lote de Oleo de manteiga
anidro, produzido na Nova Zeléndia e doado pela Nestlé Industrial e Comercial Lida,
de S3o José do Rio Pardo. O dleo foi mantido a -20° C até ser utilizado nos

experimentos. O contetdo inicial de colesterol neste oleo fo1 avaliado em 2,521 mg/g

(Ver Secdo 3.3.3.1}.

A composicio em acidos graxos foi determinada pelo Laboratorio de Oleos, da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, Unicamp, usando cromatografia gasosa. O

resultado esta apresentado na Tabela 3.1. Observa-se ¢ predominio do 4cido oléico,

conferindo a esse produto, uma certa fiuidez a temperatura ambiente.

Tabela 3.1; Composicio em acidos graxos do oleo de manteiga.

Acidos graxos Composigéo Porcentagem
Butirico 4:0 4 86
Caproico 6:0 1,99
Caprilico 8:0 1,12
Caprico 10:0 1,99
Idecilico 1 decandico 11:0 0,25
Laurico 12:0 2,37
Miristico 14:0 9,22
Penta decandico 15:0 2.49
Palmitico 16:0 2528
Estearico 18:0 11,33
Palmitoleico 16:1 2,49
Oleico 18:1 30,76
Linoleico 182 2.74
Linolénico 183 3,11
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3.1.2. Extratos de Quilaia

Em todos os experimentos foi utilizado um mesmo lote { 93HO061 ) de
saponinas de quilaia, adquiridas da Sigma Chemical CO., US A

A composi¢io quimica fornecida pelo fabricante a respeito do lote utilizado €:

13,7% Sapogeninas 3,19% K 0,46% 5
443% C 1,54% Ca 0,22% P
14.6% Cinzas 1,08% Mg 0,16% Na

Uma analise centesimal de seus principais constituintes foi feita, a pedido, pelo

Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas, e indicou:

23,40% Acucar total 6,91% Umidade 0,70% Fibras
19,67% Acthcar redutor 6,23% Tanino
11,22% Cinzas 1,40% Proteinas

3.1.3. Terra Diatomiacea

Um mesmo lote {1083) de Celite®545, da MNuclear, Sdo Paulo, fo1 usado em
todos os expermmentos. O Celite®545 ¢ uma terra diatomdcea calcinada, um po

branco, sem odor. com tamanho médio de particula de 36,2 microns. Algumas

caracteristicas fornecidas pelo fabricante sdo:

pH =10 0,6% MgO
89.6% SiO, 0,5% Ca0
4,0% AlOs 0.2% P,0s
3,3% Na,O+K,0 0,2% TiO,

1,3% Fe, (O 0,1% de umidade
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3.1.4. Reagentes e gutros materiais

e Hidroxido de sédio IN , Merck S A Induastrias Quimicas.

e Acido Cloridrico IN . Merck S.A Inddstrias Quimicas.

» Colesterol 96% de pureza, para cromatografia, Sigma Chemical CO.

o [Hidroxido de potassio em lentilhas P. A, 85% de pureza, Merck S A Industrias
{Juimicas.

s Etanol Absoluto P.A ., 99,8% de pureza, Merck S.A IndUstrias Quimicas.

e Hexano P A Merck S.A Indastrias Quimicas.

e Acetona P.A, Synth.

e Cloroféormio P A, Merck S_A Industrias Quimicas.

® Metanol grau gradiente para cromatografia, Merck S A Induistrias Quimicas.

» Papel de filtro #1, 125mm difmetro, Whatman International Ltda.

3.2. EQUIPAMENTOS

e Agitador de tubos de ensaio, Phoenix, modelo AP56.

¢ Balanca Analitica, Ohaus, modelo Plus

e Banho com agitacfo e temperatura controlados, Lab-Line.

e Banho com temperatura controlada, Haake, modelo K.

e Banho de ultra-som, Thornton, modelo T14.

e Centrifuga refrigerada, Hitachi, modelo CF15D, rotagio 15000 rpm.
e Estufa a vacuo Fanem, modelo 099EVY.

e pHmetro WT'W, modelo pH 320.

e Placa com agquecimento e agitagio Fisatom,

r
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e Cromatografo gasoso Varian Star 3400 CX com amostrador automatico 8200

CX.

Coluna: DURABOND-5, 30m x 0.25mm , espessura da fase
estacionaria 0,1 pm | faixa de temperatura 60° a 325°/
350°C, J&W Scientific, Folson , CA. Temperatura
inicial 150° C, aumentando para 325° C a uma taxa de
20° C/ min e entdio mantendo por 5 minutos,

Pré-coluna: J&W Scientific , 1m x 0,32mm , sem fase estacionaria.

Injetor: SPI com insersor empacotado. Temperatura inicial 150°
C , aumentando para 335° C a uma taxa de 115° C /min

mantendo por 10 minutos.

Detector: FID , temperatura 340° C | atenuacfo 16 , range 12.
(Gas de arraste: Hidrogénio purissimo
Amostragem: Modo padrio, 0,5ul.

3.3. METODOS

3.3.1. Otimizacio do processe de remocio de colesterol

o Planejamento dos experimentos

Para otimizar ¢ processo de remocgio de colesterol do oleo de manteiga
uttlizou-se a Metodologia de Superficic de Resposta (Bruns et al 1995)
Conforme determina esta técnica, deve-se miciar o estudo através de um
Planejamento Fatorial, onde o nimero de experimentos € 2° ( n é o nimero de
variaveis) e mais uma triplicata no ponto central para determinagio do erro

experimental.



al.,1993), foram identificadas 4 varidveis para serem avaliadas:

~» Concentracio da solugdo de quilaia (C8Q)

—» Quantidade de terra diatomacea adicionada (QTD)

—> Temperatura (T)

—»pH
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A partir das informagSes obtidas de trabalhos anteriores (Sundfeld et

T 4 - -
Portanto, foram necessarios 2° = 16 experimentos para o planejamento

fatorial inicial ( Ensaios 1 a 16 ) e mais 3 experimentos no ponto central (Ensaios

17,18 € 19).

Para o planejamento composto central { configuracfio “estrela”) foram

realizados 2n = 8 ensaios { Ensaios 20 a 27 ) e mais uma duplicata no ponto

central { Ensaios 28 ¢ 29 ).

ApoOs atribuir valores para todos os niveis de cada variavel { Tabela 3.2 ),

um quadro representando todos os ensaios de otimizagfio realizados com as

respectivas condigles experimentais pode ser construido e esta apresentado na

Tabela 3.3.

Tabela 3.2- Valores reais e codificados atribuidos as vaniaveis

Nivel CSQ(g/ml)  |QTD(gg) T(C) pH
2 0.02 0.08 35.0 3
1 0,065 0,16 43,75 4
0 0,11 0.24 525 5
+1 0,155 0.32 61.25 6
+2 0,20 0,40 70,0 7

Codificacio das variaveis:

Ve

_VR—VR(PC)

YV - Variavel codificada

VR - Variavel real

onde,
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VR (PC) - Valor da vanével no ponto central

VR(+1)~VR(-1)
2

AVRE =

Assim,

_CSQ-011 _QTD~0,24 _7-525 pH 5
A= 0,045 X.= 0.08 X5= 8.75 X=

Tabela 3.3- Especificagiio das condicdes experimentais de todos os ensaios
executados para o Planejamento Experimental.

Ensaio X, 1CSQ X,|QTD X5 1 T°C) Xs|pH
(g/ml) (&/g Oleo)
1 -110,065 -110,16 -1143,75 -114
2 +110,155 -110,16 -1143,75 -14
3 -110,065 +110,32 -1143,75 -114
4 +110,155 +1(0,32 -1143,75 -114
5 -110,065 -110,16 +1 61,25 114
6 +110,155 -110,16 +1161,25 -114
7 -110.065 +110,32 +1161,25 -114
8 +110,155 +110,32 +1161,25 -1 14
9 -110,065 -110,16 -1143.75 +116
10 +110,155 -110,16 -1143.75 +1i6
11 -110,065 +110,32 -1143.75 +116
12 +110,155 +110,32 -1143,75 +1]6
13 -110,065 -110,16 +1161,25 +116
14 +110,155 -110,16 +1161,25 +116
15 -110,065 +110,32 +1[61.25 +1{6
16 +110,155 +110,32 +1161.25 +116
17 010,11 00,24 01525 05
I8 010,11 010,24 01525 0,5
19 010,11 010,24 01525 015
20 -210,02 010,24 0]52,5 015
21 +210,20 010,24 0152,5 015
22 010,11 -210,08 01525 015
23 010,11 +2 10,40 0525 05
24 010,11 00,24 -2135,0 015
25 010,11 010,24 +2170.0 015
26 010,11 010,24 (31525 213
27 010,11 00,24 01525 +217
28 010,11 010,24 0152,5 015
29 010,11 010,24 01525 0|5
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e Preparacio da solucdo de guilaia

As solugbes de quilaia foram preparadas com concentracdes e pHs
conforme definidos no planejamento experimental. As solucdes eram preparadas
diariamente de acordo com a necessidade de realizacio dos experimentos.

Adicionou-se agua destilada a uma quantidade determinada de quilaia e
misturou-se dentro de um bequer colocado sobre uma placa com agitagfio. O pH
era corrigido utihzando-se HCI IN ou NaOH 1IN, até atingir o valor requerido
{acido ou bésico) medido pelo pHmetro. O pH da solugdo aquosa de quilaia sem
correcdo era aproximadamente 4,98, A solugdo era entfo transferida para um

baldo volumétrico e completava-se o volume com agua destilada .

e Realizacio dos ensaios

Todos os ensaios foram realizados aleatoriamente, seguindo as condigies
especificadas pelo planejamento experimental.
a) 30 gramas de oleo de manteiga eram colocados dentro de erlenmeyers de
250ml , e trazidos & temperatura ambiente. Duas esferas de wvidro
(didmetro=12mm) eram colocadas em cada frasco com o objetivo de ajudar na
agitacio .
by 50ml da solugdo aquosa de quilaia, com concentragdo ¢ pH definidos, eram
adicionados aos erlenmeyers.
¢) Os frascos eram colocados dentro do banho com temperatura sob condi¢es
especificadas e agitacdo de 150 rpm, durante uma hora.
d) Decorrido o tempo de contato liguido-liquido, a quantidade de Celite®545 pre-
estabelecida era entdo adicionada diretamente dentro dos frascos e o processo
continuava por mais uma hora, a fim de estabelecer o equilibrio sélido-Hguido-

liguido, mantendo-se as condigcdes de temperatura ¢ agitacio.
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¢) Interrompia-se entdo a agitaco, retiravam-se as esferas de vidro e transferia-se
o sistema trifdsico para um frasco plastico, que permanecia imerso por vinte e
quatro horas dentro do banho com controle de temperatura, na mesma condi¢fo
em que foi realizado o experimento, a fim de separar as {ases por decantacdo. O
tempo de 24 horas foi determinado ser suficiente para que o sistema (trés fases)
atingisse um equilibrio, em termos de parti¢do de colesterol.
) Apds a separaglio, retirava-se uma amostra da fase oleosa (emulsfio) que era
colocada no banho de ultra-som por vinte ¢ quatro horas e centrifugada para
separar 0 oleo da fase aquosa, originarios da emulsdo. O oleo era armazenado 4 -
20°C para posterior analise de colesterol e umidade.

A Figura 3.1 ¢ uma representagio esquematica do processo de extragdo de
colesterol do 6leo de manteiga utilizando solucio aquosa de saponinas de quilaia

e terra diatomacea.

_ Oleo de manteiga
Solucdo de quilaia

Temperatura e agitagéo
centroladas

Terra digatom dceas

Temperatura & agitacéo
controladas

T ujitra-som — e ) ie o

Emuisac Pl i .

Fase aguosa | i e EERE D age aguosa
]

Fase sdlida b

Figura 3.1 Fluxograma experimental do processo de extragio de colesterol do
oleo de manteiga utilizando saponina de quilaia ¢ terra diatomacea.
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3.3.2. Estude do equilibrio trifasico

Os estudos de particdo do colesterol no sistema trifdsico (fase oleosa, fase
aquosa e torta) foram realizados em dois pHs diferentes (pH 3 e pH 4), mantendo-
se constantes as outras variaveis. Os valores escolhidos de pHs foram os mais
baixos estudados, devido acs mesmos contribuirem para uma maior remocéo de
colesterol. Trabalhou-se com sete amostras de 6leo de manteiga nas quats variou-
se a concentracdo de colesterol, por meio da adi¢do do mesmo em diferentes
proporgdes. Os ensaios foram idénticos aos da otimizacio (de a a ¢ ) acrescidos
das seguintes etapas:

g} Apds a separacfo das fases, retirava-se amostras da fase oleosa, fase aquosa e
torta (fase s6lida formada principalmente pelo Celite® 545).

h) A fase oleosa recebia 0 mesmo tratamento anterior (item f).

i} A fase aquosa era centrifugada obtendo-se uma fina pelicula de emulsio
sobrenadante e a fase aquosa limpida, com aparéncia semelhante 4 solucdo de
quilaia original. A emulsfio era descartada e a fase aquosa mantida & -20°C para
posterior analise de colesterol.

i) A torta era armazenada a -20°C para posterior andlise de colesterol,

determinacgdo de umidade e extragdo de dleo.

3.3.3. Analises Quimicas

3.3.3.1. Determinacdo de Colesterol

A quantidade de colesterol do Oleo de manteiga, fase oleosa, fase aquosa,
torta ¢ Oleo extraido da torta foi determinada por um procedimento que envolvia a
saponificacdo dos lipideos, extracfio da fracfo insaponificdvel com hexano e

determinagfo quantitativa de colesterol nesta fragfo usando cromatografia gasosa.
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® Saponificacio

Amostras do oleo de manteiga, da fase oleosa, da fase aquosa, da torta e do
oleo extraido da torta foram descongeladas € muito bem homogenizadas. Pesava-
se aproximadamente 0,3000 gramas do dleo de manteiga e da fase oleosa ou
0,5000 gramas da fase aquosa e da torta, diretamente dentro de tubos de ensaio
de 50ml com tampa rosquedvel. O dleo extraido da torta era analisado em sua
totalidade, pois a quantidade determinada era sempre pequena. Adicionava-se
10mi de solucdo 20% KOH em etanol 90% em cada tubo. Os tubos eram bem
fechados e colocados num banho de agua a 80°C duranie 15 minutos, com

agitacfo, para completar a saponificacdo {Bohac,1988).

e Extracdo dos insaponificaveis

A frac@o insaponificavel que contém o colesterol, era obtida através de
extrages com hexano. O método empregado foi uma adaptagfio do método
desenvolvido por Bohac (1988) para determinacdo de colesterol em carnes
utilizando técnicas coloriméiricas.

a) Apos sapontficacfo da amostra, adicionava-se Smi de dgua destilada aos tubos
que eram deixados sob agitagfio até esfriarem a temperatura ambiente.

b) Adicionava-se 10ml de hexano e agitava-se por | minuto num agitador de
tubos de ensaio.

¢) Apos a separacio das duas fases (hexano e frag8o saponificavel) transferia-se a
fase hexano, com uma pipeta, para um outro tubo de ensaio previamente tarado.
d) Repetia-se ¢ item b) ¢ ¢) mais duas vezes num total de trés extracdes em série.
) Pesava-se ¢ tubo de ensaio com hexano e determinava-se ¢ volume de solvente.
f) Uma aliquota de hexano era retirada e colocada no frasquinho do amostrador

automatico do cromatografo gasoso e as amostras eram analisadas.
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e Determinacio de colesterol utilizando cromatografia gasosa

Curva de calibracio

Solucdes padrio de colesterol em hexano foram preparadas com
concentragdes 0,01 ; 0,05 e 0,1 mg/m! e injetadas no cromatografo. Construiu-se
um grafico plotando-se as areas obtidas em relagdo as conceniragfes de colesterol
¢ uma reta ajustou-se aos dados, sendo possivel achar o fator de relagfo entre area
¢ concentracdo (coeficiente angular).

A curva de calibragiio obtida ¢ mostrada na Figura 3.2

5.00E+5
Equagao da reta
y=4,21503 E+6* x ’
4.00E+5 — Caorr. = 0,998671 ’
300E+5 —
L]
9 _
2.00E+5 — s
1.00E45 -
- ,__Q’
0.00E+0 & ‘ :
0.00 0.04 0.08 G.12

Concentraco de colesters! (mg/mi}

Figura 3.2 - Curva de calibragio para o colesterol.
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Teste de reprodutibilidade

Testou-se a reprodutibilidade do método de extracio do insaponificavel com
hexano, determinando-se colesterol em dez amostras de 6leo de manteiga.
O método mostrou-se eficiente e bastante reprodutivel, apresentando um

desvio padrdo de 0,048. Os resultados estfio apresentados na Tabela 3 4.

Tabela 3.4 - Valores de concentragdo de colesterol em dez amostiras de 6leo de

manteiga.

Amostra de 6leo de | Concentragio de
manteiga colesterol (mg/g)

1 2,429

2 2,512

3 2.531

4 2,502

5 2,540

6 2,487

7 2,529

8 2,518

9 2,621

10 2,538

Valor médio 2,521

Desvio padrdo 0,048

3.3.3.2. Determinacdo de umidade nas fases oleosas e nas tortas

Vidros de reldgio foram lavados e secos na estufa a 100°C por thora.
Depois de resfriados, eles foram pesados em balanga analitica, com precisio de 4
casas decimais. Amostras (ca. 3g) da fase oleosa e da torta foram pesadas com
precisdo nestes vidros e colocadas na estufa a vacuo a 60°C. Decorrido 3 horas,
as amostras eram retiradas da estufa ¢ colocadas num dissecador onde resfriavam

até a temperatura ambiente. Os vidros eram pesados ¢ colocados novamente na
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estufa 4 vacuo por mais 3 horas. Se o peso ndo estivesse constante, ©
procedimento de secagem , resfriamento e pesagem era repetido, caso ndo

houvesse variacfo do peso, a umidade era determinada (AOAC 43 287, 1984).

3.3.3.3. Extracdo do éleo da torta

Com o objetivo de caracterizar a torta, de testar a consisténcia da
metodologia de amostragem, e de comprovar a eficiéncia do Celite®345, extraiu-
se 0 6leo que ficou retido na torta utilizando o método de Bligh & Dyer (1959).

a) Pesou-se com precis@o 0,5000g de torta seca (ver Secdo 3.2.3.2) num tubo de
ensaio de 50ml com tampa rosqueavel.

b) Adicionou-se 0,4ml de dgua destilada, 10mi de metanol e 10ml de cloroformio
e agitou-se por 2 minutos no agitador de tubos de ensaio.

¢) Adicionou-se Sm! de agua destilada e agitou-se por mais 30 segundos.

d) O conteudo do tubo de ensaio foi filtrado em papel de filtro.

¢) O filtrado foi transferido para uma proveta graduada, onde houve a separaciio
das fases.

) O volume da camada de cloroférmio foi anotado, e retirou-se com uma pipeta
toda camada de metanol e agua, tendo sido arrastado um pouco da camada de
cloroformio para garantir a completa remocéo da agua.

g) Uma aliquota de 3ml da camada de cloroférmio foi tranferida para um tubo de
gnsaio previamente tarado.

h) Todo cloroférmio for evaporado utilizando nifrogénio e aquecimenio, € o

residuo {gordura) no tubo de ensaio pesado até peso constante.



4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

O objetivo deste capitulo ¢ apresentar ¢ discutir os resultados obtidos na
gtapa de otimizag8o do processo de remocgéo de colesterol do oleo de manteiga,
assim como as curvas de partigdo do colesterol entre as fases oleosa, aquosa €
torta de terra diatomdcea, obtidas através de ensalos de equilibrio e outros

pardmetros que ajudarfio na caracterizagZo do processo.

4.1. ANALISE GERAL DO PROCESSO

Os ensaios de remogio de colesterol do dleo de manteiga utilizando solugfo
aquosa de quilaila e terra diatomacea, foram realizados conforme os
procedimentos descritos na Secdo 3.3.1. Apos o contato liquido-liquido-solido
observou-se a formacdo de trés fases bem definidas: emulsfo, solugdo aguosa ¢
torta (fase sélida). O volume de emulsfio formado foi da ordem de 1/3 do volume
total, podendo ser diminuido com uma redugfo na agitacdo, mas nfo
completamente eliminado.

O processo mostrou-se bastante eficiente para obter 6leo de manteiga com
reduzida concentragio de colesterol. O dlec de manteiga processade nfio
apresentou alteracfo visivel em suas propriedades fisicas, tais como cor,
densidade, viscosidade e ponto de fusfo, sendo uma evidéncia de que o processo
ndo muda a estrutura quimica do mesmo.

O gosto amargo residual no dlec de manteiga processado, provavelmente
devido as saponinas de quilaia que permaneceram incorporadas ao mesmo, pode
ser eliminado através de extracfes sucessivas com agua.

Determinagdes de umidade foram realizadas em cinco amostras da fase dleo
oriundas de ensaios representativos, separadas da emuls8o apos tratamento com

ultra-som. O maior valor de umidade obtido foi de 0,20%. Este valor é muito
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baixo, sobretudo considerando ser provavel uma contribuicSo, em sua
determinacio, de outros volateis evaporados na estufa & vacuo. Como
consequéncia, ndo se julgou necessario corrigir a base de calculo, € os valores de
concentracio de colesterol no 6leo foram referidos a massa total de dleo contendo
esses tracos de umidade.

A fase aquosa foi colocada no ultra-som e centrifugada, conseguindo-se a
separacdo da emulsdo arrastada. A concentraco de colesterol foi reportada com
base em massa de fase aquosa isenta de emulsio.

O contetddo de colesterol determinado na torta foi calculade em base de
massa de torta seca, evitando-se¢ assim qualquer interferéncia da quantidade de
dgua nos resultados.

O conteudo de dlec em cinco amostras de torta for determinado usando o
metodo proposto por Bligh & Dyer (1959), encontrando-se um teor médio de
20%. A quantificacdo de colesterol realizada nestes 6leos apresentou um valor
aproximadamente 300% maior do que nas fases oleosas sobrenadantes, em
equilibrio. O alto valor € parcialmente justificado porque pelo método de Bligh &
Dyer, o colesterol contido nas micelas de saponina da fase aquosa retida pela torta
também ¢é extraido pelo cloroférmio utilizado como solvente de oleo.

Uma simples adsor¢io da fase oleosa pela torta resultaria em teores iguails
de colesterol nas amosiras de fase oleosa livre e do o¢leo extraido da torta. Um
balanco de massa enfretanto, assumindo gue a fase aquosa aderida tem 2 mesma
concentracdo que a fase aquosa livre, indica uma adsor¢o seletiva do colesterol
no Celite®3545. A quantidade de colesterol no 6leo extraido da torta é grande o
suficiente para acreditarmos que a contribuigdo do colesterol presente na fase
aquosa em contato com a torta nfo justifica o valor obtido.

Os valores de umidade da fase oleosa e torta, conteudo de dleo encontrado
nas tortas e concentragdes de colesterol na forta, assim como no dleo extraido da

mesma, sfo apresentados no Apéndice A.
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4.2. OTIMIZACAO DO PROCESSO DE REMOCAQ DE
COLESTERQOL

4.1.1. Aplicacdio do Método de Andlise por Superficie de Resposta:

Modelagem Empirica, Relinamento do Modelo e Construciio da

Superficie de Resposta

Os resultados obtidos no Planejamento Experimental constituido por
Planejamento Fatorial (Ensaios 1 a 16), Planejamento Composto Central (Ensaios
20 a 27} e replicatas no Ponto Central (Ensaios 17, 18, 19, 28 ¢ 29), juntamente
com as condigdes experimentais nas quais foram realizados, sfo apresentados na
Tabela 4.1

Tabela 4.1 - Condigdes experimentais utilizadas e resultados obtidos nos ensaios
realizados de acordo com o Plangjamento Experimental.

Ensaio CSQ(z/ml) QTD(g/g) TCO) pH Col (mg/g)
1 0,065 0,16 43,75 3 1,701
2 0,153 0,16 43,75 1 1,120
3 0,065 0,32 43,75 4 1,607
4 0,155 0,32 43,75 4 0,881
5 0,065 0,16 61,725 1 1,860
6 0,155 0,16 61,25 4 0,965
7 0,065 0,32 61,25 4 1,786
g 0,155 0.32 61,25 1 0.933
9 0,065 0,16 43,75 6 2,131
10 0,155 0,16 43,75 6 2,072
11 0,063 0,32 43,75 6 2,095
12 0,155 0,32 43,73 & 2,002
13 0,063 0,16 61,25 6 2.101
14 0,155 0,16 61,25 3 2,055
i3 0,065 032 61,25 6 2,017
16 0,155 0,32 61,25 3 1,972
17 0,11 0,24 525 5 1,763
18 0,11 0,24 52.3 5 1,840
19 0,11 0,24 523 5 1,035
20 0,02 0,24 52,3 5 1,713
21 0,20 0,24 52,5 3 1,089
22 0,11 0,08 52,5 5 1,643
23 0,11 0,40 525 3 1,601
24 0,11 0,24 35,0 5 1,691
25 0,11 0,24 70,0 5 1,648
26 0,11 0,24 52,5 3 0,675
27 0,11 0,24 525 7 2.049
28 0,11 0,24 523 5 1,783
29 0,11 0,24 52,3 5 1.983

{8 = conceniraglo da soluglio de guilaia; QTD = quantidade de terra diatomacea, Col. = concentragio
de colesterol na fase oleosa resubiante e T = temperaturs
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Os wvalores da concentracgio de colesterol (Col.) foram calculados de acordo
com o procedimento descrito no Apéndice B.

iUma observacdo preliminar dos resultados apresentados na Tabela 4.1,
indica gue a situagio que mais favoreceu a reducfo do teor de colesterol foi a

correspondente ao ensaio 26, caracterizado pelo menor valor estudado de pH.

a) Modelagem Empirica

O processo de otimizagdo se inicia com uma regressdo multipla usando um
modelo linear, obtendo-se resultados que sofrerdo ajustes e refinamentos.

As condigdes experimentais na forma de varniaveis codificadas e os
resultados para a concentragdo de colesterol referentes aos Ensaios 1 a 19
(planejamento fatorial) foram introduzidas no programa Modreg (Bruns et
al ,1995). Obteve-se o0 modelo de 1* ordem para a concentraciio de colesterol
descrito pela Equagfo [4.1], acompanhado pelo erro experimental associado a

cada pardmetro (entre parénteses).

Y*= 1,7282 - 0,2001X; - 0,0445X, + 0,0050X; + 0,3495X, [4.1}

{+0,0526) {20,0625) (+0,0625) { +0,0625) { +0,0625)

O grafico dos residuos contra as respostas previstas esta apresentado na
Figura 4.1

A listagem contendo os valores dos coeficientes do modelo, os residuos e a
matriz para o calculo do erro experimental esta no Apéndice C.

A analise do grafico dos residuos indica falta de ajuste do modelo, pots, ao
invés de se distribuirem de forma aleatoria, os residuos sugerem nitidamente um

padriio geométrico, no qual a regido central do grafico concentra os residuos
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Figura 4.1 - Residuos deixados pelo ajuste de um modelo linear aos valores da

Tabela 4.1,

positivos, ao passo que os residuos negativos localizam-se nas extremidades.
Conclui-se portanio que o modelo niio representa satisfatoriamente os resultados
experimentais.

Devido a falta de ajuste apresentada pelo modelo de 1* ordem, optou-se por
testar um modelo de ordem superior.

Para que um modelo de 2* ordem pudesse ser ajustado através de uma
regressdo ndo-linear, o Planejamento Fatorial foi complementado com 0s ensatos
correspondentes ao Planejamento Composto Central (Ensaios 20 a 27) ¢ com
mais uma duplicata no ponto central (Ensaios 28 ¢ 29). As condicgdes
experimentais na forma de vanaveis codificadas e os resultados da concentragfo
de colesterol referentes a todos os experimentos (Ensaios 1 a 29) foram

introduzidos no programa Modreg, resultando no modelo de 2° ordem para a
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concentracio de colesterol. O modelo, assim como o erro experimental associado

a cada par@metro no nivel de 95% de confianca, estéd descrito na Equacdo [4.2]

Y* = 1,8608-0,1894X, - 0,0332X, - 0.0002X; + 0,3475X, - 0,{3829)(12 -

(+0,136) (£0,062) (+0062)  (£0,062)

{+0.062)

0.0276X,> - 0.0157Xs° - 0.0926X,” - 0.0085X,X, -
{ £ 0,060) { £0,060} (£0,060}

O0,1757X X4+ 0,01043,X5 + 0.0104X,X, - 0.0244X:X,

{£0,076) (+£0,076) {£0,076)

{ £0,076)

(+0,076)

{ £ 0,060)

0.0237X, X5 +

{0,076}

[4.2]

Através da Analise da Varidncia (ANOVA) obteve-se parfimetros

estatisticos para a avahacfo do ajuste que estdo apresentados na Tabela 4 2.

Tabela 4.2 - Pardmetros de analise de vanfncia no ajuste de um modelo

quadratico aos dados da Tabela 4.1.

Fonte de Soma Graus de Media Teste F
variacio quadratica liberdade quadratica
Regressio 4 6446 14 00,3318

16,5325
Residuos 0,2809 i4 0,0201
Falta de ajuste 0,2444 i0 0,0244

26797
Erro puro 0,0365 4 0,0091
Total 4 9255 28

% de variancia explicada= 94,2963

% maxima de varidncia explicavel= 99,2592



Resuliodos e Discussdo 47

Analisando os valores obtidos para os critérios estatisticos de ajuste do
modelo de 2* ordem proposto, verifica-se que a Equagio [4.2] se ajusta muito
bem aos valores experimentais da concentracBo de colesterol, ¢ pode ser
considerada bastante significativa e satisfatdria, pois:

a) Os valores dos residuos deixado pelo modelo sio da mesma ordem de
grandeza, quando comparados com o erro experimental.

b) A porcentagem de varidncia explicada € muito satisfatoria (94,2963), o que
significa dizer que 94,3% da variacfo total em torno da média ¢é devida 3
regressdo, ficando apenas 4,96% com os residuos.

¢) No nivel de 95% de confianga, o valor de F(14,14)oqimage para a regressio é
16,5325, aproximadamente 7 vezes maior do que F(14,14)upende (2.483) 0 que
mostra que o modelo ¢ altamente significativo ¢ muito Gtil para fins preditivos,
dentro da regido estudada.

d) No nivel de 95% de confianca o valor de F(10,4)cimado € 2.6797. valor bem
menor do que o tabelado (5,96), mostrando que o modelo nfio apresenta evidéncia
de falta de ajuste. A andlise do grafico dos residuos apresentado na Figura 4.2,
nos mostra que estes se distribuem aleatoriamente em torno do valor zero,
confirmando o resultado do Teste F que indica ndo haver falta de ajuste.

A comparagio entre os dois modelos mostra claramente que o de 2° ordem
deve ser o escolhido por ser mais apropriado para representar os valores obtidos
para a concentragdo de colesterol, pois ele inclue  termos quadraticos
significativos que ndo aparecem no modelo de 12 ordem, justificando assim, o
comportamento sistematico dos residuocs. Além disso, a regressfo do modelo de 2°
ordem explica uma porcentagem bem maior da variagio dos valores observados
em torno da média do que o modelo de 1% ordem.

Como o modelo de 22 ordem mostrou-se muito satisfatdrio para representar
a variagio de colesterol em funcfo das vanaveis estudadas, nfc houve

necessidade de tentar um modelo de ordem superior.
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Figura 4.2 - Residues deixados pelo ajuste de um modelo quadratico aos dados da

Tabela 4.1.

b) Refinamento dg Modelo

Para tornar possivel a representacdo da Equacfo [4.2] na forma de
superficie de resposta ou de linhas de contorno, € recomendavel o refinamento da
expressfo, de modo que apenas os pardmetros mais importantes permanegam.

Um critério para eliminar os parimetros menos significativos consiste na
comparagio do valor do coeficiente de um determinado pardmetro com o valor do
erro padro associado aoc mesmo. Se o valor deste erro for maior ou
aproximadamente igual ao valor do coeficiente do parimetro, entdio este
pardmetro ndo € significativo e pode ser desprezado.

A adog#o deste critério permitiv a eliminag8o de 9 termos da Equagéo [4.2]
(os termos sublinhados) e o modelo para a concentrag8o de colesterol torna-se

representado pela Equagio [4.3], no nivel de 95% de confianca.
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V= 1,8608 - 0,1894X, + 0,3475X, - 0,0829X,” - 0,0926X,> + 0,1757X, X,  [4.3]

(£0,136) (+0,062) (0062} {£0060) (£0,060)  {(£0076)

Fazendo as substituicdes das variaveis codificadas na Equacio [4.3], obtém-
se 0 modelo que representa a variagio da concentracio de colesterol como fungio
da CSQ e pH, Gnicas varidveis que mostraram influenciar o processo de remogio

de colesterol.

Conc.colesterol = - 0,077 - 14,723 CSQ + 0,845 pH - 40,939 CSQ’ - 0,0926 pH” +
3,904 CSQ pH [4.4

Introduzindo os valores utilizados em todos 0s ensaios nas variaveis CSQ e
pH da Equacfio [4.4] podemos verificar se o ajuste do modelo foi satisfatério,
comparando-o aos resultados experimentais. A Tabela 4.3 apresenta os desvios.

A analise dos erros apresentados na Tabela 4.3 nos mostra que para a maior
parte dos ensalos os erros ndo ultrapassam 10 % . o que significa que o modelo
representa bem os valores experimentais.

Utihizando os resultados dos ensaios repetidos (ensatos 17, 18, 19, 28 ¢ 29)

para calcular o erro experimental através da equacfo

. (xi—x)
Erro experimental = e

1
obtemos que o erro decorrente de variacdes experimentats € 0,0954 ou 9.54%, o
que nos mostra que as diferengas encontradas entre os valores experimentais € 08
resultados obtidos atraveés da modelagem sfo | na maior parte , devido a erros

experimentais €, portanto , ¢ modelo néo apresenta falta de ajuste.
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Tabela 4.3 - Comparacdo dos resultados experimentais com a modelagem.

Ensaio Colexp, Colgod. Erro(%)*
1 1,701 1,706 0,29
2 1,120 0,976 12,86
3 1,607 1,706 6,16
4 0,881 0,976 10,78
5 1,860 1,706 8,28
6 0,965 0,976 1,14
7 1,786 1,706 448
8 0,933 0,976 4,61
9 2,131 2,052 3,71
10 2,072 2,024 2,32
11 2,095 2,052 2,05
12 2,002 2,024 1,10
13 2,101 2,052 233
14 2,055 2,024 1,51
15 2,017 2,052 1,74
16 1,972 2,024 2,64
17 1,763 1,865 5,79
18 1,840 1,865 1.36
19 1,935 1,865 3,62

20 1,713 1,913 11,68
21 1,089 1,155 6,06
22 1,643 1,865 13,51
23 1,601 1,865 16,49
24 1,691 1.865 10,29
25 1,648 1,865 13,17
26 0,675 0,798 18,22
27 2,049 2,192 6,98
28 1,783 1,865 4,60
29 1,983 1,865 5.95
_ i(j@lﬂmd - Colexs.

% i)
En'o ( A)) l (?}] exp. i

E importante observar que a quantidade de terra diatomacea (QTD) ¢ a
temperatura (1), mostraram nfo serem significativas no processo de remocdo de
colesterol do oleo de manteiga, sendo seus par@metros lineares, quadraticos ou de

interacdo excluidos do modelo. Isto quer dizer que gualquer variac8o nos valores
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destas duas variaveis nfdo ifluenciou significativamente o contetido de colestero!
no 6leo de manteiga processado.

A concentrac@o da solugfio aquosa de quilaia (CSQ) mostrou exercer grande
mnfluéncia na remog¢do de colesterol do 6leo de manteiga, pois os coeficientes de
seus termos linear, quadratico e de interagdic com ¢ pH, sfo significativos. A
analise estatistica € a observacfo dos resultados apresentados na Tabela 4.1
indicam que um aumento na CSQ provoca um aumento na remogdo de colesterol,
concordando com o resultado obtido por Sundfeld et al (1993).

As saponinas de quilaia sdo conhecidas por serem agentes de superficie
ativa, por formarem micelas e por apresentarem interacdo seletiva com o
colesterol. O mecanismo proposto por Sundfeld et al. (1993) para a remogdo de
colesterol do dleo de manteiga utilizando saponinas de quilaia assume que em
soluclo agquosa elas formam micelas e o colesterol é solubilizado por elas.

Durante o contato liquido-liquido (Reacg#o), as saponinas podem distribuir-
se entre a fase aquosa, a fase oleosa € estarem presenies na interface agua-oleo.
Na fase aquosa elas podem apresentar-se como mondmeros ou como mondmeros
e micelas, dependendo da sua concentrag@o. Na interface sua presenga diminui a
tensdio superficial ¢ promove a emulsificacdo dos lipideos em agua e da dgua no
oleo. As saponinas deveriam preferencialmente ficar na fase aquosa, mas devido
a sua natureza anfifilica, elas podem estar na fase oleosa emulsificando a agua no
Gleo.

O colesterol, por sua vez, deve se distribuir entre a fase oleosa ¢ a solugdo
micelar, atingindo um equilibrio. Desta forma, uma fase olecsa com teor reduzido
de colesterol pode ser obtida, como constatado experimentalmente. Como €
sabido que a capacidade de solubilizagfo de uma solugfo micelar aumenta com a
concentragdio de surfactante, era de se esperar que uma maior remogio de
colesterol do oleo de manteiga fosse obtido com maiores concentraces de
saponinas, conforme mostram os resultados experimentais.

A quantidade de terra diatomécea (QTD) adicionada ao sistema liguido-

liguido mostrou nfo influenciar significativamente ¢ processo de remocido de
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colesterol, pois incrementos muito pequenos de remogdo foram obtidos com o
aumento da quantidade de Celite®3545 {adsorvente). O objetivo de se adicionar
Celite®545 ao meio de reaglio € o de promover uma particio adicional de
colesterol da fase oleosa para o adsorvente. Este processo pode ser explicado
através do fenOmeno de adsolubilizagio (Harwell & O’Rear, 1989), onde
monodmeros de surfactantes presentes na interface dgua-6leo e na fase aquosa sfo
adsorvidos na fase s¢lida formando estruturas admicelares que solubilizam uma
quantidade adicional de colesterol. Assim ¢ colesterol pode tanto ser solubilizado
na fase aquosa micelar quanto na fase solida admicelar. Sundfeld et al. (1993)
observaram que a quantidade de Celite®545 adicionada ao meio de reagio
mnfluenciava o processo de remocio de colesterol, pois aumentando a QTD havia
um aumento significativo na remogfo de colesterol, resultado diferente do
encontrado por este trabalho. Uma possivel justificativa surge ao se comparar as
quantidades relativas de terra diatomacea ¢ quilaia usadas nos dois estudos.
Sundfeld et al. (1993) avaliaram a mfluéncia da variavel QTD em dois niveis gue
se encontram dentro da faixa estudada neste trabalho, mas utilizaram umé
concentragio de quilaia equivalente ao dobro da maxima aqui considerada. E
possivel que na situagfio em que pequena quantidade de adsorvente foi usada
(nivel inferior de Sundfeld et al., 1993), tenha ocomrido uma saturaco da
superficie ativa do Celite®545 e o excesso de mondmeros de saponina
permaneceu inativo em solugdo. Quando se aumentou a guantidade de
Celite®545 (nivel superior de Sundfeld et al., 1993) favoreceu-se a adsor¢do
complementar de saponinas na terra diatomdcea, promovendo um incremento na
remogdo de colesterol.

Os resultados dos ensaios de equilibrio {(ver Se¢lio 4.3) indicam que no
presente trabalho, a maior CSQ néo fo1 suficienie para saturar nem mesmo a
menor QTD. Desta maneira, aumentos na QTD nfo redundaram em maior

remogdo de colesterol.
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Uma confirmagfio desse possivel mecanismo de saturacfio como regulador
da capacidade de remoc8o de colesterol por adsorgfio sé podera ser obtida com
um estudo mais especifico do fenOmeno de adsorgdo, de preferéncia com
solucdes de saponinas puras. Os extratos de quilaia usados por Sundfeld et al.
{1993) e neste trabalho sdo de origem distinta e pode ter havido ainda o efeito
competitivo de diferentes contaminantes.

O custo do adsorvente € bem inferior ao do extrato de quilaia, e além disso,
ele pode ser reativado por lavagens e fratamento térmico. Desta maneira uma
otimizac¢lo controlada pela quantidade de quilaia (excesso de terra diatomacea),
como neste trabalho, tem maior interesse industrial.

A temperatura em que ocorreu ¢ processo de remocgio de colesterol foi a
variavel menos significativa em estudo, mostrando ndo influenciar ¢ processo e
nem mesmo uma possivel tendéncia de como seria sua influéneia. Sundfeld et al
{1993} obtiveram um efeito significante da temperatura, mostrando a tendéncia
de que um aumento na temperatura diminwia a remoc¢8o de colesterol. A
temperatura pode influenciar o grau de emulsificagfio, € como neste trabalho, ao
contrario do de Sundfeld et al. (1993), houve grande preocupagdc em amostrar
uma fase lipidica pura, € possivel atribuir as diferentes tendéncias encontradas
aos distintos métodos utilizados.

O pH da solucdo aquosa de quilaia mostrou ser a vanidvel que mais
influénecia o processo de remogio de colesterol, pois seus efeitos linear,
quadratico e de interagfo com a concentragfo da solucfio de quilaia mostraram-se
altamente significativos. A tendéncia observada € de que quanto mais baixo o
valor do pH maior € a remoco de colesterol, resultado que coincide com o obtido
por Sundfeld et al. (1993). E possivel perceber diretamente esta influéncia
observando a Tabela 4.1. Nota-se que os valores mais baixos de concentraciio de
colesterol foram obtidos para 0s menores valores de pH.

Uma possivel explicacfio para esie comportamento pode ser dada se
considerarmos a esitrutura quimica das saponinas de quilaia e o efeito da

densidade de carga na formacfo de micelas. Todas as espécies guimicas
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identificadas nos extratos de quilaia possuem ¢ mesmo grupo idnico: uma
molécula de acido glucurbnico. O cardter altamente anidnico da saponina faz com
que seja mais dificil a formagfio das micelas devido a alta densidade de carga.
Assim, uma diminuicio do pH da solugfio diminui a densidade de carga negativa,
diminuindo a repulsfo eletrostética entre os mondmeros da saponina, favorecendo
a formag¢do de micelas. Isto implica numa capacidade maior de solubilizagdo da
solucdo micelar, refletindo em nivels mais altos de remocfo de colesterol.
Sundfeld (1997) observou concentragdes criticas de micela (CCM) menores em
solugfes com pHs mais baixos. Um outro efeito da diminuigio da repulsdo
eletrostatica seria observado no favorecimento da adsor¢dc da micela no
Celite®3545, pois por ser basicamente formado por silica, o Celite®545 ¢ também

muito eletronegativo.

¢) Definicio das condicdes Otimas para reducio do teor de colesterol do dleo de

manteiga.

Uma técnica bastante usada para se otimizar um processo, determimando seu
ponto Otimo, consiste em analisar a superficie descrita pelo modelo que o
representa. O programa “Statisca for Windows™ for utilizado para desenhar a
superfice que representa o modelo obtido para o comportamento da concentragfo
de colesterol quando sfo variados a concentracdo da solugfo de quilaia e o pH.

A superficie de resposta e as curvas de nivel para o modelo proposto pela
Equacéo [4.4] estdo apresentadas nas Figuras 4.3 ¢ 4 4, respectivamente.

Através da Figura 4.3 pode-se perceber nitidamente que a condicfio gue
mais favorece a remocfo de colesterol do oleo de manteiga € a que apresenta
CSQ alta e pH baixo. E importante ressaltar que o modelo proposto é um modelo
local, valido apenas na regifio que foi investigada. Qualguer extrapolacfo pode
conduzir a erros. E o que se verifica, por exemplo, quando avaliamos o ponto de

méaximo da superficie, que indica que menores remogdes de colesterol seriam
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obtidas com valores de pH e CSQ altos, uma incoeréncia com os fundamentos
teoricos. O pH alto pode ser justificavel, mas a CSQ n#o apresenta a tendéncia
sugerida por aquela regifio.

Seguindo a tendéncia apresentada pela Superficie de Resposta, deve-se
estabelecer limites operacionais para os valores das variaveis, que ponderem os
custos das operacdes necessarias para remover todo o acido do 6leo final
Sabe-se que para abaixar o valor do pH da solugdo aquosa de quilaia, que €
aproximadamente 5, para 2 , uma quantidade significante de 4cido teria que ser
adicionada, dificultando uma etapa posterior & nivel industrial, de purificagio.
Baixos pHs podem também promover a hidrolise dos lipideos. E necessario que
um novo processo de otimizagfo, que leve em consideracfio esses dois fatores
técnico-econdmicos seja realizado. Dentro dos limites propostos e executados no
presente trabalho, sugere-se o pH 3 como um valor 6timo ¢ seguro para o
Processo.

Escolhido o pH 3 como um limite de trabalho, procurou-se definir uma CSQ
viavel e satisfatéria a nivel operacional. Para isso programaram-se Cinco ensaios
de extracdo com CSQ variando de 0,05 2 0,25 g/ml, pH fixo em 3, QTD igual a
0,24 g/g de dleo, T igual a 35°C e relago massa solugdo de quilaia / massa dleo
igual a 50/30, como em todos os ensaios anteriores. A variagfo da concentragfo

de colesterol em funcdo da CSQ, ¢ apresentada na Tabela 4 4.

Tabela 4 4 - Valores da concentracdo de colesterol apH 3, QTD 0.24 g/g dleoe T
35° C, variando-se a CSQ.

CSQ (g/ml) Cong. Colesterol {mg/g})
0,05 1,108
0,10 0,563
0,15 0,439
0,20 0,354
0,25 0,291
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O grafico mostrando a porcentagem de redugfo de colesterol obtida esta na

Figura 4.5

100.00

. e

50.00 -
- 0.00 o
S
2 g
o 7
8 o000 —
2 .
Q :
Ho
O
o
£ 4000
@
=
3]
=
R

26.00 —

.00 ~Q‘:m~ = : ; ; : : ,

G.00 0.05 0.10 015 0.20 0.25
Concentragao da solugio de quilaia
{gimh

Figura 4.5~ Variag#o da concentracdo de colesterol em funcéio da CSQ

Através da Figura 4.5, pode-se perceber que a relagfo custo/beneficio ao se
trabalhar com concentragfes da solucBo de quilaia acima de 0,16 g/ml, € pouco
beneficiada em termos de remocdo de colesterol, a um pH 3. Por isso pode-se
definir um ponto otimo operacional nas condigdes de concentragiio da solucio
de quilaia (CSQ) em torno de 0,10g/ml e pH = 3. Como as varidveis quantidade
de terra diatoméacea (QTD) e temperatura ndo influenciam o processo, seus
valores podem ser mantidos baixos, diminuinde o custo operacional. Sugere-se
trabalhar com QTD igual a 0,08¢/g de 6leo, numa temperatura um pouco acima

da de fusdo do oleo de manteiga (aproximadamente 40°C).
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A curva assintotica deixa antever ser possivel remover todo o colesterol em
um Unico estagio.se se utilizar altas concentracdes de quilaia, mas o mais
adequado ¢ a utilizac8io de contatos em sequéncia. Trés contatos nas condigBes
otimizadas sugeridas acima reduziriam o colesterol para aproximadamente 0,8%

do original.

4.3. ESTUDO DO EQUILIBRIO TRIFASICO

A etapa de otimizagdo apontou as condigles de operacio mais indicadas no
processo de remocio de colesterol usando saponinas. A melhor compreensio dos
fendmenos envolvidos ¢ a previsdo do comportamento em variantes do processo
SO € possivel, entretanto, com o conhecimento dos equilibrios fisico-quimicos
enire as fases.

O fato de se usar um extrato aquoso de quilaia que contém vérios
componentes interferentes, em vez da saponina pura, acrescide da
impossibilidade até o momento, de quantificar o teor de saponina, € problemas
associados & modelagem dos diferentes triglicerideos contidos no oleo de
manteiga (Metello, 1996), impedem um rigor termodindmico no tratamento de
dados de equilibrio.

Fez-se um estudo da partic8o do colesterol entre as {rés fases formadas {(0leo
separado da emulsfo, soluclc aquosa e torta) nas condigBes indicadas como mais
favoraveis pela otimizagio. Manteve-se fixas a concentragdc da solugfo de
quilala (CS5Q=0,11 g/ml), a quantidade de terra diatomacea (QTD=0,24 g/g de
dleo), a temperatura (T=35°C) e dois niveis de pH (3,0 e 4.0). Para cada um dos
niveis de pH, preparou-se sete amostras de dleo de manteiga. com concentragles
diferentes de colesterol.

As Tabelas 4.5 ¢ 4.6 apresentam os valores das concentragdes iniciais de
colesterol no éleo de manteiga e da concentracio de colesterol nas fases depois de

atingido o equilibrio com solucfo de quilaia de pH 3 e 4, respectivamente.
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Tabela 4.5 - Concentragdes experimentais de equilibrio do colesterol a pH 3.

Par@metros de Col, Col; Coly Coly
Processo (mg/g Oleo) | (ing/g dleo) | (mg/g fase aquosa) | (mg/g torta seca)

CSQ=0,11g/ml 2.5 0,532 0,311 0,873

4.0 0,987 0,632 1,292

QTD=0,24g/g dleo 6.0 1,483 1,015 2,191

8.0 2,114 1,587 3,371

T=35°C 10,0 2,811 2,339 4,441

12,0 3,427 2,926 4,895

14,0 4,210 3,249 5,032

Col,= concentracio imcial de colesterol; Coli = concentraciio de colesterol na fase oleosa; Coly =

concentracio de colesterol na fase aquosa e Coly; = concentragio de colesterol na toria

Tabela 4.6 - Concentragfes experimentais de equilibrio do colesterol a pH 4.

Pardmetros de Col, Col; Colg Colg
Processo (mg/g Oleo) | (mg/g dleo) | (mg/g fase aquosa) | (mg/g torta seca)

CSQ=0,11g/mi} 2,5 1,098 0,238 0,731

4,0 1,545 0,443 1,061

QTD=0.24g/g 6leo 6,0 2,036 0,750 1,890

8.0 2,708 1,237 2,940

T=35°C 10,0 3414 1,985 3,857

12,0 4,055 2,756 4,475

14,0 5,351 3,136 4,580

Col,~ concentragio inicial de colestercl; Col; = concentragfio de colesterol na fase oleosa; Coly =

concentracio de colestero! na fase aguosa e Coly = concentragic de colesterol na torta
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A concentraglo de colesterol foi artificialmente elevada pela adicfio deste
componente puro, a fim de se poder atingir condigdes de saturagdo. Em uma
situagfio pratica de interesse tecnologico, apenas equilibrios de concentracfio até
cerca de 2 mg/g de oleo sfo aplicaveis.

Para melhor visualizar a particio, construiu-se curvas de equilibrio do
colesterol entre a fase Oleo ¢ a fase aquosa, entre a fase Oleo ¢ a torta € entre a
fase aquosa e a torta. As curvas de equilibrio sfo apresentadas nas Figuras 4.6 a
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Figura 4.11 - Particdo do colesterol entre a fase aquosa ¢ a torta.

Observe-se que as trés curvas em cada pH ndo sfio independentes, pois uma
delas pode ser obtida pela razdo entre as outras duas.

As Figuras 4.6 ¢ 4.9 mostram a particio do colesterol entre a fase oleosa
(8leo separado da emulsfo) e a fase aquosa (solugfo de quilaia). As curvas
obtidas t€ém um formato sigméide, apresentando uma regifio de saturacfo da fase
aquosa.

Utilizando os wvalores de concentragfo préximos a saturacdio ¢ a
conceniragdo de sapogenina fornecida pelo fabricante, assim como 0s pesos
moleculares da sapogenina e do colesterol, calculou-se que para solubilizar 1
molécula de colesterol sdo necessarias 3,63 moléculas de saponinano pH 3 e 3,76

no pH 4. Esse resultado € surpreendente e mostra a eficiéncia do uso de quilaia.
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As Figuras 4.7 e 4.10 apresentam a particio do colesterol entre a fase oleosa
e a torta. As curvas obtidas €m o mesmo formato de uma tipice isoterma de
adsor¢io de surfactantes, talvez devido a semelhanca do mecanismo. £ bem
evidente a saturacio da torta pelo colesterol em ambos os pHs. Aparentemente
esta saturacdo esta em contradi¢fo com o resultado da otimizacfo que mostrou
que a quantidade de Celite®545 ndo intluencia a remogdo de colesterol. Nos
presentes ensaios, entretanto, a concentracio de colesterol € muito mais alta do
que nos de otimizacdo, ¢ , segundo proposto na Se¢do 4.1.1b, € preciso considerar
que na realidade as saponinas de quilaia adsorvidas no Celite®545 foram
saturadas, pois esta adsolubilizagfo € que efetivamente deve remover o colesterol.

Sem duvida o resultado mais surpreendente destas curvas de equilibric € o
alto poder de solubilizagdo da solug¢lo aquosa de saponina, sobretudo se for
levado em conta que o colesterol ¢ praticamente insolivel em fase aquosa pura. A
linearizacdo da curva de equilibrio entre o 0leo e a 4gua a pH 3 para teores baixos
de colesterol indica que a concentracfo na fase aquosa € a metade da existente no
oleo. As Figuras 4.8 e 4.11 indicam que a particio enire a torta e a solugio de
quilaia € praticamente independente do pH, e da ordem 2 {mg col./g torta) / (mg
col./g soluglo aquosa).

Uma avaliagfo comparativa entre os resultados correspondentes obtidos nos
dois pHs 1ndica um comportamento semelhante, embora o formato sigmoidal das
curvas seja mais pronunciado a pH 4. Os valores de equilibrio achados também
justificam a melhor eficiéncia de extragio a pHs mais baixos. A Tabela 47
apresenta as razdes entre as concentracGes de colesterol na solugfo de quilaia e
na torta obtidas nos dois pHs, para concentragdes na fase 6leo de 1,0 mg/g e na

condigdo de saturaco. Os niimeros obtidos déio uma clara vantagem para o pH 3.
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Tabela 4.7 - Razdo de concentragfo de colesterol na solucgfo de quilaia e na

torta entre pH 3 ¢ pH 4.

Concentracfo de colesterol Solucfo de quilaia Torta
no oleo (mg/g) (Colppus / (Cohplprs (Colmm)pns / (Colnr)pia

1.0 2,66 1,767

> 4.0 (saturagéo) 1,036 1,099

O estudo da particio do colesterol permitiu também determinar a
significativa participagdo da emulso no processo. Através de um balango de
massa do  colesterol, considerando a  conceniracdo  determinada
experimentalmente nas {rés fases, verificou-se que se terta uma recuperagio
média de apenas 80% do colesterol introduzido no sistema. A hipdtese mais
provavel para explicar essa discrepincia € uma intensificagdo da acfo de
solubilizag@o micelar por parte da emulsdio. Para confirmar repetiu-se o ensaio de
equilibrio com concentragio inicial de colesterol 2,5 mg/g, pH 4, CSQ 0,11 g/mi,
QTD 0,24 g/g dleo e temperatura 35°C, seguindo os procedimentos ja descritos,
exceto gquanto ao tratamento final das fases formadas. A emuls8o fo1 separada em
dois frascos, sendo analisada diretamente em um deles e obtendo-se o conte(ido
de colesterol por massa de emulsfo. No frasco remanescente, apenas ¢ dleo que
se separou da emulsdo apds tratamento com ulira-som foi analisado. Os resultados
indicaram que 2 emulsdo ¢, em média, 26% mais rica em colesterol do que o oleo
puro. Esse wvalor foi introduzido em um balango de massa do colesterol,
comparando seu valor no oleo inicial com os obtidos na fase aquosa, na torta ¢ na
emulsfio, encontrando-se uma diferenca de apenas 2%, um desvio aceitavel
considerando a margem de erro experimental, nfo apenas na determinacfo

analitica do colesterol, como também na caracterizacéo fisica da emulsio.
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Os resultados dos cinco ensaios realizados para determinar a concentragfo
de colesterol na emulsfo ¢ o balanco de massa para o colesterol estfo
apresentados no Apéndice D.

A emulsdo, sendo uma fase de grande superficie especifica, pode tender a
concentrar as saponinas € com isso sequestrar com mais facilidade moléculas de
colesterol. O fendmeno global portanto, pode ser muito mais complexo do que a
simples solubilizacio em micelas postulada por Sundfeld (1992), e abre
perspectivas para se conseguir uma remocfio ainda mais eficiente de colesterol.
Pesquisas neste sentido, entretanto, s6 serfio efetivas apés o dominio das técnicas
quantitativas para a determinacio de saponinas.

O estudo de otimizacdo das condigdes de operacdo aqui apresentado foi
baseado no teor de colesterol residual do 6leo de manteiga puro e centrifugado,
obtido apos tratamento. Ele leva em consideraclo o efeito da emulsio formada, e
portanto continua valido. Esse estudo nfio considerou formas de quebrar a
emulsfic, e com isso, aumentar a produtividade do processo.

As curvas de particio foram tragadas considerande a determinagfo
experimental do colesterol em cada uma das fases puras e portanto representam
uma sttuaclo real de equilibrio. Conforme sugerido acima, € provavel que a
emulsdo seja mais rica em saponinas, € portanto a concentracio de quilaia efetiva
nos equilibrios deve ser menor do que 0,11 g/ml.

Curvas de equilibrio sigmoidais s3o comuns em sistemas como 0s aqui
estudados. O formato implica em uma participagdo do préprio colesterol na
estabilidade das micelas, o que ¢ muito provavel pois ele tem atividade de
superficie conhecidas (Adamson, 1960}. O aumento da solubilizagdio com a maior
presenca de colesterol, entretanto, pode ser o reflexo da formacio de emulséo,
que, conforme descrito acima, €, na pratica, uma quarta fase mais rica em

colesterol.
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5. CONCLUSOES

A presente pesquisa mostrou em todos os ensalos que em contato com uma
solugfio aquosa de quilala, o 6leo de manteiga tem seu teor reduzido de colesterol.

O modelo de 2° ordem encontrado para descrever a variacio da
concentracdo de colesterol em funcdo das variaveis estudadas, € bastante
representativo, ndo demonstrando necessidade de se tentar um modelo de ordem
SUpEerior.

O nivel de remocfio de colesterol pelo processe néo foi significativamente
afetado pela quantidade de terra diatomacea (QTD) e temperatura (T). Por outro
lado, as vanaveis concentragio da soluclo de quilaia (CSQ) ¢ pH afetaram-no
significativamente. Nas faixas estudadas, niveis crescentes de remocio de
colesterol foram obtidos com a diminuigdo do pH ¢ com o aumento da
concentraciio da solucdo de quilaia.

As condi¢les mais favoraveis de operacio definidas por este trabalho foram
bascadas em limites operacionais ponderando custos das matérias-primas, tais
como saponinas ¢ Celite® 545 e das operagbes necessérias para a lavagem do
oleo final, devido a acidificagio. Baixos valores de pHs também podem
promover a hidrolise dos lipideos.

Um novo processo de ofimizaco, que leve em consideracio esses dois
fatores técnico-econdmicos devera ser realizado. Dentro dos limites propostos ¢
executados no presente trabalho, sugere-se o pH 3 como um valor 6timo e seguro
para o processo.

() estudo da partic8o do colesterol entre as fases formadas pelo processo
apresentou como resultado mais surpreendente a significativa participaco da
emulsdo no processo de extracio de colesterol. A mesma € em média 26% mais
rica em colesterol do gue a fase oleosa em equilibric. Permitiv também calcular
que para 0 pH 3 , 3,63 moléculas de saponina sfo necessérias para solubilizar |

molécula de colesterol, 0 que mostra a eficacia do uso de guilaia.



6. SUGESTOES

Como consequéncia dos conhecimentos adquirtdos neste trabalho, sugere-
se;
1} Realizar um estudo do fenémeno de adsorcio para confirmar mecanismos de
adsolubilizacdo {ou de estruturas admicelares) envolvidos no processo agqui

estudado.

2} No processo de extracdo de colesterol do oleo de manteiga, substituir o
Celite®545 que ¢ um adsorvente anidnico {repulsio eletrostatica com a quilaia)
por um catidnico, o que provavelmente aumentard a adsorcio da saponina no

mesmo.

3) Desenvolver técnicas analiticas para quantificar as saponinas de quilaia.

4y Utilizar extratos de saponina de plantas cultivadas no Brasil, por exemplo, o

juazeiro, como agente de extracio de colesterol.

5) Avaliar técnicas para melhorar a qualidade do dleo de manteiga residual do

processamento.

6) Desenvolver téenicas para recuperar o colesterol extraido do oleo de manteiga

¢ a saponina utilizada no processo.

7) Realizar uma avaliac8o técnico-econtmica do processo, visando uma produgio

industnal.
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8. APENDICE

A:  Dados experimentais obtidos para a caracterizagfo das fases resultantes do
processo de remocdo de colesterol do éleo de manteiga.

B:  Exemplo de calculo da concentragio de colesterol.
C:  Listagem contendo os valores dos coeficientes do modelo de 1% ¢ 2% ordem,
os residuos e a matriz para o célculo do erro experimental, obtida através

do programa MODREG.

D:  Balanco de massa para o colesterol.
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Apéndice A: Dados experimentais obtidos para a caracterizago das fases
resultantes do processo de remogfio de colesterol do 6leo de
manteiga.

Tabela A1 : Umidade encontrada na fase oleosa e torta de Celite®545

Ensaio % umidade fase oleosa % umidade torta
1 0,17 33,079
2 0,20 33,614
3 0,14 35652
4 0,17 35,763
5 0,18 34276

Tabela A2 : Concentracdo de colesterol na torta, conteudo de dleo natorta e
concentracio de colesterol no 6leo extraido da torta.

Ensaio Col 1o % de 0leona | Col. no dleo Col e oloosa %%
(mg/g torta) torta extraido da torta| (mg/g dleo)
(mg/g dleo)
1 0,873 17.58 2,254 0,532 323,68
2 1,292 22,01 3,804 0,987 285,41
3 2,191 19,48 6,099 1,483 311,26
4 3,371 18,10 7,953 2.114 27621
5 5,032 20 88 19,078 4210 353,16

* Col. no dleo extraido datorta -1 x 100
Col, na fase oleosa

Tabela A3 . Demais condicGes dos ensaios

Ensaio CSQ QTD T pH Col,
1 0,11 0,24 35 3 2,5
2 0,11 0,24 35 4 2.5
3 0,11 0,24 35 4 6,0
4 0,11 0,24 35 4 14,0
5 0,11 0,24 35 3 14,0
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Apéndice B : Exemplo de calculo da concentraciio de colesterol

DefinigGes :
%, Area do pico : drea integrada do pico apresentado pelo colesterol

% Coeficiente angular : coeficiente angular da curva de calibragfio obtida para
determinar a concentragio de colesterol {(mg/ml)

tendo-se o valor da area do pico

% Volume de hexano : volume de hexano obtido com extracdes sucessivas do

colesterol, apds saponificagio

% Massa da amostra : valor preciso da amostra que foi saponificada , na qual se

queria determinar a concentracio de colesterol

Do cromatograma obtinha-se 3 area do equivalente ao pico do colesterol,
que dividida pelo coeficiente angular da curva de calibracdo, resuitava no valor
da concentragfo de colesterol em mg/ml de hexano.

Para se obter o valor da concentragéio em mg Col. / g de amostra {que é a
forma padric de se expressar concentragfio de colesterol) , multiplicava-se pelo
volume de hexano no qual encontrava-se o colesterol ¢ dividia-se pela massa de

amostra nicial.

Hustrando:
Conc. colesterol = area do pico { mg col./ml hexano) X _vol_hexano (mbe)
(mg col / gamostra)  coeficiente angular massa amosira

Com valores (ensaio 15%

Cone. colesterol = (89659 /4,21503x10° ) x (29,082 /0,3067)=2,017 mg/g
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Apéndice C: Listagem contendo os valores dos coeficientes do modelo de

1* ¢ 2% ordem, os residuos e a matriz para o calculo do erro

experimental, obtida através de programa MODREG.



dreg

* NOME DO ARQUIVO CONTENDO A MATRIZ DE PLANEJAMENTO

* NOME DO ARQUIVO COM OS VALORES DAS RESPOSTAS

* TIPOS DE RESPOSTAS DIFERENTES. ..

* NUMERO DA RE

* NUMERO DE FA

SPOSTA

PARA FAZER A REGRESSAO

4 a0

EE

a« s s

a s

encod.dat

....: respnZ.dat

TORES ( VARTAVEIS INDEPENDENTES )..... :

* NUMERO TOTAL DE ENSAIOS.

# ORDEM DO POLINOMIO A SER AJUSTADO (1 0OU 2)

* DIGITE <CR»>

RIMETRA COLUNA:
1 1.7010
2 1.1200
3 1.6070
4 .8810
5 1.8600
6 .9650
7 1.7860
8 .9330
9 2.1316

10 2.0720

11 2.0950

12 2.0020

13 2.1010

14 2.0550

15 2.0170

18 1.9720

17 1.7630

18 1.8400

19 1.9350

PARA CONTINUAR

DADOS DE ENTRADA

RESPOSTAS;

. 0000
.0000
. 0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.0600
.00600
.0000
.0600
.0000
.00006
.0000
.0000
.0060
.0060
.00060
.0000

. .

OUTRAS COLUNAS: MATRIZ DE PLANEJAMENTO)

-1.
-1
1.
1.
-1.
-1.
1.
1.
-1.

0000

.0000

0000
0000
0000
0000
0000
0000
0000

.0000
.0000
.0000
. 0000
. 0000
. 0060
.0000

.0000
.0000
.0000

* DIGITE <CR> PARA CONTINUAR

-1
-1
-1

.0000
.0000
.0000
~-1.

1.

1.
. 00606
.0000
. 0606
. 0000
.0000
.00600
.0000
. 0000
.0000
.0000
.0000
.0000
.0000

0000
0000
0000

-1.
-1
-1.
-1.
-1.
-1.

0000

L0000

0000
0000
0000
0000

.0000
.0000
.00600
.00060
.0000
.0000
. 0000
.0000
. 00060
.0000

.0000
.0000
.0000



SULTADOS DA MODELAGEM

SAIO RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA RESIDUO

1 1.7010 1.6243 07666
2 1.1200 1.2121 ~.09209
3 1.6070 1.5353 .07166
4 .8810 1.1231 -.24209
5 1.8600 1.6343 . 22566
6 .9650 1.2221 -.25709
7 1.7860 1.5453 .24066
8 .9330 1.1331 -.20009
9 2.1310 2.3233 -.19234
0 2.0720 1.9111 .16091
1 2.0950 2.2343 -.13934
2 2.0020 1.8221 .17991
3 2.1010 2.3333 -.23234
4 2.0550 1.9211 .13391
5 2.0170 2.2443 -.22734
6 1.9720 1.8321 .13991
7 1.7630 1.7282 .03479
8 1.8400 1.7282 .11179
9 1.9350 1.7282 .20679

# DIGITE <CR> PARA CONTINUAR

IEFICIENTES DG POLINOMIO AJUSTADO (1 TERMO CONSTANTE)

1.7282
-.2061
.0445
.0050
. 3495

Ut i L) DD e
i

* DIGITE <(CR> PARA CONTINUAR



ANALISE DA VARIANCIA

NTE DE SOMA GRAUS DE MEDIA
RIACAO QUADRATICA LIBERDADE QUADRATICA TESTE F
GRESSAQ 2.6663 4 6666
_ 15.3648
SIDUOS 6074 14 .0434
LTA DE AJUSTE 5925 12 0494
6.6518
RO PURO .0148 2 0074
TAL 3.2737 18
DE VARIANCIA EXPLICADA = 81.4469
MAXTMA DE VARIANCIA EXPLICAVEL = 99.5465
* DIGITE <CR> PARA CONTINUAR
MATRIZ ((XT)*X)**(-1) PARA O CALCULO DOS ERROS
.052632 .000000 .000000 .000000 .000000
.000000 .062500 000000 .000000 .000000
.000000 .000000 .062500 .000000 .000000
.000000 .000000 .000000 .062500 .000000
060000 .000000 .000000 .000000 .062500

op - Program terminated.

N>



Modreg

« NOME DO ARQUIVO CONTENDO A MATRIZ DE PLANEJAMENTO....: encod.dat

< NOME DO ARQUIVO COM 0OS VALORES DAS RESPOSTAS....: respn2.dat

« TIPOS DE RESPOSTAS DIFERENTES.....: 1

* NUMERO DA RESPOSTA PARA FAZER A REGRESSAO....: 1

t NUMERO DE FATORES { VARTAVEIS INDEPENDENTES ).....: 4

* NUMERO TOTAL DE ENSAIOS.....: 29

* DIGITE <CR> PARA CONTINUAR

DADOS DE ENTRADA

RIMEIRA COLUNA: RESPOSTAS; OUTRAS COLUNAS: MATRIZ DE PLANEJAMENTO)

1 1.7010 -1.0000 -1.0000 -1.0000 -1.0000
2 1.1200 1.0000 -1.0000 -1.0000 -1.0000
3 1.6070 -1.0000 1.0000 -1.00060 -1.0000
4 .8810 1.0000 1.0000 -1.0000 ~-1.0000
5 1.8600 -1.0000 -1.0000 1.0000 -1.0000
6 . 9650 1.0000 -1.0000 1.0000 -1.0000
7 1.7860 -1.0000 1.0000 1.0000 -1.0000
8 .9330 1.0000 1.6000 1.00600 ~-1.0000
9 2,1310 -1.0000 -1.0000 -1.0000 1.0000
10 2.0720 1.0000 ~-1.0000 -1.0000 1.0000
11 2.0950 ~-1.0000 1.0600 -1.0000 1.0000
12 2.0020 1.0000 1.0000 ~1.0000 1.0000
L3 2.1010 -1.0000 -1.0000 1.0000 1.0000
L4 2.0550 1.0000 ~1.0000 1.0000 1.0000
LS 2.0170 -1.0000 1.00060 1.0000 1.0000
L6 1.9720 1.0000 1.006000 1.0000 1.0000
L7 1.7630 . 0000 .0000 .0006 . 0000
.8 1.8400 .0000 .0000 .00600 .0000
-9 1.93560 .0000 . 0000 .0000 .0000
‘0 1.7130 -2.0000 L0000 .0000 .0000
1 1.0880 2.0000 . 0000 .0000 . 0000
'z 1.6430 L0000 -2.0000 .0000 . 0000
'3 1.6010 .0000 2.0000 .0000 .0000
4 1.6810 .0000 . 0000 -2.0000 . 0000
D 1.6480 0000 . 0000 2.0000 . 0000
16 .6750 .G000 . 0000 . 0000 -2.0000
7 2.0490 .0000 . 0000 L0000 2.0000
8 1.7830 .0000 . 0000 L0000 L0000
9 1.9830 .0000 L0000 . 00060 .0006

YT ORI e DADA O T TRIIAR



ULTADOS DA MODELAGEM

ALO RESPOSTA RESPOSTA PREVISTA

[l

.7010
' L1200
: 1.6070
: .8810
i 1.8600
i . 9650
' 1.7860
. 9330
.1310
L0720
. 0950
.00620
.1010
L0550
L0170
L9720
.7630
. 8400
. 9350
L7130
. 0890
.6430
.6010
.6910
. 6480
.6750
. 04380
.7830
.9830

ok

b e pod pet et ek b e =t e B DN DD D B RO IS

Pt e BND

DIGITE <CR> PARA CONTINUAR

FICIENTES DO POLINOMIO AJUSTADC (1

1.8608
-.1894
-.0332
-.0002

. 3475
-.0828
-.0276
-. 0157
-.0926
-.0085
-.0237

L1757

L0104

.0104
-.0244

DIGITE <CR> PARA CONTINUAR

[

R e e R S B S S SR N IS S X ] i

= kDY

L6572
.9813
.5663
.8665
.7322
L9713
.6828
.8880
.0287
.0658
.9793
.9825
.0062
. 9483
.9983
.9065
.8608
.8608
.8608
.9082
. 1505
.8167
.6840
.7983
L7973
. 7953
. 1853
.8608
.8608

RESIDUO

.04383
.12867
. 04067
.01450
.12783
.00633
.10317
. 04500
.10233
.00617
.115867
.01950
. 09483
.10667
.01867
. 06550
.08780
.02080
.07420
.18517
.06150
.17367
.08300
.10733
.14933
.12033
.13633
.07780
.12220

TERMO CONSTANTE)



MATRIT {(XT)*X)#*(~-1) PARAZ O CALCULO DOS ERROS

. 206000 . 000000 000000 000000 . 0000060 -. 050000 =, 050000
-. 050600 -. 050000 . 000000 . 000000 000000 . 000000 Q00000
000000
000006 041667 . 000050 .000000 . 000060 . 000000 . 000000
.(00000 000000 RELIVLE - 000000 000000 -000000 .000000
L0000
. 000000 - 036000 . 41667 .0060c0 000000 000000 . 000000
000000 000000 . G00000 . 000000 000000 000000 .000000
. 006000 .
. 006000 .000000 . 0060000 041667 . 000000 000000 .000000
.000600 .G00000 080000 . 000600 . 006000 .000000 .000000
000000
. 060000 . 000060 . 000000 .0B00G0 . 041667 .000000 . 000000
000000 .000000 . 000000 00000 .000000 .600000 000000
. 600000
~. (50000 . 000060 . 500000 (000600 . 006000 .038542 007292
007292 007292 . 0000600 .800000 .0000600 000600 006600
. 000000
-. 050000 . 000000 . 000000 . 000000 .000G00 007292 038542
007292 007292 . 000060 -000000 000060 000000 .000000
. 000600
~-. 050000 . 080000 .000000 .000000 . 000000 .007292 007292
038542 007292 . 000000 . 006000 .000000 . 000000 000000
. 000000
~. 056000 . 000000 - 000090 . 000000 . 000000 .007292 007292
007282 033542 000000 .000000 000000 .000000 .000000
. 060000
. 060000 .600000 . 000000 .000000 . 000000 000000 . 000000
006000 800000 062500 .G00G0G . 000000 000000 .000000
. 600000
. 000000 . 000000 .000000 000000 . 000000 . 600000 .000000
060000 000000 000000 062560 . 000000 000000 006000
. 000000
000090 . 000000 . 000000 000000 . 000000 . 000000 . 000000
. 000000 000000 .GG0000 000260 .062500 000000 00000
.000C00
. 004600 . 000060 00000 . 000000 . 006000 . 000000 060000
. 000600 . 000000 000000 000000 000600 062500 000600
.000000
. 000000 . 000060 000600 . 000000 . 006000 . 000000 000600
000000 000000 000000 000000 000000 .000060 062500
. 006000
066000 . 080000 . 000000 .000000 . 000000 .0000G0 000000
.060000 000000 . 000000 . 000000 000000 000000 000000
. 062600

y - Program terminated.
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Tabela DD1: Valores para concentracio de colesterol e comparacio entre

concentracdes de colesterol na emulsfo e na fase oleosa

Ensaio Col, Col; Coly Colyy Colemslsio Vo
(mg/g 6leo) | (mg/gfase | (mg/glase | (mg/g torta) (mg/g
oleosa) aquosa) emulsdo)
i 2.5 1,034 0,207 0,654 1,304 26,11
2 2,5 0,998 0,223 0,629 1,276 27,86
3 2,5 1,086 0,231 0,742 1,312 20,81
4 2.5 1,022 0,273 0,698 1,301 27.30
5 2,5 1,007 0,239 0,703 1,288 27.90

*% ol emulsiio -1 x 100
Colgase olensa

1} Separacdo fisica das trés fases (ensaio 3):

Emulsdo: 51 ml
Fase aguosa: 27,5 ml
Torta Gmida: 14,19 g

2) Secagem da torta e determinagdo da quantidade de dleo retido na mesma:

Torta seca: 9,87¢g
Massa de oleo na torta: 2.67g

3) Balango de massa para o dleo:

M. oleo inicial = M. oleo emulsdo + M. dleo fase aquosa + M. dleo torta
30g = X +0 {aproximadamente) + 2,67¢g

Massa de oleo na emulsio =27 33¢
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4} Balango de massa para solugio de quilaia {assumindo d=1g/ml):

M. sol. quilaia inicial = M. sol. quilaia emulsdo + M. sol. quilaia fase aquosa + M.
sol. quilaia torta

S0g=Y +275g+4,32¢g
Massa da solugfio de quilaia na emulsdo = 18,18 g

Portanto,

Massa de emulsfo = 45,51g

5) Balango de massa para o colesterol:
Colo= Colemusao + COolgasc aquosa + Colioria

2,5 mg/g dleo x 30g = 1,312 mg/g emulsio x 45,51g + 0.231 mg/g fase aquosa x
27,5g + 0,742 mg/g torta x 9.87¢g

75 mg colesterol ~ 73,38 mg colesterol => 97,84% de recuperacio



