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RESUMO

WOBETO, Carmen, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2007.
Extracdo de esqualeno do destilado da desodorizagcdo do 6leo de soja
modificado utilizando dioxido de carbono supercritico. Orientador:
Julio Maria de Andrade Araujo. Co-Orientadores: Marco Tulio Coelho Silva
e José Benicio Paes Chaves.

Neste trabalho, foi investigada a extragdo analitica de esqualeno do
destilado desodorizado de 6leo de soja (DDOS), com diéxido de carbono
supercritico (CO2-SC). A matriz foi inicialmente submetida a dois processos de
modificacdo fisico-quimicas: cristalizacdo a baixas temperaturas e tratamento
com NayCOgs (cristalizagdo/Na,CO3). Foram testadas quatro temperaturas e
dois tipos de solvente para a cristalizacdo do DDOS. Verificou-se que a
condigcao de cristalizagdo que acarretou menor massa nao cristalizavel (MNC)
foi a realizada em hexano seguida de acondicionamento em acetona a -40 °C.
As modificagdes fisico-quimica do DDOS reduziram em 41% os teores de
fitoesterdis totais, removeram em 98,9% os acidos graxos livres (AGL) e
aumentaram a concentragdo de esqualeno em 84%. Durante a extragdo com
CO,-SC foram mantidas constantes as seguintes variaveis: quantidade de

amostra (15 mg), solvente de lavagem do coletor (n-hexano), temperatura do
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restritor (55 °C), temperaturas do coletor durante a extragdo (20 °C) e durante a
reconstituicdo da amostra (55 °C). Para a otimizagédo da extragdo com CO,-SC,
inicialmente foram avaliados os efeitos de trés temperaturas (40, 50 e 60 °C) e
trés pressdes (110, 157 e 281 bar). Verificou-se que a pressdo mais elevada e
a menor temperatura acarretaram o maior teor de esqualeno extraido (7,12
g/100 g), provavelmente devido a mais alta densidade do fluido (0,90 g/mL).
Posteriormente, foram testados dois tempos de extragéo estatica (TEE de O e
5 min), dois fluxos de CO; (1 e 1,5 mL/min) e trés tempos de extragdo dindmica
(TED de 15, 20 e 25 min). Foi observado o maior teor de esqualeno (9,44 g/100
g), empregando-se 0 mais alto fluxo e os TEE e TED mais longos. Porém, os
niveis de esqualeno (9,33 g/100 g) obtidos com, TEE de 5 min, TED de 15 min
e fluxo de CO,-SC de 1,0 mL/min, ndo diferiram significativamente. Como
tempos e fluxos menores sdo economicamente mais viaveis, os parametros
otimizadas para a extragdo com CO.-SC foram: 40 °C, 281 bar, 0,90 g/mL, 5
min (TEE), 15 min (TED) e fluxo de CO; de 1,0 mL/min. A metodologia
desenvolvida neste trabalho proporcionou um aumento de 2,8 vezes nos teores
de esqualeno, portanto, recomenda-se o estudo da relagdo custo/beneficio,

assim como testa-la em escala piloto, para avaliar seu uso industrial.



ABSTRACT

WOBETO, Carmen, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2007.
Extraction of squalene in modified soy oil deodorizer distillate using
supercritical carbon dioxide. Adviser: Julio Maria de Andrade Araujo.
Co-Advisers: Marco Tulio Coelho Silva and José Benicio Paes Chaves.

In this work the analytical extraction of squalene in soy oil deodorization
distillate (SODD) by supercritical carbon dioxide (CO,-SC) was investigated.
The matrix was previously submitted to crystallization at low temperatures and
treatment with Na,CO; (crystallization/Na,COs3). Four temperatures and two
types of solvent were tested for crystallization of SODD. It was verified that the
crystallization condition that yielded lower mass of non cristalizable (MNC) was
storage in hexane and than in acetone, both at -40 °C. The physical-chemistry
modifications of the SODD reduced in 41% the content of total phytosterols,
also was removed 98,9% of free fatty acid (FFA) and the concentration of
squalene increased in 84%. During the extraction with CO,-SC the following
variables were kept constant: amount sample (15 mg), sample reconstitution
solvent (n-hexane), temperature of the restrictor (55 °C), temperatures of the
collector during the extraction (20 °C) and during the reconstitution of the
sample (55 °C). For the optimization of the extraction with CO,-SC, the effect of
three temperatures (40, 50 and 60 °C) and three pressures (110, 157 and 281
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bar) was initially evaluated. It could be concluded that the highest pressure and
the lowest temperature tested yielded the highest amount of extracted squalene
(7.12 g/100 g), probably because of the highest density of the fluid (0.90 g/mL).
Subsequently, two static extraction times (SET, 0 and 5 min), two CO, flow
rates (1 and 1.5 mL/min) and three dynamic extraction times (DET, 15, 20 and
25 min) were tested. The highest squalene amount (9.44 g/100 g) was obtained
by using the highest flow rate and longest SET and DET. However the squalene
levels (9.33 g/100 g) obtained with 5 min in SET, 15 min in DET and 1.0 mL/min
CO; flow rate did not differ significantly. Since more reduced times and flow
rates are more economically viable, the optimized parameters for the extraction
with CO,-SC were: 40 °C, 281 bar, 0.90 g/mL, 5 min (SET), 15 min (DET) and
1.0 mL/min CO;, flow rate. The methodology developed in this work provided a
concentration of 2.8 times in the squalene content, therefore, a study on the
cost/benefit ratio is recommended, as well as testing of pilot scale plant, in order

to assess its industrial potential.
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1. INTRODUCAO

O esqualeno, um triterpeno precursor biossintético do colesterol, é
empregado como agente emoliente e umectante em formulagcdées cosméticas e
farmacéuticas, além de lubrificante para instrumentos de precisdo. Também é
proposto o seu uso em formulagdes nutracéuticas ou como alimento funcional,
pois apresenta agao anticarcinogénica, hipocolesterolémica e antioxidante.

As fontes convencionais de esqualeno sdo o 6leo de figado de tubarao e
baleia. Contudo, fontes vegetais estdo sendo amplamente propostas, em
virtude da preocupacao com a preservacao de espécies marinhas ameacgadas
de extingao (HE et al., 2002).

Como fontes vegetais destacam-se os oleos de oliva (0,1 a 0,7 g/100 g)
e de semente de amaranto - 3,6 a 6,1 g/100 g (HE et al., 2002; HE e CORKE,
2003). Uma alternativa é a utilizagao do destilado desodorizado de éleo de soja
(DDOS), um residuo da refinagdo do d6leo, pois € uma matriz com teores
apreciaveis de esqualeno, variando de 0,65 a 7,8 g/100 g (STOLDT e
BRUNNER, 1998; VERLEYEN et al., 2001).

Além disso, este residuo apresenta baixo custo e ampla disponibilidade,
pois a produgao nacional do 6leo de soja € significativa, estimada na safra de
2006/2007 em 4,1 milhdes de toneladas (ABIOVE, 2007), sendo que o
percentual produzido de DDOS corresponde de 0,1 a 0,4 % do 6leo bruto
(MENDES et al., 2002).



Varios métodos de separagdo do esqualeno de matrizes biologicas
foram avaliados. A extragdo com CO; supercritico (CO2-SC) € uma técnica de
separacao viavel para as industrias de alimento e farmacéutica, pois este fluido
€ inerte, ndo deixa residuo no produto final e ndo gera residuo ambiental
(COUTSIKOS et al., 2003).

A baixa polaridade do esqualeno garante boa solubilidade no CO,-SC e
sua suscetibilidade a oxidagado é controlada, pois este processo de extracio
ocorre na auséncia de luz e oxigénio (CATCHPOLE et al., 2000a; KO et al.,
2002; BHATTACHARJEE e SINGHAL, 2003; HE et al., 2003).

A separacdo de esqualeno por CO,-SC foi investigada a partir de
diversas matrizes: 6leo de figado de tubardo, destilado desodorizado do 6leo
de oliva (CATCHPOLE et al., 1997), déleo de oliva lampante (BONDIOLI et al.,
1992), 6leo da semente de amaranto (HE et al., 2003) e farelo de arroz (KIM et
al., 1999). Contudo, ndo existem dados na literatura sobre a extracdo de
esqualeno do DDOS com CO»-SC.

O esqualeno apresenta baixo fator de separagdo com os acidos graxos
livres (AGL) e fitoesterdis em sistemas de extragcdo com CO,-SC (BONDIOLI et
al., 1992; MENDES et al., 2005). Por isso, neste estudo o DDOS foi submetido
a cristalizacdo a baixas temperaturas para reducdo do teor de fitoesterdis e
tratamento com Na,COs3 para a remogao de acidos graxos livres; melhorando
deste modo a separagao por CO,-SC do esqualeno no DDOS.

Considerando a importancia do esqualeno para as industrias
farmacéuticas e de alimentos em virtude de sua atividade biolégica e a
necessidade da busca de fontes alternativas deste composto, bem como a
investigacdo de técnicas de separagao, propbs-se neste estudo a otimizagao
das condigdes fisico-quimicas da extracdo com CO,-SC do esqualeno no
DDOS, submetido a processos prévios de purificagdo (cristalizagdo e
tratamento com NayCOs), a fim de se obter um extrato com maiores

concentracdes deste composto.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Esqualeno: quimica, bioquimica e absorcéo

O esqualeno (2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22- tetrahexaneno)
€ um lipidio hidrocarboneto insaponificavel, contendo 6 duplas ligagbes nao
conjugadas, pertencente ao grupo dos triterpenos, apresentando 6 unidades de
isopreno. Sua estrutura quimica € mostrada na Figura 1. O esqualeno atua
como precursor biossintético de todos os esterdis de plantas e animais (RAO et
al., 1998; HE e CORKE, 2003).

Figura 1 — Estrutura quimica do esqualeno.



A sintese enddgena do esqualeno ocorre pela rota biossintética do
mevalonato/acetato e esta esquematizada na Figura 2. Inicialmente trés
moléculas de acetil-CoA condensam-se produzindo 3-hidréxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA), que é reduzido pela HMG-CoA redutase em duas reagdes
acopladas, formando acido mevalbnico. Fosforilagbes dependentes de ATP do
acido mevaldnico e subsequente descarboxilagdo produzem isopentenil
pirofosfato (IPP), a molécula doadora para todos o0s compostos
poliisoprendides. As enzimas preniltransferase geram os ésters pirofosfato
alilicos geranil pirofosfato (GPP) e farnesil pirofosfato (FPP). Duas moléculas
de FPP sdo entdo unidas enzimaticamente resultando na formacao de
esqualeno (CROTEAU et al., 2000).

Acetil-CoA
J
HMG-CoA
J
Mevalonato

\J

Isopentenilpirofosfato
(IPP)
\’

Geranilpirofosfato
(GPP)
\’

Farnesilpirofosfato
(FPP)
\’

Esqualeno

Figura 2 — Esquema simplificado da rota biossintética do esqualeno.

A HMG-CoA redutase € uma enzima regulatoria responsavel pelo
controle da biossintese do colesterol. Por isso, esta enzima foi investigada para
o desenvolvimento de drogas hipocolesterolémicas (LAAKSONEN et al., 1994).

Além disso, alguns estudos concluiram que a acg&o hipocolesterolémica do



esqualeno estaria relacionada com a inibicio da HMG-CoA redutase
(STRANDBER et al.,, 1989; MIETTINEN e VANHANEN, 1994; SHIN et al.,
2004).

Apos sua biossintese, o esqualeno pode ser transportado pelo
organismo, incorporando-se aos tecidos ou pode ser metabolizado, resultando
na formacéo de colesterol e outros esterdides (KELLY, 1999).

O esqualeno do plasma origina-se da sintese de colesterol endégena ou
de fontes dietarias, principalmente em populagbes que consumem grande
quantidade de 6leo de oliva ou 6leo de figado de tubardo. Embora seu
metabolismo pos-absorgdo n&o tenha sido estudado com detalhes em
humanos, as evidéncias disponiveis indicam um percentual de absorcao de 60
a 85% (MIETTINEN e VANHANEN, 1994). Até 90% do esqualeno é
transportado no plasma, geralmente em associagao com lipoproteinas de baixa
densidade e distribuido aos tecidos humanos. O tecido epitelial € o que
apresenta a mais alta concentragao deste composto, que se constitui no lipidio
mais abundante da superficie da pele. Baseado em evidéncias com animais, a
administragao oral prolongada pode resultar em acumulacéao significativa desta
substancia no figado - 3 a 6 % da dose oral (GYLLING e MIETTINEN, 1994).

2.2. Acao antioxidante e mecanismos anticarcinogénicos do esqualeno

A agado antioxidante do esqualeno foi investigada empregando-se
modelos de reag¢des de sequestro de oxigénio singlete e de radical 1,1-difenil-
2- picril-hidrazil (KOHNO et al., 1995; KO et al., 2002). Também foi observado
que o esqualeno inibe a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima
A redutase (HMG-CoA redutase), acarretando diminui¢do da disponibilidade de
grupos farnesil pirofosfato para a prenilagdo de proteinas oncogénicas e
interferéncia na transdugao de gene ras (Newmark, 1997, apud KO et al., 2002;
RAO et al., 1998; SMITH et al.,, 1998); além de efeitos hipocolesterolémicos
(MIETTINEM e VANHANEN, 1994; KHOR e CHIENG, 1997) e cardioprotetores
(FARVIN et al., 2004).

Os efeitos antioxidantes e anticarcinogénicos do esqualeno dietario tém

intensificado seu uso em formulag¢des de nutracéuticos ou alimentos funcionais.
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No Japao é comercializado um produto alimentar a base de 6leo de figado de
tubardo, que apresenta altos teores de esqualeno, denominado “shinkaizame-
ekisu” (KO et al., 2002; REICHERT, 2002).

A acdo antioxidante do esqualeno foi estudada e relacionada com
mecanismos de defesa ao estresse oxidativo, principalmente em tecidos
epiteliais humanos. As altas taxas de sequestro de oxigénio singlete pelo
esqualeno também foram apontadas como possiveis mecanismos de sua agao
antimutagénica, pois os radicais livres oxigenados (RLO) interagem com o DNA
acarretando mutacodes.

Depois de ingerido o esqualeno € estocado nos tecidos epiteliais,
constituindo-se o lipidio mais abundante deste tecido em humanos, porém
normalmente €& ausente em outros primatas. A superficie da pele € uma
interface biolégica com o ambiente, portanto é sensivel ao estresse oxidativo
ambiental (MIETTINEN e VANHANEN, 1994; KOHNO et al., 1995).

A exposicdo da pele a radiacdo causa peroxidacdo de seus lipidios,
podendo levar a destruicdo de biomembranas, inflamacdes e até mesmo
cancer. Por isso, a pele requer substancias que previnam estas reacdes
(KOHNO et al., 1995).

Espera-se que a prevencdo da peroxidagdo de lipidios da pele seja
muito eficiente em humanos como resultado da evolugdo, pois, devido a
auséncia de pélos, eles sdo mais suscetiveis a radiagao solar do que os
demais primatas. Presume-se que o0 esqualeno na pele humana esteja
relacionado com a preveng¢ao da peroxidagao de lipidios da pele (KOHNO et
al., 1995).

KOHNO et al. (1995) investigaram as reagdes do esqualeno como
sequestrante de oxigénio singlete e com modelos de radicais peroxil (LOO®) em
n-butanol, para elucidar o papel do mesmo na pele humana. Foram usados os
radicais 2,6-di-t-butil-4-(4-metoxifenil) fenoxil e 5,7-diisopropil tocoferil como
modelos de LOO®, pois trabalhos anteriores demonstraram que a relagéo
reativa ndo depende do tipo de oxiradical usado. Observou-se que a taxa de
sequestro de oxigénio singlete do esqualeno foi menor do que a do a-tocoferol,
maior do que a do hidroxitolueno butilado (BHT) e bem superior a dos demais

lipidios encontrados na pele humana. Estes resultados sugerem que o



esqualeno funciona como um eficiente sequestrante de oxigénio singlete e,
portanto, previne a peroxidacao de lipidios na pele humana.

Outros trabalhos também demonstraram o efeito antioxidante de extratos
vegetais contendo esqualeno. KO et al. (2002) observaram que os extratos de
folnas de T. Catappa, obtidos por extragdo com CO,-SC, com mais alta
concentragdo de esqualeno, exibiram maior potencial antioxidante e atividade
sequestrante de DPPH (1, 1- difenil - 2- picril - hidrazil) mais efetiva.

Por outro lado, FARVIN et al. (2004) observaram efeitos cardioprotetores
pela administracdo oral de esqualeno (2 % por 45 dias), antes da indugao de
infarto do miocardio por isoproterenol em ratos albinos machos. Assim,
concluiram que estes efeitos devem-se as propriedades antioxidantes desta
substancia e sua acédo na estabilizacdo da membrana das células do tecido
cardiaco.

O desenvolvimento do cancer é reconhecido como um processo
microevolucionario que requer agbes cumulativas e eventos multiplos. Estes
eventos ocorrem em um modelo simplificado de trés estagios: a indugéo de
mutacdo do DNA em células somaticas (iniciagcdo); estimulagdo da expanséao
tumorgénica do clone celular (promogao) e conversdao maligna do tumor
(progressao). Os radicais livres oxigenados (RLO), particularmente os radicais
peroxil, podem estimular o desenvolvimento de cancer em todos os trés
estagios. Em vista da ubiquidade dos RLO em organismos aerdbicos este
potencial carcinogénico € preocupante. Alternativamente estes conhecimentos
podem abrir novas perspectivas para a prevengao de cancer, especialmente
com relagédo a investigagdo do potencial antioxidante de algumas substancias
(DREHER e JUNOD, 1996).

Considerando-se que o efeito radioprotetor do esqualeno em
camundongos irradiados e a atividade protetora antitumoral de esqualeno na
carcinogénese epitelial se devem as suas propriedades antioxidantes,
demonstradas por sua eficiéncia como sequestrante de oxigénio singlete e na
prevencao de peroxidacao de lipidios na superficie da pele humana (KOHNO et
al., 1995; MURAKOSHI et al., 1992; Van DUUREN e GOLDSCHMIDT, 1976).

O’SULLIVAN et al. (2002) também constataram a relagdo entre a agao
antioxidante do esqualeno e a prevengcdo de mutagdes genéticas, ao

investigarem os efeitos da suplementacdo de acido eicosapentaendico, acido



docosahexaendico ou esqueleno, por 24 horas, em células fibroblasticas V79
de hamster, contra danos ao DNA induzidos por oxidagdo com peréxido. Estes
autores observaram que o pré-tratamento com esqualeno acarretou
decréscimos significativos destes danos, sendo este composto mais efetivo do
que os acidos eicosapentaendico e docosahexaendico.

Algumas modificagdes das bases de DNA relacionadas aos RLO podem
induzir pontos de mutacao pelo erro de leitura durante a replicacdo. Uma das
modificagdes oxidativas de bases do DNA mais observadas é a formagao de 8-
hidroxi-guanina (8-OH-Gua), ocorrendo em aproximadamente um em cada
100.000 residuos de guanina em células humanas normais. A 8-OH-Gua pode
produzir substituicdo de guanina-citosina (GC) por tiamina-adenina (TA), o que
é frequentemente detectado no oncogene ras, representando um possivel
mecanismo de iniciagdo de tumor por RLO (DREHER e JUNOD, 1996). O
oncogene ras foi observado em varios tipos de canceres nos quais o esqualeno
teve efeito supressivo.

A substituicdo de GC por TA, no gene supressor de tumor TP53 foi
observada em canceres de pulméo e figado. Através da ativacdo do oncogene
ou da inativagado do gene supressor de tumor, estes pontos de mutagdo podem
conduzir a iniciagdo de carcinogénese, assim como ter participacdo na
progressao do tumor em um estagio posterior (DREHER e JUNOD, 1996).

Os efeitos antitumorais do esqualeno em cancer de pulmao foram
investigados por SMITH et al. (1998), que induziram tumores nos pulmbdes de
camundongos fémeas pela administracdo de dose unica (103 mg/kg de peso
corpéreo) de 4-metilnitrosamino-1-3-piridil-1-butanona e analisaram os efeitos
da dieta com altos teores de 6leo de oliva (19,61 %) ou esqualeno (2 %). Para
todos os grupos de animais analisados, inclusive o controle, foram formuladas
dietas com a mesma composi¢do quimica de nutrientes e administradas por 3
semanas anteriores a dosagem da nitrosamina e mantida por um periodo de 16
semanas. Os pesquisadores observaram que as dietas com dleo de oliva e
esqualeno diminuiram significativamente a multiplicagdo de tumores nos
pulmbdes em 46 e 58%, respectivamente. Além disso, com a dieta contendo
esqualeno foi identificado um decréscimo de 70% na hiperplasia dos pulmdes.

A nitrosamina 4-metilnitrosamino-1-3-piridil-1-butanona €& formada

durante o processamento do tabaco para produzir os cigarros, comprovou-se
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em animais experimentais, ser a nitrosoamina mais potente na carcinogénese
de pulmdes. Esta nitrosamina € ativada pelo complexo enzimatico citocromo
P450, o que leva a formacdo de espécies altamente reativas capazes de
acarretar danos no DNA celular, induzindo a ativagdo do ongene K-ras que é
responsavel pela proliferacdo e progressdao de tumores malignos em pulmdes
(HECHT, 1994; HOFFMANN et al., 1994).

RAO et al. (1998) constataram o efeito inibitério do esqualeno na
formacéao de lesdes pré-neoplasicas no colo intestinal de ratos F344, induzidas
por azoximetano (15mg/kg de peso corpdreo, 2 vezes por semana, durante 2
semanas). Este efeito foi observado pela ingestdo de 1% de esqualeno por 10
semanas, e, como resultado, o numero total de lesdes decresceu entre 40 e
50% quando comparado com o grupo de animais alimentados com a dieta
controle. Lesdes pré-neoplasicas podem expressar mutagdes no gene APC e
no oncogene ras.

Os mecanismos exatos envolvidos na agdo anticarcinogénica do
esqualeno em varios tipos de canceres ndo sdo completamente conhecidos.
Porém, além de sua agao no sequestramento de radicais livres, também foi
citado ser devido a modulagéo com a rota biossintética do colesterol através de
inibicdo enzimatica (RAO et al., 1998).

Alguns estudos relataram o efeito inibitério do esqualeno na atividade da
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) Este efeito
estaria relacionado a um mecanismo de retro-alimentacao (“feedback”), pois,
conforme esquematizado na Figura 2, o esqualeno € produzido pela redugéo
de HMG-CoA, produzindo mevalonato, uma sequéncia de varias reag¢des que
produzem FPP, culminando com a condensacdo de duas destas moléculas
(STRANDBERG et al.,, 1989; MIETTINEN e VANHANEN, 1994; SHIN et al.,
2004). Portanto, a inibicdo da HMG-CoA redutase pode levar a redugao de uma
série de intermediarios tais como mevalonato, FPP e GPP, estes ultimos séo
essenciais para a ativagdo de varias proteinas intracelulares (GRAAF et al.,
2004).

A prenilagao de proteinas € uma adi¢cado covalente do grupo farnesil (15
C) ou geranil (20 C) ao residuo cisteina na carboxila terminal de varias
proteinas G, que estdo envolvidas em processos de sinalizagao celular. Como

exemplos destas proteinas tém-se as oncogénicas ras, transdugao vy, quinase e
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rodopsina, que sao dependentes da prenilacdo para serem ativadas (ADJEI,
2003; GRAAF et al., 2004).

A translocacdao da proteina ras do citosol para a membrana celular
somente ocorre apos sua farnesilacdo. A unido das proteinas ras farnelisadas,
com ligantes apropriados para receptores tirosina quinase, resulta na interagao
entre ras associadas a GDP inativas e receptores de membrana.
Subsequentemente, o GDP é trocado por GTP e a sinalizagdo em cascata &
ativada. Proteinas ras farnelisadas estdo associadas com sinal de transducéao
na resposta para a estimulagao do fator de crescimento celular e supressao de
apoptose (GRAAF et al.,, 2004). Portanto, o efeito anticarcinogénico do
esqualeno poderia estar relacionado com a inativacdo da enzima HMG-CoA
redutase, devido ao decréscimo na sintese de compostos farnesil pirofosfato
(RAO et al., 1998; SMITH et al., 1998).

A agao anticarcinogénica do esqualeno pode estar também relacionada
a sua interacdo metabdlica com xenobidticos carcinogénicos. SMITH et al.
(1998) investigaram os efeitos do esqualeno dietario sobre o metabolismo de 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)1-butanona (NNK) no microssomo de tecidos
hepaticos e pulmonares de camundongos, e observaram que dietas contendo
2% de esqualeno, por 3 semanas, aumentaram significativamente a formagéo
de NNK-N-6xido, um produto de desintoxicagdo. Estes resultados sugerem que
0 esqualeno, ou seu metabdlito, esteja envolvido na ativagcdo de NNK pelo
citocromo P450. Contudo, a contribuicdo destas mudangas no metabolismo de
NNK sobre a tumorgénese ndo é clara e necessita de investigagdes
posteriores.

Estudos especificos do efeito antitumoral do esqualeno em cancer de
colo intestinal apontam também para a hipdtese de que dietas com esqualeno
possam inibir a biossintese de acidos biliares, que foram apontados como

promotores de tumores de colo (RAO et al., 1998).

2.3. Acao hipocolesterolémica do esqualeno

O papel do esqualeno dietario na regulagdo da concentracdo de
colesterol sérico, na sintese e eliminagado do colesterol, assim como na cinética
de proteinas de baixa densidade (LDL) e apolipoproteinas B foi investigado e

apresentou resultados contraditorios.
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STRANDBERG et al. (1989) dosaram os niveis dos precursores do
colesterol em ratos alimentados com 1% de esqualeno e observaram inibigdo
significativa da atividade da enzima HMG-CoA redutase, portanto, com efeito
especifico na redugéo da sintese de colesterol endégeno. Enquanto que, SHIN
et al. (2004) observaram que o esqualeno, extraido de sementes de amaranto,
inibiu apenas ligeiramente a atividade da HMG-CoA redutase.

A acado hipocolesterolémica do esqualeno, em combinagdo com a
administragcdo de tocotriendis, foi observada por KHOR e CHIENG (1997).
Porém, MIETTINEN e VANHANEN (1994) demonstraram que o uso somente
do esqualeno foi efetivo no decréscimo dos niveis de colesterol sérico. Ja,
NAKUMURA et al. (1997), testando dosagem crénica de esqualeno (8,62-86,22
mg/dia durante 25 dias) ou unica (86,22 mg) em ratos, observaram que a
administracao oral de esqualeno nao teve efeito sobre lipidios hepaticos ou
séricos, porem acarretou aumento na excregao de esterdides neutros e acidos
biliares.

SHIN et al. (2004) avaliaram, em ratos, o efeito hipocolesterolémico de
esqualeno extraido de oleo de figado de tubardo e de amaranto. Eles
observaram que o esqualeno extraido de 6leo de semente de amaranto reduziu
os teores de colesterol no sangue e no figado, além de provocar aumento de
excregcbes fecais de colesterol e acidos biliares. Enquanto que, na
administragcdo de esqualeno de origem animal ndo foi observado nenhum
destes efeitos. Os resultados sugerem que a reducao de niveis de colesterol,
por acdo do esqualeno de amaranto, pode estar relacionada ao aumento da

eliminacao fecal de esteroides e a interferéncia na absorgéo do colesterol.

2.4. DDOS: uma fonte alternativa de esqualeno

No processamento do 6leo de soja inicialmente os graos sédo laminados,
0 Oleo bruto é extraido com hexano e o refino posteriormente. Na Figura 3
estéo identificadas as etapas do processamento (MENDES et al., 2002).

O refino do 6leo € necessario para a remocgao de substancias que sao
prejudiciais a qualidade do produto. As etapas do refino sdo a degomagem,

neutralizacado, branqueamento e desodorizagao (ERICKSON, 1995).

11



A desodorizagao é realizada para a remogao de compostos volateis e
coloridos, que poderiam produzir cheiro, cor ou sabor desagradaveis ao
produto final. Trata-se de uma destilacdo por arraste a vapor com temperaturas
variando de 240 a 260 °C e pressdes na faixa de 2 a 6 mbar. Durante a
condensacao do vapor de agua uma fase lipofilica precipita, constituindo-se um
residuo do processamento, o DDOS (MORETTO e FETT, 1998; BUCZENKO et
al., 2002).

Grios de soja Etapas de refino do éleo

T % ’ Destilado

desodorizado

.

2

3

‘g' Oleo refinado

Preparagio dos grios  Oleo de soja bruto

-

Figura 3 — Etapas do processamento de 6leo de soja: prensagem (1), extragcao
com hexano (2), refino (3), branqueamento (4) e desodorizagéo (5).
Adaptado de MENDES et al. (2002).

O aproveitamento dos subprodutos ou residuos do refino do 6leo de soja
€ de relevancia econbmica para a industria, pois este € um dos mais
consumidos no mundo, representando 54% do consumo de 6leos no mercado
mundial (MENDES et al., 2002). No Brasil, destaca-se a produgao significativa
de graos de soja, estimada em 2006 em 52 milhdes de toneladas (IBGE, 2006).
Além disso, a producado nacional do 6leo de soja foi avaliada na safra de
2006/2007 em 4,1 milhdes de toneladas (ABIOVE, 2007). O DDOS gerado
varia de 0,1 a 0,4% do peso do déleo bruto original (WOERFEL, 1981).

O DDOS apresenta em sua composigdo substancias biologicamente
ativas, como fitoesterois, tocoferdis e esqualeno. Por isso, essa matriz ja foi
investigada para a extracdo de tocoferdis e fitoesterdis (ARAUJO et al., 2000;
CHANG et al., 2000). Contudo, ainda nao existem dados com relagdo ao seu

uso para a extracado de esqualeno.

12



As fontes convencionais de esqualeno sao o 6leo de figado de tubarao e
baleia, com concentragdes variando de 40 a 75 % em massa (CATCHPOLE et
al., 1997; HE et al., 2002). Contudo, sua disponibilidade a partir destas fontes é
limitada devido a preocupagao mundial com a prote¢cao de animais marinhos
ameacgados de extingdo. Além disso, a presenca de compostos similares ao
colesterol pode dificultar a extragdo do esqualeno. Ha interesse em buscar
outras fontes potenciais deste composto, e as fontes vegetais estdo sendo
amplamente propostas (HE et al., 2002; KO et al., 2002; MATEOS et al., 2003).

O conteudo de esqualeno em dleo de oliva, germe de trigo e farelo de
arroz varia de 0,1 a 0,8 g/100 g, enquanto que o Oleo de semente de
Amarantthus apresenta niveis de esqualeno de 3,6 a 6,1 g /100 g (HE et al.,
2002; MATEQOS et al., 2003). O DDOS ¢ uma fonte alternativa de esqualeno,
apresentando niveis desta substancia de 0,65 a 7,8 g/100 g (STOLDT e
BRUNNER, 1998; VERLEYEN et al., 2001).

Na Tabela 1 € descrita a composi¢cao quimica aproximada do DDOS
obtida de diversas fontes da literatura. Verifica-se a complexidade do DDOS
devido a diversidade de substancias encontradas e a ampla faixa de variacao
nos teores destas substancias, que ocorre devido as diferencas inerentes a
matéria-prima empregada para o processamento do 6leo e as condigdes fisicas
da destilagdo, tais como: temperatura, pressao e tempo (WOERFEL, 1981;
STOLDT e BRUNNER, 1998; VERLEYEN et al., 2001).

Além disso, a técnica de refino também altera a concentracdo dos
constituintes do DDOS. No refino fisico, os acidos graxos livres s&o
vaporizados durante o processo de desodorizacdo, consequentemente o
DDOS contém maior quantidade de acidos graxos livre (> 80%) com pequena
quantidade de insaponificaveis (5 -10%). No refino quimico os acidos graxos
livres sdo neutralizados por uma solugdo caustica e removidos do 6leo antes
da desodorizagao, portanto, contém uma menor concentragao de acidos graxos
livres (30 — 50%) e niveis mais elevados de insaponificaveis (25 a 33%). Os
niveis de esqualeno nos DDOS obtidos no refino por processos quimicos
variaram de 1,28 g/100 g a 2,09 g/100 g, enquanto que, no DDOS oriundo de
processo fisico de refino o teor desta substéncia foi de 0,65 g/100g
(VERLEYEN et al., 2001).

13



Tabela 1- Composi¢ao quimica aproximada do DDOS.

Substéancias Variacao de teores (g/100 g)
Compostos volateis 0,10 — 9,302
Esqualeno 0,65 -7,80% P4
AGL 25,30- 89,30%
-Tocoferol 2,01 —5,59°¢
B-Tocoferol 0,18 -0,52%1
y-Tocoferol 4,96 — 11,26 ¢
a-Tocoferol 0,54—2,2 %N
Tocoferois totais 4,1 — 14,7990
Trigliceridios 1,70 - 5,91*°
Diacilgliceridos 1,70 -8,06%°
Monoacilgliceridios 1,24 -9,2%°
Campesterol 1,20 — 5,2& ¢ 4N
Estigmaesterol 1,38-5,2¢ 4N
B-sitosterol 3,03-13,30 4"
Esterdis totais 4,1 -22,6>%e9h

*BRUNNER et al. (1991)

®STOLDT e BRUNNER (1998)
°VERLEYEN et al. (2001)
‘RAMAMURTHI e McCURDY (1993)
*NAGESHA et al. (2003)

'CHANG et al. (2000)
SQUANCHENG et al. (2004)
"WOERFEL (1981)

'ARAUJO et al. (2000).

2.5. Fundamentos da cristalizagao

O processo de cristalizacao refere-se a formacgao de cristais a partir de

uma solugdo homogénea. E essencialmente uma técnica de separacdo sélido-

liguido com ampla aplicagdo nas industrias quimica, farmacéutica e alimenticia

(PAUL et al., 2005).

As moléculas no estado cristalino apresentam-se como uma matriz

tridimensional ordenada, exibindo periodicidade e simetria. Todas as moléculas

sdo equivalentes em relacdo a sua energia de ligacao, o que faz com que a
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mudanca do estado cristalino ocorra em uma temperatura fixa. No estado nao-
cristalino (amorfo ou vitreo) também ocorre a formagdo de uma rede
tridimensional, porém nao apresentando periodicidade ou simetria. Portanto,
nem todas as moléculas encontram-se igualmente ligadas a rede e a mudancga
de estado ocorre em uma faixa de temperatura. O estado cristalino
corresponde a forma estavel do material, isto €, aquela que se desenvolve em
condicdes de equilibrio. Os materiais n&o cristalinos sao instaveis, existindo em
um estado metaestavel. A transicdo para a forma cristalina ocorre em uma
determinada faixa de tempo (SCHMIDT, 2004).

A compreensao da transicdo do estado amorfo para o cristalino envolve
os conceitos de solubilidade, saturagcdo e supersaturagcdo. Quando uma
solugcdo contém a quantidade total de sdlido que é capaz de dissolver, diz-se
que esta “saturada’. A saturagdo € um estado de equilibrio termodindmico
estavel entre as fases sélida e liquida, e corresponde ao ponto em que o
potencial quimico do soluto na solugao é idéntico ao potencial quimico de um
cristal puro de tamanho infinito. A solubilidade varia com o tipo de soluto,
solvente e temperatura. A maioria das substancias exibe um aumento de
solubilidade com a elevagao da temperatura (MONTES, 2004).

Mesmo em concentragdes superiores a da saturacdo, os cristais podem
nao aparecer imediatamente. O sdélido pode continuar dissolvido, em uma
situacao de equilibrio metaestavel, e diz-se que a solugao é “supersaturada”.
Na realidade, na zona metaestavel as taxas de nucleagdo sdo muito pequenas
e o aparecimento de cristais pode levar anos (TERAN-ORTIZ, 2004).

A cristalizagdo a partir de solugbes envolve as seguintes etapas
fundamentais: o estabelecimento da forgca motriz, a formacdo do nucleo ou
nucleacao (centro) do cristal e o seu crescimento. A primeira etapa do processo
de cristalizacdo € a geragcdo de um potencial suficiente para que a mesma
ocorra, o que esta associado a estrutura da solugcdo e ao desenvolvimento da
supersaturacao (YU et al., 2004).

Existe uma correlacado definida entre a concentragao e a temperatura na
qual se formardo espontaneamente cristais em uma solugdo pura. Esta
correlacdo é representada graficamente na Figura 4 pela curva de
supersolubilidade, deslocada em relagcdo a curva de solubilidade praticamente

por um mesmo fator constante. A formagao espontanea de cristais ocorre
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acima de um determinado coeficiente de supersaturacao, indicado pela zona
labil na Figura 4 (TERAN-ORTIZ, 2004).

Curva de
Supersolubilidade -
S fona
.4 metaestavel
. F P |
Zona labil 2/

Concentragio

- solugio insaturada

Curva de solubilidade

-
-

Temperatura

1 - Solugdo ndo saturada (alimentagdo do sistema).
2 - Saturagéo da solugéo por resfriamento.
3 - Zona metaestivel inicio da nucleagéo.
4 - Nucleacgido rapida.
5 - Decréscimo da concentragdo devido ao crescimento dos cristais.
6 - Crescimento dos cristais durante um ciclo de resfriamento.
Figura 4 - Etapas da cristalizagéo por resfriamento (adaptado de PAUL et al.,

2005).

Em uma solucdo, a supersaturagcao pode ser criada de trés formas
distintas: pelo resfriamento de uma solugao nao-saturada até um ponto onde a
concentracdo da solugcdo exceda a concentracdo de solubilidade naquela
temperatura; ou pela evaporacdo de parte do solvente, acarretando um
aumento na concentragdo; e também pela adicdo de um segundo solvente, no
qual o soluto é insoluvel (Hartel, 1992, apud MONTES, 2004).

O processo de nucleagdao pode ser homogéneo ou heterogéneo. A
nucleacdo homogénea ocorre em sistemas puros, no qual os nucleos s&o
exclusivamente formados pela fase sdlida pura e atuam como sitios para a
formagado do cristal. Por sua vez, a nucleagdo heterogénea ocorre quando

particulas soélidas atuam como sitios cataliticos para a formacgao do cristal. Este
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ultimo €& comum em cristalizadores, cujas particulas introduzidas s&o
denominadas sementes.

O crescimento dos cristais € dependente da superacdo do chamado
tamanho critico, que representa uma barreira de energia a ser superada pelo
nucleo antes de tornar-se estavel. Assim que os agregados ordenados atinjam
um tamanho minimo necessario, sua solubilidade torna-se menor do que dos
grupos menores transitorios, portanto seu crescimento € favorecido absorvendo
o soluto circundante e estes funcionardo como nucleo de cristalizagdo. Quanto
mais elevada a saturagdo, menos transitorios sao estes grupos e alguns deles
podem orientar-se com uma maior probabilidade (TERAN-ORTIZ, 2004).

O mecanismo de nucleacdo compreende duas fases: primaria e
secundaria. A nucleagao primaria é caracterizada pelo nascimento dos cristais
na auséncia de cristais anteriores. No processo de nucleacdao secundaria o
crescimento dos cristais € iniciado pelo contato com a solugao, outros cristais
ou com as paredes do recipiente. Em cristalizadores, sob violenta agitagéo,
desencadeia-se o desprendimento de fragmentos que formardo novos nucleos.
(PAUL et al., 2005).

2.6. Aplicacdes do processo de cristalizacao

Os fitoesterdis fazem parte da porgao insaponificavel de 6leos vegetais,
sendo que nestas fontes geralmente s&o encontrados estigmaesterol,
brasicaesterol, p-sitosterol e campesterol. Conforme observado na Figura 5 os
mesmos apresentam estruturas quimicas similares, porém com variagao no
numero e localizacido das insaturagées € no numero de atomos de carbono que
compdem a cadeia principal. Portanto, apresentam propriedades fisicas muito

semelhantes, como por exemplo, sua solubilidade (XU et al., 2005).
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Figura 5 - Fitoesterdis encontrados em 6leos vegetais.

XU et al. (2005) investigaram a separagdo de [-sitosterol e
estigmaesterol em mistura de fitoesterdis baseando-se na diferengca de
solubilidade destes compostos com a reducdo da temperatura usando n-
pentanol e ciclohexanona como solventes. Eles obtiveram uma concentragao
de B-sitosterol de 85% apos trés estagios de operagdes de recristalizagdo em
ciclohexanona e estigmaesterol com pureza de 90% apds cinco estagios de
cristalizagao fracionada em n-pentanol ou ciclohexanona.

Outra aplicagao da cristalizacdo € no refino de 6leos comestiveis. A
versatilidade da aplicagao de 6leos, em formulagdes de alimentos, pode ser
significativamente aumentada pela disponibilidade de processos para modificar
o balancgo sélido-liquido dos trigliceridios, em uma variagado de temperatura de
interesse para aplicagdes especificas (HAMM, 1995).

A “winterizagao” € um processo de cristalizagdo a baixas temperaturas,
usualmente 6 °C por 24 horas, que utiliza acetona ou hexano como solventes,

com o objetivo de remover compostos de alto ponto de fuséo, prevenindo deste
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modo a turbidez do d6leo devido a solidificagdo de algumas substancias
(HAMM, 1995).

Também é possivel o emprego de cristalizag&o fracionada, na qual séo
utilizadas diferentes temperaturas, a fim de se obter um produto com uma
composicao de trigliceridios com propriedades especificas, como solubilidade,
ponto de fusdo ou composi¢céo de acidos graxos

LOPES-MARTINEZ et al. (2004) empregaram a winterizagéo no refino
de 6leo de sementes de Echium fastuosum, para obter um produto com altos
teores de &cido y-linolénico. Testaram diferentes concentracdes do éleo (10%,
20% e 40%), em diferentes solventes (hexano, acetona, éter dietilico,
isobutanol e etanol), nas temperaturas de cristalizagéo de 4 °C, -24 °C e -70 °C.
A mais alta concentracdo de y-linolénico foi obtida usando a concentragcédo de
6leo de 10% em hexano e acondicionamento a -24 ou -70 °C, pois ndo foram

observadas diferengas significativas para estas temperaturas.

2.7. Principios da extracdo com fluido supercritico

O estado supercritico foi descrito pela primeira vez em 1822 pelo Barao
Gagniard de la Tour. Em 1879 Hannay e Hogarth demonstraram o poder
solvente dos fluidos supercriticos. Porém, as primeiras aplicagdes industriais e
analiticas somente ocorreram na década de 1970 (SIHVONEN et al., 1999). A
primeira planta industrial de extracdo com CO,-SC foi instalada em 1978, para
descafeinizacdo de grao verdes de café (Kaffe HAG AG — Alemanha). Dois
anos mais tarde surge outra industria (Carlton & Breweries - Australia), para a
extragdo de flavour de lipulo (RAVENTOS et al., 2002).

O estado supercritico é alcangcado quando a temperatura e a pressao de
uma substancia pura sdo aumentadas acima do seu ponto critico (Figura 6). A
temperatura critica é definida como a temperatura maxima, na qual um gas
pode ser convertido em um liquido, pelo aumento de pressdo. Da mesma forma
a pressao critica é a pressao maxima, na qual um liquido pode ser convertido

em um gas, mediante o aumento da temperatura (LEITNER, 2000).
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Figura 6 — Diagrama de fases para uma substancia pura (T, = temperatura
critica e pc = presséo critica). Fonte: POLIAKOFF e KING (2001).

No estado supercritico desaparece a distingado entre as fases liquida e
gasosa e o fluido ndo pode mais ser liquefeito, pelo aumento de pressao e nem
pode tornar-se gasoso, pelo aumento de temperatura. Assim, propriedades
fisico-quimicas, tais como densidade, difusividade, constante dielétrica e
viscosidade podem ser facilmente controladas pelas alteracbes de pressao
elou temperatura, sem cruzar os limites de fases (DEL VALLE e AGUILERA,
1999).

Conforme observado na Tabela 2 os fluidos supercriticos (FS) exibem
propriedades fisico-quimicas intermediarias entre um gas e um liquido. A
densidade dos FS é semelhante a dos liquidos tipicos, enquanto que, a
difusividade e a Vviscosidade assemelham-se mais aos gases. Estas
caracteristicas peculiares conferem aos mesmos, propriedades quimicas
(solvatacéo) e fisicas (de transporte) favoraveis, tornando-os solventes em
potencial (LANG e WAI, 2001).
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Tabela 2 — Comparagao das propriedades fisico-quimicas de fluidos
supercriticos, gases e liquidos.

Estado fisico Densidade Difusividade Viscosidade
(g/cm3) (cm2/s) (g/cm.s)

Gas 0,6 —2,0x 10-3 01-04 1-3x10-4

P=1atm, T=15-30°C

Liquido 06-1,6 0,2-2,0x10-5 0,2-3,0x10-2

P=1atm, T=15-30 °C

Supercritico

P=Pc T=Tc 0,2-0,5 0,7 x 10-3 1-3x10-4
P=4Pc; T=Tc 04-0,9 0,2 x 10-3 3_9x10-4

Fonte: ENGELHARDT e GROSS (1991).

Devido a alta compressibilidade dos FS, pequenas alteragcdes de
temperatura e, principalmente pressao, acarretam grandes alteragdes na
densidade do fluido, sendo que esta tendéncia € mais acentuada em
temperaturas mais préximas ao ponto critico. Estas caracteristicas sao
observadas na Figura 7, na qual a densidade do CO,-SC varia drasticamente
nas isotermas 32,1 e 40,15 °C, enquanto que, esta mesma tendéncia nio ¢é tao
acentuada nas isotemas 70,15 e 120,15 °C (SIHVONEN et al., 1999).

O desenvolvimento dos processos de extracdo com FS é dependente do
poder solvente do fluido e da volatilidade do soluto. O poder solvente do FS
esta diretamente relacionado com sua densidade, que aumenta a medida que a
pressdo aumenta ou a temperatura diminui. Ambos os fatores (densidade e
volatilidade) interagem de forma complexa, de modo que, quando a
temperatura aumenta isobaricamente, existem duas tendéncias opostas: o
poder solvente do FS diminui com o decréscimo da densidade ou aumenta com
a volatilidade do soluto (DEL VALLE e AGUILERA, 1999).

21



0,9 1
0,8

0,7 1

0,6—-

- T=132,15°C
%] T=40,15°C
0,4

0.3 T=70,15°C

Densidade (g/mL)

0,2 1

0,1 — 1 - 1 - T r T r T ' T " 1T ° 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450
Presséao (bar)

Figura 7 — Relacdo da pressdo e densidade do CO,-SC em varias
temperaturas. (Adaptado de ISMADJI e BHATIA, 2002).

Na Figura 8 € mostrada a solubilidade de trigliceridios (substéncia com
baixa volatilidade) em CO,-SC, observa-se que a solubilidade aumenta com o
aumento da temperatura e da pressao, devido ao aumento da volatilidade do
soluto. Contudo, em temperaturas mais elevadas (80 °C) a solubilidade diminui
drasticamente com o decréscimo da pressao, em virtude do decréscimo da
densidade do solvente. Na verdade, quando a substancia a ser extraida por
CO,-SC apresentar maior pressao de vapor, sua solubilidade ira aumentar em
temperaturas menores (mais proximas a temperatura critica) e pressées mais
elevadas (ISMADJI e BHATIA, 2002).
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Figura 8 — Solubilidade de trigliceridios em CO,-SC em varias pressdes e
temperaturas. Adaptado de DEL VALLE e AGUILERA (1999).

A extracdo e o fracionamento de produtos nos FS sao realizados em
duas etapas operacionais: a extracdo seletiva e a separacado seletiva. A
primeira envolve a manipulacédo das condi¢gdes termodinamicas de temperatura
e pressao e/ou da modificacdo do solvente pela adicdo de um cosolvente. A
segunda etapa € obtida por meio da despressurizagdo, aquecimento ou
resfriamento gradual do extrato, permitindo deste modo um fracionamento
controlado dos produtos extraidos (MOHAMED, 1997; BRUNNER, 2005).

A maioria das aplicagbes com FS utilizam o diéxido de carbono como
solvente devido a facil manipulagdo, uma vez que sua pressao (73,8 bar) e
temperatura criticas (31,1 °C) sdo relativamente mais baixas do que outras
substancias (Tabela 3). Além disso, este fluido € quimicamente inerte, néo
inflamavel, ndo toxico, disponivel a custos baixos com pureza elevada e nao
gera residuos ambientais (0 CO, apds despressurizado pode ser filtrado e
recuperado). Ressalta-se também seu emprego para a extragdo de produtos

termolabeis ou suscetiveis a oxidacao, pois sua temperatura critica € proxima a
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do ambiente e o processo extrativo ocorre na auséncia de luz e oxigénio
(COUTSIKOS et al., 2003).

Contudo, as altas pressoes envolvidas em processos de extragdes com
FS dificultam a introdugcdo continua de soélidos no extrator, assim como
requerem equipamentos e processos otimizados. Portanto, apresentam custos
elevados de instalacdo e manutengdo, sendo viaveis somente para a
recuperacdo de compostos com alto valor agregado (JOHNSTON et al., 1989;
BRUNNER et al., 2005).

Na Tabela 3 constam os parametros, temperatura critica (Tc), pressao
critica (Pc) e densidade critica (dc) de algumas substancias que poderiam ser
usadas como FS. O diéxido de carbono pelas caracteristicas acima citadas é
empregado na maioria das extragdes com FS. Porém, possui limitagdes em
decorréncia de sua baixa polaridade, sendo, portanto um solvente mais
eficiente para compostos apolares (CASTRO e JIMENEZ-CARMONA, 2000).

Devido aos seus baixos parametros criticos o 6xido nitroso também
poderia ser empregado, porém é toxico e explosivo na presenga de altas
concentragbes de compostos organicos (ARAUJO, 2004). Por outro lado, a
agua, devido a sua polaridade, poderia ser empregada para extracdo de
substancias com propriedades quimicas semelhantes, porém sua temperatura
€ a pressao criticas muito elevadas comprometem o seu uso como FS. Além
disso, a agua se torna corrosiva acima de seu ponto critico (CASTRO e
JIMENEZ-CARMONA, 2000).

Uma das estratégias empregadas para alterar a polaridade do CO,-SC é
a adicdo de pequenas quantidades de cossolvente. Os mais utilizados sdo o
metanol e o etanol (YANG et al., 1995). O esqualeno, no entanto, € um
hidrocarboneto poliinsaturado (CsoHsp) €, como tal, apresenta baixa polaridade,
logo € soluvel em CO,-SC descartando a necessidade de adicdo de
cossolvente (CATCHPOLE et al., 1997; HE et al., 2003).
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Tabela 3 — Parametros criticos de algumas substancias

Substancia Tc (°C) Pc (bar) Densidade
(9/mL)
Dioxido de carbono 31,1 73,8 0,47
Oxido nitroso 36,5 73,4 0,45
Clorodifluorometano 112 41,2 0,56
Hexafluoreto de enxofre 45,5 37,5 0,74
Agua 374 229,9 0,34
n-Pentano 197 33,7 0,23
n-Butano 152 37,9 0,23
Amonia 132,5 113,9 0,24
Trifluoreto de carbono 25,9 47.5 0,52

Fonte: CLIFFORD (2000).

2.8. Processos de separacéo do esqualeno

As aplicagdes do esqualeno nas industrias cosmética e farmacéutica e
o uso potencial em formulagcdo de alimentos funcionais tém intensificado o
estudo de técnicas de separacdo deste composto de diversas matrizes
biolégicas (REICHERT, 2002; KO et al., 2002; HE et al., 2003).

A separacdo do esqualeno foi realizada através de varios métodos:
fracionamento por cromatografia liquida (HE et al., 2002); separagao
preparativa em cromatografia contra-corrente de alta velocidade (LU et al.,
2003); extragdo com CO2-SC em escala analitica com misturador estatico e
fluxo continuo de fluido supercritico (KO et al., 2002; BHATTACHARJEE e
SINGHAL, 2003), em sistema continuo de fracionamento com colunas
empacotadas em escala analitica e planta piloto de extracdo (CATCHPOLE et
al.,, 1997) e, ainda, empregando equipamento contracorrente de extragéo
continua em coluna empacotada com trés regides de controle de temperatura
(BONDIOLI et al., 1993).

HE et al. (2002) isolaram e purificaram esqualeno de 6leo de semente de

Amaranthus, através do fracionamento da por¢ao insaponificavel, em coluna
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empacotada com silica gel e obtiveram o composto com 94% de pureza. Ja LU
et al. (2003) separaram esqualeno (96 % de pureza) de microalgas
(Thaustochitrium ATTC 26185), por cromatografia contra-corrente de alta
velocidade, empregando um sistema solvente de duas fases composto de n-
hexano:metanol (2:1, v/v). Constatou-se a eficacia destes dois métodos de
purificacdo, porém com relativa complexidade e requerendo muito tempo de
execucdo. Enquanto que, a extracdo com CO,-SC é uma técnica rapida,
permite certa seletividade através do monitoramento dos parametros fisicos do
fluido, além de ndo gerar residuos ambientais, eliminar o uso de grandes
quantidades de solvente e ser desnecessaria a etapa de concentragcdo do
extrato (RAVENTOS et al., 2002; COUTSIKOS et al., 2003).

HE et al. (2003) avaliaram a extracdo do esqualeno de semente de
Amaranthus, com solvente liquido no sistema soxtec e com CO,-SC.
Observaram concentracbes de esqualeno no extrato de 6 e 15,3%,
respectivamente. Comparando-se estes dois métodos de separagao, observa-
se a maior seletividade da extracdo com CO,-SC.

Nos solventes liquidos a densidade é dificiimente modificada, enquanto
que, nos FS pequenas alteragcbes de temperatura e pressao, proximas ao
ponto critico, acarretam grandes mudangas na densidade, o que modifica a sua
capacidade de solvatacao, tornando-o mais seletivo para determinado analito
(SIHVONEN et al., 1999).

KO et al. (2002) avaliaram a extracdo do esqualeno de folhas de T.
catappa pelo CO,-SC. Testaram varios parametros fisicos e verificaram maior
concentragdo deste composto, nas seguintes condi¢des: 15 min de tempo de
extracao estatica (TEE) e tempo de extragdo dindmica (TED), fluxo de CO, de
3 mL/min., 40 °C e 206,8 bar. J& BHATTACHARJEE e SINGHAL (2003)
realizaram a separacdo de esqualeno da biomassa liofilizada de sepas de
Torulaspor delbrueckii, e as condi¢cdes otimizadas no processo foram: 60°C,
250-255 bar, fluxo de CO; de 0,2 L/min, TEE de 30 min e TED de 2 h. As
diferengcas observadas na otimizacdo dos parametros podem ter ocorrido
devido a natureza fisico-quimica da matriz ou ainda ao sistema termodinédmico
empregado.

CATCHPOLE et al. (1997) realizaram a extragao continua de esqualeno

do d6leo de figado de tubardo, usando CO,-SC e colunas empacotadas, em
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escala analitica e planta piloto. Investigaram a influéncia da pressao,
temperatura, relagao do fluxo de CO, e dleo de alimentagao, tipo e tamanho do
material de empacotamento. Dos parametros avaliados nos dois sistemas
extrativos, a pressao e a temperatura otimizadas apresentaram diferencgas: em
escalas analitica e piloto foram de 200 bar, 40 °C e 250 bar, 60 °C,
respectivamente. Constata-se a influéncia da escala e do modelo
termodinamico do equipamento na extragdo do composto de uma mesma
matriz.

Na Tabela 4 observam-se diferencas nos parametros fisicos, para a
extragdo com CO,-SC do esqualeno, em fungcédo das diferentes matrizes e do
sistema termodinamico empregado. Observa-se que, independentemente da
matriz e das diferencas operacionais do sistema extrativo, constata-se uma
faixa de variacdo de temperatura e pressao de 40 a 60 °C e de 150 a 260 bar,
respectivamente (HE et al., 2003; KO et al.,, 2002; BHATTACHARJEE e
SINGHAL, 2003; BONDIOLI et al., 1993; CATCHPOLE et al., 1997).

O analito pode estar ligado a sitios organicos e/ou inorganicos ativos da
matriz. Contudo, a complexidade destas interagdes, aliada a diversidade entre
matrizes, comprometem sua compreensao e € um dos fatores que acarretam
alteragcbes nas condicdes fisicas de extragdo, para a remogao do analito de
uma determinada matriz (YANG et al., 1995). Verifica-se na Tabela 4 que o
esqualeno ja foi extraido de diversas matrizes biolégicas. Porém, nao existem
trabalhos com relagao a otimizagado dos parametros para extragao supercritica
do esqualeno de DDOS.

BONDIOLI et al. (1992) refinaram 6leo de oliva lampante com CO,-SC
em sistema contracorrente continuo e observaram baixo fator de separacao do
esqualeno e acidos graxos livres (AGL), mas, por outro lado, o primeiro
composto foi satisfatoriamente separado de (gliceridios. Devido a estas
observagdes, BONDIOLI et al. (1993) testaram a recuperagao de esqualeno, do
destilado da desodorizagdo do o6leo de oliva (DDOO) pelo CO»-SC,
submetendo a matriz previamente a saponificagao e esterificagdo com glicerol.
Nas condicdes de pressédo, temperatura e fluxo de FS otimizadas obtiveram

extrato com concentracdo de esqualeno de 90%.
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Tabela 4 — Condi¢des otimizadas de extragdo supercritica do esqualeno de
diversas matrizes empregando diferentes modelos termodinamicos.

Matriz Parametros fisicos Especificacbes da extracéo
otimizados
Semente 50 °C, 200 bar, 2 L de Extracao preparativa
Amaranto’ CO2/min., 2 horas de semicontinua.
extracao
Folhas Temilia 40 °C; 206,8 bar; TEE Extracao analitica
catappa’ eTED de 15 min., 3mL de
CO,-SC/min
Biomassa sepas 60 °C, 250-255 bar, fluxo Extracao preparativa
Torulaspora de CO; de 0,2 L/min.,
delbrueckii® TEE30mine TED2h
Destilado da 50-40-30°C (base, Extracao preparativa

Desodorizacdo do
6leo de oliva*

meio e topo da coluna de
extragdo); 150 bar; 30 Kg
de COy/ kg de dleo

contracorrente continua, em
coluna de 3 m x 30 mm de
didmetro interno, com controle
de temperatura em trés
regides (base, meio e topo)

Oleo de figado 200 bar; 40 °C Extrac&do analitica continua
tubarao® em coluna empacotada.
Capacidade de produgao 5
mL/min

Oleo de figado 250 bar; 60 °C Extragdo continua em coluna

tubar&o® empacotada em planta piloto,
com capacidade de produgao

de 30 mL/min
'HE et al., 2003;

’KO et al., 2002;

*BHATTACHARJEE & SINGHAL, 2003;

“BONDIOLI et al., 1993;

*CATCHPOLE et al., 1997.

CATCHPOLE et al. (2000b) fracionaram o DDOO por CO,-SC em

misturador estatico e colunas empacotadas em escala piloto e avaliaram a

recuperacdo do esqualeno. No misturador estatico foram empregadas as

seguintes variaveis: pressdes de 100 a 250 bar, temperaturas de 40 a 60 °C e

relacdo do fluxo de d6leo de alimentacdo e CO, de 0,014 a 0,043. No

fracionamento contra-corrente, em colunas empacotadas, foram avaliadas as
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seguintes variaveis: pressdes de 160 a 250 bar, temperaturas de 40 a 60 °C e
relagdo do fluxo de 6leo de alimentacdo e CO, de 0,035 a 0,075. Observaram
concentragdes de esqualeno ligeiramente mais altas na extragdo em colunas
empacotadas, porém o fator de separagao do esqualeno e dos AGL foi muito
baixo. Portanto, para recuperar esqualeno de DDOO sao necessarios varios
estagios de processamento, ou a remog¢ado dos AGL, antes da extragcdo, ou
ainda, a sua conversao em trigliceridios.

MENDES et al. (2005) avaliaram a separacdo de misturas ternarias
envolvendo compostos presentes nos destilados desodorizados de Oleos
vegetais (tocoferdis, esqualeno e estigmaesterol). Empregaram extrator
supercritico em sistema semi-batelada com variagbes de pressdao e
temperatura. O esqualeno e os tocoferdis foram separados com eficiéncia de
91 %, em temperatura de 40 °C e pressdo de 350 bar. Porém, para o
esqualeno e o estigmasterol a melhor eficiéncia da separacgéo foi de 76,1% (40
°C, 150 bar) e o fator de concentragdo foi 1, ou seja, nas condigbes testadas

estes compostos nao foram separados com eficiéncia.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Analise de
Alimento e de Extragdo Supercritica do Departamento de Tecnologia de

Alimentos da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

3.1. Preparacdo da matéria-prima

Foram utilizados como matérias-prima os DDOS cedidos pelas industrias
Cargill Agricola S/A (Sao Paulo, SP) e pela Olvebra Industrial S/A (Eldorado do
Sul, RS). O material foi centrifugado a 15.000 g por 30 minutos a 15 °C, para
remover sedimentos, o sobrenadante foi armazenado em frasco ambar a -20

°C, a fim de evitar sua oxidagao.

3.2. Selecdo e caracterizagdo quimica do DDOS centrifugado

Os DDOS centrifugados oriundos das duas industrias foram submetidos
as analises de esqualeno, fitoesterdis e trigliceridios por cromatografia de fase
gasosa e os acidos graxos livres (AGL) por titulagdo. Nesta fase foi selecionado
o DDOS com maior potencial de concentracdo de esqualeno, sendo

posteriormente submetido a cristalizacédo e ao tratamento com Na,COs.
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3.2.1. Determinacdo quantitativa de esqualeno e semi-quantitativa de
fitoesterdis e trigliceridios totais no DDOS centrifugado

Os compostos foram separados por cromatografia de fase gasosa (CG),
em coluna capilar (Cromopack CP- TAP CB de 25 m x 0,25 mm x 0,1 um), com
gradiente de temperatura. Utilizou-se o cromatégrafo Hewllett Packard modelo
5890, série Il, com detector de ionizagao de chama.

As condi¢cdes de analise empregadas foram: temperatura do injetor a
360 °C; temperatura da coluna inicialmente a 135°C por 1 min, aumento de 15
°C/min até 165 °C, permanecendo por 2 min, aumento a uma taxa de 5 °C/min
até 225 °C por 7 min e finalmente aumento a 10 °C/min até 345 °C,
permanecendo isotérmica por 15 min; temperatura do detector a 370 °C. O gas
de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressao de 16 psi e velocidade de 51,7
cm/s. A injecao de 1,5 pL foi realizada no modo split, na razédo de 70:1.

A quantificacdo de esqualeno foi realizada através do método de
padronizagao externa. A curva de calibracao foi preparada a partir de solugao-
estoque de esqualeno (97 % Fluka Riedel-de Haén, Seelze, Germany), cujas
diluicdes forneceram concentragdes da curva padréo variando de 0,836 ug/uL
a 4,459 ng/uL Tanto o padrdo como o DDOS (40 mg/mL) foram diluidos em n-
hexano grau cromatografico.

As determinacdes de fitoesterdis totais foram realizadas por
normalizacdo da area total do cromatograma. Para identificar os fitoesterois
foram empregados os padrdes de estigamaesterol (90% Sigma Chemical Co.,
St. Louis, NO, USA) e B-sitosterol (40% Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), sendo que o ultimo apresentava em sua formulagdo campesterol e
dihidrobrasicaesterol, conforme informado pelo fabricante.

Os trigliceridios totais também foram determinados por normalizagao de
area, empregando-se, para identificagdo dos picos, cromatograma
caracteristico de 6leo de soja, conforme consta em GEERAERT e SANDRA
(1985).
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3.2.2. Determinacao de acidos graxos livres no DDOS centrifugado

Os acidos graxos livres no DDOS centrifugado foram determinados por
titulagdo, segundo o método oficial da AOAC n°. 940.28, com modificagbes
(AOAC, 1997).

A amostra (1 g) foi dissolvida em 4 mL de solucdo éter etilico:alcool
etilico (2:1), adicionada de 2 mL de solugdo alcoodlica de fenolftaleina 1% e
titulada com NaOH (0,1 N) até o “ponto de viragem”. Os teores de acidos

graxos livres foram expressos em fungao do acido oléico.

3.3. Concentracdo do esqualeno no DDOS por cristalizagdo seguida de

tratamento com Na,COs3

Inicialmente foram testados 2 solventes e 4 temperaturas de
cristalizagao, para reduzir os teores de fitoesterdis no DDOS. O tratamento com
Na,CO3; é uma saponificagdo a frio e tem a finalidade de remover AGL. O

monitoramento da remogao dos AGL foi realizado por titulagao (AOAC, 1997).

3.3.1. Cristalizacao

Segundo LEHMAN e EMBREE (1951) os esterdis podem ser isolados
por cristalizagdo com solventes apolares a baixas temperaturas.

Para reduzir os teores de fitoesterdis no DDOS por cristalizagdo foram
testadas duas formas de armazenagens, em hexano e em hexano seguido de
acondicionamento em acetona (hexano/acetona); nas seguintes temperaturas:
-20 °C, -30 °C, -40 °C e -50 °C.

No fluxograma da Figura 9 é descrito o processo de cristalizagdo. O
DDOS centrifugado (10 g) foi dissolvido em hexano (60 mL) e armazenado por
24 horas, nas temperaturas citadas anteriormente. Apds, o extrato foi filtrado a
vacuo em papel filtro Whatman n° 1, para remover os cristais e o filtrado
submetido a armazenagem por mais 24 horas. Foram realizadas
armazenagens consecutivas até nao ser mais possivel visualizar a formacéo de
cristais. Observou-se que a -20 °C foram necessarias 4 armazenagens
consecutivas de 24 horas. Nas demais temperaturas também foram realizadas

o0 mesmo numero de armazenagens seguidas de filtragens. O solvente do
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ultimo filtrado foi eliminado no evaporador rotatério a 60 °C. O solido ndo
cristalizavel foi pesado e ressuspendido em acetona na mesma proporg¢ao, ou
seja, 1:6 e armazenado nas mesmas temperaturas. Novamente, apods testar a
temperatura de -20 °C, observou-se que foram necessarias duas
armazenagens de 24 horas, portanto para as demais temperaturas também
foram padronizadas 2 armazenagens de 24 horas. Apds cada armazenagem,
procedeu-se como ja descrito para o hexano. O solvente do ultimo filtrado foi
removido no evaporador rotatério a 40 °C. A variavel analisada foi a massa nao

cristalizavel (MNC), obtida pela diferenga entre a massa do DDOS centrifugado

DDOS

> Dissolugao

€ apos a cristalizagao.

Hexano e/ou acetona

-20, -30, -40 ou -50 °C/ 24h

A 4
Filtragao a vacuo

A

A

-20, -30, -40 ou -50 °C/ 24h

v v
Auséncia de cristais Presenca de cristais
Rotaevaporacao

Figura 9 — Fluxograma dos testes de cristalizacéo.

Com estes testes escolheu-se a condicdo de cristalizagdo que acarretou

a menor MNC, ou seja, temperatura de -40 °C e armazenagem em
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hexano/acetona. Porém, foram empregadas 2 armazenagens consecutivas de
24 horas em hexano e uma em acetona. O critério empregado para estabelecer
0 numero de armazenagens de 24 horas foi a impossibilidade da visualizagéo
de cristais. A MNC foi submetida as analises de esqualeno, AGL, fitoesterodis e
TG totais.

3.3.1.1. Delineamento experimental

O delineamento estatistico empregado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 2, ou seja, 4 temperaturas e 2 tipos de solvente
(hexano, hexano/acetona), com 4 replicatas. Foi realizada analise de regressao
para avaliar o efeito da temperatura, em cada solvente, sobre a MRNC. Os
dados foram analisados segundo os procedimentos do Statistical Analisys
System (SAS), versao 9.1.

3.3.2 Tratamento com Na,CO3

Foram utilizados 2 g da MNC obtida apés a cristalizagdo em
hexano/acetona a -40 °C, dissolvido em 10 mL de hexano, transferido para funil
de separacgédo, adicionou-se 10 mL de Na,CO3 (1,0 mol/L), agitando-se por 1
min. Apos a separacgao das fases, a fase aquosa foi recolhida e lavada com
hexano por 3 vezes consecutivas. As fragdes apolares foram reunidas e
lavadas com solugédo agua:etanol (2:1), por duas vezes, seguidas de lavagem
com acido ascorbico (1,0 mol/L), a fim de reduzir o pH, e 0 excesso de acido foi
removido com agua. O solvente orgénico foi eliminado em evaporador rotatorio
(60 oC) e o solido pesado e utilizado para as anélises de esqualeno, AGL,

fitoesterodis e TG e para a extragao pelo CO,-SC.

3.4. Extracao com CO,-SC
A extragdo do esqualeno no DDOS modificado (cristalizagdo/Na,CO3) foi

realizada em um equipamento analitico de extracdo supercritica, modelo 7680A

(Hewlett-Packard, Palo Alto, USA), utilizando-se dioxido de carbono com
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pureza minima de 99,99% (White Martins, Osasco, SP). A configuracao da

unidade de extragéo supercritica esta esquematizada na Figura 10.

&
bomba coletor ﬁ' T
COMpressora frasco
restritor coletor
| 1
I
cdmara —
4 extratora purga do
fuido
@ aquecedores /
%
fluido de extragio - solvente de lavagem
vahwulas n-hexano

Figura 10 - Desenho esquematico do sistema de extragdo por fluido
supercritico modelo 7680A - Hewlett Packard.

Neste processo de extragdo, quando o didéxido de carbono atinge a
temperatura e a pressdo requeridas, o mesmo entra em contato, com a
amostra (DDOS modificado), na cadmara extratora de ago inoxidavel, com
volume de 3,93 mL. Este procedimento ocorre de duas formas denominadas:
tempo de extracao estatico (TEE) e tempo de extragao dindmico (TED). O TEE
corresponde a um tempo preestabelecido, no qual o fluido se mantém em
contato com a amostra, sem deslocamento. Ja no TED, o fluido entra em
contato com a amostra e é continuamente removido, sob um fluxo e tempo
prefixados.

Depois de sair da camara extratora o fluido supercritico € conduzido
para o restritor, onde ocorre sua despressurizagdo e consequente expansao

para o ambiente. Com isso, os compostos extraidos ficam adsorvidos em um
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coletor de ODS (octadecilsilica). Posteriormente, sdo eluidos com n-hexano e
coletados em frascos de vidro de 2 mL e analisados por CG.

O experimento foi dividido em duas etapas. Em uma primeira fase foram
testadas 3 temperaturas (40, 50 e 60 °C) e 3 pressdes (110, 157 e 281 bar),
conforme descrito na Tabela 5. Mantiveram-se constantes as seguintes
variaveis: TEE (0 min), TED (15 min) e o fluxo de CO2-SC (1,0 mL/min). A
magnitude destes parametros foi estipulada visando permitir a passagem de
volume de CO, suficiente para lavar a camara extratora por 3 a 10 vezes,
durante todo o periodo da extragdo, garantindo desta forma a completa
recuperacdo do esqualeno (ARAUJO, 2004).

Na segunda etapa do experimento, empregando-se os parametros ja
otimizados na etapa anterior (temperatura e pressao) foram avaliados os
efeitos de 2 niveis de TEE (0 e 5 min), 3 de TED (15, 20 e 25 min) e 2 de fluxo
de CO,-SC (1,0 e 1,5 mL/min), conforme especificado na Tabela 6.

Em todas as etapas do experimento foram mantidos constantes os
seguintes parametros: quantidade de DDOS modificado (15 mg), adsorvido em
tiras de papel filtro de 2 x 4 cm; volume da camara de extragdo (3,93 mL);
temperatura do restritor na extragdo e na reconstituicido da amostra (55 °C);
temperatura do coletor durante a extragéo (20 °C) e durante a reconstituicdo da
amostra (55 °C). A temperatura do coletor foi estabelecida seguindo a
recomendacao do fabricante do equipamento, sendo a mesma mantida, no
minimo, em 10 °C abaixo da temperatura de ebulicdo do solvente utilizado na
lavagem (KNIPE et al., 1993).
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Tabela 5 — Variaveis testadas na primeira etapa do experimento.

Tratamento o Densidade do CO, N2. de vezes*
T(C) p (bar) (g/mL)
1 40 °C 110+ 2 0,68 5,16
2 157 + 2 0,79 4,44
3 281+3 0,90 3,90
4 50 °C 110+ 2 0,50 7,02
S 157 £ 2 0,72 4,88
6 281+3 0,86 4,08
7 60 °C 110+ 2 0,35 10,03
8 157 £ 2 0,64 5,49
9 281+3 0,81 4,33

*Numero de vezes que o CO,-SC passa pela camara extratora, calculado com
base na equacao abaixo:

Volume de CO, = fluxo de CO, . (densidade na cabeg¢a da bomba/densidade da
extragado). TED; sendo que, densidade na cabega da bomba = 0,92 g/mL.

Tabela 6 — Variaveis testadas na segunda etapa do experimento.

Fluxo de CO,-SC

Tratamento (mL/min) TEE (min) TED (min)

1,0 0 15
20

25

5 15

20

25

1,5 0 15
20

25

10 5 15
11 20
12 25

O©CoOoONOOODWN -

TEE = Tempo de extragao estatica
TED = Tempo de extragédo dinamica

3.4.1. Delineamento experimental
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado

em triplicata. Na primeira etapa em esquema fatorial 3% (3 temperaturas e 3
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pressoes). O efeito da temperatura e da pressao sobre os teores de esqualeno
extraido foi testado por meio de ajuste a um modelo quadratico.

Na segunda etapa empregou-se esquema fatorial 2 x 3 x 2 (2 TEE, 3
TED e 2 fluxos de CO,). Em cada nivel de TEE (0 ou 5 min) foram avaliados os
efeitos do TED e do fluxo de CO, sobre os teores de esqualeno extraido
testando ajustes de modelos matematicos quadratico e linear, respectivamente.
Todas as analises estatisticas foram realizadas segundo técnicas usuais do

software Statistical Analisys System (SAS), versao 9.1.

3.5. Andlise cromatografica do teor de esqualeno

As analises por CG foram realizadas de acordo com VERLEYEN et al.
(2001), com modificagbes. Para quantificar os teores de esqualeno foram
utiizados 15 mg do DDOS centrifugado e do DDOS modificado
(cristalizagao/Na,COs3) dissolvido em 2 mL de hexano, enquanto que o extrato
obtido do extrator supercritico foi diretamente injetado no cromatografo.

Empregou-se o mesmo cromatografo anteriormente citado equipado
com coluna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,1um). Foram feitas inje¢cdes de
1,5 ulk, no modo split (83:1), utilizando-se hidrogénio como gas de arraste a
pressdo de 16 psi e velocidade de 43,1 cm/s. A temperatura do injetor e do
detector foi de 360 °C. A coluna foi mantida a 170 °C por 5 minutos, com
aumento a uma taxa de 15 °C/min até 230 °C, permanecendo por 8 minutos.

Nesta etapa utilizou-se além do padrdo externo (esqualeno 97%, Fluka
Riedel-de Haén, Seelze, Germany), o padrdo interno (n-octacosano 99%,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), a fim de otimizar a analise, pois foi
empregada a injecdo manual, que se constitui em um dos principais fatores de
erro experimental de técnicas cromatograficas (LANCAS, 1993). Preparou-se
uma solucao estoque de esqualeno e a partir desta foram preparadas solucdes
para curva padrdo com concentragdes variando de 0,0456 ug/uL a 2,052
ug/ulL. Utilizou-se uma solugédo estoque de n-octacosano para que todas as
solugdes analisadas apresentassem a concentragdo de 0,16 ug/uL do padréo

interno.

38



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecao e caracterizagdo do DDOS centrifugado

Na Tabela 7 constam os teores médios de esqualeno, AGL, fitoesterois e
TG totais dos DDOS centrifugados Cargill e Olvebra; do DDOS Cargill apos a
cristalizacdo e apds a cristalizagdo seguida do tratamento com NayCOs;
(cristalizagdo/NayCOs3). Observa-se que, os DDOS brutos Cargill e Olvebra
apresentaram teores de esqualeno semelhantes, porém os teores de AGL do
primeiro foram bem superiores aos do DDOS Olvebra. Portanto, o DDOS
Cargill apresenta maior potencial para a concentragdo de esqualeno, visto que
os AGL serdao removidos, por isto foi selecionado para a modificacdo fisico-
quimica por cristalizagao/Na,COj3; e posterior extracdo com CO,-SC.

Os teores de AGL, TG, esterdis e esqualeno dos DDOS estudados estao
dentro da faixa de variagao relatada na literatura, em g/100, correspondente a:
25,3-89,3;1,7-5,9;4,1-226¢€ 0,6 - 7,8, respectivamente (BRUNNER et al.,
1991; STOLDT e BRUNNER, 1998; CHANG et al., 2000; VERLEYEN et al.,
2001). A ampla variagao nos teores das diferentes substancias no DDOS deve-
se as diferencas operacionais da desodorizagdo, como pressao, temperatura e
tempo; além das diferencas inerentes a matéria-prima empregada (VERLEYEN
et al., 2001).
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Tabela 7 — Teores médios de esqualeno, AGL, fitoesterdis e TG totais nos
destilados da desodorizagéo do 6leo de soja (DDOS)

Esqualeno AGL* Fitoesterdis TG totais
(9/100 g) (9/100 g) totais (9/100 g)

Especificacdes do produto (g/100 g)
DDOS Olvebra centrifugado® 3,35+ 0,62° 39,71+3,06 4,723+1,23 8,73+1,66
DDOS Cargill centrifugado 3,45+0,76 52,76 £+2,93 5,288 +0,98 4,52 +0,87
DDOS Cargill cristalizado* 447 +0,84 52,76+493 3,12+0,23 7,87 +0,78

DDOS Cargill cristalizado® / 6,36 + 0,96 0,56 £ 0,02 3,57+0,15 9,35+0,17
N32C035

'AGL expresso em acido oléico;

2Centrifugado a 15.000 g por 30 min a 15 °C;

*0s dados referem-se a média + desvio padrio de triplicatas.
4Critalizag:éo em hexano/acetona a — 40 °C.

5Saponifica(;é\o a frio com Na,COs.

4.2. Modificac¢des fisico-quimicas do DDOS

Inicialmente foi realizada uma pré-purificacdo do DDOS Cargill,
envolvendo cristalizagdo com solventes a baixa temperatura seguida de
tratamento com Na,CO3, com a finalidade de excluir ou reduzir compostos que
apresentam baixo fator de separacéo entre estes e o esqualeno, nas condi¢des
de extragao com CO,-SC.

O DDOS é um produto complexo constituido de muitas substancias,
incluindo acidos graxos livres (AGL), tocoferois, esterdis, esqualeno e
trigliceridios (TG). A natureza complexa desta mistura dificulta sobremaneira a
separacao de seus componentes (VERLEYEN et al., 2001).

Foram testadas 4 temperaturas de cristalizagéo (-20, -30, -40 e -50 °C) e
dois solventes: armazenagem em hexano e em hexano seguido de
armazenamento em acetona (hexano/acetona), para averiguar qual a condigéo
que acarreta menor massa nao cristalizavel (MNC).

Como a cristalizacdo reduz os teores de fitoesteréis (LEHMAN e
EMBREE, 1951), sera observada maior concentracdo de esqualeno no DDOS
apos a extragdo pelo CO,-SC, pois, segundo MENDES et al. (2005), este dois
compostos apresentam baixo fator de separacao em sistemas de extragdo com

CO,-SC, constatado pela aplicagdo de um processo semi-continuo com a
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combinacgao dos principais constituintes do DDOS (estigmaesterol, esqualeno,
tocoferdis e acido linolénico), em que verificaram que, para separar 0s
tocoferois, foram necessarios trés extratores em série, operados a 40 °C: o
primeiro sob pressao de 90 bar para separar o acido linolénico da mistura, o
segundo a 250 bar para separar o estigmaesterol e finalmente o terceiro a 350
bar para separar o esqualeno, porém para estes dois ultimos compostos, a
eficiéncia maxima alcangada foi de 76,3 %.

Na Tabela 8 é descrito o resumo da variancia de regressao linear da
MNC para as temperaturas, quando o hexano foi empregado como solvente na
cristalizacdo. Observa-se que a regressao e a falta de ajuste foram,
respectivamente, significativa e ndo significativa a 1% de probabilidade pelo
teste F. Portanto, as oscilagcbes na MNC ocorreram devido as temperaturas
testadas e a equacao linear € o modelo matematico mais adequado para

descrever estas variagoes.

Tabela 8 — Resumo da analise de variancia de regressao linear da MNC do
DDOS armazenado em hexano, em fungcédo da temperatura.

Fontes de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
(Tratamentos) (3) (0,10136)
Regresséao 1 0,27684**
Falta de ajuste 2 0,01362"
Residuo 12 0,02355

MNC = massa nao cristalizavel.
**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
"*nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

O efeito da temperatura na MNC quando a cristalizagao foi realizada em
hexano/acetona é descrito pelo modelo de equacado quadratica, pois conforme
observado na Tabela 9 a regresséo é significativa e a falta de ajuste é né&o

significativa (p<0,01).
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Tabela 9 — Resumo da analise de variancia de regressao da MNC do DDOS
armazenado em hexano/acetona em funcao da temperatura.

Fontes de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
(Tratamentos) (3) (0,61482)
Regresséao 2 0,87502**
Falta de ajuste 1 0,09442"
Residuo 12 0,329035

MNC = massa nao cristalizavel.
**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
"*nao significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Na Figura 11 sdo mostradas as curvas obtidas com as equagdes de
regressao para o efeito da variagdo da temperatura na redugcdo da MNC, em
cada solvente, com seus respectivos coeficientes de determinagdo (r).
Verifica-se que a armazenagem em hexano/acetona acarretou maior redugao
na MNC do que somente em hexano e que estas diferengcas foram
significativas (p<0,01). Além disso, para os dois solventes observa-se que a
temperatura de -40 °C acarretou maior redugdo na MNC. Devido a isto, a
cristalizagdo em hexano/acetona a -40 °C foi a condig&o escolhida.

Apos a cristalizagdao o DDOS foi submetido a tratamento com Na,COs;,
ou seja, saponificagado a frio, para remogédo somente dos AGL. Procedeu-se
desta forma porque em trabalhos anteriores foi observado que, em extracdes
com CO,-SC, o esqualeno apresentou baixo fator de separacdo dos AGL,
enquanto que compostos mono, di e trigliceridios foram satisfatoriamente
separados (BONDIOLI et al.,1992; BONDIOLI et al., 1993; CATCHPOLE et al.,
2000b).

A cristalizagao acarretou uma reducgao de 41% nos teores de fitoesterdis
totais e um aumento na concentragdo de esqualeno em aproximadamente 30%
(Tabela 7). Ambos os tratamentos, cristalizagdo/Na,CO3, acarretam um
aumento de aproximadamente 84% na concentragdo de esqualeno

comparando-se com DDOS centrifugado.
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Figura 11 — Massa nao cristalizavel (MNC) do deslilado da desodorizagao do
Oleo de soja (DDOS) em fungédo das temperaturas e dos solventes
empregados na cristalizagcédo

Na Figura 12 sdo mostrados os cromatogramas tipicos do DDOS Cargill
bruto centrifugado, apds ser submetido a cristalizagéo e cristalizagdo/Na,COs.
Observam-se a redugao nas areas dos fitoesterdis e o aumento nas areas do
esqualeno e dos TG totais, devido as modificagdes fisico-quimicas do DDOS
Cargill, confirmando os resultados mostrados na Tabela 7.

Nos cromatogramas A e B da Figura 12 verifica-se um pico acentuado
no tempo de retencdo préximo a 8 min, que praticamente desaparece no
cromatograma C, comparando-se estes cromatogramas com os obtidos por
VERLEYEN et al. (2001), que também analisaram a composi¢do quimica do
DDOS por CG, verifica-se que provavelmente este pico refere-se ao dos AGL.
Portanto, o tratamento com Na,COj; foi eficiente na remogao dos teores de

AGL, esta observacao é confirmada na Tabela 7.
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Figura 12 — Cromatogramas do DDOS Cargill bruto centrifugado (A), apos a
cristalizagao (B) e apos cristalizagéo e tratamento com Na,CO; (C).
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Modificagdes fisico-quimicas do DDOS, anteriores a extragdo com CO,-
SC, ja foram testadas em outros trabalhos. Estas modificagées incluem,
cristalizagdo em n-hexano e metanol a 4 °C, saponificagdo com NaOH e
esterificacdo (LEE et al.,, 1991; NAGESHA et al, 2003) ou somente
saponificagdo seguida de esterificacdo (BONDIOLI et al., 1993). Porém, a
saponificagao a frio com Na,COj3 ndo foi testada nesses estudos.

O tratamento com Na,CO3; é um procedimento rapido e demonstrou ser
eficaz para a remogédo de AGL (Tabela 7) e, provavelmente, acarreta menos
alteragdes indesejaveis no DDOS, enquanto que, na saponificagdo com NaOH
pode ocorrer a destruicdo de tocoferdis, devido a instabilidade deste composto
na presenga de agentes oxidantes em solugdes alcalinas (PARRISCH, 1980).
Contudo, a saponificagcdo a frio com Na,CO3; nao € eficiente na remogao de
metil e etil ésteres, que também apresentam baixo fator de separacdo do

esqualeno em sistemas de extragcdo com CO,-SC (BONDIOLI et al, 1992).

4.3. Extracao do esqualeno com CO,-SC

O DDOS modificado por cristalizacdo/Na,CO3; (DDOSM) foi empregado
para realizar a extragdo com CO»-SC. A otimizacdo dos parametros fisicos da
extracido foi realizada em duas etapas. Na primeira foram testadas 3
temperaturas e 3 pressbes, sendo que a condicao que acarretou a maior
quantidade de esqualeno extraido foi empregada na etapa seguinte. Enquanto
que, na segunda fase foram avaliados os efeitos da combinagéo de 2 niveis de

fluxo, 2 de TEE e 3 de TED na concentracdo do esqualeno no extrato.

4.3.1. Efeito da pressao e da temperatura sobre a extragcédo do esqualeno

A analise estatistica para teores de esqualeno em fungao da pressao (p)
e da temperatura (T) de extracdo consta na Tabela 10. Verifica-se que a
regressao e a falta de ajuste foram significativas (teste F; p < 0,01), porém o
indice de exatiddo (R?) foi alto (0,7675); logo, a falta de ajuste, mesmo

significativa, & pequena. Portanto, a variagdo de teores de esqualeno ocorreu
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devido aos tratamentos (temperatura e pressado), e podem ser estimados

segundo a equacgao 1 (ver Tabela 3A; apéndice).
ESQ =1,3-0,151T + 0,1487 p — 0,000336 p? R%=0,7675 (eq. 01)
Em que: ESQ sdo os teores de esqualeno estimados, T e p séao

respectivamente, a temperatura (°C) e presséao (bar) da extragéo por CO,-SC.

Tabela 10 — Resumo da analise de variancia de regressao multipla dos teores
de esqualeno, em funcao da pressao e da temperatura de extracio.

Fontes de variacao Grau de liberdade Quadrado médio
(Tratamentos) (8) (14,71602)
Regresséo 3 30,12003*
Falta de ajuste 5 5,47362*
Residuo 18 0,01658

*Teste F significativo a 1% de probabilidade.

Na Figura 13 é mostrado o grafico da equacao dos teores de esqualeno
em funcdo de T e p. Observa-se que, a variacdo de esqualeno em funcdo de T
€ linear, ou seja, o decréscimo na temperatura de extracdo acarreta maior
concentracdo de esqualeno. Enquanto que, a influéncia da pressdo segue
efeito quadratico. A partir da equacao 01 pode-se calcular um valor maximo de
presséo (221 bar), na qual sdo obtidos os niveis mais elevados de esqualeno
extraido.

Na Tabela 11 sdo descritas as concentracdes de esqualeno observadas
no DDOSM, em fungdo das pressdes e temperaturas empregadas. Verifica-se
que, conforme descrito pela equacdo de regresséo, temperaturas menores e
pressdes maiores acarretaram maior concentracido do esqualeno no DDOSM,
exceto a 50 °C, no qual os teores de esqualeno foram similares nas pressoes
de 281 e 157 bar. Além disso, constata-se que em temperaturas superiores e
na pressao mais baixa (110 bar) a solubilidade do esqualeno no CO,-SC

apresenta uma queda brusca, sendo que a 60 °C nao foi mais detectada a
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presenca de esqualeno pelas analises por CG. Provavelmente, esta tendéncia
deve-se ao decréscimo na densidade do fluido (ISMADJI e BHATIA, 2002).
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nd.**
5,433 + 0,125
5,706 + 0,070
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3

6

6,607 + 0,080
6,452 £ 0,133
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7,116 =+ 0,024
* Os dados sdo as médias + desvios padrao de triplicatas.
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Observa-se que na temperatura de 40 °C (Tabela 11) a concentragdo de
esqualeno no extrato apresentou pouca variagédo (de 6,41 a 7,12 g/100 Q)
devido ao aumento da pressao. Este mesmo comportamento ja foi descrito por
HE et al. (2003), que extrairam esqualeno de semente de amaranto e
concluiram que esta substincia é facilmente extraida nesta temperatura.
Contudo, obtiveram maior concentragdo de esqualeno a 50 °C e 200 bar, pois
nestas condi¢cdes a seletividade é afetada pelos demais constituintes da matriz
empregada.

BONDIOLI et al. (1993) extrairam esqualeno de destilado desodorizado
de 6leo de oliva, empregaram um equipamento em escala piloto em sistema de
fluxo contracorrente constante de CO»-SC, com colunas extratoras
empacotadas, e também observaram que a temperatura de 40 °C foi mais
efetiva, porém a pressao otimizada foi de 150 bar, que é inferior a verificada
neste estudo (281 bar). Provavelmente, a diferenca neste parametro foi devido
aos modelos operacionais dos equipamentos.

A influéncia da densidade e da temperatura do fluido na extracdo do
esqualeno é mostrada na Figura 14. Constata-se que o aumento da densidade
foi o fator predominante na concentragao do esqualeno no DDOSM. Contudo,
comparando-se a densidade de 0,81 g/mL (60 °C) com 0,79 g/mL (40 °C),
verifica-se que na primeira condicdo a quantidade de esqualeno extraido foi
menor do que na segunda. Logo, deve-se considerar também o efeito da
temperatura.

A solubilidade de um determinado analito no CO,-SC é o principal fator
determinante da eficiéncia de sua extragdo. A solubilidade & controlada pela
interacao de dois fatores: a volatilidade da substancia, que esta relacionada
com a temperatura; e o efeito de solvatagcao do FS, alterado pela manipulagéo
de sua densidade (LANG e WAI, 2001). Portanto, quando a temperatura
aumenta isobaricamente existem duas tendéncias opostas, a solubilidade
diminui em decorréncia do decréscimo da densidade ou aumenta com a
volatilidade do soluto, devido ao aumento da temperatura (DEL VALLE e
AGUILERA, 1999; ISMADJI e BHATIA, 2002).
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Na Tabela 12 é descrita a solubilidade do esqualeno em funcdo dos
seguintes parametros fisicos da extracdo: temperatura e pressao. Observa-se
que, na menor temperatura testada (40 °C) e pressbées mais elevadas, ou seja,
nas densidades mais altas testadas neste estudo, o esqualeno € mais soluvel
no CO,-SC, . Por outro lado, na temperatura de 60 °C, onde se observa declive
na densidade, o indice de recuperagdao (Apéndice; equacdo 1A) deste
composto foi baixo (0 — 89,70%).

A maior concentragcdo de esqualeno (7,12 g/100 g) foi obtida a 40 °C,
281 bar e 0,90 g/mL. Contudo, na mesma temperatura a 157 bar os teores de
esqualeno foram somente um pouco inferiores (6,69 g/100 g). Provavelmente,
este comportamento foi observado porque o aumento da densidade acarreta a
solubilizagdo de uma diversidade maior de componentes, logo a seletividade
decresce (DANIEILSKI et al., 2007).
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Tabela 12 — Concentracdo do esqualeno no CO,-SC em diferentes condi¢des
de extragao

Temperatura Pressdo Densidadedo  Solubilidade do esqualeno no

(°C) (bar) CO2 (g/mL) CO2 (mg/g)*
40 110 + 2 0,68 0,0696
40 157 +2 0,79 0,0727
40 281+ 3 0,90 0,0733
50 110 + 2 0,50 0,0431

50 157 +2 0,72 0,0718
50 281+3 0,86 0,0701
60 110 + 2 0,35 nd**

60 157 + 2 0,64 0,0591
60 281+3 0,81 0,0620

*Massa de CO, = densidade na cabeca da bomba (0,92 g/mL) x TEE x fluxo
**nd = ndo detectado.

4.3.2. Efeito do fluxo do CO,, do TEE e do TED sobre a extracdo do
esqualeno

Foi empregada a condigdo otimizada na fase anterior do experimento
(40 °C, 281 bar) e alterados o fluxo de CO,, o TEE e o TED, para verificar seus
efeitos na concentragao do esqualeno no DDOSM.

As variaveis, fluxo de CO,-SC e TED determinam a massa e o volume
total de CO, (Apéndice; Tabelas 1A e 2A) utilizados durante a extragao, por isto
sao criticas na recuperacado do analito. O fluxo 6timo € aquele que permite a
saturacdo dos componentes solubilizados e o tempo de extragdo deve permitir
que todos os compostos sejam removidos da matriz e adsorvidos ao coletor
(NICOLINO, 1995; PALMA et al., 2000).

O TEE corresponde a uma diluicdo em que a matriz permanece por um
intervalo de tempo mergulhada no FS, geralmente € mais efetivo para amostras
soélidas, ou para analitos fortemente ligados a matriz ou, ainda, quando sao
adicionados modificadores (LANGENFELD et al., 1994). Como a matriz
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empregada é liquida e o composto de interesse € apolar, dispensa-se 0 uso de
modificadores, por isso somente foi testado o TEE de 5 min.

Nao foram encontrados na literatura dados sobre a otimizacdo dos
parametros fluxo de CO,, TEE e TED para a extragcao de esqualeno de outras
matrizes, utilizando extrator analitico, semelhante ao deste estudo, pois nem
todos os equipamentos empregam a combinacédo de TEE e TED. Portanto, ndo
sdo possiveis comparagdes dos resultados obtidos com os ja descritos. KO et
al. (2002) também empregaram equipamento de extracdo pelo CO,-SC em
escala analitica, porém somente avaliaram teores de esqualeno em funcao das
alteracdes de pressao e temperatura, enquanto que o fluxo de CO; (3 mL/min),
TEE (15 min) e TED (15 min) foram mantidos fixos.

Na Tabela 13 é descrito o resumo da analise de regressdo para os
teores de esqualeno, na auséncia de TEE, em funcao do fluxo de CO,-SC e do
TED. Verifica-se que o modelo de regressdo empregado € significativo e a falta
de ajuste também (teste F; p<0,01), contudo o indice de exatidao é elevado
(0,8872). Portanto, a variagdo de teores de esqualeno ocorreu devido aos
tratamentos (fluxo e TED) e, podem ser estimados segundo a equagao 2 (ver

Tabela 4A; apéndice).
ESQ =9,61 + 2,6187 F - 0,5553 TED + 0,0156 TED? R?=0, 8872 (eq. 02)
Em que: ESQ séo os teores de esqualeno estimados e F o fluxo de CO,-

SC (mL/min).

Tabela 13 — Resumo da analise de variancia da regressao multipla dos teores
de esqualeno extraido em funcdo do fluxo e do TED, quando o

TEE=0 min.
Fontes de variacao GL Quadrado médio
(Tratamentos) (5) (2,1788)
Regresséo 3 3,2219*
Falta de ajuste 2 0,6143*
Residuo 12 0,03794

*Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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O grafico da equacao dos teores de esqualeno em funcao de TED e do
fluxo de CO; €& mostrado na Figura 15. Observa-se que, a variagdo da
concentragdo do esqualeno em funcdo do fluxo de CO; € linear, ou seja, 0
aumento no fluxo acarreta aumento nesta concentracdo. Por outro lado,
considerando-se o efeito do TED, o comportamento é quadratico e o aumento

do TED proporcionou extragao de maior quantidade de esqualeno.

Esqualeno
{gi100 g de DDOSM)

Figura 15 — Grafico da equagao de regresséo para os teores de esqualeno em
funcdo do fluxo de CO, e do TED, mantendo-se constante:
temperatura = 40 °C, pressdo = 281 bar, densidade = 0,90 g/mL e
TEE = 0 min.

Na Tabela 14 sao descritas as concentracdes de esqualeno observadas
no DDOSM, em fungéo dos fluxos de CO, e dos TED, quando o TEE & mantido

fixo em 0 min. Verifica-se que, conforme constatado pela analise de regressao,
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o aumento do fluxo do CO,-SC acarretou uma concentragdo superior de
esqualeno. Isto pode ter ocorrido devido a fluxos elevados serem
recomendaveis para compostos altamente soltveis e de facil acesso (ARAUJO,
2004). A matriz empregada € liquida e na camara de extragdo foi apenas

adsorvida em papel-filtro, o que aumenta o contato com o FS.

Tabela 14 - Efeito do fluxo de CO,-SC e TED na concentragdo do esqualeno
no DDOSM (g/100 g), empregando-se a seguinte condigdo de
extragdo: T =40 °C; P = 281 bar; d = 0,90 g/ml; TEE = 0 min.

TED (min)
Fluxo de CO, (mL/min) 15 20 25
1,0 7,116 £0,024 * 7,288 + 0,069 8,417 + 0,280
1,5 8,997 + 0,184 8,717 £ 0,318 9,036 £ 0,097

* Os dados sao as médias + desvios padrao de triplicatas.

Porém, com testes posteriores usando fluxo de CO; de 2,0 mL/min, TED
de 15 min e TEE de 0 min, foram obtidos teores de esqualeno menores (8,023
g/100 g) do que com fluxo de 1,5 mL, TED de 15 min e TEE de 0 min (8,997
g/100 g), por isto ndo foram investigados fluxos superiores. Segundo KNIPE et
al. (1993) fluxos muito altos podem ocasionar decréscimo no rendimento pelas
perdas de extrato por arraste durante a adsorcéo no coletor.

Verifica-se que no fluxo de CO; de 1,0 mL/min (Tabela 14), TED mais
longos influenciaram na mais alta concentracdo do esqualeno, provavelmente,
devido ao aumento da massa de CO,-SC consumida na extragao (13,8 g, 18,4
g e 23 g, para TED de 15, 20 e 25 min, respectivamente). Este mesmo
comportamento nao foi observado para o fluxo 1,5 mL/min, no qual os teores
de esqualeno no DDOSM apresentaram pequena variagdo em funcdo do
aumento do TED, de 8,72 a 9,04 g/100 g. Neste caso, provavelmente foi
atingida a saturagdo dos compostos extraidos, e o aumento no volume de CO;
empregado nao teve mais efeito sobre a solubilizagdo do esqualeno (Tabela 2

A; apéndice).
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A analise de regressao multipla para o efeito da concentracdo de
esqualeno em funcéo da variagdo do fluxo e do TED, quando o TEE é fixado
em 5 min é mostrada na Tabela 15. Observa-se que a equacao linear nao
explica significativamente a variagdo dos teores de esqualeno extraido, em
funcdo do de fluxo de CO,. Além disso, os efeitos do TED na extracdo do
esqualeno, também ndo podem ser ajustados significativamente aos modelos
matematicos, linear ou quadratico. Portanto, quando € utilizado o TEE de 5 min
o TED e o fluxo parecem nao afetar os niveis de esqualeno, visto que,
conforme observado na Figura 16, a variacdo € pequena em decorréncia
destes tratamentos (8,94 a 9,44 g/100 g de DDOSM).

Tabela 15 - Resumo da analise de variancia da regressao multipla dos teores
de esqualeno extraido em funcido do fluxo e do TED, no TEE =5

min.
Fontes de variacao GL Quadrado médio
(Tratamentos) (5) (0,13620)
Regresséo 3 0,109813"

Falta de ajuste 2 0,17579**
Residuo 12 0,031455

"“Teste F nao significativo a 1% de probabilidade
** Teste F significativo a 1% de probabilidade.

Na Figura 16 sdo mostradas as concentragdes do esqualeno no DDOSM
em funcdo do TED e do fluxo de CO,, quando a extracao é realizada com TEE
de 5 mim. Verifica-se que, o aumento do fluxo ocasionou aumento na extracao
do esqualeno, exceto para o TED de 15 mim. Também se observa um
decréscimo nos teores de esqualeno com o aumento do TED no fluxo de CO,

de 1 mL/min e um efeito oposto em fluxo de 1,5 mL/min.
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Figura 16 — Efeito do tempo de extragdo dinamica (TED) e do fluxo de CO; na
concentracdo de esqualeno, empregando-se a seguinte condicdo de
extracdo: T =40 °C; P = 281 bar; d = 0,90 g.mI""; TEE = 5 min.

Comparando-se a variacdo dos teores de esqualeno extraido
empregando-se TEE (0 min), fluxo de CO, de 1,5 mL/min, nos diversos TED
(8,943 a 9,329 g/100 g) com os obtidos no TEE de 5 mim, variando fluxo e TED
(8,717 a 9,444 g/100 g) verifica-se que sao semelhantes. Portanto, o aumento
do TEE ou do fluxo de CO, tiveram efeito similar na recuperacdo do esqualeno
do DDOSM. Isto pode ter ocorrido porque o aumento do fluxo, do TED e do
TEE tem efeito sobre a transferéncia de massa do analito para o FS devido ao
aumento do volume de CO; empregado ou por facilitar a ruptura das interagdes
analito-matriz, até um determinado limite, no qual é atingida a saturacdo deste
analito no solvente (DANIELSKI et al., 2007).

Portanto, empregando-se o fluxo de CO, de 1,5 mL/min ou o TEE de 5
min, a variagao dos demais parametros, na faixa testada neste estudo, ndo tem
efeito significativo no aumento dos niveis de concentragdo de esqualeno.
Porém, obteve-se a maior concentracdo de esqualeno no DDOSM (9,44 g/100

g), empregando-se os maiores fluxos, TED e TEE testados. Contudo, os teores
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(9,33 g/100 g) obtidos com fluxo de CO, de 1,0 mL/min, TEE de 5 min e TED
de 15 min nao diferiram significativamente (teste F; p<0,01). Como tempos de
extragao e fluxos menores sao economicamente mais viaveis (LANG e WAY,
2001), a ultima condicdo de extragdo € a recomendavel e esta descrita na
Tabela 16.

Tabela 16 — Condigdes termodinadmicas otimizadas da extracdo com CO,-SC
de esqualeno do DDOS modificado.

Parametros Descricao
Teores de amostra 15 mg
Tipo de coletor ODS
Condicdes de extracao

Temperatura 40 °C
Presséao 281 bar
Densidade 0,90 g/mL
TEE 5 min
TED 15 min
Fluxo de CO, 1,0 mL/min
Temperatura do restritor 55 °C
Temperatura do coletor 20 °C
Condicdes de reconstituicdo da amostra

Solvente n-hexano
Temperatura do coletor 55 °C
Volume de reconstituicao 2mL

4.4. Comparacdao do efeito dos tratamentos na concentracdo do

esqualeno no DDOS

Na Figura 17 sdo mostrados os cromatogramas tipicos do DDOS
centrifugado, do DDOS modificado (cristalizacdo/Na,CO3) e do extrato obtido

apds a extragdao com CO,-SC. Sao evidenciados os tempos de retencdo do
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esqualeno e do n-octasano (padrao interno), verifica-se o0 aumento da area do
esqualeno em funcao dos tratamentos.

Nos cromatogramas A e B (Figura 17) observa-se que no tempo de
retengcdo de aproximadamente 7 min ha um decréscimo significativo na area
deste pico, comparando-se com o perfil cromatografico obtido por VERLEYEN
et al. (2001), que também analisaram DDOS utilizando a mesma coluna deste
estudo (HP-5), é possivel identificar como sendo, provavelmente, AGL, que
conforme consta na Tabela 7 e no cromatograma da Figura 12 foram reduzidos
em virtude do tratamento com Na;COs.

Na Tabela 17 estao descritos os teores de esqualeno no DDOS bruto, no
DDOS modificado e no DDOS modificado e submetido a extragcdo com CO,-
SC. Observa-se que na pré-purificagao (cristalizagdo/Na,CO3) obteve-se uma
concentragcao de esqualeno de cerca de 84%. E apds a extragcdo com CO,-SC
os teores de esqualeno apresentaram um percentual de concentracdo de
176%. Constata-se, portanto, a eficiéncia da metodologia empregada na
obtencdo de um DDOS com maiores teores de esqualeno, aumentado deste

modo a possibilidade do uso deste residuo como fonte desta substancia.

Tabela 17— Comparagao entre os teores de esqualeno no DDOS bruto, no
DDOS cristalizado/Na;COs3 e apds a extragdo com CO,-SC.

DDOS Esqualeno (g/100 g)
Bruto 3,382 +£ 0,037
Modificado (cristalizado/Na,CO3) 6,037 + 0,207
Modificado e extracdo com CO,-SC 9,328 £ 0,265

*Teores médio + desvio padrao de triplicatas.
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BONDIOLI et al. (1993) utilizaram para a separacdo de esqualeno, o
destilado da desodorizagao do dleo de oliva (DDOQ), com concentragao inicial
de esqualeno de 28 g/100 g. Para realizar a separagdo empregaram uma
planta piloto de extragdao, com CO,-SC em fluxo contracorrente continuo (30 Kg
/ Kg de amostra), com um conjunto de trés colunas empacotadas extratoras em
série e com possibilidade de controle diferencial de temperatura, e obtiveram
um extrato com 90 g/100 g de esqualeno. Porém, antes de submeter o DDOO
a extragdo com CO,-SC, realizaram modificagbes quimicas que incluiram,
saponificagdo a quente sob refluxo com NaOH, seguida de esterificagdo com
glicerol e zinco como catalisador.

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os do trabalho
descrito anteriormente, observa-se que os percentuais de concentracdes de
esqualeno obtidos foram de 176% e 221%, respectivamente. Verifica-se que
estes niveis de concentragcao sdo préximos e que as diferencas observadas
devem-se, provavelmente, a constituicdo quimica inicial das amostras, as
metodologias para a modificagdo quimica inicial dos destilados e aos modelos
termodinamicos empregados.

Utilizando os resultados deste estudo e os dados da produgao nacional
de Oleo de soja de 2006/2007, estimada em 4,1 milhdes de toneladas
(ABIOVE, 2007) e o percentual de DDOS gerado de 0,1 a 0,4% do 6leo bruto
(MENDES et al., 2002), é possivel simular a disponibilidade total média de
esqualeno em aproximadamente 347 t, 619 t e 956 t, respectivamente para o
DDOS centrifugado, DDOSM e apds a extragdo com CO»-SC. Portanto, a
metodologia deste estudo agregou valor ao DDOS, aumentando a
disponibilidade de esqualeno a partir desta matriz. Porém, é necessario avaliar
a relagao custo/beneficio, assim como sua implantacdo em escala piloto

visando a aplicacao industrial.
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5. CONCLUSOES

Neste estudo, o DDOS foi submetido a processos prévios de purificagao
(cristalizacdo/Na,COs3) e apos, otimizou-se as condigdes de extragdo com CO,-
SC, com a finalidade de se obter um extrato com mais altas concentracdo de
esqualeno.

A cristalizagdo reduziu em 41% os teores dos fitoesterois totais no
DDOS e o tratamento com Na,COj3 foi eficiente na remogao de AGL. Ambos os
tratamentos aumentaram a concentragao de esqualeno em 84% comparando-
se com o DDOS centrifugado.

As condi¢des otimizados para a extragao supercritica do esqualeno do
DDOS modificado foram: 40 °C, 281 bar, 0,90 g/mL, 5 min (TEE), 15 min (TED)
e fluxo de CO;, de 1,0 mL/min.

A modificagao fisico-quimica do DDOS (cristalizacdo/Na,CO3) seguida
da extracdo pelo CO,-SC proporcionou um aumento de 2,8 vezes nos teores
de esqualeno. Logo, agregou valor ao DDOS, que é uma matéria-prima de
baixo custo e amplamente disponivel, visto que, o mesmo é um residuo do

processamento de 6leo de soja, cuja produgao nacional é significativa.
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APENCIDE
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APENDICE

indice de recuperacio = (X /Y) x 100 (equacéao 1A)
Em que,
X = concentragdo do composto na fragao extraida por CO,-SC (g/100 g de
DDOS);

Y = concentragdo do composto no DDOS centrifugado (g/100 g)

70



Tabela 1 A — Relagdes entre as densidades da extracdo, massas e volumes de
CO, em extragdes realizadas com TED = 15 min e fluxos de CO; =
1,0 mL/min

Densidade do CO;, (g/mL) Massade CO2(g)* Volume de CO, (mL)**

0,68 13,8 20,29
0,79 13,8 17,47
0,90 13,8 15,33
0,50 13,8 27,60
0,72 13,8 19,17
0,86 13,8 16,05
0,35 13,8 39,43
0,64 13,8 21,56
0,81 13,8 17,04

*Massa de CO; = 0,92 g/mL (densidade na cabega da bomba) x TED x fluxo de CO,
**Volume de CO, = massa de CO, / densidade da extragao

Tabela 2 A — Relacbes entre as massas e os volumes de CO; e os diferentes
TED e fluxos de CO,, em extragbes realizadas em T = 40 °C, p= 281
bar e densidade = 0,90 g/mL.

Massa de CO,(g) Volume de CO, TED (min) Fluxos de CO;
(mL) (mL/min)
13,8 15,33 15 1,0
20,7 23,00 15 1,5
18,4 20,44 20 1,0
27,6 30,67 20 1,5
23,0 25,55 25 1,0
34,5 38,33 25 1,5
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Tabela 3 A — Resumo do teste de significancia dos coeficientes da regressao
dos teores de esqualeno, em funcdo da pressao e da temperatura de

extragdo, mantendo-se constante: TED = 15min TEE = 0 min, fluxo de
CO, =1,0 mL/min

Coeficiente Valor
Bo -1,28974"
B11 -0,15092**
B12 0,14867**
B 21 -0,000336**

"“Teste t ndo significativo a 1% de probabilidade
**Teste t significativo a 1% de probabilidade

Tabela 4 A — Resumo do teste de significancia dos coeficientes da regresséo
dos teores de esqualeno extraido em fungdo do fluxo e do TED,
mantendo-se constante os seguintes parametros: TEE = 0 min, T =
40 °C; P =281 bar; d = 0,90 g/mL

Coeficiente Valor

Bo 9,61217***
B11 2,61867***
B12 -0,55528*
21 0,01556**

***Teste t significativo a 1% de probabilidade
**Teste t significativo a 5% de probabilidade
*Teste t significativo a 6% de probabilidade
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