UTILIZAGAO DO DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO NA CONCENTRAGAO
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi examinar a possibilidade do uso do didéxido de carbono
supercritico na extragao e concentragdo de tocoferois a partir do destilado desodorizado do dleo de soja.
Trata-se da combinagdo seqiiencial de duas extragdes: pré-extragdo a temperatura de 80°C e pressdo de
76 bars para remogao de substancias interferentes e extragdo dos tocoferdis a 50°C e 197 bars. O coletor
utilizado foi o octadesil-silica, lavado com acetonitrila na pré-extragdo e hexano na extracdo, e a analise
dos extratos obtidos foi feita por cromatografia de fase gasosa em coluna capilar. O resultado mostrou
que o desodorizado do 6leo de soja, contendo inicialmente 9,2% de tocoferois totais, pdde ser concen-
trado para 40,6%. Sob as condigdes otimizadas, a extragdo pode ser realizada em 37 minutos.

Termos para indexagdo: extragdo supercritica, cromatografia de fase gasosa.

UTILIZATION OF SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE FOR CONCENTRATION
OF TOCOPHEROLS FROM SOYBEAN OIL DEODORIZER DISTILLATE

ABSTRACT - The aim of this work was to test the feasibility of the use of supercritical carbon dioxid
for extraction and concentration of tocopherols from soybean sludge at temperatures of 80°C and
pressures of 76 bars to remove interfereres during pre-extraction, and 50°C at 197 bars to extract
tocopherols. An octadecyl-silici trap, washed with acetonitrile after pre-extraction following by hexane
after extraction was used. The analysis of extracts was checked by capillary gas chromatography. The
results showed that soybean sludge initially containing about 9.2% of tocopherols could be enriched to
about 40.6%. Under optimized conditions the extraction was performed in 37 minutes. The content of

tocopherols in the extracts collected was checked by capillary gas chromatography.

Index terms: soybean sludge, supercritical extraction, gas chromatography.

INTRODUCAO

Os tocoferois sdo compostos lipossoluveis que
possuem atividade de vitamina E. A sintese do
a-tocoferol foi descrita por Karrer et al. (1938). O
produto sintético apresenta dois isdmeros oticos, d
e I-tocoferol, enquanto o produto natural possui so-
mente a forma d. Os tocoferdis (o, B, y e 8-) tém
diversas atividades bioldgicas ainda ndo totalmente
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esclarecidas como prevengdo da impoténcia sexual
e de antioxidante natural.

Uma das fontes de vitamina E, com grande po-
tencial de utilizagdo industrial, sdo os residuos da
industria de d6leo de soja. O destilado obtido da
desodorizagdo desse 6leo é composto principalmente
por material organico volatil, que consiste em uma
mistura complexa de acidos graxos, glicerideos
(mono-, di- e triglicerideos), aldeidos insaturados,
hidrocarbonetos, pigmentos, esterdis, tocoferdis e
agua, além de produtos oxidados néo identificados.
Segundo Woerfel (1981), os tocoferdis perfazem em
torno de 9% a 15% do peso total do residuo .

O método tradicional utilizado em escala comer-
cial na concentragdo de tocoferois, apds a remogéo
de esterdis via recristalizagdo em alcool, ¢ a destila-
¢do molecular. A técnica consiste em passar a amos-
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tra através de um trocador de calor num sistema de
alto vacuo. A destilagdo geralmente ¢é efetuada a tem-
peratura proxima de 200-210°C e pressdo de
0,001 mm Hg por determinado periodo de tempo
(Quaife & Harris, 1946; Hickman, 1947). Entretan-
to, esse processo requer grandes quantidades de
solventes organicos, diversos estadios para recupe-
racgdo destes, ¢ elevado consumo de energia.

Um método alternativo que vem sendo avaliado
(Saito et al., 1989; Lee et al., 1991; Nicolino, 1995)
para a produgdo de concentrado de tocoferois é a
extra¢do com fluido supercritico (EFS), com vanta-
gens em relagdo ao processo de separagdo conven-
cional, como extragao liquido-liquido, destilagdo e
adsorcdo. A principal vantagem da EFS ¢ a facil se-
paracdo do solvente e material extraido isento de
residuos organicos. Além disso, os fluidos
supercriticos oferecem maior e mais rapida transfe-
réncia de massa, do que os processos tradicionais
de separagdo.

O objetivo deste trabalho foi examinar a possibi-
lidade do uso do diéxido de carbono supercritico
sob varias condi¢Oes de extracdo, na concentragdo
de tocoferdis, a partir do destilado desodorizado do
oleo de soja (DDOS).

MATERIAL E METODOS

O DDOS contendo 9,2% de tocoferois totais foi doa-
do pela industria de 6leo Olvebra Industrial S.A., Eldorado
do Sul, RS. Esse destilado foi acondicionado num recipi-
ente de polietileno, protegido de luz e calor, prevenindo-
se, assim, sua oxidagdo.

A solugdo-padrio para quantificagdo do o-tocoferol é
formada por d,l-c-tocoferol Merck (1 mg) dissolvido em
hexano (grau cromatografico) (1 mL). Dessa solugdo pre-
pararam-se dilui¢des para concentragdes de 250, 125, 62,5
e 31,25 ug do padrio, as quais foram injetadas numa mes-
ma quantidade (1,6 uL) no cromatografo de fase gasosa.

A solucdo-padrdo utilizada na otimizacgao dos
parametros da extragdo supercritica dos tocoferdis foi:
padrdo Merck, contendo os quatro isdmeros (o.-, B-, V- €
d-tocoferol), numa concentragdo de 1 mg/mL de hexano
(grau cromatografico): 50 uL da solucéo foram adsorvidos
em papel-filtro.

Foi utilizado o cromatdgrafo Hewllett Packard, mode-
1o 5890, série I, com detector de ionizagdo de chama equi-
pado com sistema de injegdo split-splitless em coluna capi-
lar de silica fundida (fase estacionaria Metil-Silicone, equi-

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.35, n.1, p.201-205, jan. 2000

JM. DE A. ARAUJO et al.

valente a SE-30, de 25 m de comprimento, 0,2 mm de
diametro interno e espessura do filme de 0,33 um). As
condigdes de analise segundo Slover et al. (1983) e Marks
(1988) foram: temperatura do injetor: 250°C; temperatu-
ra da coluna: 200°C por 1 min e, entdo, programada na
razdo de 20°C/min até a temperatura maxima de 300°C,
permanecendo isotérmica por 11 min; temperatura do
detector: 300°C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogé-
nio, a uma vazao de 0,6 mL/min e velocidade de
33,7 cm/s; para a chama, usaram-se o hidrogénio ¢ o ar
sintético. Utilizou-se injegdo do tipo Split com fluxo do
septo da purga de 3,7 mL/min e pressdo de 13,2 psi.

O equipamento basico utilizado neste trabalho foi o
extrator de fluido supercritico Hewlett Packard, modelo
7680A, equipado com restritor variavel, permitindo o con-
trole independente de fluxo e pressdo. Os componentes
extraidos sdo depositados no coletor empacotado com
octadesil-silica (ODS), localizado na saida do restritor, ¢
lavados com solventes adequados (grau cromatografico)
para frascos de 2,0 mL.

A amostra (20 pL de DDOS) foi adsorvida em papel-
filtro e transferida para o cartucho de extragdo de 7,0 mL.
O procedimento de extragdo consistiu inicialmente de uma
extracao estatica, seguida pela extragdo dindmica a tem-
peratura e pressdo apresentadas na Tabela 1. A
quantificagdo dos tocoferodis foi realizada utilizando-se a
cromatografia de fase gasosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de produtos naturais por meio do
didxido de carbono supercritico (CO,-SC) requer
otimizacdo das condigdes de extracdo e a caracteri-
zacdo do produto obtido. Neste estudo, a eficiéncia
na extracao dos tocoferois foi medida a temperatura
de 40, 50 ¢ 60°C e pressdo variando de 110 a
318 bars (Tabela 1). A extracdo de tocoferois do
DDOS, apoés a definigdo das condig¢des otimizadas
(Tabela 2), procedeu-se de forma rapida, e o extrato
resultante foi utilizado diretamente na analise por
cromatografia de fase gasosa.

Dados iniciais do destilado bruto (Fig. 1) suge-
rem que a maioria das substancias detectadas sdo
acidos graxos livres (Gongalves et al., 1991; Lee
et al., 1991), os quais s@o mais solaveis que os
monoglicerideos, tocoferdis e diglicerideos no
CO,-SC, o que foi confirmado retirando-se uma
aliquota e promovendo a metilagdo, sendo aquela
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analisada por cromatografia gasosa (CG). Portanto,
a concentracdo de tocoferois utilizando o CO,-SC
sem nenhuma preparacao inicial da amostra requer
uma pré-extracdo em condigdes tais que promova a
remocdo de interferentes com propriedades de solu-
bilidade similares as dos tocoferois. Assim, avaliou-
se a possibilidade de uma pré-extrago, visando a
remogdo de impurezas da amostra, o que permitiria
maior concentra¢do de tocoferdis na fase de extra-
¢ao.
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Entre todas as temperaturas e densidades testa-
das na fase de pré-extragdo, a combinagdo que pro-
moveu a maior remogao de interferentes foi 80°C e
0,15 g/mL (76 bars) durante oito minutos, com flu-
x0 de 3 mL/min.; e, dos solventes testados na lava-
gem do coletor mantido a 20°C, a acetonitrila permi-
tiu a eliminag@o de mais compostos, sem a remogao
dos tocoferois (Fig. 1).

Mudangas na temperatura ¢ pressdo foram utili-
zadas para controlar a densidade do fluido

TABELA 1. Condicdes testadas na otimizacio dos parametros para extraciio de tocoferdis.

Pré—extraqﬁol

Fluxo do CO,-SC (mL/min)

Tempo de extracdo (min)

Estatica Dinamica
0,5 0 5
1,0 5 8
3,0
Temperatura (°C) Pressdo (bars) Densidade (g/mL)
40 77 0,25
50 85 0,25
60 82 0,20
70 88 0,20
80 93 0,20
80 76 0,15
Extraq:?lo2
Fluxo do CO,-SC (mL/min) Tempo de extracdo (min)
Estatica Dinamica
2 5 15
3 10 20
4 25
30
Temperatura (°C) Pressdo (bars) Densidade (g/mL)
40 200 0,84
40 250 0,88
40 318 0,92
50 110 0,50
50 170 0,74
50 197 0,78
50 234 0,82
50 284 0,86
60 149 0,60
60 169 0,66
60 187 0,70
60 244 0,78
60 287 0,82

! Solventes para reconstitui¢do da amostra: hexano, cloroférmio, acetona, acetonitrila e metanol.

2 Solvente para reconstituigdo da amostra: hexano.
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TABELA 2. Condicdes otimizadas de extracio supercritica estabelecidas para tocoferadis.

Condigoes de extragdo Pré-extragdo Extracdo
Temperatura da cadmara de extragdo 80°C 50°C
Pressdo 76 bars 197 bars
Densidade 0,15 g/mL 0,78 g/mL
Fluxo do CO,-SC 3,0 mL/min 3,0 mL/min
Tempo de extracdo (dindmica) 8 min 25 min
Temperatura do restritor 55°C 55°C
Temperatura do coletor 20°C 20°C
Condigoes de reconstitui¢ao

Solvente de lavagem do coletor Acetonitrila Hexano
Volume do solvente 1,8 mL 1,8 mL
Fluxo do solvente 2,0 mL/min 2,0 mL/min
Temperatura do coletor 20°C 60°C

Destilado bruto (DDOS)

Extragdo com fluido supercritico (EFS)

Extragdo com fluido supercritico: pré-extragdo e extragao

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min)

Cromatogramas para a avaliacio da extra¢io

supercritica na obtencdo do concentrado de

tocoferois a partir do destilado desodorizado

do 6leo de soja (DDOS).

FIG.1.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.35, n.1, p.201-205, jan. 2000

supercritico, o que possibilitou o controle da capaci-
dade de solvatagdo do solvente para o composto de
interesse, permitindo a otimizagdo da extragdo e, ou,
a seletividade de uma classe de composto presente
na amostra (Li et al., 1994). A variagao da presséo
comportou-se da mesma forma em todas as tempera-
turas. Sob condi¢Bes isotérmicas, a densidade e a
capacidade de solvatagdo do CO,-SC aumentaram
com a elevacdo da pressdo, até atingir seu valor
maximo. A variavel densidade apresentou-se
significante apenas quanto a temperatura de 50°C,
obtendo o 6timo a 0,78 g/mL (197 bars). Em razdo
do alto coeficiente de difusdo do fluido supercritico,
o tempo de extracdo, dependendo da complexidade
da amostra e da solubilidade relativa dos respecti-
vos compostos de interesse (Levy et al., 1989), va-
ria de 2 a 45 minutos. Inicialmente, utilizou-se a
extracdo estatica de 0, 5 ¢ 10 minutos, seguida por
20 minutos de extra¢do dinamica a temperatura de
50°C e pressdo de 197 bars (0,78 g/mL). A extracdo
estatica trata-se de uma diluigdo em que a amostra
permanece por determinado tempo embebida no flui-
do supercritico. Geralmente, ¢ utilizada quando néo
se consegue uma separacdo rapida e completa do
composto de interesse. Esta variavel ndo apresen-
tou significancia quanto a extragdo dos tocoferdis.

Durante a extragdo dindmica, dois processos ocor-
rem simultaneamente: transporte do componente
extraido, e coleta desse composto apds a expansdo
do CO,. Os tempos de extracdo dindmica avaliados
foram 15, 20, 25 e 30 minutos. Melhor rendimento
de extragdo foi obtido no tempo de 25 minutos.
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Antes da primeira extraggo, o extrator supercritico
foi checado para assegurar que os tocoferdis foram
quantitativamente extraidos e retidos no coletor. Isso
foi realizado extraindo-se 50 UL da solugdo-padréo
de tocoferois adsorvidos em papel-filtro. O extrato
foi lavado do coletor com 1,8 mL de hexano, € ana-
lisado por cromatografia de fase gasosa. A mesma
solugdo-padrio adicionada de 1,8 mL de hexano foi
injetada no cromatdgrafo de fase gasosa. Através da
comparagdo das areas dos picos foi possivel obser-
var uma recuperagdo de 100% dos tocoferois pelo
método de extragdo otimizado.

CONCLUSOES

1. E possivel utilizar o diéxido de carbono
supercritico na extra¢do de tocoferdis.

2. A combinacgdo de duas extragdes, em que vari-
am densidade, temperatura ¢ tempo de extragdo, cle-
va a concentragdo de tocoferdis totais do destilado
desodorizado do dleo de soja; a pré-extragdo, em bai-
xa pressdo, ocasiona a remogdo de interferentes.
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