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RESUMO

Na industria de processamento de soja, a extragao do 6leo com hexano
gera o farelo desengordurado. A seguir, a produgao de concentrado proteico de soja
(SPC, na sigla em inglés) a partir do farelo desengordurado, utilizando solucéo de
etanol, gera como subproduto uma micela alcodlica. Apos etapas de recuperagao do
etanol e concentracdo dessa micela, um produto agucarado denominado melago de
soja é produzido. Observagdes da presenga de uma fragao viscosa (precipitado) nos
tanques de estocagem da micela alcodlica motivaram este estudo que visou a
recuperacao desse material rico em fosfolipidios, principais componentes da lecitina,
a qual apresenta alto valor no mercado de derivados da soja. O trabalho foi entédo
dividido em trés etapas: desenvolvimento de metodologia, testes laboratoriais e
testes industriais. Em primeiro lugar, foi desenvolvido e validado um método analitico
por cromatografia liquida para quantificagcdo de fosfolipidios. Em seguida, ensaios
em escala de laboratério foram elaborados para se avaliar a eficiéncia de extracao
de fosfolipidios do farelo desengordurado de soja em diferentes sistemas de
solventes, além de estudar o comportamento de cada fosfolipidio no sistema de
solventes selecionado e a correlacédo entre extragao de fosfolipidios e concentracao
de proteinas. O processo de extracdo de fosfolipidios residuais do farelo
desengordurado foi estudado empregando misturas de solventes variadas. Os
seguintes rendimentos foram obtidos, em % (m fosfolipidios/m farelo): 0,43 + 0,01
(Hexano), 1,44 + 0,03 (Hexano: Etanol 4:1), 1,08 + 0,07 (Cloroférmio: Metanol 2:1),
1,48 £ 0,01 (Etanol 75% v/v). Uma vez que a extracdo com etanol 75% foi mais
eficiente, o sistema de solvente etanol: agua foi mais profundamente estudado, por
ser também esse o sistema empregado na producdo de SPC. Variando-se a
concentragao de etanol, a melhor condigdo de extragao (70% v/v de etanol) permitiu
recuperacéo de 1,53 £ 0,02% (m/m) de fosfolipidios no extrato e 71,69% (m/m) de
proteina na fragao solida (farelo). A solubilidade dos fosfolipidios também foi testada
em etanol aquoso e permaneceu entre 0,499 g/L em etanol 50% (v/v) a 25°C e 6,225
g/L em 90% (v/v) de etanol a 75°C. Por ultimo, foram realizados testes industriais, a
fim de observar a producao do material em condicdes reais de processo. Os testes
realizados foram de centrifugacdo da micela e recuperagcéo da goma (lecitina), e de
secagem do material obtido em secador continuo, além de andlises analiticas e

comerciais do produto, puro ou como componente de chocolates. Foi possivel obter



lecitina dentro das especificacbes comerciais, com alta qualidade, e um rendimento
de recuperacao de aproximadamente 18,7 g de lecitina para cada quilograma de
farelo desengordurado seco. Os resultados desse trabalho demonstraram a
possibilidade de aproveitamento de um residuo da producdo de concentrado

protéico de soja, presente na micela alcodlica residual do processo.
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ABSTRACT

In soybean processing industry, oil extraction with hexane generates
defatted meal. Next, soybean protein concentrate (SPC, abbreviation in English)
production from the defatted meal by using ethanol solution generates alcoholic
micelle as a byproduct. Following stages of ethanol recovery and concentration of
that micelle, a sugared product called soybean molasses is produced. Observations
of the presence of a viscous fraction (precipitate) in storage tanks of alcoholic micelle
were the reason of this study which aimed at recovery of that phospholipids-rich
material, main components of lecithin which presents high value in the market of
soybean derivatives. So, the work was divided into three stages: development of
technology, laboratory testing, and industrial testing. First of all, an analytical method
by liquid chromatography for quantification of phospholipids was developed and
validated. Next, assays in laboratory scale were worked out in order to evaluate the
efficiency of phospholipids extraction from soybean defatted meal in different solvent
systems, besides studying the behavior of each phospholipid in the system of solvent
selected and the correlation between phospholipid extraction and protein
concentration. The extraction process of residual phospholipids from defatted meal
was studied by using varied mixtures of solvents. The following yields were obtained,
in % (m phospholipids/m meal): 0.42 £ 0.01 (Hexane), 1.44 + 0.03 (Hexane: Ethanol
4:1), 1.08 = 0.07 (Chloroform: Methanol 2:1), 1.48 + 0.01 (Ethanol 75% v/v). As the
extraction with 75% ethanol was the most efficient, the ethanol system : water was
more deeply studied, because that is also the system used in SPC production. By
varying the ethanol concentration, the best condition of extraction (70% v/v ethanol)
enabled a recovery of 1.53 £ 0.02% (m/m) of phospholipids in the extract and 71.69%
(m/m) of protein in solid fraction. Solubility of phospholipids was also tested in
aqueous ethanol and remained between 0.499 g/L in 50% ethanol (v/v) at 25°C and
6.225 g/L in 90% (v/v) ethanol at 75°C. At last, industrial tests were carried out, in
order to observe the production of material from actual conditions of process. Tests
carried out were on micelle centrifugation and gum recovery (lecithin), and on drying
of material obtained in continuous drier, besides analytical and commercial assays of
the product, pure or as component of chocolates. It was possible to obtain a lecithin
within commercial specifications, with high quality, and a yield of recovery of

approximately 18.7 g lecithin to each kilogram of dried defatted meal. Results from



this work showed the possibility of utilization of a residue from the soybean protein

concentrate present in residual alcoholic micelle of the process.
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1.0  INTRODUGAO

No processo convencional das esmagadoras de soja, ocorre a extragao
do o6leo bruto com hexano. Os produtos e subprodutos gerados nesse
processamento sdo: farelos de soja com proteinas de 44 a 48%, 6leo de soja
degomado ou refinado, casca de soja, lecitina de soja, desodorizado de refino
(contendo tocoferol) e borra de refino. Além do processo convencional, algumas
esmagadoras possuem um processo adicional de extragdo dos agucares que
resulta na produgéo do concentrado protéico de soja com até 70% proteina b.s. e no
subproduto melago de soja.

A lecitina de soja é um emulsificante natural largamente utilizado na
industria de alimentos sendo obtida através da hidratacdo dos fosfolipidios presentes
no oleo de soja bruto, apds extragdo com hexano. Usualmente, os rendimentos de
producéo de lecitina a partir do grédo de soja séo da ordem de 0,6 a 1% (lecitina
acabada em base grao).

O concentrado proteico de soja, produto que contém um minimo de
65% de proteina em base seca, € obtido através da remogédo dos componentes nao
proteicos do farelo desengordurado, usualmente com o emprego de etanol diluido. O
processo € conduzido sob condicdes nas quais a maior parte das proteinas se torna
insoluvel, sendo dissolvidos principalmente os acucares e outros constituintes de
menor tamanho, permanecendo no farelo principalmente proteina e polissacarideos
da parede celular. O material extraido, apds a recuperagao do etanol, € denominado
melago de soja, e é aproveitado como substrato para produgdo de etanol por
leveduras ou queimado para geragao de vapor e energia elétrica.

Observacbes no processo industrial de obtencdo do concentrado
proteico em uma esmagadora de soja indicaram a presenga de um residuo
precipitado no fundo de um dos tanques de processo. Analises detalhadas
revelaram, apesar de muitas impurezas, a presenga de fosfolipidios no material
precipitado. Esses fosfolipidios ndo foram extraidos em conjunto com o 6leo, durante
0 processo convencional de extragdo da soja com hexano e assim, permaneceram
no farelo de soja desengordurado, sendo removidos somente na etapa de extragao
alcodlica do farelo para a produgao de concentrado proteico. No processo atual da
industria, os fosfolipidios dessa etapa sao descartados com o melago, e sua

recuperacao, se factivel, poderia aumentar o faturamento uma vez que os
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fosfolipidios de soja apresentam valor comercial. Esta foi a principal motivagao para
o desenvolvimento deste trabalho, que visa, assim, a recuperacdo de lecitina do
farelo de soja desengordurado em escala industrial. A sua execugdo, contudo,
envolveu uma série de etapas, iniciando pela obtencdo de um método confiavel para
quantificacdo dos fosfolipidios e terminando pela avaliacido por clientes de amostras
obtidas através de ensaios em escala piloto. No capitulo 2, a seguir, estdo descritos
os objetivos e/ou discriminadas as etapas experimentais que foram seguidas para se

atingir o objetivo principal deste trabalho.
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2.0 OBJETIVOS
21 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi a recuperacdo em escala industrial de
fosfolipidios residuais no farelo de soja desengordurado, presentes na fragao liquida
(micela) obtida ao se submeter esse farelo ao processo de concentragcédo para gerar
o produto soélido SPC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir do objetivo geral estabelecido, e durante o desenvolvimento do

trabalho, foram definidos os seguintes objetivos especificos para a condugao deste

trabalho:

. Desenvolver uma metodologia analitica para determinagéo de fosfolipidios;

. Quantificar o teor residual de fosfolipidios no farelo desengordurado de soja;
. Verificar a influéncia de diferentes solventes e misturas deles, bem como

suas concentragdes, na extragao de fosfolipidios presentes no farelo de soja
desengordurado;

. Determinar a eficiéncia de extracio, pureza do extrato obtido e seletividade
de cada solvente em relagao aos perfis de fosfolipidios obtidos;

. Otimizar as condi¢cdes de extracdo a fim de maximizar o rendimento da
extracao de fosfolipidios e concentracido de proteinas concomitantemente;

. Realizar testes em escala piloto e industrial para validagado dos resultados de
laboratério, recuperagao e secagem da lecitina.

. Produzir amostras para avaliacao por clientes.
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3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A SOJA E O PROCESSAMENTO DA SOJA

3.1.1 A Soja

A soja selvagem (Glycine soja) é originaria da Asia Oriental, e retém
pouca semelhanga com a espécie cultivada atualmente (Glycine max (L.)). Originaria
da Asia Oriental antes de 1000 aC, a soja selvagem era uma videira anual com
pequenas flores roxas e sementes pequenas, duras, arredondadas e pretas a
marrom escuras. Hoje, a planta cresce selvagem em Taiwan, norte e nordeste da
China, Coréia, Japao e Unido Soviética. Cada uma das pequenas sementes de soja
selvagem provavelmente pesava apenas cerca de um nono do peso das sementes
de soja cultivadas hoje. Seus rendimentos em 6leo sao baixos quando comparados
a semente atual, mas,; por outro lado, apresentam propor¢cdo maior de proteina. A
soja produzida hoje é resultado da selegcédo de variedades ao longo de 30 séculos.
(SOYINFO, 2007).

A planta de soja cultivada hoje tem entre 24 e 36 cm de altura, com
sementes em grande parte amarelo-palha, que crescem em vagens. Em geral, a
soja amadurece e esta pronta para colheita de 90 a 100 dias apds o plantio, com
variedades que podem demorar 75 ou mais de 200 dias. (SOYINFO, 2007).

O primeiro nome conhecido para a soja foi shu, um termo usado no
norte da China, no século 11 aC. Até o século XIX o termo ta-tou, ou "grande feijao"
veio a ser o termo mandarim padréo para a soja. Desde os tempos antigos na China,
a soja foi considerada a mais importante leguminosa cultivada e um dos cinco graos
sagrados. Nos séculos 14 e 15, a soja se difundiu lentamente para fora da Asia
Oriental. Em 1712 iniciaram-se as descricbes da planta e sua associagdo com a
alimentacao, e em 1875 o seu cultivo como cultura comercial se intensificou. A soja
chegou aos EUA provavelmente entre 1565 e 1780, e no Brasil em 1882 (SOYINFO,
2007).

No final da década de 60, dois fatores internos tornaram a soja um
produto com valor comercial no Brasil: a soja era usada como opg¢ao de veréo,
alternando com o trigo, a principal cultura da época, e a produgédo crescente de

suinos e aves aumentava a demanda por farelo de soja. Em 1966, a produgéo



21

comercial de soja se tornou uma necessidade estratégica, com uma producgédo de
500 mil toneladas no Pais. Com o aumento do preco da soja no mercado mundial,
em meados de 1970, os agricultores e o governo brasileiro privilegiaram ainda mais
a cultura. Investimentos em pesquisa permitiram plantar o grdo com sucesso em
regides de baixas latitudes. Atualmente, os lideres mundiais na produgdo de soja
sdo os Estados Unidos, Brasil, Argentina, China, india e Paraguai. (EMBRAPA
SOJA, 2013).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, atras dos EUA.
Na safra 2009/2010, a cultura ocupou uma area de 23,6 milhbes de hectares, com
uma producao de 68,7 milhdes de toneladas e produtividade média de 2941 kg por
hectare (EMBRAPA SOJA, 2013). Na safra 2012/2013, a area ocupada pela cultura
subiu para 27,7 milhdes de hectares, o que totalizou uma producao de 81,5 milhdes
de toneladas. A produtividade média da soja brasileira foi de 2938 kg por hectare
nesse periodo. (EMBRAPA SOJA, 2014).

A produgdao mundial de soja na safra de 2012/2013 foi de 267,9
milhdes de toneladas, com uma area plantada de 108,7 milhdes de hectares. O Mato
Grosso e o Parana sao os estados com maior producdo no Brasil. Em termos
econdmicos, a exportagao de soja e derivados movimentou 26,1 bilhbes de ddlares
em 2012, sendo US$ 17,4 bilhdes (29,1 milhdes t) de grdos, US$ 6,6 bilhdes (13,7
milhdes t) de farelo e US$ 2,1 bilhdes (1,6 milhdes t) de oleo (EMBRAPA SOJA,
2014).

3.1.2 O Processamento Da Soja

O processamento tradicional da soja € exemplificado na Figura 1. No
processo convencional adotado pelas esmagadoras de soja a extragao do 6leo bruto
ocorre com hexano. Os produtos e subprodutos gerados no processo sao: farelos de
soja com teor de proteinas entre 44 e 48%, 6leo de soja degomado ou refinado,
casca de soja, lecitina de soja (1% base soja), desodorizado de refino (10% de
Tocoferol) e borra de refino.

Conforme a Figura 1, o processamento convencional da soja envolve a
remocao do oleo por extracdo com solvente, sendo que o oOleo € posteriormente
processado. O farelo proteico residual tem alta qualidade e pode ser usado para

alimentacao tanto humana quanto animal. A casca pode ser removida ou nao, em
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etapa de descascamento anterior a remogao do 6leo. O farelo de soja comum tem
como aplicagao principal a alimentagao animal (MIRANDA, 2012).

Figura 1 - Processamento convencional da soja
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A primeira etapa do processamento de soja geralmente inclui a limpeza

Fonte: Acervo Préprio

e remogao de materiais indesejaveis como caules, folhas, grdos quebrados, sujeira,
areia, pequenas pedras e sementes estranhas, através de peneiras vibratorias ou
aspiracdo. Os graos limpos sdo quebrados por moinhos de rolos. Peneiras
vibratorias, aspiradores e mesas gravitacionais podem ser utilizados para separar a
casca do restante do grdo, ja que estes apresentam densidades distintas
(MIRANDA, 2012). Nessa etapa do processo, a soja tem cerca de 12% de umidade.
Se o conteudo de agua for maior, a soja pode ser seca antes de ser armazenada
para prosseguimento do processamento. (LIANG et al., 2005).

Para o seguimento da etapa de extragao do 6leo, € necessario romper
a parede impermeavel do grdo da soja por compressao das particulas. Para isso, a
soja € condicionada por aquecimento em cozedores a temperatura de 60-70°C por
10 a 30 minutos. (MIRANDA, 2012; MARSMAN, 1998). O calor também remove
fatores anti-nutricionais como inibidores de tripsina (LIANG et al., 2005). A
Laminacao é realizada pela passagem dos fragmentos condicionados através de um

conjunto de dois rolos de superficie lisa.
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Na extracdo, o solvente frequentemente utilizado € o hexano.
(MIRANDA, 2012). O hexano é considerado um solvente apropriado, pois dissolve
com facilidade o 6leo sem agir sobre os outros componentes da soja, possui uma
composi¢cado homogénea e uma faixa estreita de temperatura de ebuli¢cdo, € imiscivel
em agua e tem baixo calor latente de vaporizagdo. Suas desvantagens séao
principalmente a alta inflamabilidade e alto custo. Existem muitas variagcdes de
método de extragdo (por imersdo ou percolagédo; continuo ou semi-continuo) e
design de extratores (Desmet, Rotocell, Crown, entre outros). Em geral se emprega
o fluxo contracorrente do solvente em relagdo ao das laminas para reduzir a
quantidade de solvente utilizada. O processo dura de 30-60 minutos, com alta
eficiéncia: o residual de 6leo no material extraido € inferior a 1%. A massa sélida que
deixa o extrator é dessolventizada e tostada em um aparelho vertical que combina a
evaporagao do solvente com uma cocg¢ao umida, denominado dessolventizador-
tostador (MIRANDA, 2012). Essa € a etapa mais critica do processo, sendo
necessario o controle das variaveis do processo: temperatura, pressdo, umidade e
tempo de residéncia. (MARSMAN, 1998). Apdés a dessolventizagdo,, o material é
seco, resfriado, moido e segue para armazenamento.

A extracdo do Oleo também pode ser realizada mecanicamente
utilizando, por exemplo, uma prensa de fricgdo. Esse farelo possui de 4 a 8% de
Oleo residual. O farelo de soja pode sofrer processamento adicional para ser usado
na alimentagcdo animal, como peletizacdo, adicdo de enzimas ou nutrientes e
tratamento por aquecimento, ou ainda producao de farinha, isolados e concentrados
de soja (LIANG et al., 2005).

Em algumas esmagadoras o processamento de soja inclui nao
somente as etapas previamente citadas (Figura 1), mas também abrange as etapas
de produgao de concentrado proteico de soja até 70% proteina em base seca (SPC),
etanol, melago de soja, e energia elétrica por cogeragao, conforme demonstrado na
Figura 2. O processo de produgcdo de SPC é explicado em detalhes em 3.2.3,
enquanto que a producao de melago de soja e suas aplicagdes sao detalhadas em
3.24..
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Figura 2 - Fluxograma simplificado do processamento da soja com producgao de SPC

O O0a®

O -

SOJA

Tanque de
Hexano

Vinhaga

Alcool

Caldeira A %
Energia

GemEtar ‘ Elétrica

Fonte: Acervo Préprio

3.1.3 A Producgédo De Lecitina De Soja

O dleo de soja bruto tem entre 1 e 3% de fosfolipidios, percentual que é
reduzido para 0,32 a 0,64% apd6s a degomagem (GUPTA, 2007). As primeiras
pesquisas sobre a produgdo de lecitina e lecitina de soja foram realizadas na
Europa, primeiro na Franga, e em seguida, na Alemanha. Os primeiros estudos
datam de 1793 e 1812, com a detecgao e isolamento de gorduras contendo fosforo.
Theodore Nicolas Gobley isolou de ovos, em 1846, uma substancia viscosa e laranja
capaz de formar emulsdo em agua, que adquiriu o nome lecitina em 1850. Schulze e
Steiger verificaram, em 1889, a presenca de lecitina em sementes de plantas, como
a soja. Hermann Bollmann foi o primeiro a verificar a possibilidade de tornar a
lecitina um produto comercial, publicando uma patente sobre extracao de lecitina de
Oleo de soja (SOYINFO CENTER, 2007).

A producgao de lecitina de soja passa pelas etapas basicas de filtracao
do 6leo, degomagem e processamento (secagem) (CROWN, 2013). A lecitina de
soja nao transgénica € um produto com alto valor comercial.

A producgao de lecitina de soja pelo processo convencional sempre foi

ligada a fabricacdo de o6leo de soja. Os processos comumente utilizados para
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extragcdo do 6leo de soja sao extragcdo com solvente e extragdo com prensa. Em
ambos o0s processos, grande parte da lecitina € extraida juntamente com o dleo
bruto (STANLEY, 1951). Na extragcdo direta com hexano, o 6leo contém
aproximadamente de 2 a 3% de fosfolipidios (RITTNER, 2002). Apés um processo
de degomagem, mediante hidratagao dos fosfolipidios e separagdo dos mesmos por
centrifugacéo, as gomas separadas podem ser incorporadas aos farelos de soja ou
secas, dando origem as lecitinas comerciais tradicionais (RITTNER, 2002).

As lecitinas tradicionais sao fluidas e contém aproximadamente 47% de
fosfolipidios em 62% de materiais insoluveis em acetona. A partir destas, mediante
processamento complementar, pode-se produzir lecitinas de diversos tipos
(RITTNER, 2002).

O processamento para a lecitina tradicional fluida pode ser, dessa
forma, resumido em cinco operagdes unitarias: hidratacdo do 6leo bruto ; separagao
da goma; adi¢cao de acido graxo para corregao da acidez; secagem; adi¢cao de 6leo
para corregcao do indice de insoluveis em acetona e resfriamento. A Figura 3 mostra

um fluxograma ilustrativo destas operagdes.

Figura 3 - Fluxograma de Produgao Tradicional de Lecitina de Soja.
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O dleo de soja, apds sua extragao, contém entre 800 e 1200 ppm de
fésforo. Os fosfolipidios (lecitina) sdo separados do 6leo na etapa de degomagem.
As etapas de preparacao da lecitina (Figura 3) sao descritas a seguir. Na etapa de
hidratagdo, agua (de 1 a 3%) é misturada ao 6leo em uma temperatura que varia
entre 50 e 70°C. Os fosfolipidios hidratados formam uma goma apods
aproximadamente uma hora, com maior densidade especifica que o Odleo.
Fosfolipidios ndo hidrataveis nessa etapa podem ser removidos em uma segunda
etapa com acido citrico ou enzimaticamente; esses sdo em geral misturados aos
farelos destinados a alimentac&o animal (NIEUWENHUYZEN e TOMAS, 2008).

Além dos processos tradicionais de degomagem de 6leo (com acido
e/ou agua), outros processos e variagdes sao descritos na literatura, como a super
degomagem patenteada em 1977 por Ringers e Seger, a degomagem TOP,
patenteada em 1987 por Dijkstra e Van Opstal, a degomagem ultrafina, desenvolvida
na Hungria, o processo organico de refino desenvolvido pela Ag Processing e a
degomagem a seco (FARR e PROCTOR, 2012). O processo desenvolvido na
Hungria (Patente US 5.239.096) consiste nas etapas de adi¢éo de 0,01 a 0,08% de
um acido ou anidrido acido ao material, em solugédo 5 a 15% e temperatura de 20 a
70°C, com agitagéo, seguida de adicdo de base para neutralizagdo, aquecimento da
mistura, separacédo do 6leo e da goma coagulada e lavagem opcional do 6leo com
pequena quantidade de agua. No processo desenvolvido pela Ag Processing
(Patente WO/2000/031219), o 6leo vegetal € combinado com uma solugao diluida
aquosa de acido organico, agitado vigorosamente para dispersao, e em seguida com
uma taxa menor para separar a fase hidratada do 6leo purificado. A Figura 4 mostra
um processo de hidratagdo e degomagem com agua.

Apds a etapa de hidratagdo, as gomas sdo separadas em processo
continuo com centrifugas, em temperaturas entre 50 e 70°C. As gomas contém no
maximo 50% de umidade e 17% de 6leo. Em seguida, a lecitina é seca até em torno
de 1% de umidade (NIEUWENHUYZEN e TOMAS, 2008), preferencialmente abaixo
de 0,5%, adquirindo assim longo tempo de prateleira e fluidez. Nessa etapa podem
ser usados evaporadores em batelada, semi-batelada ou continuos. A viscosidade
das gomas aumenta rapidamente durante a secagem, pela mudanga na estrutura
dos agregados de fosfolipidios no processo. A ultima etapa consiste no resfriamento
da lecitina até uma temperatura abaixo de 50°C, sendo necessario para evitar

escurecimento do produto. O armazenamento deve ser feito em tanques com
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agitacédo, para homogeneizagao. Entre 20 e 30°C é possivel armazenar a lecitina
sem alteracdo do produto por até um ano. (NIEUWENHUYZEN e TOMAS, 2008).

Figura 4 - Processo de degomagem com agua (Alfa-Laval).
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Adaptado de: GALHARDO e DAYTON (2013)

E possivel ainda remover os triacilgliceréis com acetona, resultando em
uma lecitina com maior teor de fosfolipidios. Essa mistura pode ser separada em
uma porgao soluvel em alcool (fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina) e uma porg¢ao
insoluvel em alcool. Esses produtos podem ser fracionados em etapas
subsequentes para resultar em fosfolipidios puros e individuais, que podem ainda
ser modificados quimicamente (GUNSTONE, 2007). Wu e Wang (2003) estudaram o
fracionamento dos fosfolipidios em etanol aquoso, uma vez que fosfatidilcolina (PC)
e fosfatidilinositol (Pl) apresentam solubilidades diferentes em etanol. Segundo os
autores, PC é relativamente mais soluvel em etanol do que o Pl, de modo que a
extracdo com etanol produz uma fracdo enriquecida de PC que &€ um melhor
emulsificador 6leo em agua do que a lecitina nao-fracionada, ao passo que a fragéo
enriquecida de Pl pode ser usada como um emulsificador agua em dleo (usado
frequentemente na industria de confeitos).

Para a industria, € desejavel a remocao de fosfolipidios (lecitina) do
6leo que sera comercializado, entre outros motivos porque os fosfolipidios no dleo,
acima de determinado nivel, podem prejudicar o desempenho do 6leo na fritura e a

estabilidade do sabor. Na industria de processamento de dleo os fosfolipidios podem
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ser expressos como ppm de fésforo, pela relagdo entre o nivel de fosforo e de

fosfolipidios do 6leo, de acordo com a equacgao 1 (GUPTA, 2007):

Percentual de fosfolipidios = fésforo no 6leo em ppm x 31,7 x 10* Equacgao 1

3.1.4 Composicao Da Lecitina De Soja

A composi¢cao aproximada da soja € de 24% de lipidios, 40% de
proteinas, 13% de carboidratos e 7% de umidade. Os constituintes lipidicos
principais da soja séo triglicerideos, aproximadamente 90% do éleo bruto. Nos gréos
de soja em desenvolvimento, os niveis de lipidios variam conforme o
desenvolvimento do grao, conforme a Tabela 1 (HAWTHORNE e LEKIM, 1983).

Tabela 1 - Proporgao aproximada entre os diferentes lipidios nos graos de soja durante as
diversas fases de crescimento e desenvolvimento do grao.

Dias apos a floragao Fosfolipidios Glicolipidios Lipidios apolares
(% em relagéo aos (% em relagéo aos (triacilglicerois)
lipidios totais) lipidios totais) (% em relagéo aos
lipidios totais)
9 49 29,2 17
18 36,5 14,7 46,4
40 16,5 5,3 78,1
55 8,6 2,1 88,6
67 6,9 0,6 92,2
97 9,8 1,6 88,1

Adaptado de HAWTHORNE e LEKIM, 1983.

A proporgdo entre os fosfolipidios do grdo de soja também varia
conforme o seu desenvolvimento, sendo que ha aumento nos niveis de
fosfatidiletanolaminas, fosfatidilcolinas, e fosfatidilinositol, enquanto que os niveis de
fosfatidilglicerois permanecem aproximadamente constantes e ha queda nos niveis
de acidos fosfatidicos (HAWTHORNE e LEKIM, 1983).

Segundo Hawthorne e Lekim, (1983) a composi¢ao da lecitina de soja
comercial €& de aproximadamente 14% de fosfatidiletanolamina, 16% de
fosfatidilcolina e 10% de fosfatidilinositol. Os niveis de fosfolipidios podem oscilar
entre 37 e 54% do total da lecitina. Aproximadamente 20% correspondem a outros
fosfolipidios e esterois, 5% acgucares, 35% de triacilglicerois (6leo), 1% de umidade.
O usual atualmente é a presenga de 47% de fosfolipidios na lecitina de soja

comercial.
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A lecitina pode ser fracionada nos seus fosfolipidios constituintes,
usando solventes como: metanol, etanol e isopropanol, em razées variadas. Ela
também pode ser modificada quimicamente, adquirindo altos pregcos de mercado
(PARDUN, 1982).

A composi¢cao aproximada da lecitina comercial de soja diverge das

lecitinas obtidas de outras fontes, conforme demonstrado na Tabela 2:

Tabela 2 - Composic¢ao das lecitinas comerciais (%).

. . . Cérebro
soja Milho girassol colza ovo de bovino

Fosfatidilcolina 20-22 31 14 37 68-72 18
Fosfatidiletanolamina 21-23 3 24 29 12-24 36
Fosfatidilinositol 18-20 16 13 14 0-2 2
Acido fosfatidico 4-10 9 7 - - 2
Fosfatidilserina 1 1 - - 3 18
Esfingomielina - - - - 1-4 15
glicolipidios 9-12 30 - 20 - -

Adaptado de: Szuhaj, 1989

3.1.5 Concentrado Proteico De Soja (SPC)

O Concentrado proteico de soja (SPC - Soy Protein Concentrate) e o
Isolado proteico de soja (SPlI — Soy Protein Isolate) sdo produtos proteicos
concentrados obtidos a partir do farelo desengordurado depois de submetido a um
processo de extragdo adicional (MIRANDA, 2012). Segundo a definicdo do
Departamento de Agricultura dos EUA, os concentrados proteicos apresentam no
minimo 65% de proteina, em geral, e os isolados, 90%, em base seca (ERICKSON,
1995). O concentrado proteico de soja € produzido sob condigdes nas quais a maior
parte das proteinas € tornada insoluvel. Os acucares e outros constituintes de baixo
peso molecular sdo dissolvidos, permanecendo a proteina e os polissacarideos da
parede celular (CHAJUSS, 2004).

O SPC encontra aplicacdo crescente, por diversos motivos. Além de
ser um produto de qualidade, com alto teor proteico, apresenta um preco
competitivo. Além disso, por ter origem vegetal, os riscos alimentares tornam-se
menores No seu uso para ragao. Proteinas de origem animal, como subprodutos de
aves, farinha de carne e ossos, podem ser usadas para substituir a farinha de peixe
na ragao para peixes, e apresentam baixo preco. Contudo, a ocorréncia de doencas
como a da vaca louca gera questionamentos quanto a seguranga alimentar, em

especial no emprego de proteinas animais como matérias-primas na ragao animal. O
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SPC apresenta ainda como vantagem adicional uma composi¢do balanceada de
aminoacidos (DERSJANT-LI, 2002).

O concentrado proteico de soja tem como importante diferencial o
maior valor nutricional quando comparado ao farelo de soja, e o menor teor de
fatores antinutricionais, o que permite sua aplicagdo na racado em casos especiais
como na dieta de peixes (DERSJANT-LI, 2002), leitbes e bezerros em fase de
desmame (PEISKER, 2001).

Os fatores antinutricionais mais importantes encontrados na soja sao:
antigenos, inibidores de tripsina, oligossacarideos e acido fitico (HAMLETPROTEIN,
2014). Além desses fatores antinutricionais associados a soja, também podem ser
citados: saponinas, fitoesterdis e inibidores de protease. De forma geral, a presenca
destes compostos influencia direta ou de maneira indireta na digestibilidade da
proteina de soja (MIRANDA, 2012). Os efeitos dos fatores antinutricionais na dieta
de animais e peixes sao extensos. Antigenos ou fatores antigénicos (glicinina e beta-
conglicinina) podem causar reagdes alérgicas e lesdes no intestino, em especial em
filhotes. Eles causam a formacgao de anticorpos que evitam a proliferacdo de certas
bactérias benéficas no trato gastrintestinal. Inibidores de tripsina reduzem a
digestibilidade das proteinas e lipidios presentes no alimento, levando a redugéo do
indice de crescimento de peixes como o salméo, a truta e a carpa. Oligossacarideos
causam flatuléncia e diarreia em animais monogastricos, e prejudicam a absorgéo
de nutrientes por peixes. Isso ocorre pela auséncia de enzimas capazes de
metabolizar esse tipo de acgucar. O acido fitico e fitatos prejudicam a absor¢ao de
ferro e outros minerais. As lectinas, que sdo glicoproteinas, causam alteragdes
morfolégicas nos intestinos e, portanto, reduzem a absor¢do de nutrientes. As
saponinas de soja podem contribuir com um sabor indesejavel além de alterar as
fungdes intestinais. A presenga de saponinas em produtos de soja € muito
dependente do modo de preparacao, sendo ausente no SPC produzido por extracao
com alcool, uma vez que o alcool rompe ligagdes e ajuda a remover saponina das
proteinas. (HAMLETPROTEIN, 2014; DERSJANT-LI, 2002; PEISKER, 2001).

O SPC apresenta menor teor de oligossacarideos (<3%) e fatores
antigénicos (<100 ppm de glicina), sendo considerado uma alternativa econémica
as proteinas de origem animal de alta qualidade, como leite e farinha de peixe, para
a nutricdo de suinos, bezerros, animais de estimagdo, e, em especial, peixes
(SOJAPROTEIN, 2014).
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A produgao de um farelo de soja com alto teor de proteina é protegida
pela patente PI0507088-0A, da Renessen, Monsanto e Cargill (LIANG et al., 2007).
A patente descreve a produgdo de um farelo de soja com teor mais elevado de
proteina, de 58 a 62% em base seca, a partir de variedades especificas de soja. A
invencao utiliza variedades comerciais de soja com um teor elevado de proteina
(minimo 45% em peso seco) para conseguir alcangar um teor mais elevado de
proteina no farelo. O produto, no entanto, apesar de conter um valor mais elevado
de proteina do que o farelo de soja comum, ndo € ainda considerado um
concentrado proteico de soja, jda que ndo atinge 65% de proteina em sua
composigao.

A patente Pl0704760-6A2, da Imcopa Importacdo e Exportagcdo de
6leos (BUSATO JUNIOR, 2009), por outro lado, ja descreve um processo de
producao de concentrado proteico, utilizando etanol. Nesse processo, o farelo de
soja € submetido a extragdo dos agucares a fim de concentrar a proteina até 75% do
material. De acordo com os inventores, esse material rico em proteina pode ser
utilizado na aquicultura e na alimentacdo de suinos em fase de amamentacdo. O
farelo de soja tem um percentual de proteina em torno de 45%, além da presenca de
fatores antinutricionais, o que nao permite sua aplicagdo como unica fonte de
proteina na alimentagado animal nesses casos (MIRANDA, 2012).

Em relacdo aos processos de obtencdo do SPC, a producdo do
concentrado se da pela imobilizacdo da proteina enquanto os compostos soluveis
sao lixiviados, por um dentre os trés processos basicos disponiveis e relacionados
abaixo (MIRANDA, 2012; LIU, 2004; ERICKSON, 1995; CHAJUSS, 2004):

a) extragado do farelo comum com solugéo alcodlica 20 a 80% (m/m)
b) lixiviagdo acida do farelo comum com agua e pH 4,5
c) desnaturacao da proteina por calor umido e extragdo com agua

A Figura 5 mostra a composigcao aproximada dos concentrados
proteicos obtidos pelos trés métodos. Peisker (2001) acrescenta ainda a produgao
de SPC por acado enzimatica, na qual enzimas sao responsaveis por degradar os
carboidratos presentes no farelo.

O processo que utiliza acido para a producao de concentrado proteico
de soja leva em conta que a maior parte das proteinas da soja tem ponto isoelétrico
proximo ao pH 4,5, sendo insoluveis nesse pH, tornando possivel a remocao dos

agucares soluveis em agua sem remogao das proteinas (ERICKSON, 1995). A
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producdo de concentrado proteico de soja com &cido ficou disponivel
comercialmente na década de 50. As vantagens desse método sdo: ndo ha uso de
solventes inflamaveis, o produto obtido fica somente ligeiramente desnaturado, e
relativamente soluvel. As desvantagens sao: o material obtido ndo pode ser
convertido em produtos texturizados, tem menor qualidade nutricional e sabor de
sabdo, o processo gera uma grande quantidade de efluentes liquidos, sao obtidos
menores rendimentos, uma grande quantidade de agua € necessaria para o sistema

de spray drying.

Figura 5 - Composigao aproximada dos concentrados proteicos obtidos por diferentes
metodologias.

Componente Processo Alcodlico Processo Acido Processo Calor-agua
Proteina 67% 66% 68%
Umidade 6,0% 6,0% 5,0%
Oleo 0,3% 0,3% 0,1%
Fibra Bruta 3,5% 3,4% 3,8%
Cinzas 5,6% 4,8% 3,0%
Carboidratos* 17,6% 19,5% 20,1%
*Calculado por diferenca Fonte: Miranda, 2012; Erickson, 1995.

Algumas desvantagens dos processos com agua e acido levaram a
uma transicao para o uso predominante de alcool diluido, sendo que o produto deste
processo € denominado concentrado proteico tradicional (CHAJUSS, 2004).

A producgao de concentrado proteico de soja (SPC) por extragdo com
etanol foi introduzida comercialmente na década de 60, simultaneamente nos EUA e
em lIsrael, e € o mais aplicado hoje. O processo de extragao alcodlica é baseado na
habilidade de alcoois alifaticos como metanol, etanol e isopropanol de extrairem a
fracdo soluvel dos farelos sem solubilizar a proteina. As vantagens desse processo
sdo: simplicidade, eficiéncia, baixo custo, altos rendimentos obtidos, ndo ha geracao
significativa de residuos, o material obtido pode ser texturizado, € livre de
isoflavonas, podendo ser utilizado na alimentacido infantil, além de ser livre de
sabores e odores desagradaveis. A desvantagem principal € o uso de um solvente
inflamavel e altamente explosivo, 0 que exige medidas e equipamentos de
seguranga (LIU, 2004; CHAJUSS, 2004). A concentragdo alcodlica utilizada
industrialmente apresenta um grau GL (Gay Lussac, ou %v/v etanol em agua) entre
60 e 70. O material soluvel em alcool diluido desalcoolizado € denominado “melago
de soja”’ (CHAJUSS, 2004).
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Em um dos processos para a producdo de concentrado proteico de
soja com etanol descritos na literatura, o farelo desengordurado, proveniente da
extracao do 6leo da soja com hexano, sofre uma segunda extragcdo com a mistura
etanol: agua em contracorrente. A temperatura da solugao alcodlica pode variar de
ambiente até a temperatura de ebulicdo, sendo que quanto mais alta, melhor a
extracdo. A quantidade de solugao alcodlica adicionada no extrator também é
variavel, de acordo com a quantidade de farelo que entra no processo. Em geral se
utiliza de 3 a 6L de solugdo por kg de farelo. Apds o extrator, o processo € dividido
em duas correntes: liquida e sélida. (BUSATO JUNIOR, 2009; MIRANDA, 2012). A
Figura 6 traz um fluxograma que exemplifica as etapas da produg¢do de SPC por
esse processo. A corrente liquida que sai do extrator € denominada micela e contém
alcool, agua e agucares, e a corrente sélida contém o farelo umedecido com alcool e
agua. (BUSATO JUNIOR, 2009; MIRANDA, 2012).

Figura 6 - Diagrama de fluxo do processo de produgido de SPC por extragao alcodlica.

|
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Fonte: Miranda, 2012

A fracdo sdlida é, em seguida, prensada, dessolventizada, seca e
resfriada (Figura 6). A prensagem é responsavel por diminuir a umidade até valores
na faixa de 25 a 55% (a umidade inicial pode estar na faixa de 45 a 75%) e o liquido
retirado é realimentado no extrator. No dessolventizador, o farelo € alimentado na

parte superior, e vai descendo em contato com os pratos, que contam com



34

aquecimento por vapor. O calor dos pratos passa para o farelo e o alcool (e a agua,
posteriormente), vai sendo forgado para fora do farelo, por evaporagao. Na saida do
dessolventizador, o farelo estda a uma temperatura de 90 a 107°C e umidade 25%. O
secador abaixa o teor de umidade até 8 — 15%, por contato indireto do farelo com
vapor, o que eleva sua temperatura e retira a umidade residual. No resfriador, ar é
utilizado para levar a temperatura de aproximadamente 85°C até préoxima da
ambiente. No resfriador ocorre também a secagem do material, uma vez que é feita
injecao direta de ar. Como alternativa, pode-se utilizar um equipamento do tipo
DTSR, que une as funcbdes de dessolventizador, secador e resfriador em um unico
equipamento (BUSATO JUNIOR, 2009; MIRANDA, 2012). Parte do concentrado
proteico obtido € em seguida processado para concentrados mais funcionais e
soluveis (LIU, 2004). A corrente liquida segue para a desalcoolizagao (recuperagao
do etanol) e para concentracdo de agucares, gerando o melago de soja (BUSATO
JUNIOR, 2009; MIRANDA, 2012).

Segundo Liu (2004) ha uma década atras, de 60 a 70% do concentrado
proteico produzido era utilizado para alimentacdo humana, sendo que o restante era
utilizado em racdes nobres, para bezerros, leitdes, peixes e animais de estimacgao.
Uma pequena quantidade seria destinada para aplicagdes nédo alimentares, como
em revestimento de papéis. Esse material também ¢é adicionado em produtos como
hamburgueres, alimentos de peixe (como bolinhos), para assegurar a textura e
volume adequados, em panificagdo (paes, biscoitos, pastéis), em queijos, sorvetes,
sobremesas congeladas, e em alimentos com alto teor de proteina para esportistas
e bebés (LIU, 2004). Atualmente sabe-se que a maior parte do SPC produzido é
destinada para a aquicultura.

No Brasil, em 2004 foi implantada a primeira fabrica de SPC na
Imcopa, processadora de soja com sede em Araucaria, PR. A produgao anual girava
em torno de 90.000 toneladas/ano e passou a 250.000 toneladas/ano apds a
instalagdo da segunda fabrica, em 2007 (IMCOPA, 2014). Em 2009, a Selecta,
localizada em Araguari, MG, também iniciou a produgao de SPC, com uma planta de
capacidade instalada de producgao equivalente a 300 mil toneladas/ano (SELECTA,
2014). Em 2012, a Caramuru investiu mais de 100 milhdes de reais para a
instalagdo de uma unidade de producédo de SPC (POLO, 2012) com produgédo em
torno de 180.000 toneladas/ano. De forma geral, a maior parte da producgéo

brasileira de SPC hoje é destinada a aquicultura, para a alimentagéo de peixes de
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agua fria como o salmao, truta e bacalhau, e uma menor porgéo, para substituintes
lacteos na alimentacado de bezerros e leitbes em fase de desmame. A ADM iniciou
um projeto para trés unidades de produgao de proteina de soja, com previsao de
entrega em 2016. A primeira unidade de produgdo em Campo Grande devera iniciar
a operagao ja em 2015. O foco da industria, no entanto, sera a alimentagdo humana:
proteinas para serem utilizadas em produtos de panificadoras, hamburgueres,
biscoitos, barras nutricionais, pratos prontos, antibidticos fermentados, salsichas,
embutidos e nuggets, alimentos vegetarianos, cereais, salgadinhos, bebidas
nutricionais, molhos e sopas. (A CRITICA, 2014).

A Europa também conta hoje com unidades de produgdo de SPC,
sendo as principais unidades localizadas na Finlandia e na Sérvia. Na Finlandia, a
Finnprotein produz SPC para a aquicultura, e, em menor proporcdo, para a
alimentacao animal (FINNPROTEIN, 2014). Na Sérvia, a maior processadora de soja
€ a SojaProtein com uma planta de capacidade instalada anual equivalente a 70.000
toneladas. De 60 a 70% da produgcdo da empresa € destinada a alimentacgéo
humana, enquanto que o restante € comercializado para a alimentagdao animal e
aquicultura (SOJAPROTEIN, 2014). A empresa HamletProtein, com sede na
Dinamarca, também produz e comercializa SPC (HAMLETPROTEIN, 2014).

3.1.6 O Melago De Soja

O melago de soja (Figura 7) €& um subproduto da industria
processadora de soja. Trata-se de um xarope viscoso de coloragdo marrom,
resultado do processo de extragao alcodlica do farelo de soja, dessolventizagao e
concentragdo (CHAJUSS, 2004).

O melago de soja pode ter uma composig¢ao variavel (Tabela 3). Seus
principais constituintes sao acgucares (oligo, di e monossacarideos). A composi¢ao
do melago ira variar dependendo da variedade da soja, condigbes de crescimento,
localidade e ano da safra. Em menores quantidades podem estar presentes
saponinas, proteinas, lipidios, cinzas, isoflavonas e outros materiais organicos
(CHAJUSS, 2004).
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Figura 7 - Amostra de melago de soja

Fonte: Acervo Autor

Tabela 3 - Composigao do melago de soja.

Parametros Chajuss, 2004 Busato Junior, Analise

2009 Imcopa
Umidade (%) Nm 20-30 29,96
Solidos totais (%) Nm 70-80 70,04
Cinzas (%) 3-7 16-20 34,78
Glicose (%) 0,9-1,3 0,2-0,5 0,35
Frutose (%) 1,2-1,6 1,0-1,5 0,85
Galactose (%) Nm 2,6-3,0 1,54
Sacarose (%) 26 — 32 17-26 24,56
Rafinose (%) 4-5 9-10 6,58
Estaquiose (%) 23-26 17-19 13,07
Carboidratos totais (%) 58 — 65 54-60 46,97
Proteina (%) 5-7 Nm 6,97
Lipidios (%) 4-7 Nm 9,72

Fonte: Acervo Autor

Pelo alto teor de carboidratos, o melago pode ser aproveitado como
matéria-prima em processos fermentativos. Siqueira (2007) desenvolveu um
processo de produgao de etanol a partir do melago de soja produzido no processo
de obtencdo de Concentrado Proteico de Soja (SPC). O processo foi pioneiro na
aplicacdo do melago de soja como matéria-prima para a produgao de etanol,
iniciando suas pesquisas em 2006 com o apoio da FINEP. Além disso, a
pesquisadora desenvolveu um processo especial para a queima do melago, gerando
grande economia no processamento de Concentrado Proteico , tecnologia protegida
pela patente PI0900363-0 A2 (SIQUEIRA, 2010; BUSATO JUNIOR, 2009).

O melago de soja também pode ser purificado, como descrito na
patente US6913771 B2 (SEGLA e SHUSTER, 2002), para que o seu conteudo em
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oligossacarideos seja posteriormente aproveitado. O método descrito inclui a
remocao de fosfolipidios, substancias causadoras de cor e odor, proteinas e
minerais do melago. A remoc¢ao de fosfolipidios € realizada com uma mistura de
hexano e etanol 1:3 a 40- 50°C. Apds agitagdo, a mistura separa em duas fases,
sendo que os fosfolipidios sao recuperados na fase do hidrocarboneto. Para a
remogao dos demais constituintes, se utilizam resinas de troca ibnica (CEGLA et al..
2005).

De acordo com Chajuss (2004), o melago de soja encontra ainda
aplicagbes como ingrediente na alimentagdo animal, para ruminantes ou suinos.
Além disso, o melaco pode ser usado na fabricacdo de determinados tipos de paes,
como substrato para producao de acido latico, ou adesivo em madeira compensada.
Alguns elementos nutracéuticos presentes na soja podem ser encontrados no
melaco, como isoflavonas, que podem ser isoladas e/ou concentradas a partir dessa

matéria-prima.

3.2 LECITINA

Lecitina € o nome popular e comercial da mistura de ocorréncia natural
de fosfatideos, também denominados fosfolipidios ou fosfoglicerideos. A maior fonte
de lecitina € a soja, sendo esse um dos derivados de maior importancia na industria
de processamento do grao (SOYINFO CENTER, 2007).

A palavra “lecitina” é derivada do termo grego lekithos, que significa
gema de ovo. Em 1846, a lecitina foi isolada da gema de ovo, adquirindo 0 nome em
1850. O termo pode ser usado tanto para a mistura de fosfatideos como
ocasionalmente para o fosfatideo puro fosfatidilcolina (SOYINFO CENTER, 2007).

A Codex Alimentarius Commission da FAO/WHO classifica as lecitinas
(fosfatideos ou fosfolipidios) como aditivos alimentares, com aplicagdo como
antioxidantes e/ou emulsificantes, sob o numero INS 322(i). Segundo a ficha
disponibilizada pelo Codex, a lecitina € usualmente obtida a partir de sementes
oleaginosas como a soja, podendo ser também extraida de fontes animais.

A lecitina € uma mistura complexa de fosfatideos, entre os quais
fosfatidilcolina (denominada também lecitina pura), fosfatidilinositol (ou inositol
fosfatideo) e fosfatidiletanolamina (ou cephalin), combinados com outras substancias
como triglicerideos, acidos graxos e carboidratos. (CODEX, 1993; SOYINFO
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CENTER, 2007). A consisténcia da lecitina varia de plastica a fluida, e a cor de
amarelo claro a marrom. (CODEX, 1993). A lecitina natural tem cor marrom. A cor
pode ser atribuida a presenca de componentes coloridos como carotendides,
melandides e porfirinas, além de produtos resultantes de produtos das reagdes de
Maillard e Amadori que podem ocorrer no processamento. (NIEUWENHUYZEN E
TOMAS, 2008).

Nieuwenhuyzen e Tomas (2008) apresentam uma revisdo sobre
lecitinas de origem vegetal e fosfolipidios. Segundo os autores, as lecitinas vegetais
contém principalmente fosfofatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol, e
sdo obtidas comercialmente de sementes que contém dleo, tais como graos de soja,
sementes de girassol e sementes de colza. (NIEUWENHUYZEN E TOMAS, 2008).
As fontes mais concentradas de lecitina sdo a soja (1,48-3,08% de lecitina),
amendoim (1,11%), figado de vitela (0,85%), trigo (0,61%), aveia (0,65%), e ovos
(0,39%). A medula espinhal humana contém 6-10% de lecitina e o cérebro humano
4-6% de lecitina. Entre as substancias refinadas, as fontes de lecitina incluem
desidratado de gema de ovo, a gema de ovo natural, o germe de trigo, o 6leo de
soja e a gordura de manteiga. O 6leo de soja tem o maior teor de lecitina e
fosfatideo em comparacgéao a outros 6leos conhecidos. Fosfatideos de origem vegetal
nao contém colesterol. (SOYINFO CENTER, 2007). As estruturas moleculares dos
principais fosfolipidios presentes na lecitina sdo dadas na Figura 8.

O grupo de Beare-Rogers (1992) em trabalho colaborativo
interlaboratorial publicado junto a IUPAC determinou a composi¢céo de concentrados
de lecitina de soja comercialmnte disponiveis, em relacdo aos niveis de
fosfatidiletanolamina (9,45 - 15,80%), acido fosfatidico (4,68 - 12,58%),
fosfatidilinositol (7,67 — 12,43%) e fosfatidilcolina (9,33 — 19,01%), por cromatografia
liguida de alta eficiéncia. De acordo com szuhaj e Nieuwenhuyzen, (2003) as
lecitinas (comerciais) contém aproximadamente 20% de fosfatidilcolina, 12% de
fosfatidiletanolamina, 1,5% de fosfatidilserina, e fosfatidilinositol.

Os graos de soja sdao a fonte principal de lecitina vegetal
(NIEUWENHUYZEN E TOMAS, 2008; GUNSTONE, 2007). O mercado mundial para
lecitina comercial gira em torno de 150 a 170 mil toneladas, sendo um dos principais
emulsificantes alimenticios. A lecitina também pode ser obtida de girassol e colza.
Alguns paises europeus, tais como Hungria, Ucrania, Franga, e Argentina cultivam e

processam sementes de girassol para a produgao de o6leo, e consequentemente,
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lecitina de girassol. A lecitina de colza €& produzida em algumas plantas de
esmagamento canadenses e europeias. (NIEUWENHUYZEN E TOMAS, 2008)

Figura 8 - Estruturas dos principais fosfolipidios.
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As lecitinas sdo usadas como emulsificantes numa vasta gama de
alimentos, racéo, além de aplica¢des farmacéuticas e técnicas. (NIEUWENHUYZEN
E TOMAS, 2008). A lecitina é usada em produtos alimenticios tais como margarinas,
chocolate e panificagdo, como suplemento alimentar no ramo de saude e também no
ramo industrial (CROWN, 2013). Na industria, a lecitina encontra aplicagdes em
artigos téxteis e couros, cosméticos, tintas ceras, vernizes, revestimentos de
madeira e inseticidas, industria de plasticos e borracha, vidro e processamento,
papel e grafica, de alvenaria e asfalto, produtos de cerdmica, industria de petréleo,
processamento de metais, pesticidas, adesivos, téxteis e couros. (SOYINFO
CENTER, 2007). As lecitinas tém uma natureza anfipatica, com isso, apresentam
tendéncia a se posicionar no limite entre materiais imisciveis tais como 6leo e agua.

Dessa forma, elas servem a diversas fungdes que envolvem a modificacdo de

superficies:

. Emulsificantes: permite a mistura de substancias naturalmente imisciveis

. Solubilizagao: torna possivel dissolver 6leos em agua

. Suspenséo: permite, por exemplo, manter pigmentos dispersos em tintas

. Wetting/instantizing: permite que pds sejam dissolvidos em agua

. Lubrificacao e release..

. Controle de cristalizagcao: controla a cristalizacido de acucares em sistemas

com gorduras, como o chocolate.

. Complexante: tende a retardar a cristalizacdo do amido associada com o
endurecimento de produtos de panificagao

. Modificador de viscosidade

. Terapéutico e Antioxidante (SOYINFO CENTER, 2007).

Leonel (2008) estudou a lecitina de soja como tensoativo para a
formacao de microparticulas lipidicas. As microparticulas sdo formadas pela técnica
de microencapsulacéo, e tem a finalidade de proteger o conteudo das condi¢des
adversas do meio, como luz e umidade, além de mascarar propriedades
indesejaveis e promover uma liberagdo controlada do recheio. As particulas lipidicas
possuem varias vantagens quando utilizadas para esse fim: ndo sao toxicas, nao
utilizam solventes organicos, podem ser produzidas em larga escala, tém
possibilidade de aplicagdo farmacolégica por varias vias, entre outras. A adicdo de

lecitina comercial, um tensoativo bastante usado em microparticulas lipidicas,
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permite a incorporagao do conteudo a microparticula, que aumenta linearmente com
o0 aumento da concentragcdo de lecitina até um determinado ponto. Esse efeito é
atribuido a formacédo de micelas no meio da matriz lipidica. A tecnologia de
microencapsulagdo encontra aplicagbes nas areas: farmacéutica (producdo de
pilulas e comprimidos), de alimentos e nutrigdo (microencapsulagdao de Ooleos
essenciais para prevenir a oxidacado e a perda de substancias volateis, em aditivos
naturais e ingredientes como corantes, temperos, acidulantes, vitaminas e minerais)
e industrial (LEONEL, 2008). Os autores verificaram um efeito superior da lecitina de
soja em relagéo ao triestearato de sorbitana na microencapsulagao.

A lecitina comercial pode ser caracterizada quanto as propriedades
fisico-quimicas de acordo com os seguintes métodos:
a) Insoluveis em Acetona (A.l.):
Fosfolipidios sdo insoluveis em acetona, enquanto que triacilglicerideos e acidos
graxos livres ndo. Esse percentual € usado industrialmente para representar a
quantidade de fosfolipidios da lecitina comercial, muito embora o teor real de
fosfolipidios seja inferior ao obtido por essa metodologia. A determinagdo é
quantitativa pela precipitacdo do material em acetona e determinacdo do residuo.
Materiais livres de areia, farelo e outros residuos insoluveis devem ser utilizados.
b) indice de Acidez:
Corresponde ao numero de miligramas de hidroxido de potassio necessario para
neutralizar os acidos de um grama de material. Valores elevados desse indice
podem indicar degradacao devida ao processamento improprio ou sementes de ma
qualidade.
c) Material Insoluvel em Hexano:
Indica o nivel de residuos e impurezas do material, como farelo da extracdo. Esse
valor nao deve exceder 0,3%.
d) Valor de Peréxido:
Pela dissolucdo de uma por¢cao de amostra conhecida em uma solucdo de acido
acético e cloroférmio contendo iodeto de potassio e titulacdo com tiossulfato de
sodio e indicador de amido é possivel determinar esse valor, que representa a
oxidacao dos lipidios no material.
e) Umidade:
A umidade pode ser determinada pelo método de Karl-Fischer (ou estufa).

Usualmente o conteudo de agua nao ultrapassa 1%.
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f) Cor:

A cor do produto pode ser medida pela escala de Gardner, ou pelo método de
medi¢ao de cor com iodo.

g) Viscosidade:

A viscosidade pode ser determinada utilizando-se um viscosimetro Brookfield
Synchro-lectric a temperatura ambiente (25°C).

h) Acidos Graxos Livres:

Os acidos graxos livres sao determinados pela dissolugdo da porgéo soluvel em
acetona em éter de petrdleo e alcool etilico e titulagdo com fenolftaleina.

i) Metais Divalentes:

Determinados pelo método de Martell e Calvin, por dissolucdo em etanol aquoso e
EDTA. Apés adicao de solugao tampéao pH 10, ha titulagdo com sulfato de magnésio
até coloracao rosa.

j) indice de lodo:

Esse valor exprime o grau de insaturacdo de gorduras e Oleos. O teste identifica a
presenca de acido graxo insaturado. O iodo reage com as duplas ligagdes do acido
graxo insaturado (reagcdo de halogenacgao). Se houver dupla ligagdo, o iodo sera
consumido e a coloracao caracteristica da solucédo de iodo diminuira de intensidade.

k) Fésforo:

A determinacdo do total de fésforo € uma medida indireta do conteudo de
fosfolipidios. Diversos métodos sdao empregados: gravimétricos, colorimétricos,
titulométricos, por absorcdo/emissao atdbmica, fluorescéncia, e espectrometria
nuclear magnética.

1) Métodos Cromatograficos:

A cromatografia pode proporcionar informag¢des sobre a composi¢gao do material em
termos dos acidos graxos, fosfolipidios, niveis de tocoferol, pesticidas e outros
residuos (SZUHAJ, 1989)

3.21 Fosfolipidios

Os lipidios compdem um grupo amplo de compostos soluveis em
solventes organicos e pouco sollveis ou insoltveis em agua. Esteres de glicerol com
acidos graxos, que constituem 99% dos lipidios de plantas e animais, séo

tradicionalmente denominados 6leos e gorduras, distingdo baseada apenas no fato
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do material ser liquido ou sdlido a temperatura ambiente (LEONEL, 2008). A Figura

9 mostra a classificagao dos lipidios

Figura 9 - Classificagao dos Lipidios

Classe Subclasse Descricédo
Lipidios simples Acilglicerdis Glicerol + acidos graxos
Ceras Cadeia longa de alcool +

cadeia longa de acido graxo
Lipidios compostos Glicerofosfolipidios Glicerol + acido graxo + fosfato
+ outro grupo geralmente
contendo nitrogénio
Esfingomielinas Esfingosina + acido graxo +
fosfato + colina
Cerebrosidios Esfingosina + acido graxo +
acucar simples
Gangliosidios Esfingosina + acido graxo +
carboidrato complexo
Lipidios derivados Compostos que ndo se Carotendides, esterdides,
enquadram nas classificacbes vitaminas lipossoluveis
de simples nem compostos

Fonte: Leonel, 2008

Sackeheim e Lehman (2001) dividem os fosfolipidios em duas
categorias: fosfoglicerideos (ou glicerofosfolipidios, segundo Leonel, 2008) e
fosfoesfingosideos (ou esfingomielinas, segundo Leonel, 2008), dependendo do
alcool ser glicerol ou esfingosina.

Os ésteres sao os derivados de acidos carboxilicos mais importantes,
amplamente distribuidos na natureza e com diversas aplicacbes. Os ésteres sao
formados pela reacdo entre um acido carboxilico e um alcool, com a formagao de
um éster e agua, denominada reacgao de esterificacdo. Os ésteres sdo componentes
essenciais das células dos organismos vivos. Os fosfolipidios sdo substancias de
baixa polaridade que apresentam a funcdo éster; sdo derivados de acidos
carboxilicos e do acido fosférico. Nos fosfoglicerideos, o glicerol forma um éster com
dois acidos graxos adjacentes e uma unidade fosfato ligada a um substituinte
derivado de um alcool de baixo peso molecular. O palmitol-oleil-fosfatidil-colina € um
exemplo de um lipideo (lecitina) desse tipo (VOLLHARDT e SCHORE, 2004).

Como os fosfoglicerideos apresentam duas cadeias hidrofébicas

longas e um grupo polar (hidrofilico), ou seja, sdo moléculas anfipaticas, eles sao
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capazes de formar micelas em agua (VOLLHARDT e SCHORE, 2004; SACKHEIM e
LEHMAN, 2001), como pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 - Organizagao dos fosfolipidios: lipossoma, micela e membrana celular das células.
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Fonte: Miyazawa (2013)

Nas micelas, as cadeias de ésteres se agrupam no interior da molécula
(parte hidrofébica) enquanto as unidades fosfatos sao solvatadas pela agua (porgéo
hidrofilica). De forma alternativa, os fosfolipidios podem se agrupar formando
camadas, que tem importancia fundamental na formacdo das membranas celulares.
As bicamadas lipidicas sao relativamente estaveis (VOLLHARDT e SCHORE, 2004).

A Figura 11 mostra uma representagao da membrana celular.

Figura 11 - Representagcao da membrana celular.

Fluido extracelular

Proteina canal Carboidrato
(proteina transportadora) Cabega hidroflica
Proteina globular
@
0 0
4 i .
{ ' "a,
’...‘.u * / d
$

o
H
[

ﬂﬂﬂi’i){m‘l'\)‘.%)v}'}

?ic?r})agﬁ de
| '{k 4 osfolipidios
Ay
: []
Colesterol Proteina integral fosfolipidios

(proteina globular) ” oF
Glicolipidio L Proteina de superficie

Filamentos do Proteina alfa-hélice Cauda hidrofobica

Proteina periférica / i
citoesqueleto (proteina integral)

Citoplasma

Fonte: Miyazawa (2013)



45

Os fosfolipidios sdo importantes componentes da membrana celular
das células (Figura 11) (VOLLHARDT e SCHORE, 2004). As membranas celulares
sdo fundamentais para garantir a separagao do conteudo do interior das células do
meio externo, além de garantir o suporte estrutural para proteinas que transportam
ions e moléculas polares através da membrana. As membranas celulares compdem-
se de aproximadamente 45% de lipidios, sendo que os fosfolipidios encontram-se
ordenados em uma dupla camada segundo a teoria do mosaico fluido (SACKHEIM e
LEHMAN, 2001)

Os fosfolipidios podem ser administrados terapeuticamente na forma
de lecitinas. A administracdo de lecitinas por via oral ou injegdo com fins
terapéuticos € descrita ha algum tempo, seus efeitos benéficos para inumeras
patologias, incluindo tuberculose, diabetes e depressdao foram sugeridos em
dicionarios de Medicina datados de 1933. A lecitina se encontra largamente
disponivel como substancia nutracéutica para alimentacdo ou suplemento
farmacéutico. Os beneficios da suplementacdo nutricional com lecitina ainda sao
questionados, e os resultados dos estudos ocasionalmente sdo contraditorios. Seus
provaveis beneficios para a saude sao relacionados a presenca de fosfatidilcolina, a
principal fonte exdgena de colina, importante na formagdo do neurotransmissor
acetilcolina e componente das membranas celulares (SZUHAJ e
NIEUWENHUYZEN, 2003). Estudos também apontam para os beneficios
cardiovasculares e no controle do colesterol pela administragao de lecitina (SZUHAJ
e NIEUWENHUYZEN, 2003; HAWTHORNE e LEKIM, 1982)
3.2.1.1 Fosfatidilcolina (PC)

A fosfatidilcolina € o fosfolipidio de maior ocorréncia em plantas. Esse
fosfolipidio tem funcdes essenciais que variam desde a manutencao da estrutura da
célula, metabolismo de gorduras, memoria, sinalizagdo dos nervos, precursor de
neurotransmissores e saude do figado (FARR e PROCTOR, 2012).

Diversos estudos apontam a colina como essencial na alimentacao
humana. A colina é necessaria para o crescimento de células em cultura, além de
desempenhar importantes papéis bioldgicos, no metabolismo de grupos metil e
sinalizagao celular, e para o desenvolvimento fetal e de criancas. A colina é o
precursor da sintese do neurotransmissor acetilcolina. A deficiéncia desse composto
mesmo por poucas semanas, resulta em funcionamento anormal do figado. Os

niveis indicados de colina segundo o Conselho de alimentagao e nutricdo (Food and



46

Nutrition Board) sao 125mg/d para bebés até seis meses, até 550 mg/d para
mulheres em lactacdo e homens. Os fosfolipidios de colina, além de contribuirem
como fonte dessa molécula, também atuam diretamente, por exemplo, na
sinalizagao celular e na protegcado do figado contra danos causados pelo alcool ou
outras substancias. (SZUHAJ e NIEUWENHUYZEN, 2003).

A fosfatidilcolina proveniente de ovo ou soja é usada tanto em
formulagbes de drogas como em excipientes inertes, atoxicos e estaveis. A
demanda anual para a fosfatidilcolina girava em torno de 300 toneladas para cada
aplicagdo em 2003. A fosfatidilcolina também é consumida como suplemento
nutricional, em especial para atletas, apesar do seu modo de agao biolégico nao ser
completamente entendido. (SZUHAJ e NIEUWENHUYZEN, 2003).

A estrutura da L-alfa-fosfatidilcolina é apresentada na Figura 12. Sua
formula molecular € C42HgoNOgP quando extraida de ovo e CsoHggNOgP quando
extraida de soja. Seu numero CAS é 97281-44-2 (ovo) e 97281-47-5 (soja)
(GOSHENBIOTECH, 2013).

Figura 12 - Exemplo de estrutura para a fosfatidilcolina.
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Fonte: GoshenBiotech, 2013

3.2.1.2 Fosfatidilserina (PS)

A fosfatidilserina foi nomeada pelo Dr. Folch (Hospital of The
Rockefeler Institute for Medical Research), ao isolar e caracterizar esse fosfolipidio
do cérebro (FARR E PROCTOR, 2012). Tem sido bastante estudada quanto aos
seus efeitos terapéuticos, sendo encontrada na camada interna da membrana
plasmatica de praticamente todas as células do corpo. Sua externalizagdo é um
importante mecanismo de sinalizagao celular para patologias, e esse fosfolipidio
também atua na ativagcado de enzimas celulares. Estudos em animais indicam uma
acao benéfica da administragao desse fosfolipidio para a memaria e outras funcdes
cerebrais ocasionalmente associadas ao envelhecimento. Alguns produtos

comercialmente disponiveis afirmam haver beneficios como o decrescimento do
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nivel de hormdnios do estresse, sugerindo melhores performances para atletas, no
entanto, maiores estudos sao requeridos para comprovar tais afirmagdes (SZUHAJ e
NIEUWENHUYZEN, 2003).

3.2.1.3 Fosfatidilinositol (Pl)

O fosfatidilinositol apresenta uma estrutura diferente em relacdo aos
demais fosfolipidios, devido a presenga de um anel. Esse fosfolipidio tem grande
importancia na sinalizagcédo celular (FARR E PROCTOR, 2012). Além da sua tem
importancia na transmissdao de mensagens, o fosfatidilinositol, bem como seus
metabdlitos, tem importancia em alguns hormdnios, neurotransmissores, e fatores
de crescimento, desde a superficie celular até o interior da célula. Os mecanismos
de interacao envolvem recepcgao de sinais, fosforilacdes e alteracdes na estrutura do
fosfolipidio e transmiss&o de sinais para o interior da célula (SZUHAJ, 1989).

Fracgdes enriquecidas de PI, obtidas apdés sua separacdo com etanol
aquoso, sao frequentemente usadas como emulsificador de agua em 6éleo (w/0) na
industria de confeitos (WU e WANG, 2003).

3.2.1.4 Fosfatidiletalamida (PE)

A fosfatidiletanolamina é também denominada cefalina. Sua estrutura é
bastante similar a estrutura da fosfatidilcolina, com exceg¢do dos grupos metil. A
cefalina pode ser encontrada em todas as células vivas, sendo que nos seres
humanos esta mais presente no tecido nervoso. Em bactérias, esse € o principal
fosfolipidio encontrado (FARR E PROCTOR, 2012).

3.2.1.5 Acido Fosfatidico (PA)

O acido fosfatidico € um intermediario na sintese de glicerolipidios.
(Weselake, 2008). Dentre os fosfolipidios, o acido fosfatidico € o menos
compreendido no processamento de Oleos. Nao se sabe se esse fosfolipidio
apresenta alguma funcdo industrialmente aproveitavel. Ao contrario da
fosfatidilcolina, o acido fosfatidico ndo apresenta propriedades emulsificantes ou

beneficios significativos para a saude. Por outro lado, esse fosfolipidio € essencial
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como substrato na sintese enzimatica de outros fosfolipidios na célula, bem como de
triacilglicerdis (FARR E PROCTOR, 2012).

3.2.1.6 Fosfatidilglicerol (PG)

O fosfatidilglicerol € o principal componente das membranas
bacterianas. Esse fosfolipidio foi isolado em algas pela primeira vez por Benson e
Maruo. Esse fosfolipidio pode ser observado nas mais diversas fontes (membranas
de animais, plantas, ou bactérias), mas com concentragdes variadas. Uma das
importantes funcdes desse fosfolipidio € a distribuicao de surfactantes nos pulmdes
(FARR E PROCTOR, 2012).

3.3 PROCESSOS DE EXTRAGAO SOLIDO-LIQUIDO

A extracao solido-liquido pode ser definida como o uso de um solvente
para dissolver e remover uma fracao soluvel de um sélido insoluvel e permeavel
(OZER, 2012). A extracao soélido-liquido ou separagdao de solutos presentes no
solido por meio de solvente liquido é também denominada lixiviagdo. Nas industrias
de alimentos e materiais biolégicos, bem como nas industrias de processamento em
geral, esse processo € bastante comum: producéo de d6leos vegetais, extragdo com
agua de acucar de beterraba, obtengcdo de produtos farmacéuticos, remogao de
taninos, obtencado de minerais puros sao alguns exemplos. (GEANKOPOLIS, 2003).

Como um processo, a extragdo pode ser dividida em etapas (Figura
13). Na primeira, ha difusdo do solvente na particula sdlida, nos seus arredores, e
também nos seus poros, ou seja, o material € “molhado” com o solvente. Na
segunda etapa, ha dissolugao do soluto da particula sdlida no solvente. O extrato ira
dissolver no solvente somente enquanto a concentracdo da micela (extrato +
solvente) proxima ao soluto estiver abaixo da concentragdo de equilibrio. A terceira
etapa envolve a difusao do soluto dissolvido do interior da particula sélida até a
superficie desta, através dos poros. Por ultimo, ha a remog¢ao do soluto dissolvido da
superficie da particula para a micela (OZER, 2012; GEANKOPOLIS, 2003).

Em geral, a taxa de transferéncia do solvente para a superficie do
solido ndo é a etapa limitante do processo. A taxa de transferéncia do solvente no

interior do solido, no entanto, pode ser rapida ou lenta. A dissolugao do soluto no
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solvente pode ser puramente fisica ou pode envolver reagao quimica. A etapa
limitante do processo em geral é a passagem do soluto do interior do sdlido até a
micela (GEANKOPOLIS, 2003).

Figura 13 - Diagrama de Blocos do Processo de Extracao Sélido — Liquido

Difus&o do Soluto Difusé&o do Remoc&o do
solvente nos dissolve no soluto soluto para
arredoresda || solvente »| dissolvido do »| da superficie

particula sdlida interior da para a
particula até a micela
superficie

¢ -

Fonte: Ozer 2012.

A diferenca de concentragcao do extrato no interior da particula soélida e
da micela influencia na velocidade de extragdo, de acordo com a segunda lei de Fick
da taxa de difusdo (OZER, 2012). Em materiais de origem bioldgica (animais ou
vegetais), a difusdo de solutos do interior das células pode ser afetada de acordo
com a quantidade de células que permaneceram intactas apods etapas de
moagem/quebra. No caso da extragcdo de 6leo de soja, os graos sao previamente
quebrados para romper a parede celular e facilitar a agao do solvente. Em geral, ha
pouca resisténcia a passagem do soluto dissolvido da superficie do material para a
micela, por outro lado, a resisténcia a difusdo do soluto dissolvido no interior do
solido é apreciavelmente superior. Esse fato foi demonstrado para a extracdo de
Oleo de soja, uma vez que a agitagao do solvente nao produzia efeitos apreciaveis
na taxa de extracdo (GEANKOPOLIS, 2003).

O tamanho da particula também tem influéncia na velocidade de
extragao: particulas menores tém a vantagem de menores distancias para o extrato
percorrer, € maior area superficial. No entanto, sélidos muito finos podem resultar no
efeito indesejado do empacotamento, interrompendo o fluxo de solvente no entorno
das particulas, além de serem arrastados para a micela, necessitando de uma etapa
extra de filtracdo. Deve-se buscar o menor tamanho de particula possivel, sem

prejudicar o processo de extracado (OZER, 2012). Para que haja melhor extragao, é
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necessario que o material ndo apresente umidade excessiva, podendo haver
necessidade de secagem previamente a etapa de extragdo. (OZER, 2012).

Em relacdo ao solvente utilizado na extracdo, o ideal € buscar um
solvente que permita a maxima solubilizagdo dos solutos de interesse, sem que haja
a extragcao simultanea de outros componentes indesejados. Em muitos casos, o uso
de um unico solvente ndo permite a extragdo de todos os componentes desejados:
nesse caso sao utilizadas misturas de dois ou mais solventes. Frequentemente sao
usadas misturas de alcoois e agua e de solvente polares e ndo polares. A separagao
do material extraido também deve ser considerada na escolha do solvente
apropriado. Solventes apolares ndo sdo misciveis em agua, tornando a separagao
mecanica mais simples, por outro lado, solventes como etanol (em agua) irdo
requerer uma separacao térmica. Outros pontos de consideracdo sdo 0s riscos
ambientais, segurangca, e a Vviabilidade financeira (custo) da aplicagcdo de
determinados solventes (OZER, 2012).

A escolha do solvente para a extracdo deve levar em conta ainda a sua
volatilidade, auséncia de impurezas, natureza toxica ou reativa, capacidade de
formar duas fases com &gua (para posterior separacéo), poder de extragao,
transparéncia na regido UV para analises espectrofotométricas ou em HPLC e custo
no processo (BRUM, 2004).

Além das caracteristicas desejadas para o solvente, primariamente o
alto limite de saturacao e alta seletividade ao soluto que sera extraido, também é
importante considerar no processo de extracdo a temperatura e composicdo das
correntes de saida. A temperatura deve ser escolhida para o melhor balanco de
solubilidade, pressao de vapor do solvente, difusividade do soluto, seletividade do
solvente e sensibilidade do produto (GREEN e PERRY, 2008)

Para o processo de extracdo sodlido-liquido, podem ser usados
diferentes equipamentos, por exemplo, com movimentagdo do soélido (moving-bed
leaching), ou nao (fixed-bed leaching), ou por agitagdo continua das particulas
(agitated solid leaching). Na extragao de 6leos vegetais o primeiro tipo de extrator é
mais comum. Exemplos de extratores desse tipo sdo o extrator Bollman, o extrator
Hildebrand, (GEANKOPOLIS, 2003), e o extrator Rotocel (MCCABE et al.., 2005),
nos quais a extragao ocorre em contracorrente. Green e Perry (2008) ainda citam os

extratores Kennedy e Bonotto como possibilidades para a extragédo solido-liquido.
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3.3.1 Extracao De Lipideos

Os lipideos apresentam diferentes graus de hidrofobicidade, sendo
assim, é praticamente inviavel a utilizacdo de um unico solvente para a extracao dos
lipideos. Lipidios neutros estdo ligados covalentemente e podem ser extraidos com
solventes apolares, enquanto que lipideos polares requerem solventes polares
capazes de romper as ligacbes eletrostaticas e de pontes de hidrogénio. Lipidios
anfifilicos, como fosfolipidios, estdo fortemente associados a agua e proteinas.
(BRUM, 2004).

Quando é feita a extragao de 6leo de um material, se o conteudo de
Oleo é superior a 20% realiza-se uma pré-prensagem do material. Se o teor de 6leo
€ inferior a 20%, utiliza-se a extragao por solvente, diretamente. A extragcao de dleo
com solventes € um processo fisico, pois ndo ocorre reagao quimica. A escolha do
método de extracdo influencia de maneira significativa no resultado final,
dependendo do tipo de material (tecido) do qual se pretende extrair o dleo. A
metodologia escolhida para a extracdo da fragao lipidica (solvente, temperatura e
sistema) pode afetar tanto a quantidade extraida bem como a sua qualidade
oxidativa (BRUM et al. 2009).

O método de Soxhlet € usado em condi¢cdes de laboratdrio (analise) e
apresenta vantagens como: a amostra esta sempre em contato com o solvente,
havendo sua constante renovagao; a temperatura do sistema mantém-se relativa-
mente alta; € uma metodologia simples que nao requer treinamento especializado e
possibilita a extragdo de uma quantidade maior de 6leo em relacdo a outros
meétodos, sem a necessidade de filtracdo da micela apds o término da extracéo, pois
a amostra permanece envolta em um cartucho durante todo o procedimento. No
entanto, ele deve ser escolhido quando n&o é necessaria a utilizagao posterior do
extrato (BRUM et al. 2009).

Os métodos que utilizam a mistura binaria cloroférmio e metanol tém
como vantagem a capacidade de extrairem tanto os lipidios neutros quanto os
lipidios polares eficientemente. A mistura cloroférmio e metanol é bastante toxica,
mas eficiente na extracao de lipidios polares e apolares (BRUM et al. 2009).

Folch e colaboradores desenvolveram um método usando uma mistura
de cloroférmio e metanol, seguida pela adicdo de solugdo de cloreto de potassio,

visando uma melhor separagao das fases. Bligh & Dyer modificaram o método de
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Folch. Apesar destes métodos apresentarem desvantagens, como a toxidez dos
solventes e a indesejavel extracdo de contaminantes ndo lipidicos, ambos séao
largamente utilizados, tanto como propostos originalmente, quanto modificados. O
sistema proposto por Bligh & Dyer tem como vantagem a formagéo de um sistema
bifasico a partir das proporcdes de solventes adicionados durante o processo de
extracdo. A formacao desse sistema bifasico esta baseada na teoria do equilibrio
liquido-liquido dos componentes: cloroférmio, metanol e agua. Esse método é
recomendado quando se deseja utilizar o extrato apdés a extragdo (BRUM et al.
2009).

Brum (2004) utilizou quatro métodos de extragcao para a remogao de
lipidios de aveia em flocos e peito de frango: Soxhlet com n-hexano, Folch com
cloroféormio e metanol 2:1, Bligh & Dyer, com cloroférmio, metanol e agua 1:2:0,8, e
Hara e Radin, com n-hexano e isopropanol 3:2. Para a aveia em flocos, os métodos
Soxhlet e Bligh & Dyer apresentaram melhores rendimentos de lipidios totais (7,71 e
7,76% respectivamente). Para o peito de frango, Soxhlet, Folch e Bligh & Dyer
apresentaram rendimentos satisfatorios (1,56; 1,56; 1,65% respectivamente). No
entanto, o método de Soxhlet afetou negativamente a qualidade da fracao lipidica

das amostras.

3.3.2 Fosfolipidios Residuais Na Soja E Seus Derivados

Nas condi¢des industriais de processamento da soja, os fosfatideos
extraidos para o dleo sao aqueles que solubilizam em hexano, na temperatura de
processo, ou em solventes apolares similares. Os fosfatideos hidrataveis sao
aqueles que constituem a lecitina comercial, enquanto que permanecem no 6leo os
fosfatideos  n&o-hidrataveis, como inositideos, além de lisolecitinas,
acetalfosfatideos, fitoglicolipideos. Alguns fosfatideos nédo extraiveis com hexano
permanecem no farelo (NIELSEN, 1960).

A quantidade de lipidios residuais no farelo oscila entre 0,5 a 5% do
seu peso seco (HAYES et al., 1973), no entanto, esse valor pode ser ainda maior.
Se viavel econbmica e tecnicamente, seria desejavel a total remogédo desses
componentes, pois esses apresentam valor de mercado consideravel, além de terem
efeitos indesejados quando presentes farelo, para aplicagdo em alimentos,

relacionados a cor, sabor e estabilidade. (HAYES et al., 1973).
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Nielsen (1960) isolou fosfatideos do farelo de soja apds extragdo com
hexano (remogdo do 6leo), utilizando uma mistura de 80% de hexano e 20% de
alcool absoluto. Os fosfatideos extraidos foram fracionados e as seguintes
substancias foram encontradas: carboidratos com d-inositol na forma de metil éter,
chamado pinitol; substancias contendo nitrogénio, possivelmente resultado da
decomposicéo das proteinas; acido gliceroinositofosfatidico, além de acidos graxos
contendo fésforo, acido fosfatidico de alto peso molecular, e a mistura dos
glicerofosfatideos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina. Os
fosfatideos extraidos corresponderam a aproximadamente 0,5% em massa do gréao
de soja.

Para a extracao de lipidios residuais do farelo, Haynes (1973) sugere a
utilizagdo de um meio de extragdo contendo um solvente hidrocarboneto (hexano, n-
heptano, naftas, parafinas, e misturas) e um alcool monohidrico (metanol, etanol,
isopropanol, n-propanol, butanol, isobutanol, n-butanol e misturas desses). Os
melhores resultados sdo obtidos com etanol, e uma mistura aconselhavel é etanol:
hexano 3:8. A acdo do alcool melhora o desempenho do hidrocarboneto na
solubilizacdo dos lipidios residuais. Se a concentragcdo do alcool for muito baixa
(<10%) a eficiéncia de remocéo é reduzida, se for muito alta (>70%), havera uma
significativa remocdo de outros componentes, como aclcares. E desejavel que a
umidade da mistura (conteudo em agua) esteja entre 5 e 15%, nado ultrapassando
esse valor. No processo sugerido por Haynes (1973), o farelo obtido da extracéo
com hexano ndo passa pela etapa de dessolventizagao (proporgéo solvente: sélido
1:1 até 1:3) e recebe etanol até a propor¢cao adequada. Os autores sugerem na
sequéncia uma extracdo com etanol aquoso, e as duas micelas resultantes sao
separadas do sdlido e misturadas entre si, para entado separarem naturalmente por
gravidade em duas fases distintas. Na fase apolar sdo obtidos os lipidios, enquanto
que a fase polar reune os compostos soluveis em agua e etanol. A recuperagao
desses lipidios residuais do farelo, segundo os autores, varia de 1 a 3% em massa.

O diéxido de carbono supercritico (DCS) pode ser usado para remover
oleos de sementes (MONTANARI et al., 1999). Montanari et al. (1999) usaram essa
estratégia combinada em duas etapas com etanol para a extragao de fosfolipidios da
soja. Na primeira etapa, os flocos de soja foram extraidos com DCS, e na segunda
etapa, o farelo ja desengordurado foi submetido a nova extragdo com DCS e etanol,

resultando em uma fragao rica em fosfolipidios. Diversas condi¢cdes de pressao e
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temperatura foram estudadas, e os autores conseguiram extrair um total de 9,54 e
9,65 mg de fosfolipidios/g de material na primeira e na segunda etapas,
respectivamente.

Yao e Jung (2010) analisaram fosfolipidios presentes na soja e em
farelos. O processo de preparo da soja consistiu na moagem dos graos, seguida de
ajuste da umidade, processo de extruséao e extragdo aquosa. A extragcdo dos
fosfolipidios presentes tanto no farelo obtido pelo processo de extrusdo como no
convencional foi realizada com uma mistura cloroférmio: metanol 2:1. Em seguida,
os farelos sofreram lavagem de Folch com uma mistura de cloroférmio, metanol e
0,74% de uma solugédo aquosa de KCI (8:4:3 v/v/v). Os fosfolipidios extraidos foram
concentrados com uma mistura hexano: solugdo de etanol 87%, com repetidas
adicbes de etanol. A fase etandlica foi recolhida e cloroformio e EDTA foram
adicionados, para entdo a fase contendo cloroférmio ser dessolventizada e
analisada. Rendimentos de extracdo de d6leo entre 50 e 95% foram obtidos de
acordo com o material inicial e processo de extragao, sendo 0,09 a 0,75% do dleo
bruto correspondente a fosfolipidios, e de 6 a 37% no 6leo concentrado.

Lee et al.. (2010) utilizaram uma mistura cloroférmio: metanol 1:1 para
extracdo de lipidios da soja, sendo estes recuperados na fase organica. Os
fosfolipidios foram posteriormente analisados e separados pelo método validado
pelos autores. A média do total de fosfolipidios de 12 cultivares de soja foi 75,7
mg/kg.

Melton et al.. (1979) extrairam lipidios de farelo, concentrado e isolado
de soja, utilizando os métodos: extragdo Soxhlet com cloroférmio-metanol (1), com
etanol-benzeno (2), extragdo com cloroférmio-metanol (3) e extragdo com hexano-
etanol (4). O procedimento 2 extraiu mais lipidios do que o 1 para o isolado proteico
e para o farelo. O procedimento 4 foi o que extraiu menos lipidios para todos os
materiais. O percentual de lipidios em base seca para cada produto foi de 1,6 a
4,5% para o farelo, 0,9 a 1,4% para o concentrado e 0,3 a 1% para o isolado, sendo
obtidos teores variados para lecitinas, lipidios neutros e polares de acordo com cada

método e material utilizado.
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3.4 QUANTIFICAGAO DE LECITINA E DETERMINACAO DO PERFIL DE
FOSFOLIPIDIOS

Os métodos analiticos encontrados na literatura para quantificacdo de
fosfolipidios foram: cromatografia de camada delgada (CCD), cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao por ultravioleta (UV), espalhamento de luz
evaporativo (ELSD) e por acoplamento a espectrometria de massas (MS). Ha
registros também por espectroscopia de ressonancia nuclear magnética (RMN).
(YAO e JUNG, 2010)

Dos métodos por cromatografia liquida destacam-se aqueles aplicados
para quantificacdo de fosfolipidios em lecitina de soja. Melton (1992) desenvolveu
um método de quantificacido de fosfolipidios da lecitina por HPLC ELSD utilizando
um sistema com dois solventes para separagao em fase normal. Contudo o método
descrito ndo consegue a separagao entre o fosfatidilinositol (Pl) e acido fosfatidico
(PA), dois dos quatro fosfolipidios majoritarios presente na lecitina de soja.
Montanari et al. (1998) descreve um método em fase normal, com gradiente de
eluicdo para quantificagao dos fosfolipidios maijoritarios fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI) e acido fosfatidico (PA) por ELSD.

Ha registros também de métodos cromatograficos que utilizam
deteccdo por UV. Beare-Rogers et al. (1992) descrevem a separagdo e
quantificacdo dos fosfolipidios majoritarios da lecitina: fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (Pl) e acido fosfatidico (PA) por HPLC com
detecgao por ultravioleta a 206 nm. O método desenvolvido por Hurst e Martin
(1984) quantifica fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS)
e fosfatidil inositol (P1) por cromatografia em fase reversa com detecgao UV a 205
nm. Os autores nao citam o acido fosfatidico (PA). Contudo, métodos que utilizam a
deteccgao por ultravioleta em comprimentos de onda abaixo de 210 nm apresentam
algumas limitagdes: poucos solventes ndo absorvem nessa faixa de comprimento de
onda, pouca seletividade devido ao baixo comprimento de onda utilizado e alto limite
de quantificagdo. Os fosfolipidios apresentam baixa absortividade molar devido a
sua estrutura quimica, as poucas duplas ligagdes existentes nos grupos funcionais
carbonila, carboxila e aminoacido da molécula sdo responsaveis pela absor¢édo em
baixo comprimento de onda (JUNGALWALA et al.. 1976).
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Lee et al. (2010) recentemente utilizaram HPLC de fase reversa
acoplado a um espectrdbmetro de massa com ionizagdo por eletrospray para
identificacdo e quantificacdo de fosfolipidios, apontando as vantagens de alta
seletividade e possibilidade de utilizacdo de fluxos de até 1 mL/min, reduzindo o

tempo total de analise.

3.4.1 Validagao Analitica Por Cromatografia

A qualidade e a confiabilidade dos ensaios realizados pelas industrias e
laboratérios de analise sao de extrema importancia e muito exigidas pelas agéncias
reguladoras. Resultados analiticos impréprios, em sua maioria, acabam gerando
decisbes errbneas, prejuizos financeiros e danos ao consumidor. Com o objetivo de
garantir resultados confiaveis, um método que é desenvolvido deve ser avaliado,
essa avaliagao é denominada validagao analitica (RIBANI et al., 2004).

A validagdo de um método analitico tem como propdsito garantir
através de métodos experimentais que os resultados obtidos sejam confiaveis
(ANVISA, 2003). Todos os métodos desenvolvidos, modificados, fora do escopo que
foi concebido devem ser validados. Os métodos considerados oficiais ou
normalizados como ISO, Farmacopeicos, AOCS etc, ndao necessitam de validacéo,
desde que nao sejam modificados. Os parametros analiticos avaliados para ensaios
quantitativos de compostos maijoritarios sao: seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, precisdo, exatiddo e robustez (ANVISA, 2003, ICH, 2005, INMETRO,
2011).

3.4.1.1 Seletividade

E a capacidade que um método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de
degradacgao e componentes da matriz (ANVISA, 2003, ICH, 2005)

Este parametro em cromatografia pode ser avaliado pela comparacéao
dos resultados obtidos com aqueles somente do analito e entre os do analito com
matriz e impurezas, demonstrando que o resultado n&o altera a resposta do detector
na presenga dos mesmos (ANVISA, 2003, ICH, 2005), apresentando todos os

interferentes bem resolvidos em relagdo ao analito e as impurezas (CDER, 1994).
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O método de adicido padrao é utilizado quando ndo é possivel obter a
matriz isenta da substancia de interesse. Desse modo, compara-se a curva analitica
com adigcdo da substancia de interesse na amostra com a curva analitica sem a
presenca da matriz, caso apresentem um coeficiente angular proximo, ha um
indicativo de que os componentes da matriz ndo interferem na quantificacdo dos
analitos, portanto o método é seletivo (RIBANI et al., 2004).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um
método analitico, devendo ser reavaliada constantemente. Caso a seletividade do
método n&o seja assegurada, os demais parametros de validagdo ficam
comprometidos (RIBANI et al., 2004, INMETRO, 2011).

3.4.1.2 Linearidade e Faixa de Trabalho

Linearidade é a capacidade de um método analitico de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003, ICH, 2005).

A determinagdao da linearidade ¢é feita através de uma analise
estatistica da curva de calibracdo do analito, realizada com, no minimo, cinco
concentracdes diferentes e em ftriplicata. Os parametros analisados da curva de
calibragdo sdo o coeficiente de correlagao, interseccdo com o eixo y, coeficiente
angular (ICH, 2005, SHABIR, 2003). O coeficiente de correlacdo fornece uma
estimativa da qualidade da curva, quanto mais proximo do valor um, menor é a
dispersdo dos resultados e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados (RIBANI et al., 2004). Os critérios minimos aceitos pela ANVISA sao de

um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99.

3.4.1.3 Exatiddo e Recuperagcao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo a um valor aceito como verdadeiro
(ANVISA, 2003, ICH, 2005).

O ICH (The International Conference on Harmonisation) e a ANVISA
(Agencia Nacional de vigilancia Sanitaria) estabelecem que um minimo de nove

determinagdes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracao
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deve ser obedecido. Todas essas concentracdes devem estar dentro do intervalo do
método, sendo que para determinagcdo da exatiddo € preciso primeiramente
determinar a seletividade e a linearidade do método (ANVISA, 2003, FDA, 2000,
ICH, 2005).

A exatidao deve ser expressa como o percentual de analito recuperado
no ensaio, em relagdo ao valor aceito como verdadeiro que corresponde a 100%
(ICH, 2005). Nao ha uma faixa de valor de recuperagao aceitavel definida, tudo
depende da matriz a ser trabalhada e a concentragcao dos analitos, mas quanto mais
préximo de 100%, mais exato € o método. O FDA recomenda uma recuperagao,
para farmacos, em torno de +* 2% do valor real para matéria-prima, nas trés
concentragdes testadas dentro do intervalo linear do método (SHABIR, 2003). A
ANVISA, para ensaios bioanaliticos recomenda uma recuperacao de + 15 % do valor

nominal. Porém e ICH e INMETRO nao definem valores de recuperagao.

3.4.1.4 Preciséao

A precisdo consiste na avaliacdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra (ANVISA, 2003, ICH, 2005). Pode ser considerada em trés niveis:
repetibilidade ou repetitividade (precisdo intra-corrida), precisdo intermediaria
(precisé@o inter-corrida) e reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial) (INMETRO,
2011).

3.4.1.5 Repetibilidade ou Repetitividade (precisao intra-corrida)

A repetibilidade é o termo utilizado pela ANVISA, o INMETRO utiliza o
termo repetitividade, os dois termos referem-se ao grau de concordancia entre os
resultados de medicbes sucessivas, pelo mesmo analista dentro de um curto
periodo de tempo, com a mesma instrumentacdo e método. A repetibilidade pode
ser verificada pela avaliacdo do desvio padrao relativo ou coeficiente de variacao, de
um minimo de nove determinagdes em trés niveis de concentragdes (alta, média e
baixa), de acordo com o intervalo especificado, ou num minimo de seis
determinagdes para uma unica concentragao teste (ANVISA, 2003, ICH, 2005). Esse

ensaio também nao ha um valor maximo aceitavel definido, vai depender da matriz e
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concentracdo do analito, contudo quanto menor for a dispersédo dos resultados mais
preciso € o método. A ANVISA, para ensaios bioanaliticos recomenda um desvio

padrao relativo abaixo de 15 %. Porém e ICH e INMETRO nao definem valores.

3.4.1.6 Precisdo intermediaria (precisdo intercorrida)

A precisdo intermediaria € a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas ou equipamentos
diferentes. Recomenda-se um minimo de dois dias diferentes, com analistas ou
equipamentos diferentes (ANVISA, 2003, ICH, 2005). O calculo da preciséo
intermediaria é feito também através do desvio padrdo relativo. A precisédo
intermediaria tem maior representatividade na variabilidade dos resultados do
método em comparacao a repetibilidade (RIBANI et al., 2004, INMETRO, 2011).

3.4.1.7 Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial)

A reprodutibilidade é a concordancia entre os resultados obtidos em
laboratdrios diferentes. Refere-se aos resultados de colaboragao entre laboratorios e
deve ser considerada em situagbes como a padronizacdo de procedimentos
analiticos a serem incluidos em métodos oficiais (ANVISA, 2003,ICH, 2005).

3.4.1.8 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta em
face de pequenas variagdes, quando nao é afetada por uma modificacdo pequena e
deliberada em seus parametros, indicando sua confianga (ANVISA, 2003, ICH,
2005).

A ANVISA recomenda alguns fatores que devem ser variados para
cromatografia liquida: variagdo do pH da fase movel, variagdo da composi¢cao da
fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de colunas, e variacdes na temperatura e
fluxo da fase moével. Porém, ndo determina quanto cada fator citado pode ser
variado, mas que essa variagdo nao € significativa para influenciar na corrida

analitica e a quantificacao.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

41 ANALISES — METODOLOGIAS ANALITICAS EXISTENTES

41.1 Proteina

As analises de proteina bruta foram realizadas pelo método Kjeldahl,
conforme descrito no método Bc 4-91 da American Oil Chemist’s Society (AOCS,
2004). Nesse método, a amostra é submetida a um processo de digestdo com acido
sulfarico concentrado na presenca de um catalisador, apés o qual se forma sulfato
de amoénio. O material é entdo destilado com base para converter o sal de amdnio
em amonia, que é borbulhada em um frasco no qual ha sua dissolugao e conversao

no ion novamente. Por ultimo, é realizada uma titulagao do frasco contendo os ions.

4.1.2 Umidade

A andlise de umidade do farelo de soja desengordurado foi realizada
em estufa pela perda de massa a temperatura de 130°C por trés horas, conforme
descrito na monografia Ac 2-41 da American Oil Chemist’s Society (AOCS, 2004).
Para analise de umidade do melago de soja foi utilizada a mesma metodologia,
porém a temperatura de 105°C overnight foi utilizada uma vez que em maiores
temperaturas ha a queima da superficie do material e a secagem da parte inferior é
prejudicada. A umidade da lecitina acabada foi determinada por Karl Fisher (AOCS
método Ja 2b-87), no qual é feita a titulagdo com o reagente de Fisher, que reage

quantitativamente com a agua.

41.3 Lipidios

A analise de lipidios das amostras foi realizada por extracido etérea sob
aquecimento por 3 horas conforme descrito na monografia Ba 3-38 da American Oil
Chemist’s Society (AOCS). De acordo com esse procedimento, a amostra foi moida,
envolta em papel de filtro e extraida em equipamento adequado com éter de

petroleo.
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4.1.4 indice De Peréxido

O indice de peroxido foi determinado em amostras de lecitina conforme
o método AOCS Ja 8-87. A metodologia determina todas as substancias que oxidam
iodeto de potassio nas condicbes do teste. Em resumo, uma porcao de teste de
aproximadamente 5 gramas € misturada a uma solugdo de acido acético e
cloroférmio, homogeneizada e em seguida se adiciona o iodeto de potassio. A
solucao ¢é titulada com tiossulfato de sédio e solugdo indicadora de amido. O

resultado é expresso em meq de peréxido por 1000 g de amostra.

4.1.5 Viscosidade

A viscosidade da lecitina foi determinada a 25°C pelo método AOCS Ja
10-87. A amostra foi aquecida levemente e sua viscosidade foi determinada em

centipoise com auxilio de viscosimetro Brookfield Syncho-Lectric.

4.1.6 indice de acidez

Os indices de acidez das amostras de lecitina foram determinados pelo
método AOCS Ja 6-55. Esse indice corresponde a quantidade de hidréxido de
potassio em mg necessario para neutralizar os acidos de 1g de amostra. Para a
realizacdo do método, 2g de amostra foram dissolvidos em 50mL de éter de
petréleo, e em seguida se adicionou 50 mL de alcool neutro e 4 gotas de indicador.

A mistura foi titulada com hidréxido de sédio.

4.1.7 Insoliveis Em Acetona

O valor dos insoluveis em acetona das amostras de lecitina foi
determinados pelo método AOCS Ja 4-46. O método determina a matéria insoluvel
em acetona da amostra, no caso da lecitina, representa principalmente fosfatidios.
Em resumo, para a realizacdo do procedimento a amostra foi levemente aquecida,
misturada com acetona, homogeneizada, resfriada e centrifugada sucessivas vezes
até resultar em um precipitado “limpo”, que foi seco em estufa de circulacédo de ar e

teve sua massa determinada.
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4.1.8 Impurezas Na Lecitina

As impurezas na lecitina foram determinadas pelo valor dos insoluveis
em hexano de acordo com o método AOCS Ja 3-87. De forma resumida, a amostra
foi homogeneizada, misturada com hexano e filtrada. O material residual do filtro foi
em seguida seco em estufa de circulagdo de ar forcado e teve sua massa

determinada.

4.1.9 Sensoriais

Foram realizadas analises de cor Gardner nas amostras de lecitina
(conforme ASTM D — 1544). A cor foi determinada por comparagéo da amostra sem
diluicdo com padrdées por no minimo dois analistas treinados, que apontaram os
valores de cor mais proximos da escala. O valor final foi determinado pela média dos
valores estipulados pelos analistas.

Amostras de lecitina foram submetidas a analises sensoriais (aroma,

odor e cor) pela empresa CP- Lorrach.

4.1.10 Microbiolégicas

As amostras de lecitina foram submetidas a analises microbioldgicas
para deteccdo de: Coliformes fecais, totais e Escherichia coli (AOAC 991.14),
Bolores e Leveduras (AOAC 997.02), contagem total de bactérias mesodfilas (AOAC
990.12), Salmonella sp. (ISO 6579 Microbiology of food and animal feeding stuffs -
Horizontal method for the detection of Salmonella spp.), e Enterobacteriaceae
(APHA American Public Health Association; Manual de métodos de Analise
Microbiolégica de alimentos e agua).

Em resumo, no método para coliformes, uma amostra diluida
adequadamente (1 mL) foi adicionada no centro de uma placa de cultivo contendo
meio adequado, espalhada por pressdo com um filme plastico (placa Petrifim™ E.
coli/Coliform Count plate) e incubada por 24h (48h para E. coli) a 35°C. Apéds a
incubacdo, as colonias foram contadas (vermelhas correspondem a coliformes e
azuis a E. coli). Para o método de contagem de bactérias mesdfilas foi utilizada a

placa Petrifilm™ Aerobic count plate, incubagdo por 48h e 35°C. Para o método de
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bolores e leveduras, foram utilizadas placas Petrifilm™ yeast and mold count plates
nas quais ha a presenca de nutrientes e antibidticos. Para esse ensaio, foi
empegada temperatura de incubacgéo entre 20 e 25°C por cinco dias. No método ISO
para deteccao de Salmonella, sdo realizadas cinco etapas com quatro incubacoes. A
amostra € homogeneizada com agua peptonada tamponada, e em seguida ocorre a
primeira incubacdo (pré-enriquecimento, a 36°C) e a segunda incubacgao
(enriquecimento seletivo). Na terceira incubagcdo é feito o plagueamento e

diferenciagao e por ultimo, sao feitas provas bioquimicas nas colbénias suspeitas.

4.1.11 Acucares

As analises de acucares foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgao por indice de refragdo, o modelo usado foi da Agilent
Technologies 1200 e software Chemstation. A coluna usada foi coluna Supelcogel
Ca 300 x 7,8 mm com pré-coluna Supelcoguard CA 50 x 4,6 mm da Supelco. A fase
movel foi agua ultra pura. As condi¢gdes cromatograficas empregadas foram: volume
de injecao de 5 L, fluxo da fase mével 0.3 mL/min, temperatura do forno de coluna

80°C, tempo de corrida de 35 minutos

42 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
DETERMINAGAO DE FOSFOLIPIDIOS

Este topico €, de fato, um resultado deste trabalho. Optou-se, contudo,
por descrever neste capitulo os materiais, equipamentos e procedimentos
experimentais utilizados na execugao deste estudo, e apenas os resultados
principais que permitem discussao no Capitulo 5 - Resultados e Discussao.

Os teores de fosfolipidios das amostras de extracéo tanto de soja como
de farelos de soja desengordurados (4.2 a 4.3.1) e da lecitina acabada (4.3.2) foram
determinados por uma metodologia desenvolvida e validada em lecitina conforme é

descrito a seguir (4.2.1).
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4.2.1 Validagdo de método cromatografico de perfil de fosfolipidios em

lecitina.

Os materiais utilizados no estabelecimento da metodologia para
determinagado cromatografica de fosfolipidios foram provetas de 100, 250, 500 e
1000 mL; baldes volumétricos calibrados de 5 mL; seringas de 5mL, filtros de
seringa PVDF de 0,22 ym de poro, pipetas automaticas com suas ponteiras
respectivas, vials de 1,5 mL com septo e lacre de aluminio, inserts de 250 L e tubo
falcon de 50 mL. Os reagentes e padrdes utilizados foram: Isopropanol grau HPLC
(J.T Baker), n-Hexano 95 % grau HPLC (MALLINCKR); Agua ultrapura, Acido
acético glacial (Merck), Trietilamina (J.T Baker). Os padrdes de referéncia PC
(95,0%), PE (99,0%), Pl (99,0%), PA (99,0%), PS (99,0%), e PG (99,0%) foram
obtidos da Avantis polar lipids. A mistura de padrdes de fosfolipidios foi fornecida
pela Supelco. Utilizou-se uma lecitina fluida convencional no processo de validacao
do método de determinacio de fosfolipidios, uma vez que é necessaria a validagao
em uma matriz real (e ndo somente em uma mistura de padrdes) para a avaliagéao
do método frente a presencga de possiveis interferentes.

Os equipamentos usados nos ensaios de validagdo foram:
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) Agilent, modelo 1200 series com
detector Agilent 1260 Infinity ELSD, vortex (biomixer) e balanga analitica
(Bioprecisa).

Os teores de fosfolipidios foram quantificados por cromatografia liquida
em fase normal com detecgao de espalhamento de luz evaporativo. Foi usada uma
coluna de silica modelo Varian Pursuit XRS Si 100 x 4,6 mm, 3.0 um, com uma
temperatura de forno de 40 °C. A fase movel usada foi uma mistura de solventes
organicos divididos em dois grupos. A fase movel A: n- hexano, 2-propanol, acido
acético glacial, trietilamina (820/165/10/0,8 v/viviv) e a fase B composta por 2-
propanol, agua ultrapurificada, acido acético glacial, trietilamina (845/140/1,0/0,8
viviviv). A eluicao da fase moével foi de forma gradiente, conforme descrito na Tabela
4. Os parametros do detector de espalhamento de luz foram: temperatura de 50 °C,
com uma pressao de nitrogénio de 3,5 bar, ganho de 2 e filtro de 8s. O volume de
injecao da amostra foi de 10 uL.

O preparo dos padrbes nas concentragdes desejadas foi feito através

de diluicado direta com n-hexano como diluente. A lecitina foi preparada da seguinte
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forma: cerca de 500 mg de lecitina foram pesados num tubo de 50 mL, diluidos em
10 mL de n-hexano grau HPLC, agitados em vortex por 5 min e filtrados em filtro de
PVDF (0,22 ym) antes da injecao.

Tabela 4 - Gradiente de eluigao do método.

Tempo (min) %A %B Fluxo (mL/min)
0,00 98 2 0,4
2,00 98 2 0,4
25,00 78 22 0,4
40,00 10 90 0,4
50,00 98 2 0,4

Para comprovacao da confiabilidade do método desenvolvido houve a
necessidade de execucgao dos testes de seletividade, linearidade, precisdo, exatidao
e robustez.

A seletividade foi avaliada pelo método de adigao de padrdo, uma vez
gue nao ha possibilidade de se obter amostras de lecitina (matriz) isenta dos analitos
de interesse (fosfolipidios). O método da adicdo do padrdo consiste em um
comparativo entre duas curvas analiticas, sendo uma obtida através de solucdes
padrao, e outra obtida através de uma matriz fortificada com padrdes analiticos. As
curvas analiticas foram feitas em ftriplicata, contemplando trés niveis de
concentragado para cada fosfolipidio: PA (0,7; 2,0 e 4,0 mg/mL), PC (0,9; 2,7 e 5,8
mg/mL), PE (0,9; 1,8 e 4,0 mg/mL) e PI (0,5; 1,2; 3,0 mg/mL). As solugbes padrbes
foram injetadas no cromatégrafo liquido e as areas correspondentes de cada
composto, em cada nivel de concentragao, registradas e submetidas a analise de
regressao linear. Em seguida, 50 yL de uma matriz de lecitina (diluida 1:40 g/v)
foram adicionados a um vial de 250 yL sendo esta matriz fortificada nos mesmos
niveis de concentracdo das solucdes padrao. O procedimento foi realizado em
triplicata. As amostras fortificadas foram injetadas no cromatégrafo sendo as areas
obtidas registradas e submetidas a analise de regressao linear. Foram calculados os
valores médios, desvio padrao e desvio padrao relativo para as duas curvas.

A linearidade foi determinada através do método da padronizacao
externa, no minimo, cinco niveis de concentragao contemplando uma faixa 0.25 a
7.5 mg/mL dependendo da proporgéo de cada fosfolipidios na amostra. Os niveis de
concentragao avaliados para o PE (0.5 a 7.5 mg/mL), PA (0.25 a 7.5 mg/mL), PS
(0.25 a 3.5 mg/mL), PG (0.25 a 3.0 mg/mL), Pl (0.5 a 7.5 mg/mL), PC (0.5 a 7.5
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mg/mL). Para a realizagdo deste ensaio, uma triplicata de solugbes de trabalho foi
diluida em n- hexano para obtencdo de cada ponto da curva de calibragdo. As
amostras foram filtradas em filtro de PVDF (0,22 um), as areas obtidas com os
diferentes analitos em diferentes niveis de concentracido submetidas a analise de
regressao linear.

A repetibilidade foi determinada utilizando solugcbes padrées de
trabalho preparadas em trés niveis de concentracéo para o PE (0,79; 1,01; e 1,26
mg/mL), PA (0,92; 3,63 e 6,15 mg/mL), PI (0,70; 3,5 e 6,0 mg/mL) para o PC (0,77,
3,80 e 6,77 mg/mL). As amostras foram preparadas em triplicata, em um periodo
curto de tempo, no mesmo dia pelo mesmo analista. As inje¢cdes foram realizadas
em um mesmo equipamento em condi¢des idénticas de uso. Os resultados foram
avaliados pelo calculo do desvio padrao relativo (DPR), a fim de se verificar a
dispersao dos resultados obtidos entre as duas corridas analiticas. Além do DPR foi
calculado o limite de repetibilidade para um intervalo de confianga de 95%, que, para

um minimo de seis amostras, pode ser feito utilizando a seguinte formula:

r=28x8$S Equacgéao 2

Na qual “S” representa o desvio padrao das amostras e “r’ o limite de
repetibilidade.

A precisao intermediaria foi determinada por um segundo analista, nos
mesmos niveis de concentragao da repetibilidade, porém dois dias apds este ensaio.
O mesmo tratamento matematico da repetibilidade foi utilizado na comparagao entre
os resultados obtidos pelos dois analistas.

A reprodutibilidade n&o € um teste necessario para essa finalidade.

A exatidao foi realizada através do método da adi¢cao do padrdo. Este
ensaio consistiu na determinagdo da percentagem de erro relativo entre a
concentracdo tedrica e a concentragao experimental dos analitos. Para a obtencao
da concentracdo tedrica, solugdes de trabalho foram preparadas em ftriplicata de
modo a se obter trés niveis distintos de concentragao para o PC (0,54; 2,85 e 5,30
mg/mL), para Pl (0,50; 3,0 e 5,7 mg/mL) para o PA (0,79; 2,35 e 4,10 mg/mL) e para
PE (0,86; 1,93, e 3,09 mg/mL). Essas solu¢des foram injetadas no Cromatografo
Liquido, sendo os teores obtidos de cada composto, em cada nivel de concentracéo,

considerados como teéricos.
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Para a obtencédo da concentracido experimental, inicialmente a lecitina
foi diluida 1:40 m/v em n-hexano, agitado em vortex por 5 min. O procedimento foi
executado em triplicada sendo as amostras filtradas e injetadas no Cromatégrafo
Liquido. Os teores correspondentes de cada fosfolipidio metabdlito na matriz diluida
foram registrados. Em seguida, os fosfolipidios metabdlitos foram misturados a
matriz junto com solugdes padrdo, de modo a fortificar a matriz com os mesmos
niveis da concentragao tedrica do ensaio. A concentracdo experimental dos analitos
foi calculada subtraindo os teores encontrados nas amostras fortificadas, daqueles
obtidos nas amostras sem fortificacao.

Ao final do experimento, a percentagem de recuperagao (exatidao) foi

calculada através da equacéo:

Recuperacgao (%) = Concentracido experimental X 100 Equacgéo 3

Concentragao teodrica

Para avaliar o parametro de robustez, uma sextuplicata de amostra foi

preparada e injetada nas seguintes condigoes:

. Condicdes nominais do método;

. Com aumento no fluxo de 0,4 para 0,42 mL/min;

. Com reducéo no fluxo de 0,4 para 0,38 mL/min;

. Com aumento na temperatura de forno de 40 para 45 °C;
. Com reducéao na temperatura de forno de 40 para 35 °C;
. Com aumento na proporgao de Fase B (3%);

. Com redugéao na proporgao de Fase B (1%).

Ao final dos ensaios os resultados obtidos com o método nominal
foram por fim comparadas com os resultados obtidos com o método modificado.
Para verificar se ha diferenca significativa entre as condi¢des testadas foi realizado o
Teste T de Student, para amostras de tamanhos e varidncias iguais, com nivel de
confianca de 95%, teste bicaudal e grau de liberdade igual a 6. O valor critico
encontrado na tabela para essa condicao foi 2,969. Portanto, podemos afirmar com
95 % de confianga que valores encontrados para t-stundent sao significativamente
iguais, ou seja, as alteragdes do método ndo provocam mudangas no resultado. Por
outro lado, valores fora dessa faixa, tanto acima como abaixo, indicam que a

mudanca avaliada no método apresenta alteragao significativa.



68

4.2.2 Estudo de quantificagao de fosfolipidios em matrizes sélidas

A quantificagdo de fosfolipideos em matrizes sodlidas requer
inicialmente a extracdo destes. Para se avaliar o melhor sistema de extracao para o
preparo de amostras destinadas a andlise cromatografica, foram testados trés
sistemas de extracdo. Compararam-se os rendimentos de extracdo obtidos com
extragcdo por hexano, com a mistura hexano: etanol (4:1 v/v) e utilizando o método
descrito por Bligh & Dyer (BLIGH & DYER, 1959; B&D), no qual se emprega solugao
aquosa de cloroférmio e metanol. Os resultados das extragdbes com a mistura
hexano: etanol e B&D foram comparados com a extragdo com hexano apenas, por
ser esse o0 solvente utilizado no processo industrial. A escolha dos métodos para
preparo de amostras de quantificacdo de fosfolipidios baseou-se na literatura
disponivel (revisada em 3.2.4).

O teste foi realizado com amostras de farelo de soja desengordurado e
soja inteira, ambas obtidas em uma processadora de soja . Ambas as amostras
foram moidas em moinho de facas, analisadas quanto ao teor de umidade e
extraidas. As extragdes com hexano e hexano: etanol foram realizadas por 24 horas
em equipamento Soxhlet (Figura 14). No processo de extracdo em Soxhlet, a
amostra solida é acondicionada em papel de filtro qualitativo e colocada no interior
da camara de extracdo. Os solventes sao colocados no baldo, e, no processo de
ebulicdo, o vapor sobe até a camara de extracdo, condensa no condensador e
enche a cdmara de extracao, até o ponto em que o solvente contendo o extrato
escorre pelo braco lateral voltando para o baldo. O processo repete
sequencialmente durante todo o tempo de extracdo. A extragado pelo método Bligh &
Dyer (1959) foi realizada conforme o procedimento descrito pelos autores, e
ilustrado na Figura 15.

Todos os extratos obtidos foram analisados em relacdo ao teor de
fosfolipidios conforme o método definido no estudo efetuado segundo metodologia
descrita em 4.2, avaliando-se também alteragdes nos perfis de fosfolipidios obtidos
em cada método estudado. O teor de fosfolipidios do farelo seco foi calculado

conforme equacao 4.
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Rendimento de extragdo (%) = Mextrato X PLextrato Equacgéao 4
IVlfarelo amido X (1 OO'U)

Figura 14 - Esquema representativo da extragao em Soxhlet

«— condensador

Camara de extracéo

(contém a amostra sélida)

Balao de ebulicao

(contém o solvente de extragao)

Na Eq.4 Mexrato € @ quantidade de extrato obtida, livre de umidade, em
gramas; Plexrato € 0 teor de fosfolipidios quantificados no extrato seco, em
porcentagem massa/massa; Mzarelo umido € @ Mmassa de farelo colocada no extrator, em
gramas; e U é a umidade do farelo colocado no extrator, em porcentagem

massa/massa.
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Figura 15 - Fluxograma da extragao com o método Bligh & Dyer (1959).
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v

Decantacao em funil de

separagao
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4.3 TESTES LABORATORIAIS

Trés testes em escala de laboratério foram planejados para avaliar a
extracao de fosfolipidios remanescentes no farelo de soja apds extracdo do 6leo
bruto da soja com hexano. O primeiro experimento foi conduzido para avaliar a
eficiéncia de extracdo de quatro diferentes sistemas de solventes: hexano, hexano:
etanol, etanol aquoso e cloroférmio: metanol (4.3.1), comparando-se os sistemas de

solventes quanto ao rendimento, pureza do extrato obtido e perfil de fosfolipidios.
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Com o intuito de verificar se a concentragao do sistema de solventes
selecionada no primeiro teste era a mais adequada (75% v/v etanol aquoso), e
visando uma recuperacao industrial e produg¢ao simultdnea de concentrado proteico
de soja e lecitina, um segundo experimento foi conduzido variando-se a
concentragédo de etanol utilizada em solugdo aquosa (4.3.2). Ainda utilizando como
solvente a solugao alcodlica, o terceiro experimento foi realizado com objetivo de
estudar as solubilidades dos fosfolipidios de acordo com a concentragao alcodlica e
a temperatura, sendo que neste experimento a lecitina em pd foi utilizada como

matéria prima por apresentar um teor elevado de fosfolipidios (4.3.3).

4.3.1 Avaliagao Extracao Fosfolipidios Do Farelo Desengordurado De Soja

com Diferentes Solventes

Avaliou-se a eficiéncia de extracdo dos fosfolipidios do farelo
desengordurado por diferentes solventes empregados para esse fim, em
comparagao com o etanol 75%, que é o solvente utilizado na extragdo do SPC
(concentrado proteico de soja). Nesse experimento, uma amostra de farelo
desengordurado de soja de aproximadamente 2 kg, foi coletada e moida em moinho
analitico padronizando sua granulometria abaixo de 0,50mm (35 mesh).

Uma aliquota de aproximadamente 100g foi colocada em papel filtro
(qualitativo), procurando-se minimizar a compactagdo da amostra. Na parte superior
do papel foi colocada uma porg¢ao de algodao para promover melhor distribuicdo do
solvente no leito. A amostra foi entdo colocada em extrator de Soxhlet de 500 mL.

Em um baldo de fundo arredondado foram colocados os solventes de
extragcdo para cada experimento: etanol 75%, hexano: etanol (4:1), hexano e
cloroférmio: metanol (2:1), com um volume trés vezes superior ao volume do extrator
(1,5L). O experimento foi realizado em capela com exaustao.

As amostras foram extraidas exaustivamente por 24 horas, procurando
garantir assim uma extragdo completa dos fosfolipidios possiveis pelo solvente.
Ap0ds a extragao o farelo foi dessolventizado em estufa com circulacéo de ar a 75°C,
enquanto o material extraido foi concentrado em evaporador rotativo Fisatom
modelo 803 a aproximadamente 60°C e 500 mmHg. Os procedimentos de extragao

foram realizados em triplicata.



72

Nos extratos concentrados quantificou-se o teor de fosfolipidios (4.2). e

o rendimento de extragao foi calculado conforme a equacgao 4.

4.3.2 Otimizagao Do Processo De Extragao

Com o objetivo de otimizar a extragao de fosfolipidios do farelo de soja
desengordurado simultaneamente com o processo de extragdo de agucares para
concentracdo de proteina e producdo de SPC, foram realizados experimentos
variando-se o teor de etanol do solvente de extracao.

Os ensaios foram realizados em um baldo de extragdo aquecido e
agitado por chapa aquecedora magnética e conectado a um condensador. As
condicbes da extracdo foram: temperatura de ebulicdo do solvente; farelo
desengordurado moido, com granulometria inferior a 0,5 mm; massa inicial de farelo
igual a 100g; volume de solvente de 1,6 litros; tempo de extracdo de 45 minutos,
considerados a partir do inicio da ebulicdo do solvente; agitagdo constante.

Apos a extracao filtrou-se o farelo em papel filtro qualitativo, com
auxilio de bomba de vacuo e funil de Buchner, e em seguida lavou-se o farelo com
300 mL de solvente limpo, na temperatura de ebulicdo. O farelo foi acondicionado
em copo de Becker tarado e seco em estufa de circulagédo para posterior pesagem.

O solvente, contendo os extratos, foi filtrado para remocéo de qualquer
residuo sélido, concentrado em evaporador rotativo e pesado.

Analisaram-se os teores de proteina e umidade dos farelos residuais e
o teor de fosfolipidios dos extratos. Os teores de fosfolipidios extraidos por cada

solvente foram calculados conforme a equacéo 4.

4.3.3 Avaliagcao Comportamento Dos Fosfolipidios Individuais Em Diferentes

Concentragoes de Etanol e Temperatura

A solubilidade de um soluto em um solvente € um paradmetro
fundamental no processo de extragao solido-liquido. Nesse processo, o solvente
ideal é aquele que permite a maxima solubilizagdo do soluto de interesse (e menor
solubilizacdo de outros materiais) (OZER, 2012). A amostra ira dissolver até um
limite de saturacdo, sendo assim sua solubilidade no solvente de extragcao deve ser
considerada (GREEN e PERRY, 2008).
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Baseando-se nesse conceito elaborou-se um experimento para avaliar
o comportamento dos diferentes fosfolipidios empregando-se variadas
concentracdes de etanol e condicdes de temperatura, definindo-se as concentracoes
de saturacdo dos mesmos. A temperatura influi na extracdo e deve ser escolhida de
forma a se obter o melhor balango de solubilidade, difusividade do soluto,
seletividade do solvente e sensibilidade do produto (GREEN e PERRY, 2008).

Em primeiro lugar, estudou-se o comportamento da lecitina em pé
(Solec F, Solae do Brasil - Industria e Comércio de Alimentos Ltda.) quando
solubilizada em diferentes sistemas solventes variando-se a concentracido alcodlica
de zero (agua deionizada) a 100% (etanol anidro). Como os rendimentos de
extracdo e o perfil de fosfolipidios foram avaliados a partir das extracboes
empregando como matéria-prima o farelo de soja desengordurado (4.3.1 e 4.3.2)
optou-se pela realizacdo deste experimento de solubilidade de fosfolipidios
utilizando a lecitina em po, por ser essa uma matriz livre de possiveis interferentes e
com alto teor de fosfolipidios (aproximadamente 97% de insoluveis em acetona e 73
% de fosfolipidios , o primeiro de acordo com o fabricante e o segundo analise
interna). A lecitina em po6 utilizada também apresentava um valor maximo de 36 mg
KOH/g para o indice de acidez, cor amarelo-clara, maximo de 0,02% de insoluveis
em hexano e umidade inferior a 1,1%, de acordo com o fabricante.

A mistura de solventes (nesse caso, etanol e agua), é frequentemente
empregada em processos de extragao (OZER, 2012). O primeiro estudo foi realizado
em temperatura ambiente, pois se entende que o aumento de temperatura
aumentara a solubilidade em qualquer proporg¢ao de solvente testada.

Adicionou-se aproximadamente 1g de lecitina em pé e 100 mL de
solucao alcodlica, anotando-se os pesos exatos da lecitina pesada e da mistura final
em balanga analitica. A solubilizagéo foi feita em Erlenmeyer de 250 mL, por duas
horas em mesa agitadora orbital, mantida a 25°C. Apds solubilizagdo as amostras
foram filtradas em papel filtro qualitativo e em seguida centrifugadas a 4000 rpm por
10 minutos, pois se observou a presenga de precipitados em algumas das amostras
apoés a filtracdo. Os sobrenadantes foram analisados quanto ao de teor de
fosfolipidios conforme método descrito.

Obtido o perfil de solubilidade da lecitina em relagdo ao grau alcodlico,
escolheram-se os pontos de maior e menor solubilidade e um ponto intermediario

para estudo dos perfis de solubilidade em fungédo da temperatura (25 até 75°C). Em
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baldo de fundo chato colocou-se 17g de lecitina em p6 e 1,7 litros de solvente. As
concentragdes de etanol testadas foram 50, 75 e 90%. Ao baldo de fundo chato
acoplou-se um condensador e todo o sistema foi levado ao aquecimento em agitador
magnético por duas horas. Cada solvente foi testado nas temperaturas de 25, 40,
50, 60 e 75°C. Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga,
sendo submetidas a centrifugagcdo a 4.000 rpm por cerca de 10 minutos na
temperatura de extragcdo. Os sobrenadantes das amostras foram filtrados e

analisados quanto ao teor de fosfolipidios. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

4.4 TESTES INDUSTRIAIS E PILOTO

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de laboratério, foram
elaborados trés testes em escalas piloto e industrial, a fim de verificar o
comportamento do material em condigdes reais e estudar a possibilidade de
aplicacao da tecnologia desenvolvida industrialmente. No primeiro teste, foram
estudadas condicbdes para a recuperacao dos fosfolipidios da micela alcodlica por
centrifugagcédo, em escala industrial (4.4.1). Em um segundo teste, a goma do teste
de centrifugacéo industrial foi seca em rotaevaporador e analisada em laboratério
para avaliacdo de sua qualidade em relacdo a parametros fisicos, quimicos e
microbiolégicos. Apds analise da qualidade da lecitina final obtida, amostras foram
enviadas para cliente para avaliagdes rigorosas e aplicagao da lecitina produzida em
seus produtos (4.4.2). Por ultimo, em um terceiro teste, a goma recuperada foi
utilizada a fim de se estabelecer condigbes apropriadas de secagem em secador
continuo e as amostras de lecitina produzidas foram avaliadas quanto a cor e
umidade (4.4.3).

441 Teste industrial de recuperagao

Uma centrifuga industrial foi instalada (Figura 16) para se avaliar a
separacao de fosfolipidios da micela alcodlica do processo de producido de
concentrado proteico. Devido a alta concentragao de solvente inflamavel, utilizou-se

um sistema de inertizag&o por nitrogénio para diminuir o risco de exploséao.
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Figura 16 - Centrifuga utilizada durante a execugdo dos ensaios industriais

Fonte: Acervo Proéprio

Figura 17 - Esquema do funcionamento da fabrica de concentrado proteico de soja (SPC) e
localizacao da centrifuga de teste no processo (pontilhado)
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O diagrama de blocos da Figura 17 apresenta de forma simplificada a
posicao onde foi inserida a centrifuga , apds a etapa de extragdo da fabrica de
produgao de concentrado proteico de soja (SPC) .

A micela foi enviada para a centrifuga através de uma bomba
centrifuga durante sete dias , 24 horas por dia , sendo que ensaios industriais foram
programados em um periodo de estabilidade da planta industrial, tanto em
condi¢cdes operacionais quanto de limpeza e manutencdo, colaborando com a
linearidade do processo.

Para avaliacdo da recuperagao de goma com a centrifuga de teste
industrial, foram utilizadas duas abordagens. Na primeira, as medidas das vazbes
massicas do processo possibilitaram a determinacdo de rendimentos do processo.
Utilizou-se ainda uma abordagem de checagem em laboratério, pelo recolhimento de
amostras do processo industrial (entrada e saida da centrifuga), centrifugacdo em
centrifuga de bancada e determinagcdo do rendimento relativo da centrifuga
industrial.

A estimativa do teor de fosfolipidios das amostras foi realizada pela
determinacdo do teor de insoluveis em acetona. Essa medida foi utilizada nesse
ensaio em particular pela elevada quantidade de amostras, bem como por ser a
linguagem empregada industrialmente para representar o teor de fosfolipidios de um
material.

As quantificacbes foram realizadas por meio de medidores de vazéao
massicos estrategicamente instalados no sistema. Com isso, a quantidade de goma
produzida diariamente era conhecida permitindo posteriormente os calculos de
balango de massa. A Figura 18 ilustra a localizagdo de alguns desses medidores de
vazdo. Os seguintes dados também foram coletados: massa de goma na saida da
centrifuga (kg), de micela na entrada da centrifuga (kg) e de farelo desengordurado
na alimentagao da SPC (kg). As amostras de micela retiradas na entrada e na saida
da centrifuga industrial foram homogeneizadas, fracionadas em porgdes de
aproximadamente 200 gramas e submetidas a centrifugagédo a 4000 rpm por 10
minutos a 20°C, em centrifuga de bancada. A goma precipitada apos centrifugagao
em laboratdrio teve sua massa determinada, e os percentuais de goma na entrada e
na saida foram determinados em relagdo a massa total de micela centrifugada. A

goma residual foi determinada por diferengca. Com esses valores, calculou-se o
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rendimento da centrifuga industrial relativo a centrifuga de bancada (goma

residual/goma de entrada).

Figura 18 - llustracao da localizagdo dos medidores de vazao utilizados para o balango de

massa da centrifugagao industrial
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Fonte: Acervo Préprio

Amostras de goma umida recuperada foram coletadas com um
intervalo de coleta de amostra e dados de 2 horas, também 24 horas por dia,
realizando-se, na sequencia, as analises de caracterizacdo fisico-quimicas de:
insoluveis em acetona, umidade e impurezas. Neste ensaio industrial a estimativa do
teor de fosfolipidios das amostras foi realizada pela determinagcdo do teor de
insoluveis em acetona. Essa medida foi utilizada nesse ensaio pela quantidade
elevada de amostras.

Ao final do periodo do ensaio, uma fragdo da goma foi separada para
secagem, avaliagao da qualidade e avaliagao por clientes (4.4.2), e uma amostra de
aproximadamente um metro cubico de goma umida foi armazenada em recipiente

fechado (IBC) para testes de secagem piloto (descritos em 4.4.3).
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4.4.2 Producao De Amostra E Avaliagao De Clientes

Amostras de goma umida provenientes da centrifugacao (4.4.1) foram
secas em sistema de rotoevaporacio piloto e analisadas em relagdo a: odor, cor,
aroma, aspecto, umidade, insoluveis em acetona, insoluveis em hexano, indice de
acidez, valor de peréxido, viscosidade, ferro, além de analises microbioldgicas,
conforme metodologias descritas em 4.1. Apds a verificagdo da qualidade da lecitina
final obtida, uma amostra do material foi enviada para o cliente (Kraft Foods
Alemanha).

A Kraft avaliou o perfil de fosfolipidios da lecitina recebida, bem como
conduziu testes para introduzir a lecitina em seus produtos (chocolate Milka e Milka
Branco). Para os testes a lecitina fornecida foi comparada a uma lecitina padrao
empregada pela Kraft. A avaliacdo foi realizada pela viscosidade (viscosimetro
KJS750, taxa da rampa de cisalhamento controlada). Duas abordagens foram
utilizadas. Na primeira, a lecitina usual foi substituida pela nova lecitina na proporcao
1:1. Na segunda abordagem o nivel 6timo foi determinado pela mistura simultédnea
dos flocos, da gordura, da pasta de avelas e do surfactante (ou, no caso do
chocolate branco, somente a gordura e o surfactante), por 10 min a 50°C e 150 rpm.
Os produtos (chocolate) produzidos com a nova lecitina também foram avaliados

sensorialmente pela empresa CP- Lorrach.

4.4.3 Teste De Secagem Piloto

Um teste de secagem com a goma separada pela centrifuga no teste
industrial foi realizado com o objetivo de verificar a eficacia da secagem de forma
continua em condicdes piloto e a qualidade da lecitina final obtida. Para isso, as
condigdes de operagao do secador (pressao de vapor e temperatura) foram variadas
de forma a avaliar seu impacto sobre a qualidade da lecitina, em especial a cor e a
umidade. Realizou-se um ensaio de secagem da goma umida em um secador piloto
continuo de pelicula delgada de lecitina (Figura 19). , sendo este escolhido por
apresentar vantagens como altas capacidades, bons resultados (produto com cor
satisfatoria e baixa umidade), baixa necessidade de supervisdo e poucos picos de
uso de utilidades (como vapor e eletricidade). Para a realizacdo do teste,

aproximadamente um metro cubico de goma (oriundo do teste de remogao de goma
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por meio de centrifuga industrial: Figura 20) foi enviado ao centro de teste. Nessa
goma foi realizada, em uma etapa anterior, a adigao de 6leo refinado e acido graxo
suficiente para que o produto final, apdés a secagem, atendesse as especificagdes

em relagéo ao teor de insoluveis em acetona (62%) e indice de acidez (30%).

Figura 19 - Representagciao esquematica do evaporador vertical (esquerda), e evaporador

vertical (direita).
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Fonte: Acervo Préprio

Figura 20 - Amostra de uma tonelada de goma enviada.

Fonte: Acervo Préprio

O sistema do teste era composto por duas bombas de deslocamento

positivo: a primeira responsavel pela recirculagdo do material dentro do “IBC” e a
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segunda pela alimentacdo do secador. A goma foi bombeada para um pré-
aquecedor a vapor e entdo encaminhada para o secador. O secador era aquecido
com vapor. Nesse sistema, o fluxo de vapor ocorria em contracorrente com o fluido,
e trés fragdes foram obtidas: o concentrado (lecitina seca), o primeiro e o segundo
destilado. A Figura 21 mostra o fluxograma do evaporador e equipamentos
acessorios usados na secagem de lecitina.

Foi possivel monitorar a influéncia da temperatura da corrente de
alimentacao do secador, a temperatura de saida da lecitina do secador, pressao de
vapor, e vazao de alimentacdo sobre a qualidade do produto final obtido. Durante a
realizacdo do teste, quando um pardmetro era modificado, aguardava-se a
estabilidade da planta, e fazia-se a coleta de uma ou mais amostras. As amostras
foram armazenadas para analises de umidade, cor e conteudo de fosfolipidios,

conforme descrito em 4.1.

Figura 21 - Fluxograma do evaporador e equipamentos acessorios usados na secagem de
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Figura 22 - Visao geral do sistema piloto
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA ANALISE DE FOSFOLIPIDIOS

O estudo da recuperacao dos fosfolipidios residuais no farelo de soja
desengordurado requeria quantificagcdo de fosfolipidios. Amostras de farelos
enviadas para andlise no exterior mostraram resultados divergentes, oriundos de
diferentes métodos de extracdo dos fosfolipidios da matriz solida e diferentes
métodos de analises , indicando, pois, a necessidade do estudo de um método de
extracdo dos fosfolipidios do farelo e validacdo de um método de quantificagdo do
extrato obtido para uso neste estudo. Dentre os pesquisados na literatura, o método
cromatografico mostrou-se ser o mais indicado para a quantificagcao de fosfolipidios
e foi entdo estudado em detalhes, conforme descrito no Capitulo 4.2.1.

A quantificacdo de fosfolipidios para matrizes sélidas (farelo
desengordurado e soja), requeria inicialmente extragdo destes. Ndo ha no Brasil
laboratdrios habilitados para realizar essa quantificacdo e os resultados obtidos das
analises no exterior sao divergentes no Brasil. Uma vez que n&o existe metodologia
oficial para avaliar a quantidade de fosfolipidios em matrizes sodlidas (farelo
desengordurado e soja), foram estudadas e descritas no Cap.4.2.2, diversas
metodologias para extracdo dos fosfolipidios do farelo de soja desengordurado e da
soja inteira. O método selecionado foi utilizado para obtengdo dos extratos
analisados pelo método cromatografico desenvolvido e validado conforme descrito
no Cap.4.2.1.

Os resultados obtidos no desenvolvimento e validagado de um método
cromatografico para detecgao de fosfolipidios em lecitina estdo descritos em 5.1.1.
Os resultados do estudo de extragao para determinagao do método mais adequado
para obtencdo dos extratos de fosfolipidios da soja e do farelo desengordurado

(matrizes solidas estao descritos em 5.1.2..

5.1.1 Validagao De Método Cromatografico De Perfil De Fosfolipidios

Durante o periodo de desenvolvimento do método foram avaliadas

diferentes misturas de solventes para a fase movel, gradientes e fluxo de eluigao,

diferentes fases estacionarias e temperatura do forno de coluna. O método descrito
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no item 4.2.1. foi o que apresentou a melhor separacdo dos fosfolipidios e
reprodutibilidade durante o periodo de testes, tendo sido, por esse motivo, o método
escolhido para validacao.

A validagdo do método teve como objetivo confirmar, através de
experimentos definidos e calculos estatisticos, que o método cromatografico
proposto tem capacidade de desempenho consistente em sua aplicacdo. A
validagao foi confirmada apds a comprovacdo do desempenho do método por meio

dos parametros: seletividade, linearidade, precisao, exatidao e robustez.

5.1.1.1 Seletividade

A seletividade do método para os fosfolipidios majoritarios foi avaliada
através da comparagao entre os coeficientes angulares obtidos entre as curvas
analiticas do padrao e amostra fortificada. Como critério de resultado, é desejavel
um desvio padrao relativo (DPR) inferior 5% entre os coeficientes angulares obtidos
com as duas curvas analiticas. Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram os
valores de DPR entre os coeficientes angulares das solugbes padrao e das amostras
fortificadas inferiores a 3.5 %. Essa baixa dispersdo do coeficiente angular indica
que a matriz tem pouca interferéncia na quantificagdo dos fosfolipidios majoritarios,

ou seja, 0 método é seletivo.

Tabela 5 - Avaliagao da seletividade.
Média Coeficiente Média Coeficiente

Analito Angular Padrao  Angular Fortificado Média DP ~ DPR
PA 1654.8 1715.4 1685.1 42.85 2.54
PE 2239.8 2182 22109 40.87 1.85
PI 1070 1124 1097 38.18 3.48
PC 1675.9 1606.5 1641.2 49.07 2.99

DPR - desvio padrao relativo PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE —
fosfatidiletanolamina

5.1.1.2 Linearidade

O estudo da linearidade foi realizado para os fosfolipidios dentro da
faixa de sensibilidade do detector e espalhamento de luz que variou de 0.25 mg/mL

a 7.5 mg/mL para os fosfolipidios testados. Os dados de concentracdo e de
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unidades de area de cada fosfolipidio foram usados para determinagdao da equacéao
da reta e o coeficiente de correlacido, conforme indicado na Tabela 6. Os valores do
coeficiente de correlacdo dos fosfolipidios avaliados apresentaram-se adequados,
indicando a linearidade do método para cada um do fosfolipidios dentro da faixa de

concentraciao avaliada.

Tabela 6 - Linearidade dos Fosfolipidios dentro da faixa estudada.

Analito Faixa Equacgéao de reta Coef. de Correlagao
PE 0.5a 7.5 mg/mL y =2185,2x — 1694 .4 0,9935
PA 0.25a 7.5 mg/mL y =1608,1x — 959,8 0,9938
PS 0.25 a 3.5 mg/mL y =504,1x — 350,1 0,9951
PG 0.25 a 3.0 mg/mL y =565,3x — 226,4 0,9932
PI 0.5a 7.5 mg/mL y=1248,4x — 740,7 0,9989
PC 0.5a 7.5 mg/mL y =1603,5x — 621,9 0,9995

PC- fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

5.1.1.3 Preciséo

As variagdes obtidas para os diferentes fosfolipidios, majoritarios nos
trés diferentes niveis de concentracao, estdo apresentados na Tabela 7. De acordo
com os valores apresentados, ndo houve DPR maiores que 5% tanto para
repetibilidade quanto para precisdo intermediaria e sendo assim o método foi
considerado preciso. Os valores de limite de repetibilidade e de precisao
intermediaria estdo descritos na tabela 7 . Esses valores ndo sao usados como
critério de aceitacdo dos ensaios de precisdo, mas sim, como limites maximos

aceitos durante uma analise do produto feita em triplicatas.

Tabela 7 - Precisdo dos Fosfolipidios dentro da faixa estudada.

Precisao
Repetibilidade Precisao Intermediaria
Nivel Analito DPR R Analito DPR R

PE 3.04 3.16 PE 3.60 3.72

, PA 3.40 27.44 PA 3.45 27.94
Baixo PI 3.18 43.88 PI 3.08 44.60
PC 3.05 47.91 PC 3.27 48.97

PE 3.72 53.17 PE 4.55 63.56
Médio PA 3.58 334.4 PA 3.15 292.29
Pl 2.25 113.3 Pl 2.45 260.12
PC 0.75 312.2 PC 1.70 333.68
PE 0.74 22.0 PE 3.87 113.43
Alto PA 0.20 34.5 PA 2.46 424.23
Pl 0.83 278.5 Pl 2.63 825.27
PC 0.97 221.6 PC 2.96 693.90

DPR - desvio padrao relativo; r- ; R- ; PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE —
fosfatidiletanolamina
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5.1.1.4 Exatiddo

Os resultados de exatidao calculados pela recuperagao de fosfolipidios
na Lecitina estdo descritos na Figura 23. Os valores de recuperagdo no ensaio
variou de 95,58 a 106,22% para os fosfoslipidios em todos os niveis de
concentragdo. Essa variagao, de aproximadamente 10%, foi considerada adequada
ao tipo de matriz (lecitina), considerando-se ainda uso da técnica de fase normal
com deteccdo ELSD, a qual apresenta uma variagao constitucional maior que os

demais detectores.

Figura 23 - Valores de Recuperagao dos Fosfolipidios

97

N Alta
95.6 B Media
= 105,6 B Baixa

PA

e 1047

85 90 95 100 105 110

PC- fosfatidilcolina; P1 — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

5.1.1.5 Robustez

Os resultados obtidos através do ensaio de robustez encontram-se
descritos nas Tabelas 8 a 13. Foram variados o fluxo, a temperatura do forno e a
proporcao da fase B (ver 4.2.1.). De acordo com os resultados apresentados nas
Tabelas 8 a 13, podemos afirmar, com 95 % de confianga, que a variagao testada
para o fluxo ndo alterou significativamente os resultados do método para os
analitos avaliados. A redugao da temperatura do forno de colunas também nao
alterou os resultados, mas o aumento de temperatura alterou o resultado de forma
significativa, embora exclusivamente para o PE. A adicdo ou redugdo de
porcentagem de fase modvel B apresentou alteragdes significativas para os

analitos testados.
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Tabela 8 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detec¢cao ESLV para as mesmas
amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com o
aumento da temperatura do forno.

Aumento da temperatura do forno (45 °C)

Analitos Area no(r’ninal a Area nominal a45°C  Valor de p para
40 C Teste T
PE 9578.93 8761.78 4.59
PA 4736.48 4469.73 2.90
PI 9605.85 9547.88 0.51
PC 13600.58 13715.28 -0.63

PC- fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

Tabela 9 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detec¢cao ESLV para as mesmas
amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com a
redugao da temperatura do forno.

Reducgio de temperatura (35 °C)
Area nominal a 35 °C

Area nominal a

Analitos 40 °C Valo_ll_'etjs(:ep Tpara
PE 9578.93 9354.83 0.67
PA 4736.48 4652.83 0.50
PI 9605.85 9528.1 0.28
PC 13600.58 13884.2 -1.20

PC- fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

Tabela 10 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detecgao ESLV para as
mesmas amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com
o aumento de acido (Fase B) na fase moével.

Aumento de Fase B na fase movel

Analitos Area nominal 2 Area nominal 3 % Valor de p para
% Fase B Fase B Teste T
PE 9578.93 942213 0.61
PA 4736.48 4527.18 1.46
Pl 9605.85 8997.95 3.32
PC 13600.58 12545.00 5.56

PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina
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Tabela 11 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detecgao ESLV para as
mesmas amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com
a reducao de acido (Fase B) na fase moével.

Reducao de Fase B na fase mével

Analitos Area nominal 2 Areanominal1%  Valor de p para
% Fase B Fase B Teste T
PE 9578.93 9059.65 1.96
PA 4736.48 4470.475 1.81
Pl 9605.85 9380.875 0.99
PC 13600.58 12863.6 3.61

PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

Tabela 12 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detecgao ESLV para as
mesmas amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com
o aumento de fluxo.

Aumento de fluxo (Fluxo 0.42 mL/min)

Analitos Area nominal_ Area nominal _quxo Valor de p para
fluxo 0.4 mL/min 0.42 mL/min Teste T
PE 8378.03 8173.3 1.02
PA 4010.41 3864.325 1.20
PI 8549.56 8491.4 0.33
PC 12232.70 12011.20 0.91

PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

Tabela 13 - Resultados comparativos entre as areas obtidas por detecgao ESLV para as
mesmas amostras de fosfolipidios operando-se com o método CLAE nominal e as obtidas com
a reducao do fluxo.

Reduc¢ao do fluxo (Fluxo 0.38 mL/min)

Analitos Area nominal_ Area nominal _quxo Valor de p para
fluxo 0.4 mL/min 0.38 mL/min Teste T
PE 8378.03 8286.675 0.46
PA 4010.41 3900.425 1.04
PI 8549.56 8458.375 0.56
PC 12232.70 11841.35 1.39

PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

O presente método demonstrou-se seletivo, linear, preciso e exato
dentro da faixa de concentragdo avaliada para a lecitina de soja. Além disso, o
método demonstrou-se robusto frente a modificacbes de temperatura e fluxo
avaliados. O unico parametro que se demonstrou critico foi a porcentagem de fase
movel B, o qual deve se ter muito critério ao prepara-la, para evitar que os

resultados sofram alteragdes significativas.
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5.1.2 Estudo Da Quantificagao De Fosfolipidios Em Matrizes Sélidas

O estudo da extragao de fosfolipidios no farelo desengordurado e na
soja bruta foi iniciado testando-se como solvente uma mistura de hexano: etanol (em
Soxhlet) e pelo método de Bligh e Dyer (1959), descrito em detalhes na Figura 15. O
teste foi realizado com o objetivo de selecionar o melhor sistema para preparo de
amostras para determinagao do perfil de fosfolipidios por cromatografia (5.2).

O método de B&D ¢é indicado pela literatura para a extracido de
fosfolipidios de diversas amostras. A extracdo com hexano: etanol também é
indicada por ser uma mistura de um solvente polar e um nao-polar. Os resultados
apos a extragado com esses solventes foram comparados estatisticamente através do
teste de Turkey da diferenca significativa (TSD) com intervalo de confian¢a de 95%,
com a extracido realizada na mesma matriz de amostra, utilizando hexano
(usualmente empregado na industria para extracdo de 6leo da soja) em Soxhlet

conforme Figura 24.

Figura 24 - Rendimentos de extragdo de é6leo (a, b) e fosfolipidios (c, d) para a soja (b, d) e o

farelo desengordurado (a, c) por diferentes metodologias de extragao.
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Como observado na Figura 24 a) , o rendimento de extragdo de 6leo do
farelo desengordurado foi superior significativamente quando se utilizou a mistura
hexano: etanol (3,03%) do que empregando o método B&D (2,53%), ou hexano puro
(1,54%). A comprovacao dessa diferenca é feita através do teste de Turkey (TSD),
conforme a tabela 14 , indica que a hipotese de igualdade entre os solventes é
rejeitada com 5% de significancia entre a comparagdo dos trés solventes de

extracao.

Tabela 14 - Resultados Calculo de Turkey da diferenga significativa (TSD), para rendimento de
extragdo de Fosfolipidios em Soja.

Teste Matriz Niveis Centro N K Irgz;\;iz:rc:gie -I;.llj.gkg)y
o Hex-B&D 0,9905
g Farelo | Hex:EtOH-B&D | 0,4937 3 9 95% 0,2913
9 Hex:EtOH-Hex 1,4842
g o) Hex-B&D 3,7999
S Soja Hex:EtOH-B&D | 3,6274 3 9 95% 2,3624
x Hex:EtOH-Hex 0,1725
o Hex-B&D 0,6751
o8 Farelo | Hex:EtOH-B&D | 0,0942 3 9 95% 0,1059
52 Hex:EtOH-Hex | 0,7693
£ Hex-B&D 0,6892
s 8 Soja Hex:EtOH-B&D | 0,0815 3 9 95% 0,1343
o Hex:EtOH-Hex 0,6077

Para a soja o rendimento de extragao de 6leo foi similar empregando
os dois sistemas de solvente (hexano 27,41% e hexano: etanol 27,24%, conforme
Figura 24 b), o sistema solvente B&D (23,61%) apresentou-se significativamente
diferente dos demais. O teste de Turkey mostrou que aceitamos a hipotese de
igualdade apenas para a comparacéo entre os solventes hexano e hexano: etanol,
conforme a tabela 14.

Em relagcdo a extragcdo de fosfolipidios, os métodos de B&D e com
hexano: etanol tiveram rendimentos de fosfolipidios similares, e superiores aos
obtidos na extragdo com hexano, tanto empregando soja quanto farelo
desengordurado (Figura 24 c/d).

Para a soja os rendimentos de extragao de fosfolipidios foram: 1,55 +
0,02% (B&D), 0,86 + 0,01% (hexano) e 1,47 + 0,16% (hexano: etanol), conforme
Figura 24d.0s resultados entre o B&D e hexano:etanol sdo estaticamente

semelhantes e diferem do hexano. Conforme demonstrado na tabela 14, aceitamos
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a hipdtese de igualdade apenas para a comparagao entre o sistema de extragéo
hexano: etanol e B&D, as demais comparagdes rejeitam-se a hipotese de igualdade.

Para o farelo desengordurado, os rendimentos de extracdo de
fosfolipidios foram: 0,94 + 0,07% (B&D), 0,35 £ 0,02% (hexano) e 1,03 £ 0,10%
(hexano: etanol), conforme conforme Figura 24c. A comparagao estatistica por
Turkey, tabela 14 , mostrou que a hipétese de igualdade entre os solventes
hexano:etanol e B&D é valida e a comparagao entre os sistemas solventes com
hexano rejeitamos a hipétese de igualdade, indicando que o rendimento da extragao
com hexano é diferente dos demais.

Ao contrario dos triacilgliceréis, que sdo componentes apolares de
Oleos e gorduras, os fosfolipidios apresentam polaridade, pois além das duas
cadeias hidrofébicas longas também possuem um grupo polar (VOLLHARDT e
SCHORE, 2004; SACKHEIM e LEHMAN, 2001). A dissolugdo do soluto
(fosfolipidios) no solvente € uma etapa necessaria no processo de extracdo. Sendo
assim, espera-se que sua extragao seja menor em um solvente apolar como o
hexano, e maior em sistemas de solvente com certa polaridade, como foi o ocorrido
no ensaio.

A escolha do método mais adequado para extracdo de amostras e
realizacdo de analise por cromatografia depende de diversos fatores. O rendimento
de extracao foi considerado em primeiro lugar, sendo assim, a extragdo com hexano
mostrou-se uma alternativa inadequada para esse caso. Em relacdo a outros
fatores, a extracdo por B&D €& uma extracdo mais rapida, no entanto, mais
trabalhosa, pois envolve mais etapas. O método com hexano: etanol em Soxhlet é
menos trabalhoso, mas a extracdo tem duracao total de 24h, sendo portanto, mais
demorada. Extracbes com Soxhlet podem nao ser favoraveis para o preparo de
amostras, especificamente, ja que as condigdes de aquecimento e tempo de
extracdo podem prejudicar a qualidade da amostra por degradagao ou alteragao dos
seus componentes (Brum et al. 2009). A fim de se verificar essa afirmacéao, os perfis
de fosfolipidios das amostras extraidas pelos métodos de Soxhlet (hexano:etanol) e
B&D foram comparados (Figura 25). Houve pouca variagédo no perfil de fosfolipidios
quando se empregou os métodos de extragdo de B&D e com hexano:etanol (por
Soxhlet), com excecdo de PC, que apresentou um teor ligeiramente superior na

amostra extraida com hexano: etanol. Os resultados indicaram, portanto, ndo haver
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degradagdo e modificacdo aparente dos fosfolipidios ao se utilizar o método de

Soxhlet nesse caso.

Figura 25 - Perfil de fosfolipidios obtido pelos métodos de B&D e hexano: etanol para a soja e

o farelo desengordurado
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PA: Acido fosfatidico; PG: fosfatidilglicerina; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; P!I:

fosfatidilinositol; Outros PL: Acetilfosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerina e lisofosfatidilcolina

Os resultados indicaram que tanto o método B&D quanto o método de
extracdo com hexano: etanol em Soxhlet foram validos para o preparo de amostras
de soja e farelo desengordurado para a analise de fosfolipidios por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. O método de extracdo por hexano: etanol apresentou
tendéncia de vantagem em teor de PC (39,65 = 1,73%) em relacdo ao método de
B&D (37,17 + 1,87%). Contudo essa vantagem nao ¢ significativa, devido a variagao
dos resultados associado a medicao.

Além dos fatores citados, também podem ser levadas em consideracao
na escolha do melhor método de extracido para o preparo de amostras a toxicidade
dos reagentes. Nesse caso, o método de B&D ¢é desvantajoso por empregar

cloroférmio e metanol, solventes mais toxicos do que hexano e etanol.
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5.2 TESTES LABORATORIAIS

5.21 Determinagcdao Do Método De Extracdao De Fosfolipidios Do Farelo

Desengordurado De Soja

Estudou-se em escala de laboratorio a eficiéncia de extragcao de
fosfolipidios remanescentes no farelo de soja apds extragdo do 6leo bruto da soja
com hexano. Quatro diferentes sistemas de solventes foram comparados: hexano;
hexano: etanol (4:1, v/v); cloroférmio: metanol (2:1, v/v); e solugdo aquosa de etanol
a 75% (v/v), esse ultimo sendo o solvente empregado industrialmente na extracéo
do farelo desengordurado para produgcao de concentrado proteico de soja. As
extragdes foram realizadas em Soxhlet. O estudo teve como objetivo determinar o
sistema de solventes que promove o maior rendimento de extracdo, além de
compara-los com a extragdo com etanol 75% vi/v.

Os resultados obtidos em 24 horas de extracdo com etanol 75%,
hexano, etanol: hexano (4:1) e cloroférmio: metanol (2:1) estdo mostrados na Tabela
15. Observou-se que o0s solventes com maiores capacidades de extracdo dos
fosfolipidios do farelo de soja desengordurado foram o etanol 75% e a mistura
hexano: etanol. Os rendimentos obtidos (expressos em massa de fosfolipidios por
massa de farelo desengordurado seco) foram 1,48% para o etanol 75% e 1,44%
para a mistura hexano: etanol, enquanto para o hexano, solvente usualmente
empregado pelas empresas esmagadoras de soja, foi de 0,43%. Os resultados de
rendimento massico da extragdo indicam que tanto etanol 75% quanto a mistura
hexano:etanol parecem ser igualmente satisfatorios para a extragao do teor residual
de fosfolipidios. Contudo, se analisarmos a composi¢cao dos extratos obtidos,
verifica-se que com etanol 75% obteve-se 8,10% de fosfolipidios em relacédo a
massa de extrato seco, enquanto o extrato obtido com a mistura hexano:etanol teve
40,61% (massa de fosfolipidios/massa de extrato seco). Essa diferenca ocorre
devido a extragao conjunta de fosfolipidios e agucares pelo solvente etanol 75%.

Conforme relatado por Brum et al. (2009), Nielsen (1960) e Hayes et al.
(1973) todas as misturas contendo solventes polares foram superiores ao hexano na
extracdo dos fosfolipidios. Para a extragcdo de farelo desengordurado com

hexano:etanol, os resultados obtidos foram superiores aos relatados previamente na
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literatura: Nielsen (1960) obteve um rendimento de aproximadamente 0,5% ao

empregar uma mistura de hexano:etanol 4:1.

Tabela 15 - Rendimentos de extragao de fosfolipidios obtidos para diferentes solventes com
24 horas de extragao em Soxhlet.

Rendimento de fosfolipidios na Teor de PL no extrato seco

Solvente matrizem % (Grostornicio/ 100 )
(gfosfolipidio/1 00 Jrarelo seco) fosfolipidio! Jextrato seco
Hexano 0,43 +0,01 34,81 £1,45
Hexano:Etanol (4:1) 1,44 +0,03 40,61 +4,64
Cloroférmio: Metanol (2:1) 1,08 0,07 22,05 +1,89
Etanol 75% (v/v) 1,48 £0,01 8,11 0,11

A Figura 26 mostra uma comparagao entre os rendimentos de extragao
de cada solvente para os quatro principais fosfolipidios (PC, PI, PE e PA) e para o
somatorio dos PLs minoritarios. Para todos os solventes, a fosfatidilcolina (PC) foi o
fosfolipidio majoritario, seguida do fosfatidilinositol (Pl). As relagbées entre os teores
de fosfolipidios de cada extrato foram muito similares, com excecao do etanol 75%,
no qual se obteve maior extracdo de Pl e menor extracdo de PA e dos PLs
minoritarios em relacdo aos fosfolipidios totais. O cloroférmio:metanol apresentou

acentuada seletividade para os PLs minoritarios.

Figura 26 - Perfil de fosfolipidios obtido para cada solvente testado na extragao de farelo

desengordurado de soja.
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Comparando-se o perfil de PLs dos extratos de etanol 75% e
hexano:etanol (4:1), que tiveram eficiéncias de extragao similares, observa-se que o
etanol 75% extraiu seletivamente maiores quantidades de Pl e menores quantidades
de PA e PLs minoritarios (Figura 26). Em contrapartida, o hexano:etanol teve menor
eficiéncia de extracao para o Pl e maior para o PA e os PLs minoritarios.
Considerando que os maiores rendimentos de extracdo foram obtidos para as
misturas etanol: agua e hexano:etanol e que os rendimentos de extragdo ndo foram
0s mesmos para alguns fosfolipidios, pode-se afirmar que nenhum dos solventes foi
capaz de extrair 100% dos PLs existentes no farelo de soja desengordurado.

Analisando o teste na integra, observamos que apesar da pureza do
extrato obtido com hexano: etanol ter sido muito superior em relacdo a do extrato
com etanol 75%, o rendimento de extracao foi similar para ambos. Portanto, ambos
os sistemas de solventes se mostraram igualmente satisfatérios. Como a intengéo
desse trabalho foi viabilizar a producdo simultdnea de SPC e lecitina a partir do

farelo desengordurado, optou-se por prosseguir os estudos com o etanol aquoso.

5.2.2 Otimizagao Do Processo De Extragao

O processo de extragao de agucares do farelo desengordurado de soja
para produgéo de SPC (Concentrado Proteico de soja) foi mimetizado em escala de
laboratério com o intuito de otimizar a extracdo de acucares e fosfolipidios
simultaneamente com a concentracao de proteinas, variando-se o teor de etanol do
solvente.

O objetivo do processo industrial de producédo de SPC €& obter um
farelo concentrado, com o maior teor de proteina possivel, € o maior rendimento em
massa. Nesse processo, a proteina é concentrada pela remocao dos acucares
soluveis do farelo desengordurado de soja. Para isso emprega-se, industrialmente,
uma concentragao de etanol entre 60 até 75% (v/v). Os agucares séo solubilizados
pela presenga de agua, enquanto que o etanol tem o papel de manter a proteina
insoluvel, uma vez que esta também apresenta certa solubilidade e dispersibilidade
em solugdo aquosa. Dentro dessa ldgica, a extracdo de fosfolipidios para a micela
foi monitorada em laboratério simultaneamente com o teor de proteina do farelo,
visando atingir o melhor ponto de concentragédo de etanol possivel para maximizar a

extracao de fosfolipidios sem prejudicar os rendimentos de SPC e teor proteico.
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A Tabela 16 mostra os resultados obtidos para os rendimentos de
extracido de fosfolipidios para a micela e o teor de proteina em base seca no farelo
residual (SPC).

Tabela 16 - Rendimentos das extragoes de fosfolipidios e proteina com diferentes proporgoes
de etanol: agua.

Concentragao de Rendimento de extragcao de Proteina em base seca no farelo
etanol fosfolipidios (% m/m) residual da extragao (% m/m)
30% 0,12 0,00 65,96 £ 0,16
50% 0,61 0,15 68,82 £ 0,39
60% 1,21 £0,04 71,40 £ 0,50
70% 1,563 0,02 71,69 0,32
75% 1,563 0,02 70,62 £ 0,15
80% 1,52 £0,01 69,71 £ 0,53
90% 1,46 +0,06 65,50 £ 1,12

Como pode ser observado nos resultados da Tabela 16, a extragao dos
fosfolipidios totais do farelo de soja desengordurado foi aumentando conforme o
aumento da proporcédo de etanol no solvente, com os melhores resultados obtidos
entre 70 e 80% de etanol (v/v). Os valores dos rendimentos relativos de recuperacao
de fosfolipidios (considerando o valor de 1,53 g como 100% de recuperagéo) foram
obtidos e colocados em grafico juntamente com o valor da proteina recuperada, a
fim de se obter o ponto 6timo de processo (Figura 27).

Segundo Haynes et al. (1973), quando a concentragdo do alcool é
baixa, a eficiéncia de remocao de lipidios é reduzida, o que esta de acordo com os
resultados obtidos (Figura 27).

A Figura 27 mostra que o rendimento de extragcdo de fosfolipidios
aumentou com o aumento da concentragédo de etanol no sistema. Segundo Hayes et
al. (1973) a quantidade de lipidios residuais no farelo pode estar entre 0,5 a 5% do
seu peso seco, ou ser ainda maior, no entanto, os teores residuais obtidos pelos
autores foram entre 1 e 3%. Melton et al. (1979) obtiveram rendimentos entre 1,6 e
4,5% de fosfolipidios residuais no farelo desengordurado. A forma de quantificagao,
no entanto, foi diferente entre os autores. O maior rendimento de extracdo de
fosfolipidios obtido neste trabalho, em laboratério, utilizando etanol como solugao de

extracdo foi de 1,53 g/100g na condi¢ao de 70-75% v/v de etanol.
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Figura 27 - Recuperagao de proteina (linha pontilhada) e rendimentos de extragao de
fosfolipidios (linha continua) do farelo desengordurado de soja em fungao do teor de etanol no
solvente de extragao.
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No processo industrial de producdo de SPC, o teor de proteinas no
farelo residual € o fator de importancia fundamental . Seria desejavel, portanto, obter
a maior extracao de fosfolipidios residuais possivel, sem, no entanto, comprometer a
de proteina do farelo . Observou-se um maior teor de proteinas no SPC, préximo
de 72% em base seca, quando se utilizou uma concentragado de etanol entre 60 e
70% vl/v (Figura 27). Em valores baixos de concentracao de etanol, assim como em
valores elevados, o teor de proteinas no SPC foi menor, em torno de 66% para
concentragdes de etanol iguais a 30 e 90%.

Entre 70 e 75% de etanol, o conteudo de fosfolipidios recuperado
permaneceu constante, em torno de 1,53%, no entanto, o teor de proteinas do SPC
foi reduzindo a partir de 75% de etanol, sendo assim, concluiu-se que a
concentragao 6tima de etanol para um processo no qual se deseja obter SPC (farelo
com teor elevado de proteinas) e micela contendo a maior quantidade de
fosfolipidios possivel, simultaneamente, seria em torno de 70% v/v.

A Figura 28 mostra os rendimentos das extragdes dos fosfolipidios PC,
Pl, PE, PA e o somatdrio dos demais PLs com a variagdo da concentracdo de
etanol. Foi possivel verificar, observando os fosfolipidios isoladamente, que os

fosfolipidios PC, PE, PA e somatodrio dos demais PLs apresentaram o mesmo



97

comportamento descrito em comparagao com a soma total dos fosfolipidios (Figura
27), ou seja, atingiram o ponto maximo de extragdo quando o solvente apresentou
uma concentragao de 70%. Apenas o Pl mostrou uma queda significativa quando a
concentragado alcodlica aumentou de 80 para 90%. Essa caracteristica de PI, de
menor solubilidade em teor de etanol elevado, vem de encontro ao observado

previamente na literatura, por autores como Wu e Wang (2003).

Figura 28 - Variagao dos rendimentos nas extragoes dos principais fosfolipidios em fungéao do

teor alcodlico. Resultados expressos em fosfolipidios por farelo desengordurado seco (g/100g)
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PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

5.2.3 Avaliagao Do Comportamento Dos Fosfolipidios Individuais Em

Solugao Etandlica

Por sua natureza lipidica, fosfolipidios ndo sdo soluveis em agua, mas
formam emulsdes estaveis. A ocorréncia deste fenbmeno pode ser observada
através da turbidez obtida nos ensaio com teor alcodlico inferior a 20% (v/v). A partir
de 30% de etanol observou-se a presenga de uma pequena quantidade de
precipitado solido apds a centrifugagcdo, mas o sobrenadante ainda se mostrava
turvo. A partir de 50% foi possivel verificar a presenga de grande quantidade de
material precipitado, com o sobrenadante se mostrando limpido, podendo-se afirmar

que o material quantificado na fase liquida era realmente lecitina dissolvida. Nesta
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condigdo apenas 0,41 g/L de fosfolipidios, dos 7,03 g/L adicionados, foram
encontrados em solugdo. A partir desse ponto, a solubilidade aumentou linearmente
com a concentragao de etanol na solugéo até atingir a maxima solubilidade em 90%
de etanol: 4,93 g/L. Em solugdo de etanol anidro a solubilidade sofreu um

decréscimo para 4,14 g/L (Figura 29).

Figura 29 - Solubilidade dos fosfolipidios totais presentes na lecitina em pé em fungao da
concentragao alcodlica. Resultados expressos em gramas de fosfolipidios totais por litro de

solvente.
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A Figura 30 mostra o perfil de solubilidade dos fosfolipidios
individualmente. Nota-se que todos se comportaram de maneira semelhante, sendo
a fosfatidilcolina (PC) a mais influenciada pelas altera¢des do teor alcodlico. Todos
os fosfolipidios aumentaram a solubilidade com o aumento da concentracao
alcodlica, atingindo a solubilidade maxima em 90%. Em etanol anidro (99,3%)
apenas as solubilidades do Pl e do PA mostraram redugdes significativas. O PC em
etanol 90% e anidro foi totalmente solubilizado, ou seja, as 2,22 g/L adicionadas
foram dissolvidas. Como tivemos 100% de solubilidade ndo conseguimos visualizar
a concentragcdo de saturacdo deste fosfolipidio. Wu e Wang (2003) utilizaram a
propriedade dos fosfolipidios de apresentarem diferentes solubilidades em etanol
para obter fragdes ricas em um ou outro fosfolipidio. Segundo os autores, PC é mais

soluvel em etanol do que PI, possibilitando sua separacao.
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Figura 30 - Perfil de solubilidade dos principais fosfolipidios em fung¢ao do teor alcodlico.
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PC- fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina

A seguir, investigou-se a influéncia da temperatura na solubilidade dos
fosfolipidios. Selecionaram-se as concentragdes de 50, 75 e 90% de etanol para
avaliacao do perfil de solubilidade a diferentes temperaturas. A Figura 31 indicou
que, conforme esperado, a solubilidade dos fosfolipidios aumentou com o aumento
da temperatura para as trés concentragcdes de etanol testadas. A solubilidade
minima observada foi de 0,499 g/L, em 50% de etanol a 25°C, e maxima de 6,225
g/L em 90% de etanol a 75°C. Os resultados das concentragdes de saturagdo dos
fosfolipidios em diferentes teores alcodlicos e temperatura sdo mostrados na Tabela
17. As concentracdes de saturacido do PC nao foram determinadas devido a total

solubilidade deste em etanol 90%.
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Figura 31 - Solubilidades dos fosfolipidios totais em fung¢ao da temperatura nas concentragées

alcodlicas fixas de 50, 75 e 90%.
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Tabela 17 - Concentragoes de saturacao dos quatro principais fosfolipidios em diferentes
condigoes de teor alcodlico e temperatura.

CONDIGAO PC PI PE PA PLs TOTAIS
25°C | 0,147 +0,018 | 0,149 +0,001 | 0,088 +0,013 | 0,046 +£ 0,026 | 0,499 + 0,052
40°C | 0,155 +0,006 | 0,163 +0,019 | 0,102 + 0,020 | 0,073 £0,013 | 0,564 + 0,078
50% (v/v)| 50°C | 0,366 + 0,019 | 0,306 + 0,000 | 0,188 + 0,007 | 0,140 + 0,007 | 1,137 £ 0,013
60°C | 0,669 +0,042 | 0,479+0,019 | 0,461 +0,047 | 0,236+ 0,012 | 2,024 + 0,144
75°C | 0,739+0,059 | 0,549 +0,035 | 0,421 +£0,029 | 0,266 + 0,027 | 2,153 + 0,105
25°C | 1,332+0,117 | 0,497 £0,021 | 0,758 +0,035 | 0,288 + 0,007 | 3,091 +£0,215
75% (viv) 40°C | 1,552 +0,031 | 0,591 +0,010 | 0,857 + 0,003 | 0,337 £0,001 | 3,587 + 0,018
50°C | 1,791 +0,047 | 0,670+ 0,006 | 1,038 +0,029 | 0,384 + 0,003 | 4,209 + 0,135
75°C | 2,028 +0,006 | 0,817 +0,008 | 1,254 +0,018 | 0,421 +0,003 | 4,909 + 0,031
25°C - 0,556 + 0,059 | 1,415+0,056 | 0,381 +0,059 | 4,679 + 0,236
40°C - 0,642+0,182 | 1,501 +£0,304 | 0,381 +0,060 | 5,348 + 0,355
90% (v/v) | 50°C - 0,802 +0,070 | 1,732 +0,038 | 0,417 +0,005 | 5,807 £ 0,177
60°C - 0,878 + 0,056 | 1,885+ 0,065 | 0,496 + 0,002 | 6,183 + 0,236
75°C - 0,978 +0,055 | 1,874+0,010 | 0,505+ 0,003 | 6,225 + 0,059

PC- fosfatidilcolina; Pl — fosfatidilinositol; PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina PL-
fosfolipidios
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5.3 TESTES INDUSTRIAIS

A partir dos resultados dos ensaios em escala de laboratério, foram
elaborados estudos em escala piloto/industrial, a fim de se verificar a possibilidade
real de recuperacgao de fosfolipidios da micela alcodlica proveniente do processo de
extracdo do SPC. No teste, a recuperacao dos fosfolipidios foi estudada com uma
centrifuga industrial e os resultados dos ensaios sao discutidos em 5.3.1. Em um
segundo conjunto de experimentos, a goma do teste de centrifugagao industrial foi
seca em rotaevaporador e analisada em laboratério para avaliacdo de sua qualidade
em relagdo a parametros fisicos, quimicos e microbiolégicos. Apds anadlise da
qualidade da lecitina final obtida, amostras foram enviadas para cliente para
avaliagdes rigorosas e aplicagao da lecitina produzida em seus produtos (5.3.2). Por
ultimo, os fosfolipidios recuperados foram utilizados com o objetivo de se
estabelecer condicbes de secagem em secador continuo e as amostras de lecitina

produzidas foram avaliadas quanto a cor e umidade (5.3.3).

5.3.1 Teste Industrial De Recuperagao

Para avaliacdo da recuperagao de goma com a centrifuga de teste
industrial, foram utilizadas duas abordagens. Na primeira, as medidas das vazbes
massicas do processo possibilitaram a determinacdo de rendimentos do processo.
Utilizou-se ainda uma abordagem de checagem em laboratério, pelo recolhimento de
amostras do processo industrial (entrada e saida da centrifuga), centrifugacdo em
centrifuga de bancada e determinacdo do rendimento relativo da centrifuga
industrial.

No ensaio industrial a estimativa do teor de fosfolipidios das amostras
foi realizada pela determinacao do teor de insoluveis em acetona. Essa medida foi
utilizada nesse ensaio em particular pela elevada quantidade de amostras, bem
como por ser a linguagem empregada industrialmente para representar o teor de
fosfolipidios de um material. A lecitina comercial fluida apresenta um teor de
insoluveis em acetona de 62%, o que em geral corresponde a um valor de 47% de
fosfolipidios, quando determinados por método analitico.

A Tabela 18 apresenta os dados dos medidores de vazao de entrada

de micela e saida de goma da centrifuga industrial, coletados a cada oito horas de
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operagao, bem como a quantidade de micela gerada durante a produg¢do do SPC,
umidade e volateis da goma e insoluveis em acetona da goma, determinados em
laboratério. Os valores de umidade e volateis e insoluveis em acetona foram
determinados para amostras coletadas a cada duas horas de operagdo, e os
resultados sdo representados como médias de quatro amostras. A partir dos dados
de micela, indice de insoluveis em acetona e umidade foram calculados os
rendimentos do processo, apresentados em A.l./micela (Tabela 18). O teor de
insoluveis em acetona do periodo foi calculado como a multiplicagao entre o teor de
insoluveis em acetona da micela e a quantidade de micela (em kg). O valor médio
calculado para o rendimento em termos e A.l./micela foi 0,65 %. E importante
considerar , para um futuro projeto industrial, que o rendimento de (A.l) insoluveis
em acetona provenientes da micela pode oscilar por outras razboes além das
relacionadas ao processo, como a safra da soja, matéria-prima original, uma vez que
a composicdo da mesma sofre alteracdo de acordo com as condigdes de solo, clima,
etc.

O rendimento da centrifuga industrial foi estabelecido considerando-se
como maximo o rendimento obtido em uma centrifuga de laboratério. As amostras
de micela da entrada e da saida da centrifuga industrial foram centrifugadas na
centrifuga de laboratério e o valor da goma retida foi obtido por diferenca. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 18 - Resultados do ensaio de centrifugagao industrial e analises de umidade e volateis
da goma e teor de insolliveis em acetona da goma determinados em laboratorio.

Tempo Micela Goma Um’ida_de e A.I: no Rendimento

h) (kg) (kg) volateis da | A.l. da goma | periodo | A.l./micela
goma (%) (kg) (%)
8 148592 38 34,75+1,15 [ 56,45+1,52| 21,62 0,01
16 185189 1896 37,17 £ 3,18 | 54,13 + 3,24 | 1.026,47 0,55
24 171700 2298 41,20+0,89 | 50,3+0,98 |1.155,64 0,67
32 163611 1441 46,68 £ 8,26 | 4595+ 7,67 | 661,91 0,40
40 172200 2671 43,24 + 2,27 | 49,31 +£2,30 [ 1.317,22 0,76
48 183928 3575 42,17 +2,38 | 50,47 + 1,98 | 1.804,20 0,98
56 167784 2721 43,53 £ 0,23 | 49,84 £ 0,84 | 1.356,05 0,81
64 08888 2001 40,39+2,43 | 52,53 +2,02(1.051,18 1,06
72 186204 2190 41,90 £ 3,15 | 52,07 £ 2,63 | 1.140,07 0,61
80 185396 2802 40,84 +0,54 | 52,5+1,11 |1.471,10 0,79
——- 1145 37,35+2,35 | 55,29+1,74 | 632,79 —
96 177315 688 36,83+ 3,17 | 55,58 + 2,48 | 382,28 0,22
104 115945 1363 40,84 £ 0,54 | 51,62+ 1,51 | 703,68 0,61
112 185250 1316 41,36 £+ 4,43 | 50,67 £4,72 | 666,77 0,36
120 179490 1476 42,85+0,74 | 50,06 +0,82 | 739,04 0,41
128 178656 2407 40,30+ 6,41 | 52,84 £5,99 [ 1.271,65 0,71
136 165054 2217 44,16 £ 2,49 | 49,68 +2,66 |1.101,46 0,67
144 167200 3293 45,29 + 3,26 | 46,86 £ 5,06 | 1.543,19 0,92
152 187100 2016 42,71 £1,10 | 50,33 +1,26 | 1.014,60 0,54
160 182650 2250 42,24 + 3,27 | 51,34 £ 2,57 | 1.154,94 0,63
168 185050 2177 42,04 +1,03 | 51,32+0,54 {1.117,39 0,60

Valor

médio: 170453 2097 41,55 51,13 1.065,58 0,65

A.l.: indice de insolUveis em acetona

A partir dos resultados da Tabela 19 foi possivel estimar o rendimento

da centrifuga industrial, em relagdo a centrifuga de laboratério, como sendo igual a

79,24 + 5,35%. A partir dos resultados das amostras obtidas no processo de

centrifugacgao industrial (teor de insoluveis em acetona da goma e umidade, Tabela

19) foi possivel calcular o valor de teor de insoluveis em acetona da goma em base

seca (%) médio do processo, equivalente a 85,53 + 1,25%.
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Tabela 19 - Rendimento relativo da centrifuga industrial
A.l. precipitado da ALl precipitado  A.l. retido

Rendimento relativo

Tempo micela de entrada da micela de (%) da centrifuga
(h) (%) saida (%) industrial (%)
8 0,3572 0,0784 0,2788 78,06
16 0,4305 0,0630 0,3675 85,37
24 0,4061 0,0514 0,3547 87,34
32 0,4575 0,0617 0,3958 86,52
40 0,4241 0,0797 0,3444 81,21
48 0,4395 0,0861 0,3534 80,41
56 0,4986 0,0840 0,4146 83,16
64 0,4712 0,0891 0,3821 81,09
72 0,3778 0,0900 0,2878 76,19
80 0,4022 0,0938 0,3084 76,68
88 0,4086 0,0925 0,3161 77,36
96 0,5101 0,1760 0,3341 65,49
104 0,5294 0,1259 0,4035 76,21
112 0,3547 0,0912 0,2634 74,28
120 0,5050 0,0810 0,4241 83,97
128 0,3881 0,1208 0,2673 68,87
136 0,5363 0,1097 0,4266 79,55
144 0,5243 0,0959 0,4283 81,70
152 0,4690 0,0964 0,3727 79,45
160 0,4857 0,1041 0,3816 78,57
168 0,5770 0,1002 0,4767 82,63

A.l.: indice de insolUveis em acetona

A produgéo de goma do processo pode ser acompanhada por um visor

de linha instalado no processo, mostrado na Figura 32.

Figura 32 - Visor de linha da saida de goma umida do sistema de recuperagao

Fonte: Acervo Autor
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5.3.2 Producao De Amostras E Avaliagao De Clientes

A goma separada no teste de centrifugagédo industrial foi seca em
rotaevaporador e analisada em laboratério para avaliacdo de sua qualidade em
relacdo a parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos. Os resultados sao
apresentados na Tabela 20. Apds analise da qualidade da lecitina final obtida,
amostras (Figura 33) foram enviadas para cliente para avaliagbes rigorosas e

aplicacao da lecitina produzida em seus produtos.

Tabela 20- Resultados analiticos das amostras

PARAMETROS RESULTADOS LIMITES UNIDADES
Umidade 0,36 Max. 0,5 %
Insoluveis em acetona 62 Min. 62 %
Insoluveis em hexano 0,04 Max. 0,1 %
indice de acidez 28,35 Max. 30 %
Acidez 14,25 Max. 15 %
Cor Gardner (10% SOL.) 8 Max. 10 -
Valor de peroxido 0,8 Max. 3,00 meqg/kg
Viscosidade a 25 °C 89 Max. 120 Poise
Ferro 14 Max. 100 Ppm
Salmonella sp. Ausente/25¢g Auséncia em 25 g | Auséncia/Presenga/25 g
Coliformes fecais <1,0 x 10" Ausénciaem 1g Auséncia/Presencga/1 g
Coliformes totais <1,0 x 10" Ausénciaem 1g Auséncia/Presencga/1 g
Escherichia coli <1,0 x 10" Ausénciaem 1g Auséncia/Presencga/1 g
Enterobacteriaceae Ausente/1g Ausénciaem 1g Auséncia/Presencga/1 g
Bolores e Leveduras <1,0 x 10" 100 UFC/ g Maximo UFC/g

Figura 33 - Amostra de Lecitina enviada para cliente

Fonte: Acervo Autor
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As analises fisico-quimicas realizadas demonstraram a qualidade do
produto final obtido, que atendeu a todas as especificagbes (Tabela 20). Uma das
propriedades fisico-quimicas que esta relacionada diretamente com a qualidade de
processamento do produto € a cor. A cor € um aspecto muito importante da
qualidade da lecitina, uma vez que uma lecitina mais clara € mais bem aceita no
mercado. Os clientes desejam uma lecitina de coloragédo mais clara e transparente,
pois essa tera menos interferéncia no produto final (alimentos ou tinta). A
especificagao de cor para lecitina (escala de Gardner 10% sol.) € de no maximo 10.
A lecitina tradicional em geral fica proxima da especificagdo (10). A lecitina
produzida apresentou um valor igual a 8. O teor de ferro também tem importancia, a
especificacao para lecitina € 100 ppm no maximo. A lecitina tradicional apresenta um
valor de 50 ppm, em geral, enquanto que a nova lecitina apresentou um valor igual a
14 ppm (Tabela 20).

As amostras de lecitina produzidas a partir da extracdo do farelo
desengordurado também foram analisadas por clientes. A Kraft Foods, uma
empresa que utiliza lecitina em suas formulacgdes, realizou testes com a nova lecitina
produzida. Foi realizada uma comparagao entre produto tradicional (padréo utilizado
pela empresa) e o novo produto, analises sensoriais em produtos acabados
(chocolates) e analises reoldgicas.

A lecitina foi avaliada em relagcdo ao teor de fosfolipidios. A analise
revelou que a nova lecitina apresentou um conteudo maior de agentes surfactantes
ativos, ou fosfolipidios, (~48%), em comparagao com outras amostras analisadas
pela empresa (~41%) e maior conteudo de PC (~16%) e Pl (~15%), em comparagao
com o padrdao (~13% e ~10%, respectivamente). Tal resultado implica em uma
lecitina com caracteristica mais hidrofilica, o que se espera resultar em um produto
mais funcional. As propriedades de interesse comercial da lecitina sdo oriundas dos
fosfolipidios. Sendo assim, valor dos mesmos € de grande importancia comercial.
Dentro desses fosfolipidios, a fosfatidilcolina € o principal fosfolipidio da lecitina. Por
estar diretamente relacionada com o poder emulsificante, bem como as
propriedades nutricionais e funcionais, quanto mais alto o seu percentual, melhor é a
lecitina.

Em relagdo a analise sensorial, a lecitina nova pura foi caracterizada
por um aroma frutado, com tons de mel e azeite. Em relacdo a cor, observou-se

coloracdo mais clara que a lecitina padrdao. O MILKA com 0,7% da nova lecitina
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apresentou aroma frutado picante, sem tons de azeite. O MILKA branco com 0,5%
de lecitina nova apresentou aroma adocicado ou frutado.

De forma geral, os resultados obtidos pela Kraft Foods indicaram uma
melhoria nas propriedades de escoamento, além de observagdes quanto a melhoria
na cor, € maior funcionalidade devido a um maior carater hidrofilico para a lecitina
nova produzida em comparagdo com um padrdao de lecitina empregado pela

empresa.

5.3.3 Teste De Secagem Piloto E Avaliagao De Amostras

Apods o processo de centrifugagdo, a goma recuperada, armazenada
em um IBC, foi destinada para secagem em um secador continuo piloto de pelicula
delgada. Os resultados dos testes realizados s&o apresentados na Tabela 21..

Durante o teste de secagem piloto foi possivel monitorar a temperatura
da corrente de alimentagcdo do secador, a temperatura de saida da lecitina do
secador, a pressao e temperatura de vapor, as vazoes de alimentagao e de saida
tanto da lecitina como dos destilados. A pressao e temperatura de vapor e a vazao
de alimentacao foram variadas a fim de se verificar sua influéncia sobre a qualidade
da lecitina obtida. A Tabela 21 mostra um resumo das condi¢cdes de operacdo e

também os resultados obtidos para o teor de umidade e cor na escala Gardner.

Tabela 21 - Resumo condi¢goes de operacao e umidade final da lecitina obtida

VAZAO , UMIDADE
AMOSTRA ENTDREAD A ENIO%A)DA S(‘}'(?)A V’?OF&?R F:%\L COR
(kg/h)
B-1 38,1 18,6 68,0 141,2 2,72 -
B-2 44,0 19,4 84,2 157,5 1,26 -
B-3 42,4 19,8 85,7 1741 2,16 -
B-4 42,6 20,2 77,6 123,5 4,42 -
B-5 42,6 47,2 108,0 139,1 0,56 9
B-6 43,6 46,0 112,0 148,6 0,46 10
B-7 32,2 46.8 110,0 125,5 0,38 9
B-8 32,6 46,6 110 125 0,35 8
B-9 43,1 46,2 119 1473 0,2 9,5
B-10 42,6 46,6 120 146,8 0,13 9
B-11 32,2 46,5 116 124,7 0,30 9
B-12 42,2 46,4 112 124,8 0,16 9
8

B-13 58,1 45,9 109,6 124,9 0,31
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Para a realizagdo do teste de secagem da lecitina, inicialmente a
amostra contida dentro do IBC foi homogeneizada, pois se observou a formagao de
trés fases, contendo goma, acido graxo e dleo refinado. Apds o preparo do secador
por injegdo de vapor no seu interior, a lecitina comegou a ser bombeada,
inicialmente a temperatura ambiente (amostras B1 a B4 da Tabela 21). Nos
primeiros testes, a temperatura de aquecimento do evaporador permaneceu entre
123 e 178°C. Nessas condi¢cdes, a umidade da lecitina produzida manteve-se acima
da especificagdo (entre 1,26 e 4,42%), sendo assim, as condicbes de secagem
foram alteradas nos testes subsequentes. A umidade do produto final deve ser baixa
para evitar contaminagbes. Os testes seguintes ocorreram com uma temperatura
entre 139 e 148°C (B5 e B6, Tabela 21). No entanto, a goma de entrada passou a
ser pré-aquecida para aproximadamente 46°C (antes da entrada no sistema), de
forma a se atingir a umidade final proposta sem danificar a qualidade do produto.
Temperaturas elevadas no evaporador resultam em menor umidade, no entanto, a
cor do produto obtido é mais escura (Figura 34). Nos testes B7 e B8 se utilizou a
temperatura de 125°C e taxa de alimentagdo menor, em torno de 30 kg/h. Entre B9 e
B13 a temperatura foi de 147°C, e entre B11 a B13 a vazao diminui e a temperatura
foi de 125°C. Nos ensaios de secagem da lecitina, observou-se que quanto menor
era a pressao de vapor utilizada para a secagem, mais clara era a lecitina obtida, no

entanto, maior era o teor de umidade (Figura 35).

Figura 34 - Comparagao amostras de lecitina obtidas com condigoes de secagem diferentes:

quanto mais escura a lecitina, maior a pressao de vapor utilizada no processo de secagem

Fonte: Acervo Autor
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A cor & um aspecto importante na qualidade da lecitina, como foi
discutido anteriormente. A especificacdo de cor para lecitina € no maximo 10. A nova
lecitina (produzida a partir do farelo desengordurado) atingiu um valor igual a oito, o
que é vantajoso comercialmente (amostra B8 e B13, Tabela 21). Além da melhoria
de cor, a “cristalinidade” obtida na nova lecitina conferiu ainda um diferencial ao

novo produto. A Figura 35 mostra amostras de lecitina apds a secagem.

Figura 35 - Amostras de lecitina obtidas do teste de secagem

Fonte: Acervo Autor

Ainda em relagao a qualidade do produto, outro parametro importante é
a soma dos fosfolipidios principais (%) e a propor¢ao entre fosfolipidios. As amostras
B5 a B13 foram analisadas e os resultados sdo apresentados na Tabela 22. Os
teores de fosfolipidios das amostras foram similares, em média, 47,33 + 0,33%, com

maiores teores de PC e PI.

Tabela 22 - Resultados para o teor de fosfolipidios das amostras de lecitina apés secagem

AMOSTRA PC Pl PE PA OUTROS TOTAL
B-5 15,94% 14,00% 6,47% 4,63% 1,20% 47,46%
B-6 15,89% 14,14% 6,47% 4,57% 1,12% 47,40%
B-7 16,01% 14,16% 6,59% 4,63% 1,16% 47,79%
B-8 16,08% 13,93% 6,50% 4,59% 1,18% 47,39%
B-9 15,98% 13,88% 6,38% 4,55% 1,25% 47,22%
B-10 15,84% 13,51% 6,44% 4,48% 1,33% 46,72%
B-11 15,83% 13,61% 6,51% 4,60% 1,14% 46,92%
B-12 16,12% 13,85% 6,51% 4,63% 1,36% 47,58%
B-13 16,15% 13,90% 6,59% 4,60% 1,17% 47,45%

fosfatidilcolina; PI — fosfatidilinositol; PS- foafatidilserina PA- Acido fosfatidico; PE — fosfatidiletanolamina
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Os testes de secagem demonstraram sucesso operacional na secagem
da goma umida em equipamento continuo, resultando em amostras que atenderam

as especificagdes de umidade e cor.
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6.0 CONCLUSOES

A producdo de concentrado proteico de soja a partir do farelo
desengordurado gera como subproduto uma micela alcodlica, que apds a
recuperacao do etanol e concentracdo, resulta em um produto acgucarado
denominado melago de soja. A micela alcodlica apresenta, no entanto, ndo somente
agucares, etanol e agua, mas também uma fragdo oleosa contendo fosfolipidios. Os
fosfolipidios, principais componentes da lecitina, apresentam valor comercial
elevado. Essa observacdo motivou a realizacdo desse trabalho.

Na primeira etapa do trabalho foi possivel elaborar e validar uma
metodologia analitica para quantificagao de fosfolipidios. Essa validagao ocorreu em
paralelo com a analise do melhor método para extragdo tanto de farelo de soja
desengordurado como de soja para a etapa analitica. Foi possivel estabelecer e
validar uma metodologia de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase normal com deteccao por espalhamento de luz evaporativo. Tanto o método de
extragao descrito por Bligh e Dyer (1959), utilizando metanol, cloroférmio e agua,
quanto o processo de extracdo com hexano:etanol demonstraram ser boas
estratégias de preparo de amostras (extratos contendo fosfolipidios) para o
procedimento analitico. O método de extracdo por hexano:etanol, no entanto,
apresentou ligeira vantagem em relagcdo ao método de B&D, pois com ele a
recuperacao de fosfatidilcolina, fosfolipidio de maior importancia, foi superior.

Em relagdo ao comportamento dos fosfolipidios individuais em solugao
etandlica, todos tiveram comportamento similar. No entanto, a fosfatidilcolina foi
mais influenciada pela concentracdo de etanol. A maior solubilidade encontrada em
temperatura ambiente foi de 4,93 g/L obtida na concentragdo de etanol 90% ,
diminuindo novamente quando se utilizou etanol anidro.

Diversos sistemas de solventes foram testados para a extracdo de
fosfolipidios do farelo de soja desengordurado, com o objetivo de verificar o melhor
rendimento de extracdo, bem como o perfil de fosfolipidios extraidos na amostra e o
efeito sobre a recuperagcdao de proteinas. Como a intengcdo era a produgao
simultdnea de Concentrado Proteico e a recuperacdo de fosfolipidios , a mistura
etanol: agua , portanto, foi mais profundamente estudada. Nesse sistema, alcangou-
se um rendimento de 1,53 g/100g na condicdo de 70-75% v/v de etanol. O

comportamento individual de cada fosfolipidio (PC, PA, PE) foi similar. Entre 70 e
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75% de etanol, o conteudo de fosfolipidios recuperado permaneceu constante. No
entanto, o teor de proteinas do concentrado proteico (fracdo sdlida resultante do
processo de extragao) foi reduzindo a partir de 75% de etanol. Sendo assim,
concluiu-se que a concentragcao 6tima de etanol para um processo no qual se deseja
obter simultaneamente SPC (farelo com teor elevado de proteinas) e micela com
alto teor fosfolipidios seria em torno de 70% v/v.

Industrialmente foram realizados testes de centrifugagéo da micela com
base nos resultados obtidos em laboratério e recuperacdo de fosfolipidios , bem
como secagem do material obtido em secador continuo, além de analises analiticas
e comerciais do produto, puro ou como componente de chocolates. Os valores dos
rendimentos obtidos no teste em escala industrial indicou ser possivel recuperar em
termos de A.l/micela 0,65 + 0,22% . As analises fisico-quimicas realizadas apés o
processo de secagem da lecitina comprovaram a qualidade da lecitina final obtida,
que atendeu a todas as especificagdes, além de possuir como diferencial um
elevado teor de fosfolipidios.

Os resultados desse trabalho demonstraram a possibilidade de
aproveitamento de um residuo da producdo de concentrado proteico de soja,
presente na micela alcodlica residual do processo. O ajuste das condi¢gdes de
processo a partir dos resultados apresentados nesse trabalho aponta a possibilidade
de recuperacdo dos fosfolipidios da micela, sem prejudicar a recuperagdo das
proteinas na fragao solida. O trabalho apresentado tem potencial para contribuir no
aproveitamento racional de um residuo da industria processadora de soja, além de
possibilitar o aumento do faturamento da industria pela recuperagao de um produto
com alto valor agregado.

Para aplicagdo do processo com sucesso em escala industrial, é
necessaria a elaboragcdo de um projeto industrial, o qual estd em fase de
desenvolvimento atualmente, bem como a andlise da viabilidade econdémica do
projeto. Outro ponto que pode ser trabalhado é referente a qualidade do produto final
obtido, em especial na avaliacdo e ajuste do odor para as aplicagbes a que sera
destinado.

Sugere-se também um estudo aprofundado da recuperagdo dos
fosfolipidios apds a extragdo com o sistema de solventes hexano: etanol, caso
deseje-se a recuperagao dos fosfolipidios do farelo de soja desengordurado

independente da producao de SPC.
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