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OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION CONDITIONS OF ETHYL ESTERES FROM FISH OIL WITH HIGH CONTENT OF
IN ®-3 LONG CHAIN FATTY ACIDS. The production of ethyl esters by alcoholysis is an alternative for splitting triacylglycerols due
to the possibility of using low temperatures, which results in oxidative protection of the polyunsaturated fatty acids. Ethyl esters produced

under mild conditions of temperature could be used as substrate for obtaining structured lipids. The reaction parameters of production

of ethyl esters from fish oil with high content of ®-3 fatty acids by alcoholysis were optimized using response surface methodology. An
experimental design (2°) (with levels +1 and -1, six axial points with levels -0 and +o and three central points) was applied. The variables

investigated were concentration of catalyst, amount of ethyl alcohol and temperature. Ethyl ester conversion was monitored by high

performance size exclusion chromatography (HPSEC) and the best result obtained was 95% conversion rate. The optimal conditions

were 40 °C, 1% of NaOH and 36% of ethanol.
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INTRODUCAO

Os 6leos provenientes de peixes marinhos contém grandes quan-
tidades de dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa ®-3, que
sdo oriundos do 4cido graxo linolénico advindo das plantas utiliza-
das na alimentac@o dos peixes. Sua composi¢do especifica em dci-
dos graxos ®-3 justifica a grande utiliza¢do em nutri¢do humana.
Os principais dcidos graxos desta classe sdo o eicosapentaendico
(EPA) e docosaexaendico (DHA), podendo representar cerca de 26%
dos acidos graxos presentes em 6leos de peixe. A utilizacdo de aci-
dos graxos da série -3 apresenta grande influéncia no metabolis-
mo dos triacilgliceréis, nos niveis de colesterol LDL, além da inter-
feréncia na agregagdo plaquetdria reduzindo o risco de doengas
cardiovasculares'?.

Os 6leos e as gorduras t€m a sua aplicacdo industrial limitada
pela distribui¢do e composi¢do em dcidos graxos, sendo necessario
submeté-los a processos de modificacdo, tais como hidrogenacdo,
interesterificacdo e fracionamento, para que as caracteristicas fisi-
co-quimicas sejam alteradas™*.

O processo de interesterificacio pode ser dividido em quatro clas-
ses de reagdes: alcodlise, aciddlise, glicerdlise e transesterificagao. A
alcodlise, reacdo entre uma gordura e um dlcool, oferece meios de
preparagdo de ésteres como alternativa ao processo de hidrélise e
reesterificagdo. Os ésteres sdo obtidos pelo deslocamento do glicerol
pelo dlcool, que pode ser metilico ou etilico, na presenca de
catalisadores, produzindo metil ou etil ésteres’:

C,H,(OOCR), + 3CH,CH,0H —»
3CH,CH,0COR + C,H,(OH), - (Etandlise)

O processo convencional de obtengdo de dcidos graxos utiliza tem-
peraturas elevadas, na faixa de 150 — 280 °C, onde a temperatura
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escolhida determina maior ou menor tempo de reagdo, podendo
levar & oxidagdo de dleos poliinsaturados®, como o 6leo de peixe.

Os ésteres etilicos tém surgido como um substrato alternativo
para a obtencdo de lipidios estruturados especificos, devido a pos-
sibilidade de utilizacdo de baixas temperaturas no processo, o que
permite proteger os dcidos graxos poliinsaturados da oxidac@o.

O objetivo do presente trabalho foi otimizar as condigdes de pro-
dugdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de peixe, com elevado teor
de dcidos graxos -3, através do processo de alcodlise em escala
piloto, visando sua utilizagdo como substrato para a reacdo de pro-
ducdo de lipidios estruturados especificos.

PARTE EXPERIMENTAL
Oleo de peixe

Para a produgdo dos ésteres etilicos foi utilizado como matéria-
prima 6leo de peixe com elevado teor de dcidos graxos -3 (ROPUFA
- Roche), gentilmente cedido pela empresa Parmalat.

Caracterizacio da matéria-prima

- Teor de 4cidos graxos livres - método AOCS Ca 5a-40¢,

- Composi¢do em dcidos graxos - método AOCS Ce 1-62°, Con-
dicdes da andlise: Cromatégrafo CGC Agilent 6850 GC System.
Coluna DB — 23 — Agilent (50% Cianopropil — metilpolisiloxano),
60 m x 0,25 mm x 0,20 um. Forno: 195 °C — 20 min; 195-215 °C a
5 °C/min; 215 °C — 16 min. Gas de arraste: He; fluxo da coluna —
1,0 mL/min; injetor — 250 °C; detector — 280 °C; split — 1:50. A
identifica¢@o dos dcidos graxos foi realizada através da compara-
¢do dos tempos de reteng@o das amostras e do padrao cromatografico
NU-CHEK GLC-87,

- Metilagdo - método AOCS Ce 2 —66°;

- Indice de Peréxido — método AOCS Cd 8b-90°;

- Indice de Anisidina — método AOCS Cd 18 — 90°.
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Reacfo de alcodlise

A reacdo de alcodlise foi realizada em reator de 3 L, encamisado e
provido de agita¢do mecanica. Para os testes preliminares foram utili-
zados 2 kg de 6leo de peixe, solucdes de NaOH em dlcool etilico
anidro com concentragdes de 1,0, 1,13 ¢ 1,20% e 40 partes de alcool
etilico anidro. A reagdo ocorreu sob agitagdo de 600 rpm, durante 5
min e a 60 °C. Para os ensaios experimentais utilizou-se um siste-
ma em batelada com lotes de 0,6 kg de dleo de peixe, que foi aque-
cido a diferentes temperaturas. Para cada experimento foi adiciona-
da solucdo de NaOH em alcool etilico anidro, de acordo com con-
centragdes descritas no planejamento experimental. A reagdo ocor-
reu sob agitacido mecanica de aproximadamente 600 rpm, durante 5
min. Ap6s o término da reacdo, adicionou-se glicerol em quantida-
de suficiente para acelerar a separagio do glicerol produzido e, apds
a decantacdo do mesmo, foi realizada sua remocao, sendo os €steres
submetidos a diversas lavagens com dgua pré-aquecida, até que es-
tivessem limpidos e neutros. No mesmo reator foi realizada a seca-
gem a vacuo dos ésteres, a 60 °C.

Planejamento experimental

Para a obtenc@o das melhores condi¢des operacionais para a produ-
¢do de ésteres etilicos de 6leo de peixe foi aplicado um modelo fatorial
completo (2°), com os niveis de +1 e —1, seis pontos axiais (-0 e +0t),
trés pontos centrais (nivel zero), em que as varidveis estudadas foram
concentra¢do do catalisador, quantidade de dlcool etilico e temperatura.
O planejamento constou de 17 experimentos, sendo trés no ponto
central e seis nos pontos axiais. Os valores das varidveis foram sele-
cionados em funcido de testes preliminares (Tabela 1). O tempo de
reacdo e a velocidade de agitacdo foram de 5 min e 600 rpm, respec-
tivamente. Os resultados foram avaliados através da aplicagdo de MSR
— Metodologia de Superficie de Resposta e Andlise de Regressao
Multipla’.

Tabela 1. Niveis e varidveis avaliados no planejamento experimen-
tal

Niveis
Variaveis -0 -1 0 +1 +0
Temperatura (°C) -X 39 45 52,5 60 65,20
NaOH (%) -X, 0,93 1,0 1,1 1,2 1,27
Etanol (v/p) =X, 26,53 30 35 40 4347

A resposta ao delineamento foi dada em funco da avaliagdo quan-
titativa do rendimento em ésteres, determinado através da técnica de
cromatografia de alta performance por exclusdo de tamanho.

Controle da reacio

A reacdo de obtengao dos ésteres foi monitorada através da técni-
ca de cromatografia de alta performance por exclusdo de tamanho
(HPSEC) nas seguintes condi¢des: duas colunas conectadas em série,
Hewlett Packard — DVB (Polidivinilbenzeno), com didmetros de po-
ros de 100 e 500 A; detector de indice de refragdo (Differential
Refractometer LCD 201 - Sicon - Analytic); bomba isocratica (Perkin-
Elmer, série 10 - Liquid Chromatograph), injetor de 20 pL e fluxo de
fase movel (Tetraidrofurano) de 1 mL/min &

O mecanismo de separagio dos ésteres, através da técnica HPSEC,
ocorre através da diferenca de massa molar entre os compostos pre-
sentes no meio reacional, sendo que, neste caso, a ordem de eluicio
¢ triacilglicer6is, diacilgliceréis, monoacilglicer6is, ésteres e dci-
dos graxos livres.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia da reacdo de conversido de triacilgliceréis em ésteres
depende diretamente das condicdes de processo utilizadas, bem como
das caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima. Dentre as varia-
veis que afetam a reag@o de alcodlise temos o teor de dcidos graxos
livres, umidade, tipo de catalisador e concentracdo utilizada, razio
molar de dlcool/dleo e tipo de dlcool utilizado, tempo de reagdo,
temperatura, agitacdo e pureza dos reagentes’.

Caracterizacio da matéria-prima

A composicio em dcidos graxos do 6leo de peixe utilizado como
matéria-prima para a producdo de ésteres € apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao em acidos graxos do 6leo de peixe

Acidos Graxos %

C12:0 Laurico 0,31
C14:0 Miristico 7,06
C15:0 Pentadecandico 0,59
C16:0 Palmitico 17,98
Cl6:1 Palmitoléico 7,55
C17:0 Margdrico 0,90
C17:1 Margaroléico 1,04
C18:0 Estedrico 5,25
C18:1 Oléico 13,53
Cl18:2 Linoléico 2,37
C18:3 Linolénico 1,13
Cl18:4 Estearidonico 3,37
C20:0 Araquidico 0,46
C20:1 Gadoléico 1,31
C20:3 Eicosatrienéico 0,87
C20:4 Araquidonico 0,77
C20:5 Eicosapentaendico (EPA) 14,80
C22:0 Beénico 0,63
C22:5 Docosapentaenéico (DPA) 1,92
C22:6 DHA 18,15

Total (EPA + DPA + DHA) 34,87

Total n-3 PUFA 36,30

As caracteristicas fisico-quimicas do 6leo utilizado na reagdo de
alcodlise, tais como teor de dcidos graxos livres, indice de peréxido
e umidade, apresentam grande influéncia na eficiéncia da reagdo,
podendo reagir com o catalisador, diminuindo assim a eficiéncia da
conversdo de triacilgliceréis em ésteres. Quanto maior a acidez do
6leo, menor a eficiéncia da conversdo. Para a obtencdo de maior
eficiéncia na conversdo, o 6leo utilizado deve apresentar teores de
acidos graxos livres, indice de peréxido e umidade maximos de
0,1%, 10 meq O,/kg e 0,1%, respectivamente'’.

O dleo utilizado como matéria-prima na reacdo de alcodlise
apresentou excelentes caracteristicas em termos de acidez (% AGL
em oléico = 0,1) e baixissimos valores de indices de peréxido (meq
O,/kg 6leo=0,1) e de anisidina (0,3), indicando bom estado oxidativo.

A partir dos resultados dos testes preliminares foi elaborado um
planejamento experimental onde as varidveis independentes (tempe-
ratura, concentracdo de NaOH e etanol) foram avaliadas dentro de
uma faixa especifica (Tabela 1). De acordo com este planejamento, o
nimero total de combinacdes de tratamento foi 2k + 2k + n, onde k €
o nimero de varidveis independentes e n € o nimero de repeti¢des dos
experimentos no ponto central.
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A Tabela 3 apresenta o planejamento experimental para a
otimizagdo das varidveis avaliadas (X -temperatura, X -concentra-
¢do de NAOH, X -etanol anidro) para a produgdo de ésteres etilicos
e os resultados de conversdo em ésteres.

Tabela 3. Planejamento experimental para otimizagio das varidveis
avaliadas para a producdo de ésteres etilicos de 6leo de peixe

Rendimento
em ésteres
(Temperatura °C) (NaOH %) (Etanol v/p) (%)

Experimentos X X X

1 2 3

1 1(60) 1(1,2) 1(40) 95,08
2 -1(45) 1(1,2) 1(40) 93,95
3 1(60) -1(1) 1(40) 92,64
4 -1(45) 11 1(40) 93,89
5 1(60) 1(1,2) -1(30) 86,71
6 -1(45) 1(1,2) -1(30) 90,01
7 1(60) -1(1) -1(30) 89,36
8 -1(45) -1(1) -1(30) 85,83
9 0(52,5) 0(1,1) 0(35) 92,83
10 0(52,5) 0(1,1) 0(35) 91,42
11 0(52.5) 0(1,1) 0(35) 92,01
12 1,68(65,20) 0(1,1) 0(35) 89,97
13 -1,68(39,8) 0(1,1) 0(35) 89,81
14 0(52,5) 1,68(1,27)  0(35) 92,18
15 0((52,5)  -1,68(0,93)  0(35) 89,67
16 0(52,5) 0(1,1)  1,68(43,47) 94,96
17 0(52,5) 0(1,1) -1,68(26,53) 72,19

A técnica HPSEC permitiu a separag@o dos diferentes compos-
tos de acordo com sua massa molar. A Figura 1 apresenta um exem-
plo de perfil cromatografico em que se verifica a conversdo de
triacilglicerdis em ésteres do experimento n°17 do planejamento
experimental. Através do perfil cromatografico obtido verifica-se
a presenga de 15% de triacilglicer6is (TG), 12,7% de diacilglicerdis
(DG) e 72% de ésteres etilicos de dcidos graxos de cadeia longa
(EEAGCL), mostrando a elui¢do dos compostos em funcdo da sua
massa molar.
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Figura 1. Perfil cromatogrdfico para avaliagdo do rendimento dos ésteres,
ondeTG = triacilglicerdis, DG = diacilglicerois e EEAGCL = ésteres etilicos
de dcidos graxos de cadeia longa

Em testes preliminares realizados para a obtengdo de ésteres etilicos
de dleo de peixe obteve-se uma taxa de conversdo de 100% para a
concentragio de 1,20% de hidréxido de sédio e 40 partes de dlcool
etilico anidro (Tabela 4).

No entanto, verifica-se nos ensaios experimentais uma taxa ma-
xima de conversdo em ésteres de 95%. Os testes preliminares e 0s
ensaios experimentais foram realizados no mesmo reator, com mes-
ma matéria-prima e agitagdo, tendo como fonte de varia¢do no pro-
cesso a quantidade da matéria-prima utilizada, 2 e 0,6 kg, respecti-

Quim. Nova

Tabela 4. Condigdes preliminares utilizadas na producéo de ésteres

% NaOH Rendimento em ésteres (%)
1,0 95,6
1,13 98,0
1,20 100,0

Temperatura = 60 °C e Volume de etanol = 40 partes

vamente. A agitagdo do processo ¢ pardmetro importante para se
chegar a melhor eficiéncia de conversdo em ésteres. O reator utili-
zado foi desenhado com pés de agitacdo para volumes da ordem de
3 L. Quando se diminuiu a massa inicial de amostras para 0,6 kg,
parte da hélice de agitag@o deixou de estar totalmente submersa no
dleo, o que pode ter alterado a excelente condi¢do de agitag@o en-
contrada nos testes preliminares, reduzindo assim a taxa de conver-
sd3o em ésteres.

A equagdo de regressdo de segunda ordem mostra a dependéncia
da conversdo de 6leo em ésteres etilicos como fun¢do da quantidade
de etanol utilizada na reagdo. Os pardmetros da equagao foram obti-
dos pela andlise de regressao mdltipla dos dados do experimento:

Y =92,05296 + 4,53679X, - 2,37387 X

onde Y € a varidvel dependente, rendimento em ésteres, em relagio
a varidvel independente X, — etanol. As varidveis X, — temperatura
e X, — concentragdo de NaOH ndo apresentaram efeitos estatistica-
mente significativos.

Através da andlise de varidncia (ANOVA) determinou-se o valor
de F, que € a razdo da média quadratica devido a regressio sobre a
média quadratica devido ao erro (Tabela 5). O valor do F calculado da
regressdo apresentou-se maior que o F tabelado e o valor do F da falta
de ajuste mostrou-se menor que o F tabelado, mostrando que o mode-
lo € preditivo e significativo a nivel de confianga de 95% e que o
mesmo ndo apresenta falta de ajuste dentro da faixa avaliada.

Tabela 5. Efeitos das variaveis avaliadas no rendimento dos ésteres
etilicos

Fontes de variacio SQ GL MQ Fcalc.  Ftab.
Regressdao 353,98 2 176,99 25,14 3,74*
Residuo 98,54 14 7,03

Falta de ajuste 97,53 12 8,12 16,19  19*
Erro puro 1,00 2 0,50

Total 452,52 16

*nivel de 95% de confianga . .
O coeficiente de determinagio R? foi de 0,78 para a varidvel ésteres.

O valor R? é a medida da variagdo total dos valores observados do
rendimento em ésteres sobre a média determinada pelo modelo ajus-
tado, que € freqiientemente expressa em porcentagem. Isto denota que
78% das variagdes no rendimento em ésteres sdo explicadas pelo mo-
delo ajustado. O coeficiente de correlagdo R = 0,89 explica a rela-
¢do entre os valores experimentais e os previstos pelo modelo.

De acordo com as dreas de contorno obtidas (Figuras 2 e 3)
verifica-se que as varidveis concentracdo de NaOH e temperatura
(°C), dentro da faixa avaliada, ndo influenciaram a conversao de
triacilgliceréis em ésteres. Entretanto, a concentracao de etanol apre-
sentou efeito positivo sobre o rendimento, com melhores resultados
quando utilizada entre 35,5 e 44%.

Verifica-se na literatura que a concentracdo de catalisadores al-
calinos utilizados tem variado de 0,4 a 2,0% (m/m) de 6leo. A gran-
de varia¢@o nas concentracdes utilizadas pode ser atribuida as dife-
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rengas existentes nos diversos sistemas reacionais utilizados, tais
como tipo e razdo molar do dlcool utilizado, configuracio do reator
e matéria-prima’. Ferrari et al.'' obtiveram 97,5% de conversdo em
ésteres etilicos a partir de 6leo de soja e etanol anidro sob as se-
guintes condigdes operacionais: 3 L de dleo, 50% (v/v) de etanol
anidro e 15 g de NaOH, durante 5 min. De acordo com a drea de
contorno obtida na Figura 2, verifica-se que a concentracio de NaOH,
dentro da faixa avaliada (0,93 a 1,27%), ndo apresentou influéncia
significativa no rendimento em ésteres etilicos, permitindo a esco-
Iha da menor concentracdo de NaOH testada sem perdas na taxa de
conversdo em ésteres.
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Figura 2. Efeito da concentragdo de etanol e de NaOH sobre a conversdo de
triacilglicerdis em ésteres etilicos

A reacdo de alcodlise pode ocorrer a diferentes temperaturas, depen-
dendo do dleo utilizado, estando correlacionada ao tempo de reagdo. A
reacdo de alcodlise tem sido conduzida desde temperatura ambiente
até 60 °C". No entanto, alguns autores sugerem que temperaturas su-
periores a 60 °C podem acelerar a saponificagdo dos triacilglicerdis
pelo catalisador alcalino antes da alcodlise completa’. De acordo com a
drea de contorno obtida na Figura 3, verifica-se que a temperatura,
dentro da faixa avaliada (39 a 65,2 °C), ndo apresentou influéncia sig-
nificativa no rendimento em ésteres etilicos, permitindo a escolha da
menor temperatura avaliada sem perdas na taxa de conversdo em ésteres.
A utilizagdo de baixas temperaturas confere maior prote¢do oxidativa
aos dcidos graxos poliinsaturados presentes no dleo de peixe.

Uma das varidveis mais importantes que afetam a conversdo de
triacilglicerdis em ésteres € a razao molar entre dlcool e triacilglicerol. A
razdo estequiométrica para alcodlise requer trés moles de alcool e um de
triacilglicerol para a producdo de trés moles de ésteres e um de glicerol.
No entanto, a reagéo de alcodlise, devido ao seu cardter reversivel, re-
quer um excesso de dlcool para que haja um deslocamento da reagdo
para a direita. Contudo, um elevado excesso de dlcool interfere na
separacdo do glicerol que, devido ao aumento da solubilidade, per-
manece no meio reacional, ocasionando um deslocamento do equili-
brio da reagdo para a esquerda e conseqiiente redugdo na conversao
em ésteres’. Enciner et al.'* avaliaram a influéncia de diferentes ra-

2 (%
@
B
=

e

Tampetssr.
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Elanel (%)
Figura 3. Efeito da concentrag¢do de etanol e da temperatura sobre a
conversdo de triacilglicercis em ésteres etilicos
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z0es molares, entre 3:1 e 15:1, entre etanol e 6leo de cardoon (Cynara
cardunculus L.). A reagdo de alcodlise foi incompleta para razdes
molares inferiores a 6:1, apresentando melhores resultados de con-
versdo em ésteres entre as razdes molares de 9:1 e 12:1. No entanto,
com a utiliza¢@o da razdo molar de 15:1 verificou-se uma dificuldade
de separagio do glicerol do meio reacional e conseqiiente decréscimo
do rendimento em ésteres. As dreas de contorno obtidas nas Figuras 2
e 3 mostram que a varidvel etanol apresentou efeito positivo signifi-
cativo na conversio em ésteres etilicos quando utilizada entre as con-
centragdes de 35 e 43,47%(v/m), o que corresponde a utilizacdo de
razdes molares de 5,3:1 e 6,6:1(etanol/dleo), respectivamente. Verifi-
ca-se um menor rendimento em ésteres etilicos para razdes molares
inferiores a 5,3:1 e superiores a 6,6:1.

CONCLUSAO

A reagdo de alcodlise mostrou-se vidvel para a produgdo de
ésteres etilicos, devido a possibilidade de utilizagdo de temperatu-
ras muito baixas, na faixa de 40 °C, quando comparada ao processo
de obtencdo convencional de hidrélise de dcidos graxos, no qual se
utilizam temperaturas entre 150-280 °C. O processo proposto €
uma alternativa tecnoldgica para dleos ricos em dcidos graxos poli-
insaturados, conferindo maior protecdo oxidativa aos mesmos.

A reagdo apresentou taxa de conversdo maxima em ésteres etilicos
de 95%, dentro da faixa estudada, onde apenas a varidvel etanol anidro
apresentou influéncia positiva significativa. De acordo com os dados
obtidos, sugere-se a utilizagio de temperatura de 40 °C, concentracio
de 1% de NaOH e 36% de etanol anidro, sendo esta reacio realizada
em apenas 5 min sob agitacdo de 600 rpm. Estas condi¢des sdo consi-
deradas brandas em termos de agressdo térmica ao dleo e levam a
possibilidade de obten¢do industrial de produtos de alto valor
nutricional e melhor protegidos contra a oxidacdo dos dcidos graxos
poliinsaturados.
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