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RESUMO

Processo simplificado para a producao de concentrado de acidos graxos de
cadeia longa (D-003) a partir da cera de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum L.)

A cera de cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.) obtida da torta de filtro, um
subproduto da industria de acucar e alcool, tem despertado grande interesse
devido ao grande potencial de aplicagdo em diversos segmentos industriais,
incluindo a industria farmacéutica. O Brasil € o maior produtor de cana e maior
exportador de acucar do mundo, o que o torna um potencial produtor de cera de
cana dado o grande volume de torta de filtro disponivel. A cera de cana é
composta de uma mistura de ésteres de cera, triacilglicerois, esterdis, acidos e
alcoois graxos de cadeia longa, apresentando alto ponto de fusdo e composicao
quimica extremamente complexa, o que dificulta seu manuseio e andlise. E uma
fonte de acidos graxos alifaticos primarios de cadeia longa, os quais tém
apresentado efeitos antiplaquetarios, antitrombéticos e de reducdo do colesterol
sanguineo, comprovados através de diversos estudos realizados em animais e
humanos. Neste trabalho foi estudada a obtengdo de um Concentrado de Acidos
Graxos de Cadeia Longa (CAGCL), denominado D-003, através de um processo
simplificado contendo 3 etapas: saponificacdo da cera, extracdo com etanol anidro
a quente e acidulacao dos sais de acidos graxos para obtencao do concentrado.
Foram avaliados o rendimento e pureza dos concentrados obtidos e estes
derivatizados por trés metodologias distintas para posterior analise cromatografica.
Houve variacdes nos resultados entre as metodologias de derivatizacao utilizadas,
porém poOde-se ter uma nocao da faixa de concentracdo de acidos e alcoois
presentes nos concentrados estudados. Os CAGCL apresentaram rendimento, em
massa, ao redor de 40% em relacao a cera clarificada e purificada. O concentrado
que apresentou maior teor de acidos graxos (38,9%) foi extraido 3 vezes com
etanol a quente, utilizando relagao cera saponificada:etanol 1:5-1:3-1:3 (p/v). A
obtencdo do CAGCL utilizando o processo simplificado proposto é viavel
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tecnicamente, com pureza dependente da quantidade de extracbes e volume de
etanol empregado. Para a correta e segura quantificacdo dos concentrados de
acidos graxos é indispensavel o desenvolvimento de uma metodologia analitica
para este tipo de amostra.

Palavras-chave: Saccharum officinarum L., cera de cana-de-agucar, D-003,
acidos graxos de cadeia longa.
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ABSTRACT

Simplified process to production of concentrated long chain fatty acids from

sugar cane wax (Saccharum officinarum L.)

The sugar cane (Saccharum officinarum L.) wax obtained from filter cake, a by-
product of the sugar and alcohol industries, has attracted great interest due to the
large potential for application in various industrial sectors, including the
pharmaceutical industry. Brazil is the largest sugar cane producer and sugar
exporting country in the world, making it a potential sugar cane wax producer due
to the large volume of filter cake available. Sugar cane wax is composed of a
mixture of wax esters, triacylglycerols, sterols, long chain fatty acids and alcohols
with a high melting point and extremely complex chemical composition, making
handling and analysis difficult. It is a source of long-chain aliphatic primary fatty
acids which have shown anti-platelet effects, anti-thrombotic and cholesterol-
lowering effects, demonstrated by several studies in animals and humans. This
research was conducted to obtain long chain fatty acids concentrate (LCFAC),
called D-003, through a simplified process involving three steps: saponification of
the wax; extraction with hot anhydrous ethanol and acidulation of fatty acids salts.
The yield and purity of the concentrates were evaluated using three different
derivatization methods before gas chromatographic analysis. Differences between
the methods were detected, but the range of these results provides a prediction of
the concentration range of acids and alcohols present in the concentrates. The
LCFAC had yield around 40% in comparison to the clarified and purified wax. The
concentrate with the highest fatty acids content (38.9%) was extracted 3 times with
hot ethanol, using the proportion of saponified wax: ethanol 1:5-1:3-1:3 (w/v).
LCFAC using the simplified process proposed is technically viable, but purity
depends on the amount of extraction and volume of ethanol used. For the accuracy
and safe measurement of concentrated fatty acids the development of an analytical
methodology appropriate for this kind of sample is essential.
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Key words: Saccharum officinarum L., sugar cane wax, D-003, long chain fatty
acids.
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Introducgéao

1. INTRODUCAO

A cera de cana-de-acucar (Saccharum officinarum L.), assim como outras
ceras vegetais, consiste em uma mistura complexa de ésteres de cera, esterois,
ésteres de esterdis, alcoois e acidos graxos livres, hidrocarbonetos, cetonas,
aldeidos e, também, lipidios mais simples como triacilgliceréis. A presenca destes
compostos varia quantitativamente, dependendo de um numero muito grande de
fatores como variedade da cana, solo, processo de extracao e purificagdo (VILLAR
et al., 2005).

As ceras apresentam propriedades importantes para sua utilizagdo nas
industrias alimenticia, farmacéutica, quimica, cosmética, de limpeza e polimento

entre outras.

Extraida da torta de filtro, um subproduto da industria sucro-alcooleira, a
cera de cana-de-agUcar tem sido vista como uma alternativa as ceras vegetais,
animais e sintéticas utilizadas atualmente. Forma-se em depdésitos localizados,
principalmente perto dos nés da cana e das bainhas foliares. Na planta, tem a
funcdo de protecao contra a perda de agua por evaporagao, o que a torna mais ou
menos abundante, conforme a umidade do ambiente (ADAMENAS, 1982).

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar e maior exportador de
acucar do mundo. Considerando o conteudo de cera presente na cana, que pode
ser extraida a partir das tortas de filtro (7,0%) (GANDRA, 2006; VIEIRA, 2003) e a
quantidade de torta produzida atualmente, o Brasil pode se tornar grande produtor
de cera de cana-de-acucar.

Além de sua aplicacao industrial, sua composicdo quimica tem chamado
atencao devido a cera de cana-de-acucar ser uma fonte natural de éalcoois e
acidos graxos alifaticos de cadeia longa e que apresentam propriedades
farmacoldgicas. Varios estudos clinicos envolvendo humanos e animais
relacionaram os efeitos desses compostos como agentes antiplaquetarios,
antitrombéticos (MOLINA et al., 2000, 2002, 2005), protetores contra peroxidagéao
lipidica e de reducdo do colesterol sanguineo (CASTANO et al., 2002, 2003;
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GOUNI-BERTHOLD; BERTHOLD, 2002; PEREZ, et al., 2008), assim como
auséncia de efeitos toxicos e carginogénicos (GAMEZ et al., 2007a, 2007b;
RODRIGUEZ et al., 2003; SAUCEDO et al., 2007), podendo ser utilizados como

medicamentos naturais e seguros.

O estudo da obtencao de uma das fracées majoritarias da cera de cana-de-
acucar (acidos graxos) é de grande relevancia, podendo agregar valor a um
subproduto da industria sucro-alcooleira utilizado, atualmente, apenas como

fertilizante nos préprios canaviais.

As ceras apresentam composicao quimica muito complexa, dificultando a
analise de seus componentes. Muitas vezes € necessaria a separacao das
classes de lipidios existentes na cera através de CCD (Cromatografia de Camada
Delgada), ou outro método, para identificacdo destas classes utilizando, de
preferéncia, técnicas analiticas combinadas, como por exemplo, cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa (PARISH; LI; BELL, 2007).

A cromatografia gasosa tem sido a técnica mais utilizada para identificagao
e quantificacdo de acidos graxos em diversas classes de lipidios, inclusive ceras,
sendo necessaria, na maior parte dos métodos existentes, a derivatizagdo prévia
das amostras para conversao dos acidos graxos em derivados volateis mais

simples, freqiientemente em ésteres metilicos ou outros ésteres.

Varias pesquisas sobre cera de cana-de-acucar foram desenvolvidas no
Laboratério de Oleos de Gorduras (DTA/FEA/Unicamp), desde o ano de 2000, sob
a orientacdo do Professor Daniel Barrera-Arelano (DTA-UNICAMP), em parceria
com a Usina Sao Francisco (Sertdozinho/SP) e industria Megh - Ceras e
Emulsdes. A aluna de doutorado Vieira, T. M. F. S. estudou, entre os anos de
2000 e 2003, o processo de extracdo de cera de cana-de-acucar utilizando
diferentes solventes (n-hexano, ciclohexano, isopropanol e etanol) como também
processos de purificacdo, aplicando, tanto na extragdo como na purificagao,
técnicas de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta. As
propriedades fisico-quimicas das ceras obtidas foram comparadas com ceras
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comerciais de abelha e carnauba, além de andlises do teor de esterdis e de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Este trabalho resultou em uma patente
(N2 INPI - P10205153-2 A2) depositada em 2002. Em 2006, Gandra, K. M. estudou
em seu mestrado a obtencéo e caracterizacao das ceras brutas de cana organica
e mista e suas fracdes, bem como a purificacdo destas ceras através de dois
métodos: método de élcool a frio, onde foi obtido 6leo de cera de cana, cera
purificada (ésteres de cera) e cera dura (resina); e o método de alcool a quente,
obtendo as fracbes de cera mole (6leo e ésteres de cera) e cera dura (resina).
Também em 2006, Rozario, C. H. R. (mestrado) estudou as condi¢cdes para
obtencdo do Policosanol (concentrado de alcoois graxos) a partir de cera de cana
purificada (método de alcool quente). Foram determinadas as condi¢cdes mais
favoraveis de saponificacdo da amostra utilizando planejamento experimental. No
ano seguinte este processo foi patenteado (N° INPI - Pl0702137-2 A2). O
processo de clarificacdo da cera de cana foi estudado por Botega, D. C. Z.
(iniciacao cientifica) que utilizou peréxido de hidrogénio como agente clarificante,
sendo patenteado em 2007 (N° INPI - PI0702141-0 A2). Utilizando como base a
pesquisa de Rozario, em 2008, as alunas de mestrado Wada, J. K. e Paixao, A. L.
estudaram processos simplificados de obtencédo do policosanol a partir de cera de
cana clarificada e purificada. Wada utilizou processo de saponificacdo da cera
seguida de extracdo com etanol a quente e purificacao do extrato com acetona,
enquanto Paixado utilizou etapas de saponificagdo, acidulagdo, concentracao
(utilizando agua quente e etanol a frio) e purificagdo do concentrado de alcoois

graxos utilizando acetona.

Todos os estudos relatados acima foram voltados para caracterizacao das
ceras brutas e purificadas por diferentes métodos e obtencado de concentrados de
alcoois graxos provenientes de cera de cana. A producdo do concentrado de
acidos graxos a partir de cera de cana foi relatada apenas por pesquisadores de
Cuba e ainda nao existe patente depositada no Brasil, o que torna o
desenvolvimento de um processo de obtencdo deste concentrado de grande

interesse.
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1.1. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um processo simplificado
para a producao de concentrado de &cidos graxos de cadeia longa a partir de cera
cana-de-acgucar clarificada e purificada.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

» Caracterizacao da cera de cana-de-acucar clarificada e purificada.

» Desenvolvimento de um processo de obtencdo do concentrado de acidos
graxos, utilizando como solvente de extracdo apenas o etanol.

» Determinacado da composicado e concentracdo em acidos e alcoois graxos
dos concentrados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ceras
2.1.1. Definicao e caracteristicas gerais

O termo cera é geralmente utilizado como referéncia a uma mistura de
compostos apolares de cadeia longa podendo constituir uma ampla gama de
diferentes classes quimicas, incluindo predominantemente os ésteres de cera e
outros constituintes lipidicos tais como os esterdis livres e esterificados,
triacilglicerdis, alcoois e acidos graxos livres, cetonas, aldeidos e hidrocarbonetos.
O comprimento de cadeia destes compostos pode variar de C,, como no acetato
de um éster de cadeia longa, até Cg2 no caso de alguns hidrocarbonetos
(SAYERS, 1983; WARTH, 1947). Numa definigcdo estrita, uma cera é o éster de
um acido graxo de cadeia longa com um alcool de cadeia longa (PARISH; LI;
BELL, 2007).

As ceras estdo presentes na maioria das plantas e agem no controle da
respiracao e entrada de patégenos (MORRISON III; HOLSER; AKIN, 2006).

A Tabela 1 apresenta os principais componentes encontrados em ceras
presentes na superficie de plantas.

Tabela 1 - Componentes encontrados nas ceras de superficie de plantas

Componente Estrutura

n-alcanos CH3(CH,)xCH;3 21 a 35C — numero impar
Alquil ésteres CHj3(CH2)xCOO(CH,),CH3 34 a 62C — numero par
Acidos graxos CH3(CH,),COOH 16 a 32C — numero par
Alcoois graxos (primarios) CHj3(CH,),CH,OH 22 a 32C — numero par
Aldeidos CHj3(CH,),CHO 22 a 32C — numero par
Cetonas CHj3(CH2)«CO(CH,),CH3 23 a 33C — numero impar
Alcoois graxos (secundarios) CH;(CH,)CHOH(CH,),CH3 23 a 33C — numero impar
-dicetonas CH3(CH,),COCH,CO(CH,),CH3 27 a 33C — numero impar
Triterpenodides Esterdis, alpha-amirina, beta-amirina, uvaol, eritrodiol

Acidos triterpendicos Acido ursélico, acido oleandico, etc.

Fonte: Christie (2008)
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2.1.2. Classificacao das ceras

As ceras podem ser classificadas, de acordo com sua origem, em naturais
ou sintéticas. As ceras naturais podem ser classificadas em vegetais, animais e
minerais. Dentre as ceras naturais, as ceras de animais e de plantas sao formadas
através de processos bioquimicos e sado produtos resultantes do metabolismo.
Estas ceras, em geral, possuem composicao extremamente complexa e exibem
seu carater ceroso sem nenhum tratamento quimico, diferenciando-se das
sintéticas, que adquirem esta caracteristica por meio de sintese. A cera de abelha
(Apis spp.) e a lanolina sdo importantes ceras animais. Exemplos de ceras
vegetais incluem a cera de carnauba (Copernicia prunifera), denominada a “rainha
das ceras”, cera de ouricuri (Syagrus coronata, Cocos coronata) e cera de
candelila (Euphorbia cerifera). Estas trés ceras perfazem o maior volume de
consumo mundial das ceras vegetais (COUPLAND; NICHOLS, 1997; PARISH; LlI;
BELL, 2007). As ceras minerais foram formadas nos periodos geoldgicos, sendo
conhecidas como ceras “fésseis”. Todas as ceras de petroleo, lignito (cera de
Montana) e ozocerite pertencem a esta categoria (MUNOZ, 2005; PARISH; LI;
BELL, 2007).

2.1.3. Principais ceras comerciais

A cera da folha de palma da carnauba € a cera vegetal mais importante,
tanto do ponto de vista econdmico quanto por suas aplicagdes. E encontrada no
Brasil e extraida das folhas da palmeira Copernicia prunifera. As arvores crescem
a uma altura de 12 a 15 metros tendo uma vida de aproximadamente 50 anos.
Quando a palma alcancga a idade de 8 anos, o rendimento de cera por folha é de 4
a 7 gramas, sendo o rendimento anual de cera por arvore em média de 150
gramas. A parte central das folhas contém cera de cor clara. A cera das folhas
externas pode ser amarelada, cinza esverdeado ou marrom, dependendo das
condicdes climaticas e da idade das folhas (MUNOZ, 2005). A cera de carnauiba é
uma das mais duras e de maior ponto de fusdo dentre as ceras naturais, formada

principalmente de ésteres de ceras (~85%) acompanhada de pequenas
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quantidades de &cidos e alcoois livres, hidrocarbonetos e resinas (CHRISTIE,
2008; MUNOZ, 2005).

A cera de abelha é a cera natural mais antiga, usada pelo homem e,
portanto, a cera animal mais importante (MUNOZ, 2005). Esta é obtida a partir de
secregdes das glandulas abdominais na abelha e recuperada como subproduto
apoés a colheita do mel, sendo que sua composicao é variavel conforme a espécie
de abelha e o tipo de tratamento fornecido a colméia (CHRISTIE, 2008).

A cera de abelha pode ter uma coloracao que vai desde o amarelo até o
marrom escuro, dependendo dos compostos corantes solubilizados na cera e que
podem ser eliminados mediante tratamento com carvdo ativo, silicatos de
magnésio e aluminio, e outras terras descolorantes. Quando as ceras de abelha
sao clarificadas, apresentam uma coloracao entre amarelo claro e marfim, além de
serem praticamente inodoras e insipidas. Grande parte da producdo de cera de
abelha é reutilizada por apicultores para a fabricagéo de laminas para colméias. E
também utilizada em cosméticos e produtos farmacéuticos, bem como no setor
alimenticio. A disponibilidade anual da producdo da cera de abelha esta
diretamente ligada a variacées climaticas, bem como as doencas que podem
afetar os insetos (MUNOZ, 2005).

A cera de candelila é uma cera vegetal produzida principalmente no México.
E utilizada na fabricagcdo de gomas de mascar, cosméticos e representam cerca
de 40% do mercado. Também é utilizada na producédo de lubrificantes e em
revestimentos de papéis (PARISH; LI; BELL, 2007).

2.1.4. Principais componentes encontrados nas ceras

Como ja visto anteriormente, as ceras podem constituir-se de uma ampla
gama de diferentes classes quimicas. Os ésteres sdo 0s mais importantes
constituintes das ceras naturais, sendo produtos da reacdo de um alcool e um
acido com eliminagcdo de uma molécula de agua. Possuem cadeias longas e
namero par de atomos de carbono. O ponto de ebulicao dos ésteres é muito maior
que o do acido correspondente e, de algum modo, € influenciado pelo ponto de
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ebulicdo do alcool com o qual o acido esta ligado (GUNSTONE; HARWOOD;
PADLEY, 1986). Existem diversas fontes na natureza para ésteres de cera de
origem animal e vegetal. Um dos ésteres de cera mais conhecidos € a lanolina,
com uma complexa composicao formada por cerca de 200 tipos de acidos graxos,
incluindo acidos lineares (C8-C38), acidos de cadeia ramificada (C7-C41) e
hidroxiacidos (C10-C36) (COUPLAND; NICHOLS, 1997). Os ésteres de cera sao
pouco solluveis em solventes organicos, de constante dielétrica alta, mas sollveis
em éter etilico, benzeno e cloroférmio. A reacao de saponificacdo dos ésteres de
alto peso molecular é complicada devido a baixa solubilidade dos mesmos. A
reacdo de hidrdlise dos ésteres de cera também € bastante lenta (PARISH; LI;
BELL, 2007).

Os acidos graxos de cadeia longa presentes em ceras de plantas sdo em
geral saturados e possuem comprimento de cadeia similar ao dos A&lcoois
presentes. Hidroxiacidos tém um papel definido no metabolismo das plantas,
sendo frequientemente encontrados como constituintes de ceras (GUNSTONE;
HARWOOD; PADLEY, 1986). O acido palmitico (C16:0) é o acido predominante
em ceras de abelha (NEGRI et al., 2000), mas cadeias mais longas, com 30 e 32
carbonos, ocorrem na cera de carnauba (WARTH, 1947).

Alcoois graxos livres ou esterificados encontram-se amplamente
distribuidos nas ceras animais e vegetais e possuem de 20 a 40 atomos de
carbono. Alcoois graxos de cadeia longa e esterdis, hidrolisados numa reagao
normal de saponificagdo, sdo encontrados junto com hidrocarbonetos na fracao
insaponificavel, devido a sua insolubilidade em alcool e agua (WARTH, 1947).

Os hidrocarbonetos de particular interesse sao os saturados, possuindo de
14 a 44 atomos de carbono. Hidrocarbonetos aparecem como o0s principais
constituintes de muitas ceras animais e vegetais e sdo os principais componentes
das ceras de petroleo (CHRISTIE, 2008). Sao moléculas apolares e dissolvem-se
apenas em solventes apolares como benzeno e em alcanos liquidos (gasolina,
querosene, etc.) (WARTH, 1947).

Esterdis constituem um grupo de compostos com uma ampla faixa de

atividade biolégica. Sao alcoois policiclicos que freqliientemente acompanham os
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Oleos e as gorduras e, em menor extensdo, as ceras. Os esterdis podem ser
classificados conforme sua origem em esteréis de animais (zoosterol) ou esterdis
de plantas (fitosterbis) e, dentre os fitosterdis, os mais importantes sdo o
stigmasterol, o B-sitosterol e o campesterol (WARTH, 1947).

Kanya, Rao e Sastry (2007) estudaram a composi¢cdo da cera bruta de
semente de girassol obtida de unidades de refino de 6leo, utilizando cromatografia
de camada delgada (TLC), cromatografia gasosa com detector de ionizacado de
chama (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS). A composicao das fracdes de cera foi basicamente: 66% de ésteres de
cera (sendo 62% da fracao alcool e 37% da fragdo de acidos), 10% de alcoois
graxos livres (C18 —C32) e 16% de acidos graxos livres (C16-C30).

2.1.5. Propriedades fisicas e quimicas das ceras

As propriedades fisicas e tecnoldgicas das ceras dependem mais de sua
estrutura molecular do que de seu tamanho e constituicdo quimica. Podem
dispersar pigmentos e formar emulsées com agua, tornando-as Uteis em industrias
farmacéuticas, de moveis e de alimentos (PARISH; LI; BELL, 2007).

As ceras podem ser caracterizadas por uma série de propriedades como
cor, indice de acidez, indice de saponificacao, indice de éster, ponto de fusédo e
penetracdo (consisténcia), entre outros. Normalmente os métodos utilizados séo
adaptacoes daqueles aplicados a analise de 6leos e gorduras (HAMILTON, 1995;
VIEIRA, 2003).

Algumas propriedades fisicas, como os pontos de fusdo e de
amolecimento, sdo parametros importantes para a definicio da aplicacdo de
ceras. As propriedades térmicas das substancias, tais como as transi¢cdes de fase,
tém um papel decisivo na qualidade do produto final, podendo ser
convenientemente estudadas por calorimetria diferencial de varredura (DSC)
(GANDRA, 2006).

Constantes quimicas sdo determinadas para identificar, diferenciar ou
classificar as ceras. O indice de saponificacdo é caracteristico para a maioria das
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ceras. Este representa a quantidade de acidos graxos livres e esterificados na
amostra. O indice de saponificacdo é dado pelo nidmero em miligramas de
hidréxido de potassio necessario para hidrolisar um grama de cera (LI; PARISH,
1998).

O indice de acidez indica a quantidade de acidos graxos livres presentes
em uma amostra. O tolueno é o mais adotado como solvente de diluicdo de
amostras de cera durante essas determinacdes, pois além de permitir uma boa
solubilizagdo da cera, € miscivel com as solugdes alcalinas alcodlicas utilizadas
(LI; PARISH, 1998; WARTH, 1947). Através da relacao entre esses indices pode-
se estimar a razdo entre ésteres e acidos graxos livres (HWANG et al., 2002).

O indice de iodo expressa a quantidade de iodo que é absorvida pela cera,
fornecendo uma indicacao do grau de insaturacdo da amostra (LI; PARISH, 1998).

A determinacao do teor de matéria insaponificavel também é importante na
caracterizacao de ceras. A matéria insaponificavel inclui todas as substancias que
permanecem insollUveis na agua apods a saponificagdo total da cera com alcali.
Para tanto, deve ser usado um solvente adequado para a separacao seletiva das
fases. Geralmente, a matéria insaponificavel € formada por alcoois graxos e
hidrocarbonetos, se presentes. A maioria dos ésteres de cera contém entre 50% e
55% de élcoois graxos, livres e esterificados, enquanto que os triacilglicerois
apresentam no maximo 1 a 2% de élcoois, sendo que o glicerol liberado pela
hidrélise dos triacilgliceréis é solavel em agua (WARTH, 1947).

A composicédo e propriedades de algumas ceras comerciais estdo descritas
na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicao e propriedades de algumas ceras comerciais

(?A%ra de Lanolina Carnatba Candelila Ouricuri Jojoba
elha

Composicgao (%)

Esteres de cera 70-80% 84-85 28-29 ~100
Acidos 12-15 3-4 7-9 -
Alcoois - 2-3 12-14°

Hidrocarbonetos 10-15 2-3 50-51 -
Propriedades

Ponto de fuséo (°C) 62-65 32-42 78-85 67-69 82-84 ~7
Indice de acidez (mg KOH/g) 17-36 7-15 3-10 13-18 8-20 2
Indice de saponificagéo (mg KOH/g) 90-149 100-110  79-95 35-87 70-100 92
Indice de ésteres (mg KOH/g) 64-84  85-100 - - 75-85 -
Indice de lodo (mg 1,/100g) 7-16 15-30 7-14 14-27 6-8 82

#Principalmente Cao-Cso
®Incluindo esterdis
Fonte: Gunstone e Padley (1997, p. 44)

2.1.6. Aplicacoes das ceras comerciais

A utilizacdo de ceras em diversas areas é extremamente alta. E possivel
combinar propriedades fisicas e quimicas de varios tipos de ceras, livremente,
através de misturas e preparacoes. Desta forma, estas sdo encontradas em quase
todas as areas, porém em diferentes quantidades (MUNOZ, 2005).

As caracteristicas particulares de muitas ceras sao sua boa capacidade de
absorcao e habilidade para ligar solventes. As dissolucbées de cera formam pastas
estaveis e homogéneas ao serem resfriadas. Podem ser aplicadas em superficie e
posteriormente polidas depois da evaporacdo do solvente. As peliculas de cera
resultantes s&o brilhantes, duras e resistentes a tensdo mecanica (MUNOZ, 2005).

As ceras naturais dividem o mercado com as sintéticas, sendo utilizadas em
todas as areas de aplicagdo industrial como componentes de produtos para
polimento (pisos, sapatos, automoveis, etc.); produtos para protecao de couro; na
industria de papel e embalagens; na producao de tintas, vernizes e lubrificantes;
na producdo de filmes continuos resistentes; na industria cosmética (batons,
esmaltes); na industria alimenticia (chicletes, chocolates, frutas) e também na
indUstria farmacéutica como veiculo e excipiente (ADAMENAS, 1982; MUNOZ,
2005).
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No setor alimenticio, além do uso como material de revestimento com
funcédo de protecado (queijos e frutas), as ceras sao utilizadas na elaboragédo de
emulsdes e biofimes (GREENER-DONHOWE; FENNEMA, 1993). Emulsdes de
cera sao utilizadas para retardar a deterioragdo de algumas frutas citricas, pois as
ceras naturais sdao componentes adequados para emulsées alimenticias por
serem inertes e por sua dispersibilidade. Emulsdes do tipo cera em agua podem
ser mais estaveis que emulsodes tipo 6leo em agua, devido ao alto peso especifico
da cera, como no caso da candelila (HERNANDEZ; BAKER, 1991). A utilizac&o de
cera de carnauba na elaboracao de filmes protéicos promove uma melhoria nas
propriedades de barreira ao vapor e a umidade, acompanhada por melhoria na
propriedade de extensdo dos filmes. O produto resultante é comestivel e
biodegradavel (WELLER; GENNADIOS; SARAIVA, 1998).

E importante destacar que, em varios paises, o uso de ceras naturais em
diferentes produtos €& permitido por 6rgdos como FDA (Food and Drug
Administration) ou equivalentes (MATTHIES, 2001).

Estudos mais recentes relatam o uso de ceras na formulagao de organogéis
formados por dispersao de cera em 6leo vegetal, que sao produtos alternativos ao
uso de gorduras modificadas quimicamente, apresentando propriedades de
plasticidade semelhantes. Toro-Vazquez e colaboradores (2007), estudaram a
formacao de organogéis em dispersdes de cera de candelila em éleo de girassol,
nas concentragdes de 0,5 a 6% (cera em 6leo). Os melhores resultados obtidos
pelos autores foram com organogéis na concentracdo de 3%, onde nao foram
observadas separacdes de fases em até trés meses, a temperatura ambiente,
apresentando texturas de interesse potencial na industria de alimentos.

Na industria farmacéutica, as ceras como as de arroz, carnauba, abelha,
cana-de-agucar e germe de trigo, também sao amplamente aplicadas por
apresentarem, em sua composicao, acidos e alcoois graxos de cadeia longa.
Estudos relatam a eficacia destes compostos sob diversos aspectos relacionados
a saude, como diminuicdo do colesterol, protecdo contra oxidagdo das
lipoproteinas do plasma, efeitos antitrombdtico e hipocolesterolémico
(ARRUZAZABALA et al., 2003; HARGROVE; GREENSPAN; HARTLE, 2004).
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2.2. Cana-de-acucar

A cana-de-acucar (Saccharum ssp.) é uma planta da familia das
gramineas, pertencente ao género Saccharum, com grande numero de
variedades. Apresenta colmo (caule), raizes, folhas e, eventualmente, flores.
Cresce em touceiras de quatro até vinte colmos, formados de nds e entre nés,
cada um com diametro de dois até oito centimetros e atinge até seis metros de
altura (MARTUCCI', 1983 apud ROZARIO, 2006). As espécies de cana-de-agucar
sao provenientes do Sudeste Asiatico (DANIELS; ROACH, 1987). Inicialmente era
cultivada a espécie S. officinarum L., entretanto, os cultivares desta espécie
passaram a sofrer doencas e dificuldades de adaptacdo ecoldgica. Hibridos
interespecificos, provenientes de programas de melhoramento genético, mais
resistentes e adaptados a diversas condi¢cbes climaticas, permitiram a expansao
da cultura pelo mundo (FIGUEIREDO; LANDELL; CAMPANA, 1995; MATSUOKA
et al., 1999).

A Tabela 3 apresenta a classificacéo cientifica da cana-de-agucar.

Tabela 3 - Classificacao cientifica de Saccharum officinarum L

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivisao Spermatophyta
Diviséo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Subclasse Commelinidae
Ordem Cyperales
Familia Poaceae
Género Saccharum L.
Espécie Saccharum officinarum L.

Fonte: USDA (2007)

! MARTUCCI, E. T. Tecnologia do agucar de cana. Fundacéo de Pesquisas e Tecnologia, 1983.
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A cana-de-agucar no Brasil é cultivada no Centro-Sul e no Norte-Nordeste,
0 que permite dois periodos de safra, sendo produzida, portanto, o ano todo.
Dependendo do momento do plantio, a cana demora de 12 a 18 meses para ser
colhida e processada pela primeira vez (PAIXAO, 2008). De acordo com Martucci
(1983 apud ROZARIO, 2006), a cana é formada por diversos compostos,
principalmente acucares e agua. A Tabela 4 ilustra os principais componentes

encontrados na cana-de-agucar.

Tabela 4 - Composicao quimica da cana-de-agucar

Compostos Teor (%)
Agua 65-75
Fibras 4-14
Acucares 12-18
Cinzas 0,4-0,8
Matéria nitrogenada 0,3-0,6
Lipidios totais 0,15-0,25
Substancias pécticas, gomas e mucilagens 0,15-0,25
Acidos combinados 0,10-0,15
Acidos livres 0,06 - 0,10
Matéria corante Nao dosadas

Fonte: Martucci (1983 apud ROZARIO, 2006)

A cana-de-acglcar é considerada uma importante cultura agricola, devido a
extensa area que seu cultivo ocupa, principalmente em regides tropicais e
temperadas, contribuindo para a alimentagdo humana e animal e devido também a
geracao de empregos em fungéo de todo o complexo industrial envolvido em seu
cultivo (CARVALHO, 1998). No Brasil, a cana-de-agUcar representa uma cultura
de grande valor econémico, utilizada na producao de aglcar para 0 consumo
interno e exportacao, e também para a producédo de alcool, que representa uma
alternativa como substituto da gasolina derivada do petréleo (QUINTELA et al.,
1997).

O cultivo de cana-de-acucar no Brasil teve inicio com a colonizagcéao
portuguesa, sendo uma das primeiras culturas introduzidas no pais com fins
lucrativos (LUCCHESI, 1995).

40



Revisdo Bibliogréfica

Existe amplo consenso a respeito do fato da cana-de-agucar ser uma
matéria-prima de aproveitamento multiplo, cujos produtos intermediarios e finais
sao dotados de grande versatilidade. Apds diversos tipos de processamento
industrial, dao origem a grande numero de derivados, co-produtos e subprodutos,
cujas possibilidades de utilizacdo sdo também numerosas e variadas. Essa
diversidade podera vir a acentuar-se ainda mais através do tempo e com o
progresso técnico. A cana-de-acUcar €, portanto, uma fonte renovavel de
alimentos, de energia e de materiais variados (SZMRECSANY], 2002).

O Brasil é lider mundial na producéo de cana-de-agucar, tendo processado
cerca de 569 milhdes de toneladas na safra 2008/2009, sendo 90% do total na
principal regido produtora do Pais, a Centro-Sul, e 10% no Nordeste. A producao
mundial de cana-de-aglcar totaliza quase 1,5 bilhdo de toneladas e esta
localizada predominantemente na faixa tropical do planeta, nos paises em
desenvolvimento da América Latina, Africa e do Sudeste Asiatico (UNICA, 2009).

A Figura 1 permite localizar (em vermelho), as areas onde se concentram
as plantagdes e usinas produtoras de acucar, etanol e bioeletricidade, segundo
dados oficiais do IBGE, Universidade Estadual de Campinas e do CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira) (SETOR..., 2009).

1 2.000 Km

/ " ¢ {  Cana-de-aglcar
2.500 Km il e -
S
g \5F =
Y
Figura 1 - Areas de plantagdo de cana-de-aglUcar e usinas produtoras de acgucar,

etanol e bioeletricidade no Brasil (SETOR..., 2009)
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Dados divulgados pela UNICA (Unido da Industria de Cana-de-Acgucar)
permitem observar que na regido centro-sul a area de cana disponivel para
colheita na safra (2008/09) foi estimada em 6,53 milhdes hectares (ha),
representando aumento de 15,7% (917,9 mil ha) em relagéo a safra anterior. Sdo
Paulo é o maior produtor de cana com éarea de 4,45 milhbes de hectares
disponiveis para colheita, representando 66% de toda area de cana da regido
centro-sul. Apresentou crescimento de 12,2% (483,3 mil ha) de area em relacao a
safra de 2008 (AVALIACAO..., 2009).

O pais possui 330 usinas em atividade, das quais 250 se encontram no
Centro-Sul e 80 no Norte e Nordeste. Contam-se ainda 90 novos projetos de
construcao de usinas no Centro-Sul. Destes, 20 entraram em operagdao na safra
2005/06 (AGRIANUAL, 2007).

O uso dos produtos e subprodutos da cana permite o desenvolvimento
industrial dentro do conceito de ciclo fechado de aproveitamento integral, que
inclui até os residuos, utilizando-os de tal forma que nao prejudiquem o meio
ambiente e ao mesmo tempo agregando utilidade econdémica. Por exemplo, do
bagaco, obtém-se diversos tipos de papéis, farmacos e produtos como o furfural,
de alta reatividade, para a sintese de compostos organicos, com grande numero
de aplicacdes na indUstria quimica e farmacéutica (GARCIA; RODRIGUEZ; TiO,
1999).

O processamento da cana-de-agucar para a producao de acucar e alcool
envolve as etapas iniciais de extracao do caldo e sua posterior purificacdo. Nesta
etapa, o caldo sofre um processo de clarificacdo para a remogao das impurezas
soluveis e insoluveis, geralmente através da utilizacdo de CaO e aquecimento com
agentes clarificantes. A separag¢ao das impurezas precipitadas geralmente é feita
através de filtros rotativos, mas também pode ser feita de forma descontinua, com
filtro-prensa. A torta resultante do filtro-prensa em geral tem maior umidade (cerca
de 80%) em comparagdo com a torta resultante de filtro rotativo (cerca de 65%)
(PATURAU, 1989).

A quantidade e composicao das tortas de filtro depende de varios fatores:
tipo do solo, variedade da cana, tipo de colheita, eficiéncia da moagem, método de
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clarificacao e filtracdo empregado, tamanho dos furos dos coadores do caldo entre
outros fatores (AGUILERA; RUIZ, 1999; BAYMA, 1974; PATURAU, 1989).

A Tabela 5 apresenta os componentes normalmente presentes em tortas de
filtro de cana.

Tabela 5 - Composicao tipica da torta de filtro de cana-de-agUcar (expressa em % de
matéria seca)

Paturau (1989) Villar et al. (2005)

Lipidios totais 5-14 10— 14
Fibras 15-30 18 -25
Acucares 5-15 10— 14
Proteina 5-15 12-16
Cinzas totais 9-20 8-12

SiO, 4-10 -

CaO 1-4 25-5

P05 1-3 3-5

MgO 05-1,5 -

A industria sucro-alcooleira, além dos produtos tradicionais, agucar e alcool,
vem nos Uultimos anos se mobilizando para encontrar produtos alternativos,
derivados de seus produtos principais ou a partir de subprodutos da fabricagao
destes. Entre os produtos alternativos e de alto valor agregado, a cera de cana-de-
acucar possui um grande potencial, considerando-se o indice de extracao da cera
(7%) sobre a quantidade de cana processada (GANDRA, 2006; VIEIRA, 2003).

2.2.1. Cera de cana-de-acucar

Ainda que os lipidios presentes na cana-de-acglcar representem apenas
uma pequena porcentagem do seu peso, a cana pode ser tomada potencialmente
como uma fonte de cera, considerando-se a quantidade total produzida
mundialmente (BALCH, 1953).

Na cana, os lipidios representam aproximadamente 0,18% do peso da
planta e dividem-se em duas partes. A fracdo cerosa, originalmente chamada
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cerosie, derivada do latim cera, corresponde a 2/3 do total de lipidios e forma uma
camada delgada, que recobre praticamente todas as superficies expostas da
planta, concentrando-se principalmente perto dos ndés e das bainhas foliares,
tendo como fungcdo a protecdo contra a perda de agua por evaporacao. Ja a
fracdo oleosa ocorre no interior dos colmos e em outras partes da cana, sendo
constituinte essencial do protoplasma celular (PATURAU, 1989).

A quantidade de cera depositada pode variar, dependendo da variedade e
idade da cana, sendo também influenciada por outros fatores tais como
composicao do terreno e as condi¢des climaticas e pluviométricas sob as quais se
desenvolve o cultivo (BALCH, 1953; ADAMENAS, 1982).

Além da cera, outros lipidios em quantidades variaveis estao presentes no
interior do colmo e em outras partes da planta. Quando a cana é moida, uma parte
do material lipidico permanece no bagaco. Porém, cerca de 40% ¢é arrastado como
impureza e permanece em suspensdo no caldo, concentrando-se na chamada
torta de filtro (ADAMENAS, 1982; PATURAU, 1989).

Na clarificacdo do caldo os lipidios sdo concentrados na torta, que pode ser
utilizada na obtencao de cera, um produto com alto valor agregado (PATURAU,
1989).

Segundo Garcia et al. (2003), de 1 tonelada de cana-de-aglcar
processada, pode-se obter 1809 (0,018%) de cera refinada.

Vieira (2003) e Gandra (2006), em estudo feito sobre extracdo de cera de
cana-de-agucar proveniente de tortas de filtro de cana organica, obtiveram
rendimento de cera bruta de 7,1% (com relagéo a torta de filtro).

Geralmente, a torta de filtro é simplesmente espalhada sobre os campos de
cultivo de cana-de-acucar como fertilizante e se esse material ficasse livre das
gorduras e ceras que contém, a absorcdo de elementos nutrientes pelas plantas
seria facilitada, pois a decomposicédo do material organico ocorreria de forma mais
rapida (ADAMENAS, 1982).
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2.2.1.1. Extracao da cera de cana-de-agucar

Existem varios métodos descritos para a extracdo de ceras, através do uso
de solventes ndo-polares. Uma vez que as ceras estao ligadas as superficies de
forma hidrofébica, devem ser extraidas com solventes como hexano, benzeno,
cloroférmio, éter de petréleo ou acetona (HWANG et al., 2002). Na selecado do
melhor solvente, algumas propriedades sdo consideradas importantes, como o
ponto de ebulicdo, que deve ser maior que o ponto de fusdo da cera, o calor
latente de vaporizacéo, a taxa de evaporagao, entre outros. Além disso, o custo é
importante, devido as perdas inerentes a qualquer processo de extragdo por
solventes (ADAMENAS, 1982).

A extracdo de cera bruta de cana-de-acucar pode ser realizada por dois
processos: soélido-liquido e liquido-liquido. O processo mais utilizado € a extragao
sélido-liquido, semelhante a extracdo de 6leo de sementes e residuos vegetais.
Neste processo € utilizada torta de filtro com umidade residual entre 12% e 15% e
um solvente apropriado (hexano, heptano). Na extracao liquido-liquido, a torta de
filtro, com aproximadamente 85% de umidade, entra em contato em um processo
continuo, com o solvente em contracorrente. A solucdo de cera bruta é
concentrada e a torta é tratada com vapor para recuperacdo do solvente.
(GARCIA; TiO; ALVAREZ, 1988).

Nuissier et al. (2002) utilizaram ciclohexano para a extracdo de cera de
residuos de fermentacédo e destilagdo de cana-de-acucar de fabricas produtoras
de rum em um equipamento tipo Soxhlet, por 20 horas, obtendo rendimento de
cera bruta de 7%.

Garcia et al. (2003) utilizaram o subproduto -cuticular, obtido do
descascamento mecanico da cana, para a extracdo da cera com diferentes
solventes: éter de petréleo, tolueno e tricloroetileno. Amostras com 12% de
umidade, apresentaram rendimentos de 4,71% (tricloroetileno), 4,18% (tolueno) e
3,73% (éter de petr6leo) em cera bruta. A extracao foi realizada em equipamento
tipo Soxhlet, durante o periodo de 4 horas.
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Vieira (2003) avaliou a eficiéncia da extracao de cera de tortas de filtro de
cana organica e queimada, utilizando solventes n-hexano, ciclohexano,
isopropanol e etanol. As faixas 6timas de trabalho, apos otimizagdo do processo
com n-hexano, apresentaram relagdo solvente:matéria-prima de 13:1 a 15:1,
tempo de 5 a 6 horas e tamanho méximo de particula de 4,0 mm. O rendimento de
cera bruta obtido com torta de cana organica foi de 7,11% e em torta de cana

queimada 4,32%.

Gandra (2006) utilizou tortas de filtro de cana orgénica e de cana mista
(cana organica e cana queimada), para a extracao da cera bruta utilizando hexano
como solvente de extracdo, em extrator tipo Soxhlet Piloto. Apds a extracao, a
miscela foi concentrada a vacuo e o solvente foi recuperado. O rendimento obtido
foi de 7% de cera bruta em cana organica e 5,8% de cera bruta em cana mista.

2.2.1.2. Purificacao da cera de cana-de-acucar

Ceras brutas sdo extraidas das tortas de filtro de cana utilizando-se
solventes organicos e apresentam grande quantidade de materiais graxos. Sao
estes compostos lipidicos que conferem propriedades indesejaveis a cera bruta,
tais como, carater viscoso, consisténcia pegajosa e baixo ponto de fusdo. Esta
cera apresenta cor escura e geralmente um odor desagradavel (BALCH, 1945;
GARCIA; RODRIGUEZ; TiO, 1999; PATURAU, 1989). Devido & presenca de
grandes quantidades de matérias graxas, resinas e algumas impurezas, a cera
bruta deve passar por um processo de refino para se obter um produto que possa
ter aplicac6es industriais (MANOHAR RAO, 1997; PHUKAN; BORUAH, 1999).

Os processos de purificacao da cera geralmente consistem em dissolvé-la
em um solvente organico no qual a fragao 6leo é sollvel, enquanto que a cera e a
matéria resinosa sao precipitadas. A suspensao formada é filtrada e a parte sélida

€ misturada com mais solvente e aquecida. A resina é separada da cera em
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solucdo e é eliminada pelo processo de decantacdo (FRUTUOSO, 1989 apud
GANDRA, 2006).

Processos de purificagdo da cera bruta com alcool (etanol ou isopropanol),
resultam em trés fracdes: cera, 6leo e resina (fracdo mais dura da cera de cana).
O d6leo constitui a fracao soluvel em acetona/etanol/isopropanol, sendo um liquido
de cor verde escura e de composicao similar a de outros 6leos vegetais. A cera é
a fracao soluvel em acetona a 1002 C, sob pressao, e em isopropanol a 80° C. A
resina € um sélido de cor preta brilhante e insolivel nos solventes mencionados
anteriormente, nas temperaturas de 70° C a 100° C (GARCIA; RODRIGUEZ; TiO,
1999; PHUKAN, 2002).

De acordo com Vieira e Barrera-Arellano (2002), a purificacdo da cera pode
ser realizada através do resfriamento controlado da temperatura, de 50°C a 0°C,
de uma mistura de cera bruta com solvente orgéanico, em conjunto com a
separacdo da fracdo precipitada de cera por centrifugacdo ou filtracdo. A
purificacdo ainda pode ser feita diretamente sobre a miscela resultante da
extracdo, de forma que diferentes fracdes de cera precipitada podem ser obtidas
através do controle da temperatura durante o resfriamento, e em seguida, a cera
precipitada € lavada com solventes e separada por filtracdo e/ou centrifugacao,
obtendo-se a cera purificada.

Vieira (2003) obteve cera purificada de cana utilizando o método de
cristalizacdo fracionada. Neste método, amostras de ceras brutas (de cana
organica e queimada) foram fundidas e homogeneizadas com hexano a quente,
de acordo com a relacao cera:solvente de 1:20 (p/v). A solucao foi resfriada a
temperatura ambiente e posteriormente a 10C por 1 hora. Apés a centrifugacao, o
precipitado foi lavado com acetona (2:1, v/p) a 10°C, filtrado e seco em estufa para
a obtencado da cera purificada de cana-de-acucar. A cera purificada de cana
organica apresentou coloracao ligeiramente esverdeada e a cera purificada de

cana queimada apresentou coloracado esbranquicada e aspecto quebradico.

2 FRUTUOSO, E. S. Extracao, refinagcao e estudo das propriedades termodinamicas de cera de cana-de-
acucar. 1989. 65p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias) — Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis, 1989.
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Gandra (2006) utilizou dois métodos de purificagdo da cera bruta de cana-
de-agucar: Método de Alcool a Frio (MAF) e Método de Alcool a Quente (MAQ).
No MAF, etanol anidro a 10 foi adicionado a cera bruta, obedecendo a relacédo
cera bruta:solvente de 1:4 (p/v) e mantido sob agitacdo por 30 minutos. A mistura
foi transferida a uma centrifuga para a separacdo do 6leo e solvente. Ao
precipitado, adicionou-se etanol anidro na mesma proporcao (1:4) e aqueceu-se a
mistura sob refluxo por 15 minutos. A fase superior (solvente e cera purificada) foi
separada do precipitado (cera dura). Desta maneira, a partir deste método de
purificacao foi possivel obter trés fracdes chamadas de 6leo, cera purificada e cera

dura de cana-de-agucar. O MAQ ¢ diferente do anterior, uma vez que envolve
apenas uma etapa de purificagdo com etanol anidro, obedecendo a relacdo cera
bruta:solvente de 1:4 (p/v). O sistema cera bruta e etanol foi mantido sob refluxo e
agitacao por 15 minutos. A fase superior (solvente e cera) foi separada do
precipitado (cera dura). Neste processo, foram obtidos dois produtos chamados de

cera mole (cera purificada + 6leo) e cera dura (resina).

Rozario (2006) obteve cera purificada de cana, em escala piloto, também

utilizando o MAQ, como descrito por Gandra (2006).

2.2.1.3. Clarificacao da cera de cana-de-agucar

A cera refinada de cana-de-acucar deve ser clarificada para melhorar suas
caracteristicas com relacdo a cor e ao odor. Tratamentos com adsorventes e
métodos quimicos tém sido testados, porém, a clorofila, presente em grande
guantidade na cera, nao é facilmente separada (PATURAU, 1989; WARTH, 1947).

Azzam (1986) avaliou processos de clarificacao de cera de cana-de-agucar
utilizando os seguintes reagentes: acido crémico, acido nitrico, cloreto de sodio e
clorato de potassio. Os melhores resultados foram obtidos na cera clarificada com

acido crémico, onde as coloragdes variaram de marrom palido a amarelo palido.
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Berthold (1993 apud KRELL, 1996) descreve dois métodos quimicos para
a clarificacao da cera de abelha. No primeiro método, o autor emprega acido
oxalico e, no segundo, peréxido de hidrogénio (30 a 50%), ambos dissolvidos em
agua. Apos fusado da cera e adicao do agente branqueador, a mistura é mantida
aquecida e com agitacao até que a clarificacdo desejada seja atingida. No final, a
remocao do reagente deve ser feita com agua.

Botega e Barrera-Arellano (2007) utilizaram peréxido de hidrogénio na
clarificacdo da cera de cana-de-agucar. Utilizando um planejamento experimental
associado a analise de superficies de resposta, determinaram como sendo as
condi¢des 6timas do processo: temperatura 72,5C, 1 0% de H>O,, adicionado em
4 porcoes, para a cera bruta e temperatura de 72,5°C, 9% de H>O., adicionado em
3 porcoes, para a cera purificada com etanol a frio, sendo o tempo total do
processo, para ambas as matérias-primas, igual a 1 hora. As ceras clarificadas
obtidas apresentaram reducao, em relacédo a cera bruta, de 5 para 2 unidades de
cor Gardner e de 70,23 (mg/kg) para zero, de teor de clorofila.

Muitas operagdes comerciais utilizam métodos quimicos ou filtros
adsorventes especiais para a clarificacdo das ceras. Na clarificacdo com
adsorventes, a cera derretida € mantida sob agitacdo durante varias horas na
presenca de carvao ativo, terras Fuller ou diatomaceas e as impurezas adsorvidas

sao removidas com filtros prensa (KRELL, 1996).

2.2.1.4. Propriedades fisico-quimicas da cera de cana-de-acucar

Garcia e Garcia (1996* apud GARCIA et al., 2003) caracterizaram cera de
cana-de-agUcar extraida a partir da torta de filtro com hexano e encontraram
valores de indice de acidez de 32 mg KOH/g, indice de saponificacdo de 98 mg
KOH/g e indice de iodo de 28 mg 12/100 g. A cera refinada, obtida a partir do refino
da cera bruta com etanol, apresentou menores indices de acidez (27 mg KOH/g) e
iodo (21 mg 1/100g), e maior indice de saponificacdo (106 mg KOH/g) comparada

com a cera bruta.

8 BERTHOLD, R. Beeswax crafting. Wicwas Press, Cheshire, Conn., U.S.A., 1993. 128 p.
* GARCIA, A.; GARCIA, M.A. Soxhlet extraction of crude wax from sugar cane. The Journal of Tecator, v. 20, n. 1, 1996.
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Outros estudos de caracterizacdo da ceras brutas e purificadas estdo
apresentados resumidamente nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas de ceras brutas de cana-de-agUcar, segundo
varios autores.

Gé;?é?ae Vieira Rozario Gandra
(1996) (2003) (2006) (2006)
CB CBO CBQ CBO CBO CBM
ind. acidez (mg KOH /g) 32 52,4 445 27,3 36,2 34,5
ind. lodo - Wijs (mg I, /100g) 28 23 21 33 48 49
ind. Saponificagdo (mg KOH /g) 98 124 120 105 116 117
Matéria Insaponificavel (%) nd 35,5 36,1 32,4 nd nd
Ponto de fusao (°C) nd nd nd 71,6 75,6 75,3

CB — Cera Bruta de Cana-de-Acucar

CBO - Cera Bruta Organica de Cana-de-Agucar
CBQ — Cera Bruta Queimada de Cana-de-Agucar
CBM — Cera Bruta Mista de Cana-de-Agucar

nd — ndo determinado

Tabela 7 - Propriedades fisico-quimicas de ceras purificadas de cana-de-agucar,
segundo varios autores.

Gé;cr;c':?ae Vieira  Rozarioc Gandra  Wada Paixdo
(2003) (2006) (2006) (2008)  (2008)
(1996)

ind. Acidez (mg KOH / g) 27 20,5 39,6 23,2 13,0 13,2
ind. lodo — Wijs (mg I, / 100g) 21 13 56 22 21 22
ind. Saponificacdo (mg KOH /g) 106 78 118 79 96 96
Matéria Insaponificavel (%) nd 55,6 50,8 nd 48,5 48,5
Ponto de fuséao (°C) nd nd 70,2 78,3 75,0 75,0

* Cera purificada de cana organica
nd — ndo determinado
Apoés a purificagdo da cera os indices de acidez, indice de iodo e indice de
saponificagdo diminuem, devido a retirada da fracdo oleosa da cera, enquanto os
valores de matéria insaponificavel e ponto de fusdo aumentam. Essas alteragdes,
apos a purificagao, dependem da eficiéncia e do tipo de processo utilizado para
concentrar a fracao de ésteres de cera das amostras (VIEIRA, 2003).

50



Revisdo Bibliogréfica

Os valores das propriedades fisico-quimicas das ceras brutas e purificadas
encontrados na literatura ndo sdo constantes. Segundo Gandra (2006), esta
variacao esta intimamente relacionada com as condicdes e tipos de solventes
utilizados nas etapas de extracdo e purificacdo, processos de moagem e,

especialmente, com a variedade da cana cultivada.

2.2.2. Acidos graxos da cera de cana-de-acucar

2.2.2.1. Definicao

A mistura de acidos graxos de cadeia longa isolada e purificada da cera de
cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) recebe o nome de D-003. Estes acidos
graxos apresentam variagbes de 24 a 38 atomos de carbono, tendo o &cido 1-
octacosanoico (Cog) como o principal componente, seguido pelos acidos 1-
triacontanodico (Csp), 1-dotriacontandico (Csz2) e 1-tetratriacontandico (Caa),
enquanto outros acidos estao presentes em menores concentracdes. Essa mistura
de acidos graxos apresenta propriedades farmacolégicas especificas podendo ser
utiizada como componente ativo de formulagdes farmacéuticas com efeito
hipocolesterolémico, contra a hipercolesterolemia tipo I, contra agregacéo
plaquetaria, trombose e isquemias. Também €& efetiva na inibigdo do
desenvolvimento de Ulceras gastricas induzidas por diferentes agentes
(GONZALEZ et al., 1997).

2.2.2.2. Obtencao do concentrado de acidos da cera de cana-de-agucar

Gonzélez et al. (1997) patentearam um processo para a obtencao do D-003
(Figura 2), baseado em uma saponificacdo homogénea da cera de cana-de-
acucar, com solugdes concentradas de hidréxidos alcalinos e alcalinos terrosos,
de baixo peso molecular (sédio, potassio ou célcio). Os autores utilizaram
concentragdes de hidroxido variando de 5% a 25% e tempo variando de 1 a 5
horas. Com o soélido obtido foi realizada uma extragéo solido-liquido (1 a 10 horas)
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onde a mistura de acidos graxos foi extraida empregando-se um solvente orgéanico
adequado, escolhido entre cetonas de 3 a 8 atomos de carbono, alcoois de 1 a 5
atomos de carbono, hidrocarbonetos de 5 a 8 atomos de carbono e compostos
aromaticos ou mistura destes. Em seguida, foi realizada a purificacao através de
recristalizacées sucessivas (1 a 10 horas), utilizando solventes orgénicos
especificos (j& mencionados) ou solugcées aquosas e refluxo (15 minutos a 3
horas) também utilizando um dos solventes organicos acima mencionados,
seguida de imediata filiracdo a quente dos sais de acidos graxos obtidos. Na etapa
final deste processo os acidos graxos livres foram regenerados usando uma
solucdo &cida, que pode ser preparada usando acidos minerais e/ou acidos
organicos. O rendimento da mistura de acidos graxos ficou entre 10 a 40%,
enquanto a pureza na faixa de 85 a 100%, mais especialmente entre 90 e 99%,

determinada usando cromatografia gasosa e/ou analises quimicas volumétricas.

Cera de Cana-de-agucar
Purificada

Derretimento da cera

Saponificaciao com solugdes concentradas
de hidroxidos (sodio, potassio ou calcio —
concentragdes de 5 a 25%)

v

Extracio solido-liquido com cetonas, alcoois,
hidrocarbonetos, compostos aromaticos

v

Purificacao através de recristalizagdes com cetonas,
alcoois, hidrocarbonetos ou compostos aromaticos

v

Refluxo com cetonas, alcoois, hidrocarbonetos ou
compostos aromaticos

1 a5 horas

15 min a 3 horas

Filtragdo a quente

A

Regeneracio da mistura de acidos graxos com
solucdo acida de acidos minerais e/ou organicos

Figura 2 - Esquema de obtencdo do D-003, segundo Gonzalez et al. (Patent
CU22723, 1997)
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Na Tabela 8 é apresentada a composicdo qualitativa e quantitativa da
mistura de acidos graxos da cera de cana-de-agucar obtida por Gonzdlez e
colaboradores (1997).

Tabela 8 - Composicao em acidos graxos da fragdo D-003 obtida da cera de cana-de-

agucar
Componente Porcent:g(renngsctitc:r(a:c:‘r’z;)onente
écido hexacosandico (Cas) 0,3-15
Acido octacosanoico (Cas) 25,0 - 50,0
Acido nonacosanéico (Cas) 1,0-3,0
Acido triacontanéico (Ca) 15,0 — 30,0
Acido hentriacontanéico (Cs:) 0,8-3,0
Acido dotriacontandico (Csy) 10,0 -22,0
Acido tritriacontanéico (Css) 1,0-3,0
Acido tetratriacontanéico (Cas) 10,0-22,0
Acido pentatriacontanéico (Css) 05-15
Acido hexatriacontanoico (Css) 2,0-9,0

Fonte: Gonzélez et al. (1997)

Em 2006, Matkin e colaboradores patentearam um processo de obtencao
de uma mistura de alcoois e acidos graxos de cadeia longa extraidos de ceras de
origem animal e vegetal. Esse processo foi baseado em uma reacdo de
transesterificacdo de ceras com solugdo de etdxido (ou metéxido) de sodio. O
solvente foi evaporado e o conteludo restante processado usando destilacao
molecular para obtencdo de uma mistura de alcoois graxos de cadeia longa e
ésteres etilicos (ou metilicos) de acidos graxos. A mistura foi entdo saponificada e
0s acidos graxos de cadeia longa regenerados com acidos minerais. O rendimento
da mistura de alcoois e acidos graxos de cadeia longa ficou entre 27% e 46,3%,
enquanto a pureza na faixa de 96% a 98%. A mistura obtida foi formada por
alcoois graxos de cadeia longa com 24 a 34 atomos de carbono e acidos graxos
de cadeia longa com 22 a 38 atomos de carbono. A proporcao (em peso) de
alcoois e acidos na mistura foi de 60-95% e 5-40%, respectivamente.
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2.2.2.3. Determinacao da composicao e do teor de acidos graxos de cadeia
longa

O conhecimento das anadlises quimicas de ceras naturais é essencial para
compreender a biosintese, producdo e aplicacdo das ceras. Enquanto as
composi¢des quimicas das ceras sintéticas sado constantes e dependem do
processo de fabricacdo, as ceras naturais sdo muito mais complicadas em suas
composicdes quimicas (PARISH; LI; BELL, 2007).

Uma variedade de técnicas analiticas tem sido utilizada para a
caracterizacdo de acidos graxos alifaticos. Métodos classicos incluem técnicas
como cromatografia de camada delgada (TLC), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia de fluido supercritico
(SFC), ou técnicas conjugadas como CG/MS, SFC/MS, e HPLC/MS. Séao
utilizados diferentes modos de ionizacao, como por exemplo, impacto elétrico (El),
ionizacao quimica (Cl), ionizacdo eletrospray (ESI) ou rapido bombardeamento
atébmico (FAB). Alguns métodos incluem derivatizacdo dos componentes antes da
analise. A derivatizacdo e métodos analiticos dependem fortemente do problema
especifico em estudo (MOLDOVAN; JOVER; BAYONA, 2002).

Em geral, ceras naturais sao isoladas por extracao quimica, separadas por
métodos cromatograficos e analisadas por meio de espectrometria de massas
(MS); ambas, cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), sao técnicas utilizadas (PARISH; LI; BELL, 2007).

A cromatografia gasosa tem sido a melhor técnica para determinacao de
acidos graxos. Geralmente os acidos graxos sao convertidos em derivados
volateis mais simples, freqientemente em ésteres metilicos ou outros ésteres.

Antolin et al. (2003), desenvolveram e validaram um método cromatografico
para determinar o conteudo de acidos graxos de cadeia longa em capsulas
contendo 5 mg de concentrado de acidos graxos de cadeia longa (D-003). O
método utilizou coluna capilar DB-5 wide-bore e acido 1-nonadecanéico (C19:0)
como padrao interno. Os &acidos foram analisados como derivados de ésteres

metilicos, preparados usando solugdo aquosa de HCl-metanol a 5%. O método
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desenvolvido foi especifico para o principio ativo, mesmo quando as amostras
foram submetidas a condicdes de stress. Boa linearidade (coeficiente de
correlacado > 0,99) e exatidao (recuperacdo média total = 99,60% + 1,43%) foram
obtidas numa faixa de 38-150% da concentracdo nominal. O método validado
permitiu uma determinacao precisa dos acidos graxos contendo 24 a 36 atomos
de carbono e foi considerado apropriado para controle de qualidade e estudos da
estabilidade daquelas capsulas.

Em 2003, Vieira analisou a composicdo em alcoois e acidos graxos de
ceras de cana-de-agucar, brutas e purificadas, utilizando o método descrito por
Pina et al. (1987) com modificacbes que promoveram a hidrélise total dos ésteres
de cera. As amostras foram derivatizadas na presenca do reagente de Grignard,
que reage com 0s grupamentos éster da cera, convertendo os acidos graxos em
alcoois terciarios, enquanto que 0s alcoois graxos permaneceram como alcoois
primarios. Neste método somente os acidos graxos originalmente esterificados na
forma de triacilglicerois, ésteres de cera e ésteres de esterol (se presentes) foram
convertidos em A&lcoois terciarios, pois o método utilizado ndo promove a
derivatizagdo dos acidos graxos livres, conforme elucidado por PINA et al. (1995°
apud VIEIRA, 2003). Os produtos resultantes foram submetidos a analise por
cromatografia em camada delgada (TLC) analitica para atestar a eficiéncia da
reacdo. Os alcoois primarios e terciarios foram separados por TLC preparativa e
analisados por cromatografia gasosa. As amostras de cera analisadas
apresentaram acidos graxos de 16 a 34 carbonos, com uma predominancia do
acido palmitico (C16:0) e octacosandico (C28:0). A composicao em acidos graxos
foi obtida através dos cromatogramas dos alcoois graxos terciarios. Os teores de
acidos graxos totais ndo foram determinados nesta pesquisa.

Gandra (2006) determinou a composicao em acidos graxos da cera bruta
de cana de acucar (Saccharum officinarum) obtida a partir de tortas de filtro de
cana organica e mista (30% de cana queimada e 70% de cana nao queimada). As

5 PINA, M.; OZENNE, C.; LAMBERET, G.; MONTET, D.; GRAILLE, J. Contribution of Grignard reagents in
analysis of short-chain fatty acids. In: SEBEDIO, J. L.; PERKINS, E. G. New Trends in Lipid and Lipoprotein
Analysis. Champaign: AOCS Press, 1995. Chap.18, p.242-249.
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amostras foram preparadas na forma de metil ésteres de acidos graxos, de acordo
com a metodologia proposta por Hartman e Lago (1973), modificando-se o tempo
de saponificacdo para 20 minutos. A identificacdo dos picos obtidos em
cromatografo gasoso equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) foi
baseada nos valores de tempo de retencdo obtidos a partir de amostra de
composicao conhecida (6leo de mostarda), injetada nas mesmas condicdes. Os
valores de tempo de retencdo foram utilizados para a construcdo de curvas de
namero de carbono equivalente, que auxiliaram na identificacdo dos componentes
das amostras. As amostras de ceras de cana organica e mista apresentaram
69,7% e 64,9% de acidos graxos saturados, respectivamente. Foram identificados
acidos graxos contendo 14 a 34 atomos de carbono.

Paixdo (2008) também utilizou a metodologia de Hartman e Lago (1973)
para determinagdo da composicdo em &cidos graxos da cera de cana clarificada e
purificada, na qual 81,9% foram &cidos graxos saturados, com uma predominancia
do acido palmitico (C16:0) e octacosanoico (C28:0) e 18% foram acidos graxos
insaturados, com presenca dos acidos linolénico (C18:3), linoléico (C18:2) e oléico
(C18:1). Apenas os teores de alcoois graxos totais foram determinados neste
trabalho.

Rezanka e Sigler (2006) descreveram um método de enriquecimento de
acidos graxos de cadeia longa da cera de cana-de-acucar e sua identificacdo
como ésteres de picolinil, por meio de cromatografia liquida acoplada a
espectrémetro de massa com ionizacdo quimica a pressao atmosférica (HPLC-
MS-APCI). A cera de cana-de-acucar refinada foi saponificada com solucéo
aquosa de KOH por 30 minutos. Os acidos graxos foram extraidos em um sistema
de extracao solido-liquido utilizando acetona como solvente. O residuo foi esfriado
até temperatura ambiente e extraido com heptano, o pH ajustado para
aproximadamente 3 por diluicdo com &cido sulfurico e outra extracdo com heptano
foi realizada. Ao final, foram obtidos acidos graxos de cadeia longa com pureza de
94%. Estes &acidos graxos foram derivatizados em ésteres de picolinil e
submetidos a cromatografia liquida preparativa obtendo acidos graxos Css-Csp
derivativos de picolinil. Esta fracao enriquecida foi entdo analisada por HPLC-MS.
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A combinacdo das duas técnicas foi utilizada para identificar acidos graxos
saturados de cadeia longa incomuns, com até 50 atomos de carbono. A fragdo de
acidos graxos C,4-C34 representou um total de 98,72% do total de acidos graxos e
a fragao Cg35-Csp pouco mais de 1,28%.

Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008) desenvolveram um método rapido
de metilacdo e determinacédo do conteudo de acidos graxos de cadeia longa (D-
003) por cromatografia gasosa, em tabletes contendo 5 mg de D-003. A primeira
etapa do método consistiu em uma extracao a quente, dos acidos graxos contidos
nos tabletes, com cloroférmio. Em seguida ocorreu, simultaneamente, a metilacdo
com solucdo metandlica de acido sulfurico a 2% e a extracdo dos ésteres
formados com n-hexano. Os ésteres foram analisados por cromatografia gasosa
utilizando uma coluna DB-5 wide-bore tendo o acido nocadecandico (C19:0) como
padrado interno. Enquanto no método desenvolvido por Antolin et al. (2003) foram
necessarios 90 minutos para a maxima eficiéncia da reacado de metilagdo do D-
003, neste método foram necessarios apenas 10 minutos para a completa
metilagdo do mesmo. Segundo os autores, os resultados analiticos e o tempo de
reacdo deste método mostraram que este € mais conveniente, em relacdo ao
estudo anterior (ANTOLIN et al., 2003) para o controle de qualidade e estudos de
estabilidade dos tabletes analisados.

2.2.2.4. Efeitos farmacoldgicos atribuidos ao concentrado de acidos graxos
da cera de cana-de-acucar

O concentrado de acidos graxos da cana-de-agucar (D-003) tem efeito de
reducdo de colesterol demonstrado experimentalmente e clinicamente
(ARRUZAZABALA et al., 2003; CASTANO et al., 2003; MENDONZA et al., 2003;
MENENDEZ et al., 2001; MOLINA et al., 2000; MOLINA et al., 2002). Administrado
oralmente em coelhos por 30 dias, D-003 (5-200 mg/kg/dia) reduziu o colesterol
total sérico e o colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade) em uma forma
dose dependente (GAMEZ et al., 2000a; MENDONZA et al., 2003). Os efeitos da
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reducdo do colesterol por D-008 em humanos tém sido demonstrados em
voluntarios normocolesterolémicos e pacientes com hipercolesterolemia tipo |l
(CASTANO et al., 2002, 2003). Estudos sugerem que o D-003 reduz o colesterol
através da inibicado da biosintese do colesterol na etapa entre o consumo do
acetato e a producdo do mevalonato, regulando a atividade da 3-hidroxi-3-
metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase (MENENDEZ et al., 2001).

Estudos experimentais e clinicos fase | permitiram concluir que D-003
administrado oralmente de forma dose dependente inibe a agregacao plaguetaria
em roedores e voluntarios saudaveis (ARRUZAZABALA et al., 2003; CASTANO et
al., 2002; CASTANO et al., 2003). Estes efeitos tém sido associados com
mudancas no metabolismo do acido araquidénico induzidas por D-003, reduzindo
significativamente os niveis de tromboxano (Tx) B> e aumentando os niveis de
prostaciclina em roedores e em seres humanos (MOLINA et al., 2000; MOLINA et
al., 2002).

O D-003 também aumentou o tempo de sangramento, um efeito nao
associado com mudancas nos parametros de coagulacdo, mas com inibicao da
agregacdo das plaquetas no sangue (GAMEZ et al., 2002b). Outros estudos
relataram que o D-003 tem a capacidade de inibir a peroxidacao lipidica induzida
por diferentes agentes em ratos e humanos (CASTANO et al., 2003; MENENDEZ
et al., 2002).

Molina et al. (2005) estudaram o efeito de diferentes doses orais de D-003,
em ratos, sobre agregacdo plaquetaria intravascular induzida por colageno (in
vivo). Efeitos de doses Unicas de D-003 (5, 25, 100, e 200 mg/kg) ou repetidas (1,
5, 25, 100, e 200 mg/kg durante 10 dias) foram estudadas. Os efeitos de doses
repetidas foram mais pronunciados do que aqueles obtidos com administracao
unica. A dose efetiva média de 50% de D-003 em ambos os sistemas foi de 2,3
mg/kg, indicando o potencial antitrombotico promissor do D-003.

Alguns estudos vém sendo realizados em relacdo aos &acidos graxos
encontrados na fracdo oleosa da cera de cana-de-agucar. Lédon et al. (2007)
avaliaram os efeitos da mistura de acidos graxos do éleo da cera de cana-de-
acucar — que apresenta como constituintes principais os acidos palmitico, oléico,
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linoléico e linolénico — sobre dois modelos de inflamacgdo: artrite induzida por
Zymosan (polissacarideo derivado da parede celular de fungos que induz a
inflamacao quando injetado na articulagao de ratos e outros animais) e no teste de
psoriase em caudas, ambos em ratos. Os resultados deste estudo permitiram
sugerir que a aplicacdo tépica dessa mistura de &cidos exerceram atividade
antiinflamatdria importante em ambos os testes sem evidéncias de efeitos
irritantes. Os autores atribuiram o efeito antiinflamatério exercido pela mistura de
acidos graxos do 6leo de cana aos efeitos inibitérios no metabolismo do acido
araquidénico.

Mendoza et al. (2001) compararam os efeitos de redugédo de colesterol do
D-003 e do policosanol em coelhos normocolesterolémicos. O D-003 administrado
oralmente (5 mg/kg por 30 dias) nestes animais induziu maiores efeitos benéficos
nos niveis séricos do colesterol LDL do que o policosanol nas mesmas doses.

Estudos toxicolégicos prévios ndo demonstraram toxicidade oral
relacionada ao D-003, e o risco potencial para a exposicdo oral ao D-003 é
considerado baixo (GAMEZ et al., 2000b, 2001, 2002a, 2002b, 2004).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Matéria-prima

A cera de cana-de-acucar foi obtida por extracdo com hexano a partir de
torta de filtro orgéanica (cana cultivada em sistema organico com coleta mecéanica
sem queima), clarificada com perdxido de hidrogénio e purificada por extracao
com etanol a frio. A purificagdo e clarificacdo da cera de cana foram realizadas na
Usina Sao Francisco (UFRA), localizada no municipio de Sertdozinho, Sao Paulo.

3.1.2. Reagentes, solventes e padroes

Foram utilizadas vidrarias de uso rotineiro em laboratérios de pesquisa e os
reagentes utilizados nas andlises quimicas foram de grau p.a., de acordo com as
especificacbes constantes nos métodos analiticos empregados. Abaixo sao
apresentados os principais reagentes e os padrdes utilizados:

v Hidréxido de s6dio (NaOH) — p.a.

v Alcool etilico - p.a.

v Cloreto de acetila - MERCK

v' Padrdo Lestanol” (Policosanol 99,5%) cedido por Garuda Internacional

Inc., Lemon Cove, USA.

(\

Mistura de padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos 15A (C16:0,
C18:0, C18:1, C18:2, C18:3 e C20:0) — NU-CHEK.

Mistura de padroes de ésteres metilicos de acidos graxos (C16:0, C18:0,
C20:0 e C22:0) — SIGMA.

Eicosanol (C20:0 - OH), grau de pureza 98% - ALDRICH

Acido nonadecanoéico (C19:0), grau de pureza 99,5% - FLUKA
Octacosanol (C28:0 - OH), grau de pureza 99% - SIGMA

Acido octacosanéico (C28:0), grau de pureza 99% - SIGMA

Acido tetracosanéico (C24:0), grau de pureza 99% - FLUKA

Acido hexacosanoéico (C26:0), grau de pureza 95% - SIGMA

(\

NN
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3.1.3. Equipamentos

3.2

Foram utilizados os seguintes equipamentos:

v

(\

NS N N N N N N

Placa de aquecimento com agitacao magnética IKA Werke, modelo RCT
B;

Estufa com circulacdo de ar NOVA ETICA, série 400D;

Cromatégrafo Gasoso Capilar — CGC AGILENT 6850 SERIES GC
SYSTEM.

Evaporador rotativo Fisatom, modelo 802 A;

Bomba de vacuo Vacuubrand, modelo ME 30, tipo diafragma;

Balancga analitica OHAUS, Adventurer AR 2140;

Balanca semi-analitica Shimadzu, modelo Libror EB-3200D-A;

Agitador de tubos Phoenix, modelo AP 56;

Extrator tipo Butt Tecnal, modelo Sebelim TE-188;

Banho termostatico MGW Lauda, modelo RCS 20;

Vidrarias de uso rotineiro em laboratdério.

Métodos

3.2.1. Caracterizacao fisico-quimica da cera clarificada e purificada

3.2.1.1. Acidos Graxos Livres (AGL) e indice de Acidez.

1,99.

O teor de acidos graxos livres (AGL) foi determinado de acordo com o
método oficial AOCS Ca 5a-40 (2004), adaptado segundo Rozério (2006). O valor
do indice de acidez foi obtido multiplicando-se a porcentagem de AGL pelo fator

Na adaptacdo, 1,0 g de amostra foi previamente dissolvido a quente em

tolueno (10mL). Em seguida a metodologia seguiu igual, com uso de 100 mL de

alcool etilico neutralizado e titulacdo com solugdo padronizada de NaOH. O

calculo foi expresso em termos de acido oléico.
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3.2.1.2. indice de saponificacio

O indice de saponificacado foi determinado de acordo com o método oficial
AOCS Cd 3b-76 (2004), adaptado segundo Rozario (2006), com alteracdo da

quantidade de amostra (0,5 g) e tempo de saponificacao (8 horas).

3.2.1.3. indice de iodo

O indice de iodo foi determinado de acordo com o método oficial AOCS Cd
1d-92 (2004), adaptado segundo Rozario (2006), onde 0,5 g de amostra foram
dissolvidos previamente em ciclohexano a quente. Utilizaram-se 7,5 mL de &cido
acético e 25 mL de solucao de cloro-iodo segundo Wijs. A metodologia seguiu
sem alteragéo para o calculo.

3.2.1.4. Teor de matéria insaponificavel

O teor de matéria insaponificavel foi determinado de acordo com método
oficial AOCS Ca 6b-53 (2001), adaptado segundo Rozario (2006), como descrito
abaixo.

Cerca de 0,5 g de amostra foram dissolvidos em 10 mL de tolueno em
banho aquecido e adicionados de 3 mL de solucdo de KOH 50% e 50 mL de
alcool etilico 95%. A mistura foi mantida em refluxo por 8 horas e, posteriormente,
transferida para um funil de separagéao de capacidade de 500 mL, adicionando-se
50 mL de solucdo salina 10% e 50 mL de éter etilico. Apds forte agitacéo, a
mistura foi deixada em repouso por 10 minutos e em seguida a fase etérea foi
separada. Ao final de 5 extracoes, as fases etéreas foram lavadas 3 vezes com
porcdes de 20 mL de solucdo salina e, em seguida, mais 3 vezes com porcoes de
20 mL de solugdo de KOH 0,5M, intercaladas com porcdes de agua destilada.
Apos a terceira lavagem com KOH, a fragdo etérea foi lavada com &agua
(aproximadamente 3 vezes) até teste negativo com fenolftaleina e transferida para

um baldo tarado. O solvente foi evaporado da fragdo em rotaevaporador. O
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material foi seco em estufa a 105°C, até peso constante e o residuo (A) foi
dissolvido em 2 mL de éter etilico e 10 mL de alcool etilico 95%, previamente
neutralizado e titulado, a quente, com NaOH 0,02 N, para correcdo dos acidos
graxos livres (B). Para esta correcéo foi utilizada a seguinte relagdo: 1 mL de
NaOH 0,02 N foi equivalente a 0,0056 g de &cido oléico.

Foi realizado um branco (C), usando-se 0 mesmo procedimento. A matéria

insaponificavel (MI) foi calculada utilizando-se a seguinte formula:

A-(B+C
MI(%) :(T)xloo

onde:
A = massa do residuo (g)
B = massa dos acidos graxos (g) corrigida na titulagdo com NaOH
C = massa do residuo do teste branco (g)

m = massa da amostra (g)

3.2.1.5. Ponto de fusao (Método do Tubo Capilar Fechado)

O ponto de fusao foi determinado de acordo com o método oficial AOCS Cc
1-25 (2004) e é definidko como a temperatura que a amostra torna-se
completamente clara e liquida.

3.2.1.6. Ponto de amolecimento (Método do Tubo Capilar Aberto)

O ponto de amolecimento foi determinado de acordo com o método oficial
AOCS Cc 3-25 (2004) e € definido como a temperatura que a amostra torna-se

suficientemente fluida para escorregar em um tubo capilar aberto.
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3.2.1.7. Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método oficial AOCS
AC 2-41 (2004), utilizando estufa com circulagao de ar a 105 °C.

3.2.1.8. Teor e Composicao em acidos e alcoois graxos

Para a determinacdo da composicdo e dos teores de alcoois e acidos
graxos na cera de cana-de-acucar foram testadas 3 metodologias de derivatizacao
para posterior analise por cromatografia gasosa. As metodologias foram: Hartman
e Lago (1973), Lepage e Roy (1986) e Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Em todas as metodologias testadas, o acido nonadecandico (C19:0) e o
eicosanol (C20:0 — OH) foram utilizados como padrdes internos, em
concentragcdes proximas a 1 mg/mL.

Tanto os alcoois graxos como os ésteres metilicos de acidos graxos,
formados apds derivatizacdo das amostras, permaneceram retidos nas fases
organicas. Por isso foi possivel, mediante uma Unica injecdo cromatografica,
determinar a composicdo e teor dos alcoois e acidos graxos presentes nas
amostras analisadas.

A composicdo em alcoois e acidos graxos das amostras foi determinada
utilizando a integragé@o por normalizacao de areas, através do software Agilent GC
Chemstation Plus.

3.2.1.8.1 Derivatizacao das amostras de cera de cana-de-acucar segundo
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973)

A amostra de cera e as fracdes obtidas nos processos de obtencdo do
concentrado de acidos graxos foram submetidas a saponificacdo, seguida de
esterificacdo com solugdo de cloreto de aménia, metanol e acido sulfurico,
convertendo assim os acidos graxos presentes nas amostras em ésteres metilicos

de &cidos graxos. Foram realizados testes, em diferentes condi¢gbes, com
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alterac6es no tempo de saponificacao, esterificacdo e o solvente de extracdo dos
ésteres metilicos (éter de petréleo ou tolueno), conforme pode ser visto na Tabela

9. As reagbes ocorreram em temperatura de 90°C.

Tabela 9 - Condicoes dos testes de derivatizagdo das amostras de cera segundo
Hartman e Lago (1973)

Tempo de Saponificacao Tempo de Esterificagao
(min) (min)
Teste A’ 20 5
Teste B’ 30 5
Teste C’ 60 5
Teste D’ 20 40
Teste E’ 60 40
Teste F~ 60 40

jﬂSoIvente de extragdo dos ésteres metilico: éter de petréleo
Solvente de extragdo dos ésteres metilico: tolueno

3.2.1.8.2 Derivatizacao das amostras de cera de cana-de-acucar segundo
metodologia descrita por Lepage e Roy (1986)

As amostras foram submetidas a transesterificacdo direta dos ésteres de
cera e posterior andlise dos alcoois graxos e ésteres metilicos formados nesta
reacdo. A metodologia sofreu algumas alteracées conforme descrito a seguir: 50
mg de amostra foram pesadas em tubos de vidro juntamente com quantidades
conhecidas dos padrdes de acido nonadecandico e eicosanol. Em seguida foram
adicionados 8 mL de alcool metilico e 2 mL de hexano (proporcéao 4:1). Apos a
mistura, foi adicionado lentamente 1 mL de cloreto de acetila com agitacao
constante. Os tubos foram fechados e submetidos a metandlise a 100°C por 1
hora. Depois os tubos foram esfriados e adicionados 25 mL de K>COjz para
interromper a reacdo e neutralizar a mistura. Os tubos foram entdo agitados e
deixados em repouso por 5 minutos. A fase em hexano foi entdo analisada por
cromatografia gasosa, como descrito no item 3.2.1.8.4.
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3.2.1.8.3 Derivatizacao das amostras de cera de cana-de-acucar segundo
metodologia descrita por Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008)

As amostras foram submetidas a uma esterificacdo direta com solucao
metandlica de acido sulfurico 2%, onde os acidos graxos livres presentes nas
amostras analisadas foram convertidos diretamente em ésteres metilicos de
acidos graxos. Aproximadamente 30 mg de amostra foi pesada em tubo de ensaio
de 10 mL com tampa. Em seguida foram adicionados 3 mL de cloroférmio e 1 mL
de solugcdo de padrdo interno contendo os padrdes eicosanol e acido
nonacosanodico em concentracées de 1 mg/mL cada, diluidos em cloroférmio. O
tubo foi aquecido a 80°C por 15 minutos, com agitacdo ocasional. Apds o
resfriamento do tubo foi retirada uma aliquota de 1 mL e transferida para outro
tubo de ensaio. O conteudo do tubo foi evaporado, em banho-maria, € em seguida
foram adicionados 1 mL de solucao de metilacdo (H2SO4:CH30OH - 2:98, v/v) e 1
mL de hexano. O tubo foi aquecido a 80°C por 15 minutos, com agitacido
ocasional. Foram adicionados 2 mL de solucdo de neutralizagdo (NaOH 1M) e 1
mL de hexano e agitados lentamente por 3 minutos. O tubo foi deixado em
repouso por 5 minutos e a fragdo em hexano analisada por cromatografia gasosa
como descrito no item 3.2.1.8.4.

3.2.1.8.4 Condico6es cromatograficas para determinacao da composiciao e
teores dos alcoois e acidos graxos da cera de cana-de-acucar

Os Aalcoois graxos e ésteres metilicos de &acidos graxos obtidos nos
processos de derivatizagdo mencionados anteriormente foram identificados e
quantificados por cromatografia gasosa.

A separagdo dos componentes foi realizada em cromatografo gasoso
(Agilent 6850 series — GC System) equipado com detector de ionizacdo de chama
(FID) e injetor com “split”, coluna capilar de silica fundida ZB-5 (5% Fenil — 95%

Dimetilpolisiloxano), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
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0,25 um de espessura de filme. Foram injetadas amostras de 1,0 uL (split 1:50).
Injetor e detector foram mantidos a 320C, tendo hélio como gas de arraste, na
vazdo de 1,1 mL.min™".

A programacao de temperatura na coluna foi de 180C por 5 min, 180 a
300 (4T.min ') e 300 por 25 min, totalizando 60 minutos.

Todas as determinacdes cromatograficas foram realizadas em duplicata

3.2.1.8.5 Identificacao e quantificacao dos alcoois e acidos graxos da cera de
cana-de-acucar derivatizados segundo metodologia de Hartman e
Lago (1973) e Lepage e Roy (1986)

A identificacdo dos picos dos acidos foi baseada nos valores de tempo de
retencéo obtidos a partir da injecdo direta de padrdes de ésteres metilicos de
acidos graxos (C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, C20:0, C22:0 — Sigma e Nu-Chek), e
injecdo de padrbes de acidos graxos (C24:0, C26:0 e C28:0 — Sigma e Fluka) e
amostras de composi¢do conhecida (6leo de mostarda) derivatizados segundo a
metodologia descrita por Hartman e Lago (1973) (Teste A). Ja a identificacdo dos
alcoois foi realizada com base nos tempos de retencdo de um padrao contendo
alcoois graxos de 24 a 34 atomos de carbono (Lestanol® - Policosanol 99,5%). O
6leo de mostarda e os padrdes utilizados nesta andlise foram injetados nas
mesmas condicdes das amostras.

Para a quantificacdo dos alcoois e acidos graxos, derivatizados segundo
Hartman e Lago (1973), em 50 mg de amostra foram adicionados 1 mg de
eicosanol (C20:0 — OH) e 1 mg de acido nonadecandico (C19:0) como padrdes
internos. O mesmo procedimento foi adotado para as amostras derivatizadas
segundo Lepage e Roy (1986), onde quantidades conhecidas dos padrbes
internos foram pesadas diretamente nos tubos onde ocorreram as reacgbes. As
concentragdes dos éalcoois e acidos graxos nas amostras foram calculadas com
base na area do eicosanol e do acido nonadecandico considerando os fatores de
resposta ao detector determinados como descrito no item 3.2.1.8.5.1.
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3.2.1.8.5.1 Determinacao dos fatores de resposta ao detector com
derivatizacao dos padroes de alcoois e acidos graxos.

Padrdes de acidos e alcoois graxos em diferentes concentragbes foram
injetados, ambos passando pelo processo de derivatizacdo antes da analise
cromatografica, para a determinacao dos fatores de resposta ao detector dos
alcoois e acidos graxos.

Foram injetadas diferentes concentra¢des conhecidas dos padroes do acido
octacosanoico (C28:0) e do octacosanol (C28:0) e concentracdes conhecidas dos
padrbes internos eicosanol (C20:0) e acido nonadecandico (C19:0), conforme
pode ser visualizado na Tabela 10. Todas as amostras foram derivatizadas
segundo Hartman e Lago (1973), com alteracdo do tempo de saponificacdo para
20 minutos (Teste A).

Tabela 10 - Concentragcdes do &cido octacosanodico, octacosanol e padrbes internos,
utilizados na elaboragéo das curvas padroes dos acidos e alcoois graxos.

s I Padrao Aci Padrao
Cromatogramas Zﬁgrg?xgtfnrﬂf)’ z;grgc:r:,n;zm_(; O(?t:c?)ia:éci’:o Octacosanol

’ ’ (mg/mL) (mg/mL)
Amostra 1 1,07 1,27 0,26 0,25
Amostra 2 1,07 1,27 0,51 0,50
Amostra 3 1,07 1,27 0,72 0,74
Amostra 4 1,07 1,27 1,03 1,01

O fator de resposta para cada Amostra da Tabela 10 foi calculado mediante

as seguintes féormulas:

Fator de resposta para os alcoois graxos

Area do Padrdo Interno x Concentragdo do Octacosanol

fRoH) = -
() Area do Octacosanol x Concentracdo do Padrao Interno
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Fator de resposta para os acidos graxos

Area do Padrdo Interno x Concentragdo do Acido Octacosandico

fRac) = - -
g Area do Acido Octacosanodico x Concentra¢do do Padréo Interno

Foi considerada nas férmulas acima a média das areas de 2 analises, para
cada Amostra.

Os fatores de resposta ao detector para os alcoois e para os acidos foram
obtidos pela média aritmética dos fatores das 4 amostras.

3.2.1.8.6 Identificacao e quantificacao dos alcoois e acidos graxos da cera de
cana-de-acucar derivatizados segundo metodologia de Mendez,
Marrero e Canavaciolo (2008)

A identificacdo e integracdo dos picos dos acidos e alcoois graxos
presentes nas amostras foi realizada exatamente como descrito no item 3.2.1.8.5.

A massa (mg) de cada acido e alcool graxo da amostra foi obtida pelo
método do padrao interno de acordo com a seguinte equacao:

Area do 4cido i x Massa do Padrao Interno x f;

Massa do acido i = . —
Area do Padrao Interno

onde f; é o fator de resposta do &cido ou alcool i de interesse.

Para a determinacdo de cada f;, foi preparada uma solucdo de padroes
(C24:0, C26:0, C28:0 e C28:0-OH) de concentracdao conhecida, derivatizados
conforme descrito no item 3.2.1.8.3 e injetados nas mesmas condicoes
cromatograficas ja mencionadas. A equacao utilizada para calcular cada fator de
resposta foi a seguinte:
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Area do Padrzo Interno x Massa do Padrao i

fi= =
' Area do Padrdao i x Massa do Padrdao Interno

Os fatores de resposta para os acidos e alcoois foram atribuidos da
seguinte forma: acidos C16:0 a C24:0 — mesmo fator do acido C24:0; acido C26:0
e C27:0 — mesmo fator do acido C26:0; &cidos a partir do C28:0 — mesmo fator do

acido C28:0; todos os alcoois — mesmo fator do C28:0 alcool.

3.3. Procedimento Experimental

3.3.1. Armazenamento da cera clarificada e purificada

A cera de cana-de-acucar clarificada e purificada fornecida pela usina Sao
Francisco foi armazenada em sacos plasticos hermeticamente fechados e
estocados em freezer na temperatura de —18°C até o momento da realizacao das

analises e processos.

3.3.2. Caracterizacao da matéria-prima

A cera de cana-de-agucar clarificada e purificada foi caracterizada quanto
aos seguintes parametros: acidos graxos livres (AGL), indice de acidez, indice de
saponificacdo, indice de iodo, teor de matéria insaponificavel, ponto de fuséao,
ponto de amolecimento e teor de umidade. Também foram determinados o teor e

a composicao em acidos e alcoois graxos.

3.3.3. Estudo do processo de producao do concentrado de acidos graxos da

cera de cana-de-acucar em nivel laboratorial

O estudo do processo de producédo do concentrado de acidos graxos de
cadeia longa a partir de cera clarificada e purificada de cana-de-agucar foi
realizado com base no trabalho de Wada (2008). E importante ressaltar que os
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produtos obtidos por Wada (2008), policosanol 50 e policosanol 90, sao
concentrados de alcoois graxos, obtidos de matéria-prima semelhante a utilizada
neste trabalho, enquanto que nesta pesquisa, o material de interesse foi a fracao
de acidos graxos presente na cera de cana.

Para tanto, utilizaram-se apenas 3 etapas:

Etapa 1 - Saponificacido da cera
Etapa 2 - Separacédo dos éalcoois e dos sais de acidos graxos (sabdes) utilizando
alcool etilico a quente
Etapa 3 - Acidificacdo dos sais de acidos graxos para obtencao do concentrado de
acidos graxos.
A Figura 3 ilustra as etapas gerais do processo de obtencdo do
concentrado de acidos graxos utilizadas nesta pesquisa.

Cera Purificada e
Clarificada

Derretimento da cera
Y

Saponificacao
Cera + solucdo etandlica de NaOH 2M

Refluxo e agitagdo (80°C)

" Secagem em estufa com circulagéo de ar (60°C) 3h
RCOONa" + R,OH J  Determinag&o do rendimento

Separacéao - Cera saponificada + EtOH

75°C por 1 hora
Separagdo das fases

R.OH + RCOONa* ' RiCOONa" + R,OH (menor quantidade)

Insoluvel
(concentrado de sais de
acidos graxos)

Solavel
(concentrado de alcoois graxos)

Determinagéo do rendimento

Acldlflcagao Secagem em estufa com circulagéo de ar (60°C) 3h
Sabdes + HCI Determinag&o do rendimento

Acicllifica (é:o com HCI 10%
Relag&o molar (1 mol de HCI : 1 mol sab&o)
Agitaco sob refluxo - 95°C - 90 minutos RiCOOH + NaCl + R,OH

Leve agitagio | Lavagem da fase oleosa
(4 x 100mL) com &gua fervente

Secagem em estufa com circulagéo de ar (60°C) 3h

Concentrado de
Acidos Graxos

Figura 3 - Esquema geral do processo de obtengédo dos acidos graxos da cera de
cana-de-agucar clarificada e purificada em nivel laboratorial.
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3.3.4. Descricao das etapas gerais para a obtencao do concentrado de

acidos graxos da cera de cana-de-acucar em nivel laboratorial

As principais etapas envolvidas no processo de obtengdo do concentrado
de acidos graxos a partir da cera de cana-de-acgucar estdo descritas a seguir.

3.3.4.1. Etapa 1 — Saponificacao

A etapa de saponificacdo da cera de cana-de-aglcar teve como base o
trabalho de Rozario (2006) que estudou um processo de obtencéo do Policosanol
(fracdo de alcoois graxos) a partir de cera bruta de cana-de-agucar organica e
cera purificada de cana-de-agucar, obtida a partir da purificacdo da cera bruta
utilizando alcool etilico a quente.

A cera foi saponificada utilizando solugao alcalina hidro-alcodlica, em um
sistema de baldo de uma boca, adaptado a um condensador, o qual foi mantido
em um banho de agua termostatizado com agitacdo magnética. A temperatura da
reacdo foi mantida constante (80C). Apds a fusdao completa da cera, foi
adicionada solucao hidro-alcodlica (85% etanol anidro e 15% de agua) 2M de
NaOH obedecendo a relacdo de 1:1 (p/v) de cera:solucdo NaOH e a reacdo
mantida por um determinado tempo, dependendo do ensaio realizado.

A cera saponificada foi seca em estufa por 3 horas a 60T e seu rendimento
determinado.

3.3.4.2. Etapa 2 — Separacao das fracoes dos alcoois e dos acidos graxos

Nesta etapa, adicionou-se alcool etilico anidro a cera saponificada. A
mistura foi aquecida em banho de agua termostatizado com agitacdo magnética
até temperatura de 75°C. Apds 10 minutos e total homogeneizacdo da mistura, a
agitacao foi interrompida e o sistema permaneceu em repouso por 1 hora para a
separacdo das fases. Passado esse periodo, as fases foram separadas por

decantagao. Para melhor entendimento, sera atribuida a expressao fracao soluvel
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(soluvel em alcool etilico a quente) a fracdo rica em alcoois graxos e fracéo
insoluvel (insoluvel em alcool etilico a quente) a fracdo rica em sais de acidos
graxos. Ao final, as fases separadas foram secas em estufa de circulacdo de ar
(60°C por 3 horas) e o rendimento da etapa determinado.

3.3.4.3. Etapa 3 — Acidificacao dos sais de acidos graxos (saboes)

Nesta etapa, os sais de acidos graxos (sabdes) presentes na fracédo
insolavel foram convertidos em acidos graxos livres através da reacdo de
acidificacao. Para isso foi utilizada a relagdo 1 mol de sabao para 1 mol de HCI
(100%), com base no estudo feito por Scavariello e Barrera-Arellano (2004).
Considerou-se que a massa de 1 mol de sabao é de aproximadamente 300g. Foi
adicionado um excesso de 20% de HCI apéds o célculo da quantidade necesséria e
o mesmo foi misturado a cera na forma de solucdo aquosa a 10%. O
procedimento foi realizado da seguinte forma: a fracao insolluvel foi pesada e
colocada em um baldao de fundo chato. Em seguida, adicionou-se a solugcédo de
acido cloridrico a 10% e o balédo foi acoplado a um condensador, mantido em um
banho de o6leo de silicone termostatizado, com agitacdo magnética, na
temperatura de 95°C, por um periodo de 90 minutos. Ao término da reacéo, foi
feita uma lavagem com 400 mL de agua destilada fervente, até pH neutro (controle
com fita indicadora de pH), para a remocao do cloreto de sédio (NaCl) formado
durante a reacdao e do excesso de acido presente no sistema. Na presenca de
agua fervente a cera tornou-se liquida (aspecto oleoso) facilitando a remocao dos
compostos anteriormente citados. A cada lavagem (4 lavagens de 100 mL) o
conteudo do baldao era rapidamente resfriado e a agua de lavagem filtrada a
vacuo, para retencao de possiveis particulas de acidos graxos dispersos nesta
agua. Ao final das lavagens, o residuo do baldo e do papel de filtro foi transferido
para uma placa de petri de peso conhecido e seco em estufa de circulacao de ar a
60°C por 3 horas. O produto obtido foi analisado quanto ao teor de alcoois e

acidos graxos e o rendimento da etapa determinado.
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3.3.5. Ensaios laboratoriais para obtencao do concentrado de acidos graxos
da cera de cana-de-acucar

Foram realizados ensaios com o0 objetivo de determinar as condicoes mais
adequadas (separacdo das fracbes, tempo de reacdo, quantidade de solvente
utilizado) para a obtencdo do concentrado de &cidos graxos a partir da cera de
cana-de-acgucar. Os itens a seguir descrevem as condicdes de realizacdo das 3

etapas do processo, citadas anteriormente, para cada ensaio.

3.3.5.1. Ensaio 1: Separacao das fracoes utilizando 3 extracoes

No ensaio 1 a cera foi saponificada como descrito no item 3.3.4.1, com
tempo de saponificacdo de 15 minutos. Foram realizadas 3 extragdes com alcool
etilico a quente para a separacdo dos élcoois e acidos graxos. Na primeira
extracdo utilizou-se a relagcdo cera saponificada:alcool etilico de 1:3 (p/v). A
mistura foi agitada e mantida em repouso por uma 1 hora. A seguir as fracdes
foram separadas por decantacdo. Apds a primeira extracao, a fragao insoluvel foi
novamente extraida com A&lcool, desta vez em uma relagdo cera
saponificada:alcool etilico (1:2 — p/v). Apés mesmo procedimento de agitacao e
repouso por 1 hora, houve a separacao das fases e o processo foi repetido por
mais uma vez utilizando a mesma relagao cera:alcool etilico anterior e repouso de

1 hora. A etapa de acidificacao foi realizada como descrito no item 3.3.4.3.

3.3.5.2. Ensaio 2: Unica extracio para separacao das fracoes

Neste ensaio, foi realizada uma unica extragdo com etanol a quente, com
relacdo cera saponificada:etanol (1:3 — p/v), na tentativa de separar melhor as
duas fracdes. Nao houve outras alteracdes em relacado ao Ensaio 1.
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3.3.5.3. Ensaio 3: Alteracao na proporcao de etanol:cera (extracoes)

Neste ensaio, realizaram-se 3 extracées com etanol a quente, na etapa de
separacdo dos alcoois e acidos graxos. Na primeira extragdo utilizou-se uma
relacdo cera saponificada:etanol de 1:5 (p/v) e nas outras duas, uma relacao de
1:3 (p/v). Nao houve outras alteracées em relacdo ao Ensaio 1.

3.3.5.4. Ensaio 4: Alteracao no tempo de saponificacao

Durante a realizacdo dos ensaios, os teores de acidos e alcoois graxos de
cada fracdo obtida foram determinados. Foram encontradas dificuldades para a
quantificacdo dos teores de acidos e alcoois e testadas varias metodologias. A
hip6tese de que o tempo de saponificagdo nao foi suficiente para a conversao total
dos ésteres de cera em alcoois e acidos graxos de cadeia longa, foi sugerida.
Para verificar tal hipoétese, aumentou-se o tempo de saponificacdo de 15 minutos
para 90 minutos. As etapas de separacédo e acidificacdo foram semelhantes ao
Ensaio 1.

3.3.5.5. Ensaio 5: Alteracao no tempo de saponificacdo, proporcao de
etanol:cera (extracao) e utilizacao de funil de separacao em estufa
para separacao das fracoes

Neste ensaio, foi mantido o tempo de saponificacdo de 90 minutos do
Ensaio 4. A separacao das fragdes soluvel e insolivel em etanol a quente foi feita
em uma unica extracao utilizando relacao cera saponificada:etanol de 1:5 (p/v) em
funil de separagédo, mantido a temperatura de 75°C dentro da estufa, conforme
ilustrado na Figura 4. A etapa de acidificacao foi realizada como descrito no item
3.3.4.3.
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Figura 4 - Etapa de separagcdo das fracbes de acidos (inferior) e alcoois (superior)
graxos, utilizando funil de separacdo em estufa com aquecimento. Ensaio 5.

Na Tabela 11 estdo apresentadas, de forma resumida, as condigdes de
realizacdo dos 5 ensaios para obtencdo do concentrado de acidos graxos de
cadeia longa em escala laboratorial.

Tabela 11 - Condi¢coes de realizacdo dos ensaios para obtengdo do concentrado de
acidos graxos de cadeia longa em escala laboratorial.

Etapa de saponificacao Etapa de separacdao com EtOH a quente

Ensaio 1 Cera : Solugdao NaOH 2M (1:1). 3 extragdes

Tempo: 15 min Relagao cera:EtOH (1:3 - 1:2-1:2)
Ensaio 2 Cera : Solugdo NaOH 2M (1:1). 1 extragcéao
Tempo: 15 min Relacao cera:EtOH (1:3)
Ensaio 3 Cera : Solugdao NaOH 2M (1:1). 3 extragdes
Tempo: 15 min Relacao cera:EtOH (1:5—-1:3 - 1:3)
Ensaio 4 Cera : Solugao NaOH 2M (1:1). 3 extragdes
Tempo: 90 min Relagao cera:EtOH (1:3 - 1:2-1:2)
. x ) 1 extracao
Ensaio 5 .le\srf '0_833“53?1 NaOH 2M (1:1). Relacao cera:EtOH (1:5) Funil de
po: separacao em estufa a 75°C.
* Etapa de acidificagdo - Cera saponificada: HCI (1:1). Lavagem com &gua fervente (400 mL) até pH neutro. Filtragao

a vacuo.
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3.3.6. Processo de producao do concentrado de acidos graxos por
destilacao molecular

Concentrados de alcoois e acidos graxos foram obtidos a partir da mesma
matéria-prima utilizada nesta pesquisa (cera de cana-de-acucar clarificada e
purificada) pela empresa Consultec, localizada na cidade de Campinas-SP. O
processo de obtencdo destes concentrados foi baseado na metodologia descrita
por Rohr e Trujillo-Quijano (2000), com algumas alteracbes. As principais etapas
do processo utilizado para obtengdo destes concentrados estdo ilustrados na
Figura 5.

Partiu-se de 3 quilos de cera clarificada e purificada que foi saponificada
com solugdo aquosa contendo hidroxido de célcio (1,5%) e hidréxido de sodio
(3%), por 90 minutos em temperatura de 80°C. A seguir, a massa foi seca
(temperatura de 150°C) e destilada a 250°C sob vacuo de 2.10% mbar. Obteve-se
na fracao destilada o concentrado de alcoois graxos, designado pela sigla CALGD.
O residuo da destilacao foi hidrolisado com &cido sulfurico a 6% (p/p — em relacao
a massa do residuo) diluido em mesma quantidade de agua destilada. A hidrélise
deu-se por 30 minutos em temperatura de 90°C. Em seguida, a massa oleosa foi
lavada com agua fervente até pH neutro (aproximadamente 5 lavagens), seca e
destilada nas mesmas condi¢des citadas anteriormente. Na fragdo destilada foi
obtido o concentrado de acidos graxos, designado pela sigla CAGD, e no residuo,
provavelmente, concentraram-se os ésteres de cera que nao foram convertidos
em alcoois graxos e sais de acidos graxos, entre outros compostos encontrados

na cera.
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Cera Purificada e Clarificada

+ Derretimento da cera

Saponificagao
Cera + solugdo aquosa de Ca(OH), (1,5%) e NaOH (3%)

v

Secagem do sabo

v

Destilagao Molecular | 250°C - 210 mbar
I

Y v

| Residuo | Destilado 1
+ (C itrado de alcoois graxos = CALGD)

Hidrdlise acida (H,S0,)

90 minutos

Lavagem até pH neutro

Destilagao Molecular | 250°c -2.10? mbar
|

v v

Residuo Destilado 2
(Concentrado de Acidos Graxos - CAGD)

Figura 5 - Esquema geral do processo de obtengdo dos concentrados de alcoois e
acidos graxos a partir da cera de cana-de-agUcar clarificada e purificada, através de
destilacao molecular (ROHR;TRUJILLO-QUIJANO, 2000)

3.4. Determinacao da composicao e concentracao em alcoois e acidos
graxos da cera de cana purificada e seus extratos

A seguir sao descritas quais as amostras foram analisadas segundo as trés

técnicas de derivatizagao utilizadas nesta pesquisa.
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3.4.1. Amostras de cera derivatizadas segundo metodologia descrita por
Hartman e Lago (1973)

Foram realizados testes (A, B, C, D, E e F) com alteracdes na metodologia
de Hartman e Lago (1973). No teste F também foi avaliado outro solvente de
extracdo dos ésteres metilicos (tolueno no lugar de éter de petréleo). A Tabela 12

mostra quais as amostras foram utilizadas nos testes utilizando esta metodologia.

Tabela 12 - Amostras utilizadas nos testes, segundo metodologia de derivatizacdo de
Hartman e Lago (1973).

Testes

Amostras
Teste A TesteB TesteC TesteD TesteE TesteF

Cera de cana purificada X X X X X X

Concentrado de acidos X

graxos — Ensaio 1

Concentrado de acidos X
graxos — Ensaio 3

Concentrado de acidos X X
graxos (CAGD)

Concentrado de alcoois X
graxos (CALGD)

Teste A (saponificagcéo 20, esterificacdo 5'); Teste B (saponificacdo 30', esterificagdo 5'); Teste C (saponificagdo 60,
esterificagdo 5'); Teste D (saponificagdo 20', esterificagdo 40'); Teste E (saponificagdo 60', esterificagcdo 40'); Teste F
(saponificagao 60', esterificagao 40’ - utilizando tolueno como solvente de extracdo dos ésteres metilicos)

3.4.2. Amostras de cera derivatizadas segundo metodologia descrita por
Lepage e Roy (1986).

As amostras utilizadas para a realizacdo dos testes com a metodologia de
derivatizacao descrita por Lepage e Roy (1986) foram: cera de cana-de-agucar
purificada, concentrado de acidos graxos (Ensaio 1) e concentrado de &cidos
graxos (CAGD).
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3.4.3. Amostras de cera derivatizadas segundo metodologia descrita por

Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Foram utilizadas as seguintes amostras para a realizacao dos testes com a
metodologia de derivatizacao descrita por Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008):
cera de cana-de-acucar purificada, concentrado de acidos graxos (Ensaios 3, 4 e
5), concentrado de alcoois graxos (Ensaios 3, 4 e 5), concentrado de acidos
graxos (CAGD) e concentrado de alcoois graxos (CALGD).

3.5. Analise estatistica

Os resultados das analises foram submetidos ao Teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5% para a comparacgao entre as médias, utilizando o Programa
Estatistico Statistica® (Data Analysis Software System), versdo 7.0 (StatSoft, Inc —
2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas fisico-quimicas da cera de cana-de-acucar clarificada e
purificada

A Tabela 13 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da cera de cana-
de-agucar clarificada e purificada.

Tabela 13 - Caracteristicas fisico-quimicas da cera de cana-de-agucar clarificada e

purificada.
Analises Média* Desvio padrao
Acidos graxos livres (AGL) (% como acido oléico) 9,12 0,16
indice de acidez (mg KOH/g) 18,14 0,32
indice de saponificagdo (mg KOH/g) 141 0,10
indice de iodo (mg I, /100g) 20 0,14
Teor de matéria insaponificavel (%) 34,7 0,30
Ponto de fusao (T) 77,8 0,20
Ponto de amolecimento () 74,9 0,45
Teor de umidade (%) 1,76 0,03

* cada valor é a média de 3 repetigdes.

A cera de cana-de-agUcar purificada apresenta caracteristicas fisico-
quimicas bem diferentes das ceras brutas, variando conforme o processo de
purificacdo empregado. O indice de acidez (IA) determinado neste trabalho (18,14
mg KOH/g) foi inferior aos encontrados por outros autores que caracterizaram
ceras brutas de cana organica, queimada e mista provenientes de torta de filtro
(vide Tabela 6), variando de 27,3 a 52,4 mg KOH/g. Esta reducao no valor do IA ja
era esperada devido ao processo de purificagcdo da cera com etanol a frio, onde a
fracdo oleosa que compde a cera bruta é solubilizada no etanol e posteriormente
eliminada, restando apenas ésteres de cera e resina (cera dura). Segundo Wada
(2008), a fracao oleosa é a responsavel pelo aumento do indice de acidez, em
relacdo a cera bruta, pela presenca de acidos graxos livres.
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Dados da literatura reportam valores de |A para cera de cana purificada
entre 13 e 39,6 mg KOH/g. O valor do IA encontrado neste estudo foi proximo ao
obtido por Vieira (2003) em cera purificada com hexano e acetona (20,5 mg
KOH/g). Gandra (2006), em estudo de cera purificada com etanol a frio, encontrou
valores um pouco maiores de indice de acidez (23,2 mg KOH/g para cera
purificada de cana organica e 22,7 mg KOH/g para cera purificada de cana mista).
E importante observar que a cera purificada estudada por Gandra (2006) era
composta apenas da fracdo de ésteres de cera, sem resina (fragao dura). Garcia e
Garcia (1996 apud GARCIA et al., 2003) encontraram valores de IA de 27 mg
KOH/g e Rozario (2006), 39,6 mg KOH/g em cera de cana purificada com etanol a
quente. A cera purificada com alcool a quente apresenta a fragcao oleosa, o que
explica o alto valor de acidez encontrado por Rozario (2006). Wada (2008) e
Paixdo (2008) caracterizaram cera de cana-de-acucar clarificada e purificada,
semelhante a utilizada neste trabalho, ou seja, composta da fracao cera purificada
e cera dura, e encontraram valores inferiores de IA (13,0 e 13,2 mg KOH/qg,
respectivamente). O IA encontrado neste estudo (18,14 mg KOH/qg) foi superior
aos determinados por Wada (2008) e Paixao (2008) devido a presenca de um
pouco de 6leo de cana, ainda presente na amostra utilizada nesta pesquisa. Wada
(2008) ressaltou em seu estudo, que o baixo valor de IA encontrado em seu
trabalho foi devido a alta eficiéncia na extracdo da fracdo oleosa do processo de
purificacdo da cera com etanol a frio.

O valor de indice de saponificacdo (IS) encontrado neste estudo (141 mg
KOH/qg), foi muito superior aos reportados na literatura para ceras de cana-de-
acucar purificada. O indice de saponificacdo esta relacionado a quantidade de
ésteres e acidos graxos livres presentes na cera (PARISH; LI; BELL, 2007). Vieira
(2003) e Gandra (2006) encontraram valores préximos de indice de saponificacao
para cera purificada (77,9 e 79,1 mg KOH/g, respectivamente). Wada (2008) e
Paixdo (2008) reportaram valores de indice de saponificacdo de 96 mg KOH/g
enquanto Garcia e Garcia (1996 apud GARCIA et al., 2003) e Rozario (2006)
encontraram valores um pouco maiores (106 e 118,3 mg KOH/g, respectivamente)
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para este indice. O valor do indice de saponificacdo encontrado na cera de cana
clarificada e purificada deste estudo € um indicativo de alto teor de ésteres,
triacilglicerdis e acidos graxos livres presentes nesta cera.

O resultado encontrado para o indice de iodo (20 mg de iodo/100g) foi
semelhante aos encontrados por Garcia e Garcia (1996 apud GARCIA et al.,
2003), Gandra (2006), Wada (2008) e Paixao (2008). Os valores encontrados por
estes autores variaram entre 21 e 22 mg de iodo/100g. Em outros estudos,
realizados com cera de cana purificada com hexano e acetona (VIEIRA, 2003) e
etanol a quente (ROZARIO, 2006), os valores foram bem diferentes. Vieira (2003)
reportou um valor de indice de iodo (13 mg de iodo/100g) abaixo do encontrado
neste estudo, enquanto Rozario (2006) reportou o dobro do valor do indice de iodo
determinado neste trabalho e pelos autores citados acima. A autora atribui o
aumento do indice de iodo da cera purificada ao processo de purificacdo com
etanol a quente, que concentrou na fracao soluvel a fracdo mais insaturada da
cera. Ja os processos de purificacdo da cera com etanol a frio e hexano,
mostraram-se mais eficientes para a remocéo da fracao oleosa da cera bruta de

cana — que apresenta um maior teor de acidos graxos insaturados (GANDRA,
2006) —, fazendo com que o indice de iodo da cera purificada seja mais baixo em

relacdo a cera bruta de origem.

O valor encontrado para o teor de matéria insaponificavel da cera
clarificada e purificada foi de 34,7%. Valores superiores a este foram reportados
em cera purificada de cana orgéanica. Vieira (2003) encontrou valor de 55,6%,
Rozario (2006) de 50,8% e Wada (2008) e Paixao (2008) de 48,5%. Cardoso et al.
(2009) caracterizaram cera de cana purificada com hexano e acetona e
encontraram valores de 52,1% e 54,1% para cera de cana mista purificada de
colheita tardia e precoce, respectivamente. O baixo valor de matéria
insaponificavel encontrado é coerente com o alto valor de indice de saponificacdo
que esta matéria-prima apresentou, demonstrando a diferenciada composicao

desta cera em relacao as outras reportadas anteriormente na literatura.

85



Resultados e Discussao

O ponto de fusdo determinado (77,8°C) foi proximo ao encontrado por
Gandra (2006) em cera de cana organica purificada (78,3°C). Valores maiores
foram encontrados por Azzam (1984) em cera de cana purificada com acetona
(80-83°C) e por Azzam (1986) em cera clarificada e purificada com etanol (79-
82°C). Rozario (2006) reportou ponto de fusédo de 70,2°C para cera purificada com
etanol a quente e 71,6°C para cera bruta. Estes valores foram préximos, devido a
presenca da fracdo oleosa na cera purificada estuda pela autora, que reduz o
ponto de fusdo quando comparada as ceras onde houve remocgao desta fragao.
Wada (2008) e Paixao (2008) encontraram valores de 75,0°C para o ponto de
fus&do da cera da cana clarificada e purificada.

O ponto de amolecimento encontrado para cera de cana clarificada e
purificada foi de 74,9°C, inferior ao reportado por Gandra (2006) que encontrou
valores de 77,8°C e 77,5°C para ceras de cana purificada organica e mista,
respectivamente. Este € mais um indicativo da presenca da fracdo oleosa que néo
foi completamente retirada da cera na etapa de purificacdo com etanol a frio.

O percentual de umidade da cera de cana purificada encontrado neste
estudo foi de 1,76%, bem inferior ao reportado por Rozario (2006) em cera
purificada (5,3%) e cera bruta (16,7%) de cana-de-agucar. A autora atribuiu o alto
valor de umidade encontrado nas amostras de cera a caracteristica higroscépica
do material, quando exposto ao ambiente. A cera utilizada neste estudo foi
embalada hermeticamente e armazenada em freezer até o momento das analises,
0 que evitou qualquer degradacao e absorcdo de umidade do ambiente.

As variagbes de resultados encontradas neste trabalho, quando
comparadas aos dados da literatura, podem ser atribuidas a proporcao dos
constituintes presentes na amostra de cera estudada, a variedade da cana
cultivada e ao processo de purificacdo industrial empregado.

86



Resultados e Discussao

4.2. Estudo do processo de producao do concentrado de acidos graxos da
cera de cana-de-acucar em nivel laboratorial

Foram realizados ensaios em escala laboratorial com algumas
modificacées em relacdo a descrigdo geral do meétodo principal (item 3.3.3.), com
o propésito de se encontrar as melhores condicbes de separacdo dos
concentrados de alcoois e &cidos graxos da cera de cana. A seguir sao
apresentados os resultados dos rendimentos, em massa, para cada ensaio, todos
calculados com base na massa de cera inicial.

4.2.1. Ensaio 1: Separacao das fracoes utilizando 3 extracoes

Neste ensaio obteve-se um rendimento, em massa, de cera saponificada
igual a 106,0%. Na Figura 6 pode-se visualizar o aspecto da cera de cana
clarificada e purificada e a cera apds saponificacdo, seca em estufa com

circulacao de ar.

: Cera clarificada e
& purificada

Figura 6 - Cera de cana clarificada e purificada e cera saponificada (Ensaio 1)
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hY

Foram realizadas 3 extracbes a quente com alcool etilico anidro, com
relacdo cera saponificada:etanol (1:3; 1:2; 1:2). Nao houve boa separacdo das
fracdes (soluvel e insolluvel em alcool a quente) conforme pode ser visto na Figura
7(a), devido a dificuldade de separagao por decantagdo. Os rendimentos destas
fracbes foram de 43,2% e 49,3%, respectivamente. O concentrado de &cidos
graxos obtido apds a acidificacao da fracdo insoluvel apresentou rendimento de
40,9%.

Figura 7 - (a) Contaminagéao da fragao insoltvel (marrom) pela fragao sollvel (pontos
claros). Fracdes soluvel (b) e insoluvel (c) em éalcool etilico quente (Ensaio 1)

4.2.2. Ensaio 2: Unica extracdo para separacio das fracdes

Utilizou-se neste ensaio apenas uma extragdo com etanol a quente (relacao
cera saponificada:etanol — 1:3, p/v). O rendimento de cera saponificada foi de
104,3% (em massa). Os problemas de separagao das fragdes sollvel e insoluvel
ainda permaneceram. O rendimento das fragdes sollvel (concentrado de alcoois
graxos), insoluvel (sabdes de acidos graxos) e do concentrado de acidos graxos
foram, respectivamente, 36,0%, 53,2% e 42,3%. Analisando-se estes valores,
percebe-se que houve uma maior contaminagcdo da fragdo soluvel na fracédo
insoluvel, com conseqiente aumento do rendimento das fragbes insoluvel e do
concentrado de &cidos graxos. A Figura 8 ilustra o concentrado de acidos graxos

da cera de cana apds secagem em estufa com circulacao de ar.
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Figura 8 - Concentrado de &cidos graxos da cera de cana (Ensaio 2)

4.2.3. Ensaio 3: Alteracao na proporcao de etanol:cera

O Ensaio 3 foi semelhante ao Ensaio 1, com alteracdo apenas da
proporcdo cera saponificada:etanol. Aqui utilizou-se uma quantidade maior de
etanol para a separacéo das fragoes (relagao cera saponificada:etanol — 1:5; 1:3;
1:3). O rendimento da fragdo soluvel foi de 51,4% (o maior entre todos os ensaios)
e o0 das fraches insoluvel e concentrado de &cidos graxos, 45,7% e 38,0%,
respectivamente (menores entre os demais ensaios). Este resultado indica uma
provavel contaminagao da fragdo insoluvel na fracdo sollvel (concentrado de
alcoois graxos). A Figura 9 mostra as fragdes sollveis resultantes das 3 extragcoes
com etanol a quente. Observa-se a diferenca de coloragdo entre estas fracdes,

indicando a possivel contamina¢cdo comentada anteriormente.

Figura 9 - Concentrado de alcoois graxos da cera de cana, resultantes das 3
extracdes com alcool etilico a quente (Ensaio 3). Da esquerda para direita: extracdo 1,2 e
3.
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4.2.4. Ensaio 4: Alteracao no tempo de saponificacao

Os 3 ensaios anteriores utilizaram tempo de saponificacdo da cera de 15
minutos. Neste ensaio testou-se um tempo maior de saponificacdo, semelhante ao
utilizado na obtencdo do concentrado de acidos graxos (CAGD) feito na Empresa
Consultec. O objetivo deste ensaio foi verificar se o baixo rendimento dos teores
de acidos graxos encontrados nos concentrados de acidos graxos obtidos em
escala laboratorial foi devido a ndo transformacao dos ésteres de cera em alcoois
e acidos graxos de cadeia longa na etapa de saponificagdo da cera. Os
rendimentos obtidos foram os seguintes: cera saponificada - 105,3%; fragcéo
solavel - 39,7%; fracéo insoluvel - 47,6% e concentrado de acidos graxos - 40,0%.

A Figura 10 mostra os concentrados de alcoois e acidos graxos obtidos no
Ensaio 4 (amostras secas).

Figura 10 - Concentrado de alcoois graxos (a) e acidos graxos (b) da cera de cana
(Ensaio 4).

O aumento no tempo de saponificacdo nao alterou os rendimentos dos

concentrados
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4.2.5. Ensaio 5: Alteracao no tempo de saponificacao, proporcao de
etanol:cera (extracao) e utilizacao de funil de separacao em estufa
para separacao das fracoes

Neste ensaio testou-se o uso de funil de separacao (mantido a temperatura
de 75°C dentro da estufa) para melhor separacdo das fragdes soluvel e insoluvel
durante a etapa de extracdo com alcool etilico a quente (Unica extragdo). Manteve-
se 0 mesmo tempo de saponificagdo do Ensaio 4 (90 minutos). Os rendimentos
encontrados foram bem semelhantes aos obtidos no Ensaio 1, sendo de 106,6%
para cera saponificada, 42,1% para fragao soluvel, 48,3% para fragao insoluvel e
40,4% para o concentrado de acidos graxos.

Figura11 - Concentrado de alcoois graxos (a) e acidos graxos (b) da cera de cana
(fracdes com solvente - Ensaio 5).

A Tabela 14 mostra de forma simplificada todos os rendimentos dos
ensaios realizados para obtencdo dos concentrados de alcoois e de &cidos
graxos.

Os rendimentos encontrados para o concentrado de acidos graxos foram
semelhantes, apresentado valor médio de 40,3 + 1,6%. Uma maior variagao foi
encontrada para os rendimentos do concentrado de alcoois graxos (fracao
solavel), que ficou entre 36,0 e 51,4% e para os sais de acidos graxos (fracao
insolavel), entre 38,0 e 42,3%. Como pode ser observado na Figura 11, o Ensaio 5
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apresentou boa separacdo, sem contaminacdo das fracbes na etapa de
separacao.

Tabela 14 - Rendimento dos ensaios para obtengédo do concentrado de acidos graxos da
cera de cana-de-acucar.

Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5

Cera saponificada’ 106,0% 104,3% 105,0% 105,3% 106,6%

Concentrado de alcoois
graxos (fracao soluvel)

Sais de acidos graxos —
Sabdes (fracao insoluvel)

43,2% 36,0% 51,4% 39,7% 42,1%

49,3% 53,2% 45,7% 47,6% 48,3%

Concentrado de acidos

graxos’ 40,9%  42,3%  380%  40,0%  40,4%

* Rendimento calculado com base na massa de cera purificada inicial

** Rendimento calculado com base na massa de cera saponificada

Ensaio 1 (saponificagdo 15', 3 extragbes — relagédo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 2 (saponificagdo 15', 1 extragao —
relacdo cera:EtOH - 1:3); Ensaio 3 (saponificagdo 15', 3 extragdes — relagdo cera:EtOH - 1:5, 1:3, 1:3); Ensaio 4
(saponificagao 90', 3 extragdes — relacdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 5 (saponificacdo 90, 1 extragdo — relagao
cera:EtOH - 1:5)

Os rendimentos obtidos sdo semelhantes aos reportados por Wada (2008)
que estudou um processo de obtencao de alcoois graxos a partir da cera de cana
purificada, com extracdo dos alcoois utilizando etanol, obtendo rendimento de
38%, quando utilizou relagdo cera saponificada:etanol de 1:5 (Unica extracdo) em
escala laboratorial e de 52,3% em escala piloto (relacdo cera saponificada:etanol —
1:7).

Rendimentos maiores foram reportados por Rozario (2006) em seu estudo
de separacao de alcoois graxos em cera de cana purificada, utilizando solucao
salina e etanol, e relacdo cera saponificada:etanol de 1:20, (p/v). Neste trabalho
obteve-se rendimento de 55-60% com teor de alcoois de 45-50%.

Paixao (2008) obteve rendimentos de 16% para o concentrado de acidos
graxos e 80% para o concentrado de alcoois graxos, utilizando relacao cera
saponificada:etanol (1:10), em seu estudo de obtencao de concentrado de alcoois

graxos a partir de cera de cana saponificada e acidulada, utilizando agua quente e
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etanol a frio na etapa de separa¢ao dos concentrados.

Devem ser consideradas as diferencas nos métodos utilizados por Rozario
(2006) e Paixao (2008) que utilizaram solucao salina e agua quente nas etapas de
separacado da mistura de alcoois e sais de acidos graxos, enquanto que neste
estudo utilizou-se apenas separagdao com etanol a quente.

Os rendimentos do concentrado de acidos graxos obtidos neste estudo (em
média 40,3%) foram préximos aos alcancados no processo patenteado por
Gonzélez et al. (1997), que obteve rendimento maximo de 40%, com pureza na
faixa de 85 a 100%, da mistura de acidos graxos.

Os Ensaios 1, 2 e 3 foram os primeiros a serem realizados. Com base nos
rendimentos e observacdes de coloracdo das fracdes, decidiu-se iniciar as
analises cromatograficas dos teores de éalcoois e acidos graxos, apenas nas
fracOes obtidas nos Ensaios 1 e 3, pois ndo houve boa separacdo das fragdes
soluvel e insoluvel no Ensaio 2, obtendo-se um concentrado de acidos graxos com
maior contaminacao da fragdo de alcoois. A separag¢do no Ensaio 3 também nao
foi adequada, porém nao prejudicou a fracdo de interesse, ou seja, neste ensaio
procurou-se separar melhor as fragdes evitando-se ao maximo a contaminacao da
fracado insoluvel (sais de acidos graxos) com a fracdo soluvel (concentrado de

alcoois graxos).

4.3. Processo de producao do concentrado de acidos graxos por destilacao
molecular

Os resultados dos rendimentos da producdo do concentrado de acidos
graxos obtidos por destilacdo molecular estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Rendimento do processo de obtencao dos concentrados de alcoois e acidos
graxos da cera de cana-de-agucar, por destilagdo molecular.

Rendimento (%)

Destilado 1 - Concentrado de &lcoois graxos (CALGD) 27,7
Destilado 2 - Concentrado de &cidos graxos (CAGD) 23,4
Residuo 48,9

Saponificagdo - 90 min & 80°C; Destilacgo - Vacuo 2.10 mbar & 250°C; Hidrélise acida do residuo — 30 min & 90°C

Foi realizado um Unico ensaio para obtengédo dos concentrados de alcoois e
acidos graxos por destilacdo molecular, nas condicdes normalmente utilizadas
pela empresa Consultec, porém em outros tipos de cera. O baixo rendimento
obtido neste processo ocorreu, provavelmente, devido a pouca quantidade de
hidroxidos utilizados na etapa de saponificacdo, etapa onde os ésteres de cera
sdo convertidos em &lcoois graxos e sais de acidos graxos. Porém, o objetivo
deste processo foi alcangcado, onde foram obtidos os concentrados de alcoois e
acidos graxos com maior grau de pureza, para que fossem analisados utilizando
as metodologias de derivatizagdo estudadas nesta pesquisa. A Figura 12 mostra

os concentrados obtidos neste processo.

Figura 12 - Concentrado de éalcoois graxos (CALGD), acidos graxos (CAGD) e cera
saponificada (CS) obtidos por destilagdo molecular. (a) Fragbes soélidas e (b) Fragdes em
raspas.
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4.4. Determinacao dos fatores de resposta ao detector para o calculo das
concentracoes em alcoois e acidos graxos das amostras de cera de
cana-de-acgucar.

Para se determinar os teores de alcoois e acidos graxos presentes nas
amostras de cera de cana clarificada e purificada e as fracdes obtidas no processo
de obtencao dos concentrados foi utilizado o método do padrao interno. O alcool
eicosanol (C20:0) e o acido nonadecandico (C19:0) foram utilizados como padrdes
internos nas analises cromatograficas realizadas por CG-FID. Para tanto, foi
estudado se a resposta destes padroes ao detector (FID) era semelhante a
resposta dos analitos em estudo.

4.4.1. Determinacao dos fatores de resposta ao detector com derivatizacao
dos padroes de alcoois e acidos graxos segundo Hartman e Lago
(1973)

Foram determinados os fatores de resposta ao detector para acidos e
alcoois injetando os padrboes octacosanol (C28:0-OH) e &acido octacosandico
(C28:0) em quatro diferentes concentragées, juntamente com os padrdes internos
eicosanol (C20:0-OH) e acido nonadecandico (C19:0) em concentragdes fixas,
todos injetados ao mesmo tempo. Este procedimento foi realizado com a
finalidade de representar exatamente o que ocorre com as amostras durante a
etapa de derivatizacdo, onde ambos os padrdes internos (de alcoois e de acidos)
sao derivatizados junto com as amostras.

Um modelo de regressao linear simples foi aplicado relacionando a razéo
entre as areas do octacosanol (C28:0-OH) em diferentes concentracées e do
padrao eicosanol (C20:0-OH) com a razado das concentragdes do C28:0-OH e
C20:0-OH. O mesmo modelo de regressao linear foi aplicado para os acidos,
conforme pode ser visto na Figura 13. Percebe-se que houve uma alta correlagao
linear (R?=0,9979) entre as areas do octacosanol (C28:0-OH) em diferentes
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concentragdes e o padréo interno eicosanol (C20:0), e entre as areas do acido

octacosanoico (C28:0) e o padrdao interno acido nonadecandico (C19:0)
(R?=0,9991).
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Figura 13- Curvas de calibracdo do octacosanol (A) e do acido octacosandico (B)

utilizadas para a determinagdo dos teores de alcoois e acidos graxos nas amostras de
cera de cana.

A Figura 14 apresenta os cromatogramas obtidos através da injecao das
amostras com concentracdes conhecidas dos padrdes internos, do octacosanol e
do 4&cido octacosandico. Os picos dos padrées internos mantiveram-se
semelhantes entre uma amostra e outra, ja que todas estavam na mesma
concentracdo. Os picos do octacosanol e do acido octacosandico aumentaram
proporcionalmente a medida que suas concentracdes também aumentavam.

Todos os cromatogramas estao apresentados na mesma escala.
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Ac. Nonacosanéico Eicosanol
(1,07mg/mL) (1,27mg/mL)
Pt ]
Octacosanol (C28:0) | | Acido Octacosandico (C28:0)
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Figura 14 - Cromatogramas para calculo dos fatores de resposta ao detector, dos
alcoois e acidos graxos.

O fator de resposta obtido para os alcoois graxos foi de 1,063 e para os
acidos 1,071. Estes fatores foram utilizados para corrigir as areas dos padroes
internos na determinacao dos teores totais de alcoois e acidos graxos presentes
nas amostras de cera, quando determinadas pelos métodos de Hartman e Lago
(1973) e Lepage e Roy (1986). Considerou-se que todos os alcoois graxos
presentes nas amostras apresentaram o mesmo fator de resposta ao detector que
0 octacosanol e os acidos graxos, mesmo fator de resposta que o acido
octacosanoico. Para a quantificagdo dos compostos nao identificados, utilizou-se o
mesmo fator de correcdo dos alcoois graxos (1,063).
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4.4.2. Determinacao dos fatores de resposta ao detector com derivatizacao
dos padroes de alcoois e acidos graxos seqgundo Mendez, Marrero e
Canavaciolo (2008)

Padrées de acidos graxos (C24:0, C26:0 e C28:0) e alcool graxo (C28:0—
OH) foram derivatizados segundo metodologia descrita por Mendez, Marrero e
Canavaciolo (2008) para a determinacdo dos teores de alcoois e acidos graxos
presentes nas amostras de cera derivatizadas segundo mesma metodologia. Os

fatores encontrados estao na Tabela 16.

Tabela 16 - Fatores de resposta dos padrdes de acidos e alcoois graxos derivatizados
segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Padroes Fatores de resposta
C24:0 — Acido Tetracosanéico 1,119
C26:0 — Acido Hexacosanéico 1,186
C28:0 — Acido Octacosandico 1,598
C28:0 — Octacosanol 0,965

Para a quantificacdo dos compostos néo identificados, utilizou-se 0 mesmo

fator de correcéo dos alcoois graxos (0,965).

4.5. Composicao e concentracao de acidos e alcoois graxos nas amostras
de cera derivatizadas segundo Hartman e Lago (1973)

A Figura 15 apresenta um cromatograma da composicdo em &cidos e
alcoois graxos da cera de cana-de-acucar clarificada e purificada utilizando-se a
metodologia de Hartman e Lago (1973) para derivatizacdo da amostra, com tempo
de saponificacao de 20 minutos e esterificacdo de 5 minutos (Teste A). Os alcoois

estao representados por letras e os acidos por numeros.
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Figura15- Cromatograma de acidos e éalcoois graxos da cera de cana clarificada e
purificada, derivatizada segundo metodologia de Hartman e Lago (1973) nas condi¢des
do Teste A. 1:acido palmitico (C16:0); 2: acido linolénico(C18:3); 3: acido oléico e linoléico
(C18:1 e C18:2); 4: acido estearico (C18:0); 5: acido nonacosandico (C19:0); 6: acido
eicosandico (C20:0); 7: acido docosandico (C22:0); 8: acido tetracosandico (24:0); 9:
acido hexacosandéico (C26:0); 10: acido heptacosandico (C27:0); 11: &cido octacosanoico
(C28:0); 12: acido nonacosandico (C29:0); 13: acido triacontandico (C30:0); 14: &cido
dotriacontandico (C32:0); 15: &cido tetratriacontanodico (C34:0); A: eicosanol (C20:0); B:
tetracosanol (C24:0); C: hexacosanol (C26:0); D: heptacosanol (C27:0); E: octacosanol
(C28:0); F: nonacosanol (C29:0); G: triacontanol (C30:0); H: dotriacontanol (C32:0); I:
tetratriacontanol (C34:0); NI: ndo identificados.

Gandra (2006) modificou o tempo de saponificacdo da metodologia de
Hartman e Lago (1973) para 20 minutos, e utilizou-a para determinacdo da
composicao em alcoois e acidos graxos de amostras de cera de cana purificada.
Paixdo (2008) e Wada (2008) realizaram esta mesma modificacao feita por
Gandra (2006) para quantificar alcoois graxos em cera de cana purificada. Devido
a simplicidade do método, utilizou-se esta metodologia na tentativa de quantificar
também os acidos graxos de cadeia longa presentes na cera.

Conforme pode ser observado na Figura 15, alcoois e ésteres metilicos de
acidos graxos sao eluidos na coluna cromatografica, podendo ser identificados
simultaneamente. Porém a quantidade de alcoois (indicados por letras) presente
na amostra € bem maior do que a quantidade esperada de acidos. Baseado nas
pesquisas de Wada (2008) e Paixao (2008), que estudaram o processo de
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obtencdo de concentrado de alcoois graxos a partir de cera clarificada e
purificada, semelhante a utilizada nesta pesquisa, esperava-se um teor de acidos
graxos totais em torno de 33%, proximo ao teor encontrado pelas autoras para
alcoois graxos totais (30,5%), tendo em vista a quantidade de matéria
insaponificavel encontrada pelas mesmas (48,5%). Sabe-se que a matéria
insaponificavel na cera € composta principalmente por alcoois graxos livres e
esterificados e esterdis. Logo, foram feitas modificacbes nos tempos de
saponificacdo e esterificacdo das amostras, como também no solvente de
extragdo dos ésteres metilicos, com a finalidade de encontrar teores maiores de
acidos graxos totais nas amostras de cera de cana purificada.

As Tabelas 17 e 18 apresentam a composicdo em acidos e alcoois graxos
da cera de cana-de-agUcar clarificada e purificada, derivatizada em diferentes
condicoes (Testes A, B, C, D, E e F) como descrito no item 3.2.1.8.1. As
proporcoes relativas dos acidos graxos oléico e linoléico apresentam-se somadas,
uma vez que a coluna cromatografica utilizada ndo separa estes dois acidos
graxos.

Os principais acidos graxos encontrados foram o acido palmitico (C16:0),
octacosanoico (C28:0) e triacontandico (C30:0). Estes mesmos acidos também
foram os majoritarios, segundo Gandra (2006), Wada (2008) e Paixao (2008).

Os acidos graxos saturados predominaram na cera de cana clarificada e
purificada, apresentando teores entre 89,6% e 94,6%, onde 63,2 a 69,5% do total
de 4cidos € formato por &cidos graxos de cadeia muito longa (C22:0 — C34:0).

Em relacdo a composicdo do acido octacosandico (C28:0), ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) entre os Testes de A a D e os maiores teores foram
encontrados nos Testes E e F (que utilizaram maior tempo de saponificacdo e
esterificacdo), sendo diferentes significativamente (p<0,05) em relagdo ao Teste A
(menores tempos de saponificacdo e esterificagdo). O acido triancontandico
(C30:0) apresentou diferenca significativa (p<0,05) apenas no Teste D, onde este
apresentou o menor teor (8,0%).
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De acordo com a Tabela 17, ndo houve grandes alteragdes nos teores
relativos dos acidos palmitico, oléico e linoléico em relacdo as modificacdes feitas
na metodologia de Hartman e Lago (1973), com excecado apenas para o teor de
acido palmitico no Teste F (extracdo com tolueno) que foi o menor entre todos
(18,5%).

O &cido linolénico (C18:3) nao foi detectado nos Testes B, C e E e entre os
demais Testes (A, D e F) ndo apresentou diferenca significativa a 5% de

significancia.

Tabela 17 - Composicao em acidos graxos da cera de cana-de-agUcar clarificada e
purificada, derivatizada segundo metodologia de Hartman e Lago (1973), em
diferentes condicoes (Teste A, B, C, D, E e F).

Composicao* (%)
Teste A TesteB TesteC TesteD TesteE TesteF

Acidos graxos

16:0 - Palmitico 22,5% 22,6% 22,7° 22,7° 21,6° 18,5°
18:3 - Linolénico 3,3° 0,0° 0,0° 2,22 0,0° 2,4°
18:1 e 18:2 — Oléico e
Linoléico 7,12 5,4° 5,5° 6,2 4,8° 5,9°
18:0 - Estearico 3,9% 3,9°? 4,0 4,2° 4,0% 4,0%
20:0 - Araquidico 1,6 1,72 1,7%® 1,9° 1,8° 1,7%
22:0 - Docosanoico 2,12 2,12 2,22 2,42 2,42 2,3%
24:0 - Tetracosanodico 4,12 4,3%® 4,3%® 4,7° 4,8° 4,9°
26:0 - Hexacosanoico 2,9° 3,12 3,2% 3,3% 3,2% 3,6°
27:0 - Heptacosandico 4,9% 5,12 5,12 4,2° 3,9° 4,8°
28:0 - Octacosanoico 24,8° 26,5 26,0  25,7%° 26,8° 27,1°
29:0 - Nonacosanéico 2,02 2,5° 3,22 3,42 2,42 2,6°
30:0 - Triacontanéico 10,12 11,12 10,72 8,0° 11,78 12,5°
32:0 - Dotriacontandico 5,42 6,2 5,9° 5,9 6,5™ 6,9°
34:0 - Tetratriacontanoico 5,3? 5,5% 5,32 5,32 6,0° 2,9°
Saturados 89,67 94,6° 94,5° 91,6° 95,2° 91,72
Insaturados 10,42 5,4° 5,5° 8,47 4.8° 8,3°

Teste A (saponificacdo 20', esterificacdo 5'); Teste B (saponificagcdo 30, esterificacdo 5'); Teste C (saponificagdo 60,
esterificagdo 5'); Teste D (saponificacdo 20', esterificagdo 40'); Teste E (saponificagcdo 60, esterificacdo 40'); Teste F
(saponificagéo 60', esterificagdo 40’ - utilizando tolueno como solvente de extragdo dos ésteres metilicos)

*Média das analises. Médias na mesma linha acompanhadas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia
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Comparando-se a composi¢cdo em acidos graxos obtida nas condigdes do
Teste A — condicoes propostas por Gandra (2006) — com a composicao
encontrada por outros autores (vide Tabela A.1 — Apéndice) que estudaram cera
de cana purificada, derivatizada nas mesmas condicbes do Teste A, pode-se
observar que as quantidades dos acidos C16:0, C18:3, C18:1, C18:2 e C30:0
foram inferiores aos encontrados por Wada (2008), Paixao (2008) e Gandra
(2006). No entanto, as quantidades dos acidos C28:0 e C32:0 foram maiores
quando comparadas as mesmas autoras.

A Tabela 18 apresenta a composicao em alcoois graxos da cera (proporcao
relativa dos alcoois graxos), nos diferentes testes realizados. O alcool graxo
majoritario, em todos os testes, foi o octacosanol, apresentando teores entre

55,9% e 58,5% do total dos alcoois graxos presentes.

Tabela 18 - Composicdao em alcoois graxos da cera de cana-de-agucar clarificada e
purificada, derivatizada segundo metodologia de Hartman e Lago (1973), em
diferentes condicoes (Teste A, B, C, D, E e F).

Composicao* (%)

Alcoois graxos
Teste A Teste B Teste C Teste D TesteE Teste F

C24:0 - Tetracosanol 3,02 3,9° 4,4° 4,0° 3,9° 4,3°
C26:0 - Hexacosanol 10,44  10,3*  10,4° 10,2° 9,9™ 9,9°
C27:0 - Heptacosanol 2,72 2,62 2,72 2,62 2,52 2,72
C28:0 - Octacosanol 58,5  584*  580°  58,0° 575° 559°
C29:0 - Nonacosanol 0,82 1,0%® 1,1° 1,0° 1,0° 1,5°
C30:0 - Triacontanol 156° 152*  151%®  153*  16,0° 14,4°
C32:0 - Dotriacontanol 7,6% 7,5° 7,3° 7,8% 7,8% 7,9°
C34.0 - Tetratriacontanol 1 o2 1,12 1,02 1,12 1,22 3,5°

Teste A (saponificagcdo 20', esterificagdo 5'); Teste B (saponificagdo 30', esterificacdo 5'); Teste C (saponificagdo 60,
esterificagdo 5'); Teste D (saponificacao 20', esterificagdo 40'); Teste E (saponificagcdo 60, esterificagdo 40'); Teste F
(saponificagao 60', esterificagao 40' - utilizando tolueno como solvente de extragdo dos ésteres metilicos)

*Média das andlises. Médias na mesma linha acompanhadas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia
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A composigdo em alcoois graxos mostrou resultados similares entre os
testes realizados, com valores um pouco diferentes para os Testes E e F, que
utilizaram os maiores tempos de saponificacdo e esterificacdo. Essas diferencas
foram observadas nos alcoois octacosanol (C28:0) e triacontanol (C30:0)
(menores teores), nonacontanol (C29:0) e tetratriacontanol (C34:0) (maiores
teores).

A Tabela A.2 do Apéndice, apresenta uma comparacado da composicao em
alcoois graxos da cera de cana purificada encontrada por diferentes autores. A
quantidade relativa de octacosanol encontrada neste estudo, nas condigdes do
Teste A (58,5%), foi menor em relacdo as concentragdes reportadas por Gandra
(2006), Wada (2008) e Paixdo (2008), que utilizaram mesma metodologia de
derivatizacao do Teste A, encontrando teores de octacosanol (C28:0) entre 62,8%,
e 64,6%. Vieira (2003) e Rozario (2006), utilizando reagente de Grignard para
derivatizacdo das amostras de cera purificada, encontraram teores de octacosanol
de 67,3% (cera purificada com hexano/acetona) e 59,3% (cera purificada com
alcool etilico), respectivamente. O alcool tetratriacontanol (C34:0) nao foi
detectado em quantidade significativa pelos autores acima citados.

As variagdes na composicao dos acidos e alcoois graxos da cera purificada
podem ser atribuidas ao método de anélise, ao tratamento aplicado na purificacéo,
variedade da cana, entre outros fatores.

Na Tabela 19 sao apresentados as concentracbes de alcoois e acidos
graxos totais da cera de cana clarificada e purificada derivatizada pelo método de
Hartman e Lago (1973) em diferentes condicdes.
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Tabela 19 - Concentracao de alcoois e acidos graxos totais da cera de cana-de-agucar
clarificada e purificada, derivatizada segundo metodologia de Hartman e
Lago (1973), em diferentes condicdes (Teste A, B, C, D, E e F).

, Concentracao (%)
Metodo Alcoois Acidos Nao Identificados
Teste A 24,62 13,0° 3,12
Teste B 26,5° 13,37 4,1
Teste C 25,6% 12,8° 3,7%
Teste D 28,5° 15,5 4,4
Teste E 31,6° 16,6° 4,8°
Teste F 33,4° 16,9° 4,3

Teste A (saponificagéo 20', esterificagdo 5'); Teste B (saponificagéo 30', esterificagdo 5'); Teste C (saponificagdo 60’,
esterificagdo 5'); Teste D (saponificagao 20', esterificagcdo 40'); Teste E (saponificagcdo 60', esterificagdo 40'); Teste F
(saponificagao 60', esterificagado 40’ - utilizando tolueno como solvente de extracdo dos ésteres metilicos)

*Média das andlises. Médias na mesma coluna acompanhadas da mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de
significancia

Foram encontrados valores entre 24,6% e 33,4% de alcoois graxos totais e
entre 12,8% e 16,9% de &cidos graxos totais na cera de cana. Esses valores
comprovam que existe diferenca significativa quanto se varia o tempo de
esterificacdo. Os Testes A, B e C apresentaram valores proximos para o teor de
alcoois e sem diferenca significativa (p<0,05) para o teor de acidos. Estes testes
foram realizados utilizando tempo de esterificacdo de 5 minutos, como descrito
originalmente na metodologia de Hartman e Lago (1973). Comparando-se o teste
A e D, que utilizaram o mesmo tempo de saponificacao e tempo de esterificagao
diferente, houve um aumento significativo (p<0,05) tanto para os alcoois como
para os acidos. Com o aumento do tempo de saponificacéo e esterificacao (Testes
D, E e F), houve um aumento significativo (p<0,05) nos teores de alcoois e acidos.
Comparando-se o Teste A e o Teste F, percebe-se uma diferenca de 8,8% no teor
total de alcoois e de 3,9% no teor total de acidos. Em relacdo ao solvente de
extracdo dos ésteres metilicos (éter de petréleo ou tolueno), observou-se um
pequeno aumento para o Teste F que utilizou solvente tolueno. Porém, este
aumento nao foi significativamente diferente (p<0,05) em relacdo ao Teste E que
utilizou éter de petréleo, assim como os demais Testes. Logo, optou-se pela
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continuacao do uso do solvente éter de petréleo nas analises seguintes, por se

tratar de um solvente menos téxico que o tolueno.

Apé6s andlise destes resultados, conclui-se que as condicbes do Teste E
foram as que resultaram em maiores teores de alcoois e acidos graxos da cera de
cana, utilizando a metodologia de Hartman e Lago (1973), e portanto, utilizada na
analise das demais fracdes obtidas neste estudo.

Wada (2008) e Paixdao (2008) encontraram valores de 30,5% de alcoois
graxos totais para cera de cana clarificada e purificada (derivatizacdo nas mesmas
condicbes do Teste A). Vieira (2003), Gandra (2006) e Rozario (2006),
determinaram a concentragdo de alcoois graxos da cera de cana purificada pelo
método de Grignard — segundo Pina et al. (1997) adaptado por Vieira (2003) — e
encontraram teores de 28,3%, 39,1% e 29,9%, respectivamente. Estes valores
sdao semelhantes aos encontrados neste estudo, com excecdo dos valores

encontrados por Gandra (2006), que foram maiores.

Garcia e Garcia (1996 apud GARCIA et al., 2003), encontraram teores de
42% de alcoois graxos e 7,1% de acidos graxos livres, em cera de cana purificada
com etanol. Estes autores quantificaram os 4&cidos graxos livres por
transesterificacdo da amostra com solucdo de MeONa/MeOH a 1% em
temperatura de 85-90°C. Os teores de acidos graxos livres encontrados por estes
autores foram bem inferiores (metade) aos teores de acidos encontrados na cera

de cana purificada utilizada nesta pesquisa.

Nuissier et al. (2002) estudaram a composicao da cera extraida do residuo
da fermentacao e destilacao do caldo de cana, utilizando solvente ciclohexano. A
fracdo de cera insolivel em metanol, acetona e isooctano foi saponificada e
submetida a analise de CCD analitica para quantificacao dos seus componentes.
Esta fracdo apresentou teor de alcoois graxos totais de 32%, tendo o octacosanol
como alcool graxo principal (68%) e teor de acidos graxos totais de 28%, sendo
42% deste total composto de acido palmitico (C16:0), 9% de acido oléico (C18:1)

e os acidos estearico (C18:0), linoléico (C18:2) e octacosandico (C28:0)
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contribuiram com 7% cada. Os mesmos autores também quantificaram os teores
totais de alcanos (7%) e 33% dos compostos nao foram identificados. Os teores
de alcoois graxos totais encontrados por estes autores foram prdoximos aos
determinados nos Testes E e F nas amostras de cera de cana clarificada e
purificada.

4.6. Determinacao comparativa da composicao e concentracao de alcoois e
acidos graxos em cera de cana-de-acucar clarificada e purificada e
concentrados, derivatizada por diferentes métodos

As amostras de cera clarificada e purificada e as fragdes obtidas nos
ensaios para obtencdo do concentrado de acidos graxos foram analisadas em
relacdo a composicao e concentracdo de alcoois e acidos graxos utilizando 3
metodologias de derivatizacao. Apds avaliar as amostras de cera pelo método de
Hartman e Lago (1973), em diferentes condicbes, como ja visto no item 4.5,
resolveu-se testar outras metodologias na tentativa de verificar os dados e
métodos relatados na literatura. A Tabela 20 mostra, de forma comparativa, a
composicao da cera de cana-de-acucar clarificada e purificada derivatizada por
diferentes metodologias. Os cromatogramas destas analises estdo no Apéndice
(Figura A.1).
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Tabela 20 - Composicdo em 4acidos e élcoois graxos da cera de cana-de-acucar
clarificada e purificada, derivatizada segundo Hartman e Lago (1973),
Lepage e Roy (1986) e Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Composicao (%)

Componente Acidos Alcoois
H&L L&R MMC H&L L&R MMC
C16:0 21,6 19,1 14,3 - - -
C18:3 0,0 8,9 1,2 - - -
C18:1 e C18:2 4,8 10,3 3,5 - - -
C18:0 4,0 5,6 2,4 - - -
C20:0 1,8 1,5 0,0 - - -
C22:0 2,4 1,9 0,0 - - -
C24:0 4,8 3,7 3,9 3,9 5,3 3,8
C26:0 3,2 2,6 2,9 9,9 12,0 10,2
C27:0 3,9 3,7 3,0 2,5 3,1 2,9
C28:0 26,8 19,9 38,3 57,5 56,1 57,2
C29:0 2,4 2,3 0,0 1,0 5,9 0,0
C30:0 11,7 11,3 17,2 16,0 12,0 14,2
C32:0 6,5 4,8 9,1 7,8 5,7 7.9
C34:0 6,0 4.4 4,2 1,2 0,0 3,5
Saturados 95,2 80,8 95,3 ’ ’ ’
Insaturados 4,8 19,2 4,7

* Realizado nas condi¢6es do Teste E (saponificagao 60', esterificagéo 40')
H&L (Hartman e Lago, 1973); L&R (Lepage e Roy, 1986); MMC (Mendez, Marrero e Canavaciolo, 2008)

Os valores apresentados na Tabela 20 sdo completamente diferentes,
quando se quantificam os acidos, principalmente em relacdo aos acidos graxos
majoritarios. As variagdes chegam a 51% para o acido palmitico (C16:0), 92,5%
para o acido octacosandico (C28:0) e 52,2% para o acido triacontanoico (C30:0).

As composicoes dos alcoois graxos sofreram menor variagdo quando
comparadas aos &cidos graxos. Porém, no caso do nonacosanol, por exemplo,
foram determinadas quantidades de 0% a 5,9%, lembrando sempre que as

metodologias em questdo foram aplicadas na mesma amostra.

A Tabela 21 apresenta a composicdo em acidos e alcoois graxos do
concentrado de &cidos graxos obtidos por destilagdo molecular, derivatizados por
diferentes metodologias. Os cromatogramas referentes a esta Tabela estdo na
Figura A.2 do Apéndice.
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Tabela 21 - Composicao em acidos e alcoois graxos do concentrado de acidos graxos
obtido por destilacao molecular, derivatizado segundo Hartman e Lago
(1973), Lepage e Roy (1986) e Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Composicao (%)

Componente Acidos Alcoois
H&L L&R MMC  H&L L&R MMC
C16:0 20,3 19,0 21,5 - - -
C18:3 2,6 1,1 2,5 - - -
C18:1 e C18:2 7,3 7,8 5,7 - - -
C18:0 4,1 3,5 4,1 - - -
C20:0 1,8 1,6 1,8 - - -
C22:0 2,5 2,4 2,6 - - -
C24:0 5,5 5,2 5,4 1,9 2,3 0,0
C26:0 4,3 4,3 4,3 9,5 9,3 8,8
C27:0 6,3 6,3 6,0 2,1 2,0 1,8
C28:0 29,1 29,7 29,4 54,4 56,5 56,5
C29:0 2,6 2,7 2,7 0,0 3,9 0,0
C30:0 10,0 10,3 10,1 16,1 15,4 16,6
C32:0 3,7 3,9 3,8 9,0 8,9 10,7
C34:0 0,0 2,2 0,0 6,9 1,7 5,5
Saturados 90,1 91,1 91,8 ’ ’
Insaturados 9,9 8,9 8,2

* Realizado nas condi¢des do Teste E (saponificagao 60', esterificagao 40')
H&L (Hartman e Lago, 1973); L&R (Lepage e Roy, 1986); MMC (Mendez, Marrero e Canavaciolo, 2008)

Comparando-se as metodologias de derivatizacao aplicadas ao concentrado
de &cidos graxos obtido por destilacdo molecular (CAGD), os resultados da
composigdo em acidos e alcoois graxos foram mais semelhantes, tanto para os
acidos como para os alcoois, provavelmente por se tratar de uma amostra mais
pura.

Na Tabela 22 estdo apresentadas as composicoes em acidos e alcoois
graxos do concentrado de &cidos graxos obtidos em escala laboratorial,
derivatizados por diferentes metodologias. Alguns cromatogramas referentes a
esta Tabela sdo mostrados na Figura A.3 do Apéndice.
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Tabela 22 - Composicdo em &acidos e éalcoois graxos dos concentrados de acidos
graxos obtidos nos Ensaios 1, 3, 4 e 5, derivatizados segundo Hartman e
Lago (1973), Lepage e Roy (1986) e Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Composicao (%)

H&L L&R MMC
Ensaio1 Ensaio 3"  Ensaio1 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5

Acidos
16:0 - Palmitico 12,9 12,9 12,3 15,8 15,6 20,2
18:3 - Linolénico 0,6 1,2 1,1 1,3 0,6 0,0
181 el82-0doe 4 g 5.8 3,1 3,0 27 3,7
18:0 - Esteérico 2,6 3,4 4.3 3,7 3,6 3,7
20:0 - Araquidico 1,3 1,5 1,4 1,7 1,6 1,7
22:0 - Docosanoico 2,1 2,2 2,0 2,4 2,4 2,6
24:0 - Tetracosandico 4.8 5,1 4.6 5,1 5,3 5,4
26:0 - Hexacosanoico 4,0 4.1 4.0 4.1 4.1 4.1
27:0 - Heptacosanbico 5,6 6,0 5,5 5,2 6,3 5,3
28:0 - Octacosanoéico 30,0 30,5 30,1 30,4 30,7 28,0
29:0 - Nonacosandico 3,0 3,7 3,1 3,1 3,4 3,2
30:0 - Triacontanéico 13,9 14,2 13,8 13,9 11,9 11,5
32:0 - Dotriacontanéico 7.8 8,1 7,6 8,1 6,3 5,9
34:0 - Tetratriacontanoico 7.5 1,1 7,1 2,4 5,6 4,7

Saturados 95,5 93,0 95,8 95,8 96,7 96,3

Insaturados 45 7.0 4.2 4,2 3,3 3,7
Alcoois
24:0 - Tetracosanol 4,0 4,6 6,1 4,3 5,8 6,3
26:0 - Hexacosanol 10,6 8,9 11,3 9,0 11,2 12,0
27:0 - Heptacosanol 2,6 3,0 3,4 1,1 2,6 2,8
28:0 - Octacosanol 57,8 45,0 56,2 48,3 59,4 59,0
29:0 - Nonacosanol 0,0 2,2 1,0 0,0 0,0 0,0
30:0 - Triacontanol 16,4 11,9 14,3 12,4 13,5 13,2
32:0 - Dotriacontanol 8,6 6,5 7,7 7,7 7,4 6,7
34:0 - Tetratriacontanol 0,0 17,8 0,0 17,3 0,0 0,0

* Ensaio 1 nas condigdes do Teste A (saponificagdo 20, esterificagdo 5')

** Ensaio 3 nas condigcdes do Teste F (saponificagdo 60', esterificagdo 40’ - solvente tolueno);

Ensaio 1 (saponificagdo 15', 3 extragdes — relagdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 3 (saponificagéo 15', 3 extragcdes
— relagdo cera:EtOH - 1:5, 1:3, 1:3); Ensaio 4 (saponificagdo 90', 3 extragbes — relagdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2);
Ensaio 5 (saponificagdo 90', 1 extracdo — relagdo cera:EtOH - 1:5); H&L (Hartman e Lago, 1973); L&R (Lepage e Roy,
1986); MMC (Mendez, Marrero e Canavaciolo, 2008)
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As composi¢cdes em 4cidos e é&lcoois graxos do concentrado obtido no
Ensaio 1, derivatizado segundo Hartman e Lago (1973) nas condicdes do Teste A
e derivatizado segundo Lepage e Roy (1986) foram semelhantes, com maiores
variagcdes apenas em alguns compostos (acido oléico e linoléico, acido estearico,
tetracosanol e nonacosanol).

Com relacdo ao concentrado de acidos graxos obtido no Ensaio 3, as
maiores diferencas foram observadas para os acidos palmitico, oléico, e linoléico e
os alcoois heptacosanol, octacosanol e nonacosanol, quando comparadas as
metodologias de Hartman e Lago (1973) (nas condicbes do Teste F) e Mendez,
Marrero e Canavaciolo (2008).

Analisando-se todos os resultados apresentados na Tabela 22, a
concentracao do acido octacosanéico (C28:0) foi de aproximadamente 30%, em
relacdo aos acidos graxos totais, com excecado do Ensaio 5, que apresentou teor
de 28% para o C28:0 e a maior concentracao para o acido palmitico (20,2%). Para
o octacosanol (C28:0-OH), as concentracdes variaram entre 45% e 59,4%, em
relacdo aos alcoois graxos totais, onde as maiores concentracdes foram
observadas nos Ensaios 4 e 5, que utilizaram maior tempo de saponificacdo (90
minutos).

A Tabela 23 mostra a concentragdo de alcool e acidos graxos totais das
amostras de cera de cana, do concentrado de acidos graxos obtido em escala
laboratorial (Ensaios 1, 3, 4 e 5) e do concentrado de acidos graxos obtido por
destilacdo molecular.

As trés metodologias de derivatizacdo estudadas apresentaram resultados
de teores de acidos e alcoois graxos diferentes. Comparando-se os valores
extremos obtidos na quantificacdo dos teores de alcoois e acidos graxos nas
amostras de cera de cana clarificada e purificada, as diferencas entre os métodos
chegam a 44,9% para os alcoois e 23,9% para os acidos. A Figura 16 ilustra de

forma comparativa estes resultados.
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Tabela 23 - Teores’ (%) de alcoois e acidos graxos totais da cera de cana-de-aglcar e concentrados, derivatizadas por

diferentes métodos.

Hartman e Lago (1973)

Lepage e Roy (1986)

Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008)

Cera CAG CAGD

(Ensaio 1)

CAG
Cera  Ensaio Ensaio Ensaio CAGD
3 4 5

) CAG )
Cera Ensaio Ensaio CAGD
1 3
Alcoois a .
Graxos 31,6 132 162 197
Acidos a .
Graxos 16,6 27,2 30,9 52,2
Nao a ]
Identificados 48 32 70 39

225° 126 21,5°

17,12 25,1 47,3°

8,7° 7.7 6,3°

21,8 122 12,1 12,1 19,8%

13,8° 389 29,0 25,1 62,6°

2,4° 4,6 3,6 2,6 5,5°

CAG — Concentrado de Acidos Graxos obtido em escala laboratorial; CAGD — Concentrado de Acidos Graxos obtido por Destilagido Molecular
** Amostra derivatizada nas condigdes do Teste E (saponificagdo 60’, esterificacao 40)

*** Ensaio 1 nas condigdes do Teste A (saponificagao 20', esterificagao 5')

**** Ensaio 3 nas condi¢des do Teste F (saponificagdo 60, esterificacdo 40’ - solvente tolueno);
Ensaio 1 (saponificagdo 15', 3 extragdes — relagdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 3 (saponificagdo 15', 3 extragbes — relagdo cera:EtOH - 1:5, 1:3, 1:3); Ensaio 4
(saponificagao 90', 3 extragdes — relagao cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 5 (saponificagdo 90', 1 extragcao — relagdo cera:EtOH - 1:5)

*Média das andlises. Médias na mesma linha, para mesma amostra, acompanhadas da mesma letra, ndo diferem entre si, a 5% de significancia
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Cera de cana-de-agucar clarificada e purificada

B Hartman e Lago (1973} - Condigdes do Teste E
W Lepage e Roy (1986}

Mendez, Marrero e Canavaciolo [2008)

a
31,6%

. 717,0%"
16,6% 1717
el 13,8%

Acidos graxos Alcoois graxos NZo Identificados

Figura16 - Concentracdo de alcoois e acidos graxos totais da cera de cana-de-agucar
derivatizada por diferentes métodos. Médias de um mesmo composto acompanhadas da
mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de significancia. Teste E (saponificacdo 60,
esterificagao 40').

Nao houve diferenca significativa entre os teores de acidos graxos totais
determinados segundo metodologia de Hartman e Lago (1973) (condicbes do
Teste E) e Lepage e Roy (1986). Porém, para os alcoois graxos, 0 mesmo nao
ocorreu, onde o teor de alcoois graxos determinado segundo Hartman e Lago
(1973) foi significativamente diferente (p<0,05) em relacdo as demais
metodologias. As amostras de cera derivatizadas segundo Lepage e Roy (1986)
apresentaram maior quantidade de picos nédo identificados (8,7%), conforme pode
ser visto nas Figuras A.1, A.2 e A3 do Apéndice.

Para o concentrado de acidos graxos obtido por destilagdo molecular
(CAGD), a diferenga observada foi maior. Conforme pode ser visualizado na
Figura 17, a metodologia de derivatizacdo proposta por Mendez, Marrero e
Canavaciolo (2008) foi a que resultou em maiores teores de acidos no CAGD
(62,6%). Os alcoois graxos determinados pelas trés metodologias, variam entre
19,7% e 21,5%, ndo havendo diferenca significativa entre as metodologias de
Hartman e Lago (1973) — nas condicbes do Teste E — e Mendez, Marrero e
Canavaciolo (2008).
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Concentrado de acidos graxos (CAGD)

® Hartman e Lago (1973} - Condigdes do Teste E
W Lepage e Roy (1986)

= Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008)

b
a ;
19,7% ZLS" 19 g9, "
a b -
3,05 6,3% 55%

- 5 e

Acidos graxos Alcoois graxos N3o Identificados

Figura 17 - Concentragao de alcoois e acidos graxos totais do concentrado de acidos
graxos obtido por destilacado molecular (CAGD), derivatizado por diferentes metodologias.
Médias de um mesmo composto acompanhadas da mesma letra nao diferem entre si, a
5% de significancia. Teste E (saponificacdo 60’, esterificacao 40').

Como nao foram realizadas andlises de todos os concentrados obtidos nos
5 ensaios utilizando as 3 metodologias de derivatizagdo, ndo foi possivel comparar
as metodologias aplicadas a estas amostras.

O concentrado de acidos graxos obtido em escala laboratorial (CAG),
apresentou menor concentracdo de alcoois graxos totais (12,1-16,2%) e acidos
graxos totais (25,1-38,9%), quando comparado ao CAGD, segundo as
metodologias de derivatizacao testadas (Tabela 23).

Durante as analises das amostras de cera derivatizadas segundo Lepage e
Roy (1986) observou-se que parte da amostra ndo foi completamente solubilizada,
conforme pode ser visto na Figura 18. Mesmo assim, os resultados encontrados
nao foram tao diferentes dos encontrados nas outras metodologias testadas, onde,
em alguns casos, apresentou maiores teores (acidos graxos totais — cera de cana

e alcoois graxos totais — CAGD).
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LS

Figura 18 - Derivatizacdo da amostra de cera de cana-de-agucar segundo metodologia
descrita por Lepage e Roy (1986)

Outras amostras de concentrados de acidos e alcoois graxos de cera de
cana foram analisadas (concentrado de alcoois graxos obtido por destilacao
molecular, concentrado de alcoois e acidos graxos obtidos em escala laboratorial
dos Ensaios 3, 4 e 5) e os resultados estdo apresentados no Apéndice (Tabelas
A3 e A4d).

Os resultados das analises cromatograficas dos teores de acidos e alcoois
graxos presentes nas amostras da cera de cana clarificada e purificada e seus
concentrados ndo sao conclusivos, ou seja, ndo se pode afirmar qual metodologia
de derivatizagdo esta correta. A metodologia de derivatizagdo descrita por
Hartman e Lago (1973) apresentou as maiores quantidades de alcoois e acidos
graxos totais para cera purificada e para o concentrado de acidos graxos obtidos
em escala laboratorial (teor de alcoois totais). Porém, quando testou-se esta
metodologia em uma amostra com maior concentracdo de acidos (CAGD), os
teores de acidos graxos totais apresentaram diferenca de 19,9% em relacado a
metodologia de Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

O objetivo desta pesquisa foi obter um concentrado de acidos graxos a
partir de cera de cana clarificada e purificada. Logo, era necessaria uma
metodologia precisa para analise da concentracdo desses acidos graxos de
cadeia longa, contida nos concentrados obtidos, para avaliar a eficiéncia do
processo empregado na producdo desses concentrados. A metodologia de
Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008) foi desenvolvida para determinacao de
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D-003 (concentrado purificado de acidos graxos de cadeia longa provenientes de
cera de cana-de-acucar), em comprimidos, enquanto que as outras metodologias
testadas nesta pesquisa sao utilizadas na determinacdo de acidos graxos de
varias classes de lipidios. Como a metodologia de Mendez, Marrero e Canavaciolo
(2008) foi a que resultou em maiores teores de acidos graxos totais para o CAGD
(amostra com maior teor de acidos graxos dentre as analisadas) decidiu-se por
adota-la para quantificacdo de acidos e alcoois dos concentrados obtidos nos

Ultimos ensaios laboratoriais.

4.7. Comparacao entre as concentracoes de acidos e alcoois graxos dos
concentrados de acidos graxos obtidos em escala laboratorial.

Na Tabela 24 sao apresentadas as concentracbes de éalcoois e acidos
graxos contidas nos concentrados obtidos nos Ensaios 1, 3, 4 e 5. Os teores do
Ensaio 1, apresentados nesta Tabela, foram determinados segundo metodologia
de Hartman e Lago (1973) nas condicbes do Teste A (saponificacdo 20,
esterificacdo 5') e os demais, segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008).

Nao foi feita analise no concentrado do Ensaio 2.

Tabela 24 - Teores de &lcoois e &cidos graxos totais dos concentrados de acidos
graxos obtidos em escala laboratorial.

Acidos Alcoois
Ensaio 1~ 27,2% 13,2%
Ensaio 3" 38,9% 12,2%
Ensaio 4~ 29,0% 12,1%
Ensaio 5 25,1% 12,1%

*Média das andlises. **Amostras derivatizadas segundo Hartman e Lago (1973) nas condigdes do Teste A (saponificacdo
20", esterificagdo 5'). *** Amostras derivatizadas segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008). Ensaio 1
(saponificagao 15', 3 extragdes — relagdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 3 (saponificagdo 15', 3 extragdes — relagéo
cera:EtOH - 1:5, 1:3, 1:3); Ensaio 4 (saponificagdo 90', 3 extragdes — relagdo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 5
(saponificagao 90', 1 extragao — relagdo cera:EtOH - 1:5)
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Os rendimentos, em massa, dos concentrados de acidos graxos obtidos
nos ensaios laboratoriais foram proximos (média de 40,3% + 1,6), porém, houve
variacao dos teores de acidos graxos (AG) para cada ensaio, com destaque para
o Ensaio 3, que apresentou o maior teor de AG (38,9%). O Aumento do tempo de
saponificagdo da amostra de cera na primeira etapa do processo de obtencdo do
concentrado de AG (Ensaios 4 e 5), ndo representou aumento significativo no teor
de AG (aumento de 6,6% apenas — Ensaios 1 e 4). O ensaio que obteve o maior
rendimento de AG (Ensaio 3) foi também o que utilizou maior quantidade de etanol
(relacdo cera saponificada:EtOH — 1:11), representando um aumento de 55% no
teor de AG em relacdo ao ensaio que apresentou menor rendimento e menor
relacdo cera saponificada:EtOH (Ensaio 5). Entdo, pode-se concluir que o
concentrado obtido no Ensaio 3, lavado com maior quantidade de etanol, foi o que
apresentou maior pureza, também refletida no menor rendimento (38,0%). Em
todos os ensaios apresentados na Tabela 24, os teores de alcoois graxos totais
foram préximos.

Nuissier et al. (2002) analisaram extratos de cera de cana bruta obtidos
apos fracionamento com solventes organicos. As amostras foram saponificadas,
aciduladas e analisadas por GC/MS. O extrato insolivel em metanol, acetona e
soluvel em isooctano apresentou teor de acidos graxos totais de 36% (55% de
acido palmitico) e de élcoois graxos totais de 31% (81% de octacosanol). O
extrato insolivel em metanol, acetona e isooctano apresentou teor de acidos
graxos totais de 28% (42% de acido palmitico) e de alcoois graxos totais de 32%
(63% de octacosanol). As composi¢cdes dos extratos reportadas pelos autores
foram bem diferentes das composicées encontradas nos concentrados de acidos
graxos desta pesquisa devido a matéria-prima utilizada (cera bruta de cana
contendo fracdo oleosa) e também ao método de obtencdo dos extratos

(fracionamento com outros tipos de solvente).
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Até a conclusdao desta pesquisa (novembro de 2009), nao foram
encontrados trabalhos semelhantes a este, ou seja, de obtencéo e caracterizagao
de concentrados de acidos graxos obtidos a partir de cera de cana purificada. A
maioria dos estudos esta voltada para os concentrados de alcoois graxos e,
portanto, nao foi possivel realizar comparagéao entre os dados de concentracao de
acidos graxos totais obtidos neste estudo e os dados da literatura.

Apbés a comparacdo das metodologias de derivatizagdo testadas neste
trabalho, observou-se que ha necessidade de uma adaptacdo desses métodos,
para possibilitar a quantificacdo dos acidos graxos totais presentes em ceras de

maneira segura.
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5. CONCLUSOES

» A cera de cana-de-acucar clarificada e purificada utilizada como matéria-
prima nesta pesquisa apresentou algumas caracteristicas fisico-quimicas
diferenciadas em relacéo a outras ceras de cana purificadas reportadas na
literatura, como os teores de matéria insaponificavel e saponificavel,
provavelmente em conseqiéncia do processo de purificagdo industrial

empregado.

» O processo de obtengao do concentrado de acidos graxos a partir de cera
de cana-de-acucar clarificada e purificada utilizando unicamente alcool
como solvente de extracdo, mostrou-se tecnicamente viavel, com
rendimentos em torno de 40% e pureza entre 25,1% e 38,9%. O processo
que apresentou maior concentracdo de acidos graxos totais foi o que
utiizou trés lavagens com etanol a quente e relagdo cera
saponificada:etanol de 1:5-1:3-1:3, (p/v). Observou-se que a pureza dos
concentrados depende da quantidade de extracdes e do volume de etanol

empregado.

» A obtengdo do concentrado de &acidos graxos utilizando a técnica de
destilagdo molecular apresentou rendimento de 23,4%, com pureza entre

52,2% e 62,6%, dependendo da metodologia de derivatizacdo aplicada.

» Foram testadas trés metodologias de derivatizacao para determinagcao da
composicao e concentracdo dos alcoois e acidos graxos presentes na cera
e concentrados obtidos em escala laboratorial e por destilagdo molecular.
Nenhuma metodologia péde ser apontada como eficiente para quantificacao
de alcoois e acidos graxos simultaneamente, tanto nas amostras de cera
como nos concentrados analisados. E necessario o desenvolvimento de
uma metodologia analitica confidvel para a quantificagcdo de acidos graxos

de cadeia longa presentes neste tipo de amostra.
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Tabela A.1 - Composicdo em acidos graxos da cera de cana-de-agucar purificada,
segundo varios autores.

Acidos cer(?r:sstt:%da Paixéo (2008) (igggg;“

C16:0 - Palmitico 225 26,7 25,7
C18:3 - Linolénico 3,3 8,0 10,7
C18:1 e C18:2 — Oléico e Linoléico 7,1 10,1 10,0
C18:0 - Esteérico 3,9 5,5 4,6
C20:1 - Eicosendico - - 0,7
C20:0 - Araquidico 1,6 2.4 2,1
C22:0 - Docosandico 2.1 29 1,7
C24:0 - Tetracosandico 4.1 5,3 3,8
C26:0 - Hexacosanbico 2,9 3,0 2,8
C27:0 - Heptacosanoico 4,9 - -
C28:0 - Octacosanoico 24,8 20,1 20,0
C29:0 - Nonacosanoico 2,0 - -
C30:0 - Triacontandico 10,1 13,1 11,3
C32:0 - Dotriacontanéico 5.4 29 3,4
C34:0 - Tetratriacontandico 5,3 - 3,2

* Amostra derivatizada segundo Hartman e Lago (1973), nas condi¢des do Teste A (saponificagao 20', esterificagao 5')

Tabela A.2 - Composicdo em alcoois graxos da cera de cana-de-agucar purificada,
segundo varios autores.

Alcoois e st?l Z?d a Wada (2008) ?zaor:)cflsr)g ?z%zoaer)lg (\2,6?5?“

C24:0 - Tetracosanol 3,2 4,3 2,7 1,8 7,1
C26:0 - Hexacosanol 10,4 13,1 11,8 15,3 8,9
C27:0 - Heptacosanol 2,7 3,0 3,8 3,1 -
C28:0 - Octacosanol 58,5 64,6 62,8 59,3 67,3
C29:0 - Nonacosanol 0,8 - 5,5 9,7 -
C30:0 - Triacontanol 15,6 11,2 9,9 8,2 11,1
C32:0 - Dotriacontanol 7,6 3,9 3,6 2,6 5,6
C34:0 - Tetratriacontanol 1,0 - - - tr

* Derivatizagdo segundo Hartman e Lago (1973), nas condigdes do Teste A (saponificagdo 20, esterificagao 5')
** Derivatizagdo com reagente de Grignard (PINA et al., 1987 adaptado por VIEIRA, 2003).
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Figura A.1 - Determinagdo comparativa da composi¢cao e concentragao de alcoois e acidos graxos em
cera de cana-de-agucar clarificada e purificada, derivatizada segundo metodologia de (A) Hartman e
Lago (1973) nas condicdes do Teste E, (B) Lepage e Roy (1986) e (C) Mendez, Marrero e Canavaciolo
(2008). 1:acido palmitico (C16:0); 2: acido linolénico(C18:3); 3: acido oléico e linoléico (C18:1 e C18:2);
4: acido estearico (C18:0); 5: acido nonacosandico (C19:0); 6: acido eicosandico (C20:0); 7: acido
docosandico (C22:0); 8: acido tetracosandico (24:0); 9: acido hexacosanodico (C26:0); 10: acido
heptacosandico (C27:0); 11: acido octacosandico (C28:0); 12: acido nonacosanodico (C29:0); 13: acido
triacontanodico (C30:0); 14: acido dotriacontandico (C32:0); 15: acido tetratriacontandico (C34:0); A:
eicosanol (C20:0); B: tetracosanol (C24:0); C: hexacosanol (C26:0); D: heptacosanol (C27:0); E:
octacosanol (C28:0); F: nonacosanol (C29:0); G: triacontanol (C30:0); H: dotriacontanol (C32:0); I:
tetratriacontanol (C34:0); NI: nao identificados.
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Figura A.2 - Determinagdo comparativa da composigao e concentragdo de alcoois e acidos graxos do
concentrado de acidos graxos obtido por destilagdo molecular (CAGD), derivatizado segundo
metodologia de (A) Hartman e Lago (1973) nas condi¢des do Teste E, (B) Lepage e Roy (1986) e (C)
Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008). 1:acido palmitico (C16:0); 2: acido linolénico(C18:3); 3: &acido
oléico e linoléico (C18:1 e C18:2); 4: acido estearico (C18:0); 5: acido nonacosanoico (C19:0); 6: acido
eicosanodico (C20:0); 7: acido docosandico (C22:0); 8: acido tetracosandico (24:0); 9: acido
hexacosanoico (C26:0); 10: &cido heptacosandico (C27:0); 11: acido octacosandico (C28:0); 12: &cido
nonacosandico (C29:0); 13: acido triacontandico (C30:0); 14: acido dotriacontandico (C32:0); 15: acido
tetratriacontandico (C34:0); A: eicosanol (C20:0); B: tetracosanol (C24:0); C: hexacosanol (C26:0); D:
heptacosanol (C27:0); E: octacosanol (C28:0); F: nonacosanol (C29:0); G: triacontanol (C30:0); H:
dotriacontanol (C32:0); I: tetratriacontanol (C34:0); NI: nao identificados.
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Figura A.3 - Determinagado comparativa da composigéo e concentragdo de alcoois e &cidos graxos do
concentrado de acidos graxos, obtido em escala laboratorial, derivatizado segundo metodologia de (A)
Hartman e Lago (1973) nas condigbes do Teste A (Amostra do Ensaio 1), (B) Lepage e Roy (1986)
(Amostra do Ensaio 1) e (C) Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008) (Amostra do Ensaio 3). 1:acido
palmitico (C16:0); 2: acido linolénico(C18:3); 3: acido oléico e linoléico (C18:1 e C18:2); 4: &cido
estearico (C18:0); 5: acido nonacosandico (C19:0); 6: acido eicosandico (C20:0); 7: acido docosandico
(C22:0); 8: acido tetracosandico (24:0); 9: acido hexacosandico (C26:0); 10: acido heptacosandico
(C27:0); 11: acido octacosandico (C28:0); 12: acido nonacosanoico (C29:0); 13: acido triacontanodico
(C30:0); 14: acido dotriacontandico (C32:0); 15: acido tetratriacontandico (C34:0); A: eicosanol (C20:0);
B: tetracosanol (C24:0); C: hexacosanol (C26:0); D: heptacosanol (C27:0); E: octacosanol (C28:0); F:
nonacosanol (C29:0); G: triacontanol (C30:0); H: dotriacontanol (C32:0); I: tetratriacontanol (C34:0); NI:
nao identificados.
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Tabela A.3 - Composicao e concentragdo em acidos e alcoois graxos dos concentrados de alcoois graxos da cera de cana-
de-acucar, obtidos por destilagao molecular (CALGD) e em escala laboratorial (CALG).

Composicao (%)

Componente foidos Hoooe
* ~  CALG CALG CALG * CALG CALG CALG
CALGD CALGD Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 CALGD Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
C16:0 32,4 100 40,9 36,9 31,7 - - - -
c18:3 0,0 0,0 5,4 2,3 0,0 - - - -
C18:1 e C18:2 11,3 0,0 22,5 12,8 8,5 - - - -
C18:0 6,3 0,0 7,1 6,7 6,2 - - - -
C20:0 0,0 0,0 0,9 2,0 1,9 - - - -
C22:0 0,0 0,0 0,0 2,8 2,7 - - - -
C24.0 0,0 0,0 1,5 4,0 4,4 5,2 3,6 3,8 4,5
C26:0 0,0 0,0 0,0 1,7 29 10,8 10,4 11,3 10,8
C27:0 0,0 0,0 0,0 2,8 4,2 3,1 2,7 2,7 2,7
C28:0 20,7 0,0 13,0 10,9 19,2 57,9 58,4 62,3 61,6
C29:0 29,3 0,0 3,1 59 6,5 1,2 0,8 0,9 0,8
C30:0 0,0 0,0 3,9 11,1 11,8 14,5 15,5 12,9 13,3
C32:0 0,0 0,0 1,6 0,0 0,0 6,4 8,1 6,1 6,4
C34:0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,6 0,0 0,0
Teores

Alcoois Totais 77,7% 61,9% 34,1% 29,4% 31,1%

Acidos Totais 2,1% 0,6% 10,0% 11,6% 11,9%

NI 6,7% 5,7% 3,0% 0,9% 1,4%
* Derivatizado segundo Hartman e Lago (1973) nas condi¢bes do Teste E (saponificagao 60', esterificagéo 40'). " Derivatizado segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo
(2008).  Concentrado de alcoois graxos obtido em escala laboratorial, derivatizado segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008). Ensaio 3 (saponificagdo 15, 3

extragOes — relagdo cera:EtOH - 1:5, 1:3, 1:3); Ensaio 4 (saponificagdo 90', 3 extragdes — relagédo cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 5 (saponificagdo 90', 1 extragdo — relagao
cera:EtOH - 1:5). NI: Nao Identificados

8olpugdy



Apéndice

Tabela A.4 - Composigao e concentragdo em acidos e alcoois graxos dos concentrados
de acidos graxos da cera de cana-de-agucar obtidos em escala laboratorial,
derivatizados segundo Mendez, Marrero e Canavaciolo (2008)

Composicao (%)

Acidos Alcoois
Componente
Concentrado de Concentrado de Concentrado de Concentrado de
acidos graxos acidos graxos acidos graxos acidos graxos
Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 4 Ensaio 5

C16:0 15,6 20,2 - -
Cc18:3 0,6 0,0 - -

C18:1 e C18:2 2,7 3,7 - -
C18:0 3,6 3,7 - -
C20:0 1,6 1,7 - -
C22:0 2.4 2,6 - -
C24:0 5,3 5,4 5,8 6,3
C26:0 41 41 11,2 12,0
C27:0 6,3 53 2,6 2,8
C28:0 30,7 28,0 59,4 59,0
C29:0 3,4 3,2 0,0 0,0
C30:0 11,9 11,5 13,5 13,2
C32:0 6,3 5,9 7,4 6,7
C34:0 5,6 47 0,0 0,0

Teores

Alcoois Totais 12,1% 12,1%

Acidos Totais 29,0% 25,1%

NI 3,6% 2,6%

Ensaio 4 (saponificagdo 90', 3 extragdes — relagao cera:EtOH - 1:3, 1:2, 1:2); Ensaio 5 (saponificagdo 90', 1 extracdo —
relagdo cera:EtOH - 1:5). NI: Nao Identificados.
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