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RESUMO 

O policosanol é uma mistura de álcoois graxos de cadeia longa (C20-C34) que 

apresenta efeitos benéficos na promoção da saúde, devido as suas atividades 

antioxidantes, antiplaquetárias e anticolesterolêmicas. A principal fonte dessa mistura 

são as ceras vegetais; entre elas, a cera da cana-de-açúcar (Saccharum officinarum 

L.), que tem grande destaque no Brasil devido ao expressivo número de hectares 

plantados no território nacional. Apesar disto, ainda não há produção de policosanol 

no Brasil. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo para 

a obtenção de policosanol a partir da cera oriunda da casca proveniente da raspagem 

da cana-de-açúcar destinada aos garapeiros. O teor de policosanol foi monitorado a 

partir da quantificação de octacosanol (C28), que é o álcool graxo majoritário. 

Inicialmente, a cera foi extraída com hexano e purificada, apresentando 29,7% de 

octacosanol. Na sequência, a cera foi submetida a diferentes métodos de purificação, 

como reações de hidrólise, partição líquido-líquido e fracionamento por coluna 

cromatográfica (seca e flash), visando aumentar o teor de policosanol. A hidrólise dos 

ésteres foi realizada no intuito de promover a liberação dos álcoois graxos livres, 

contribuindo para aumentar a concentração destes constituinte na cera; entretanto, o 

alto teor de ácidos graxos livres induziu a ocorrência de reações paralelas, 

comprometendo o rendimento da reação e inviabilizando o seu uso nas etapas 

subsequentes. No intuito de utilizar a cromatografia contracorrente (HSCCC) para 

fracionar os constituintes da cera, foram realizados testes de partição líquido-líquido 

empregando diferentes solventes, no entanto, a baixa solubilidade da cera nos 

sistemas de solventes avaliados inviabilizou o uso desta tecnologia. A partir do 

fracionamento da cera por coluna cromatográfica seca, foram obtidas frações com 

teor de octacosanol variando de 11 a 44%, sendo observada também a retenção de 

parte dos ácidos junto aos álcoois graxos. A cromatografia flash em coluna com sílica 

gel impregnada com KOH foi empregada a fim de reter os componentes ácidos na 

coluna e possibilitou a obtenção de frações com teor de octacosanol superior a 50%, 

aproximando-se do produto comercial Lesstanol®. O presente trabalho conseguiu 

promover o reaproveitamento de um resíduo agroindustrial para a obtenção de um 

produto de maior valor agregado (policosanol), a partir de uma técnica de 

fracionamento simples, eficaz, rápida e de baixo custo, contribuindo assim para o 

avanço de pesquisas relacionadas à purificação do policosanol.  

 

Palavras chave: cana-de-açúcar, resíduo agroindustrial, cera, colunas 
cromatográficas, policosanol, octacosanol, aterosclerose.  



 
 

 

ABSTRACT 

Policosanol is a mixture of long-chain fatty alcohols (C20-C34) that has beneficial health-

promoting effects due to its antioxidant, antiplatelet and anticholesterolemic activities. 

The main source of this mixture is vegetable waxes; among them, sugarcane wax 

(Saccharum officinarum L.) has great prominence in Brazil due to the expressive 

number of planted hectares in the national territory. Despite this, there is still no 

production of policosanol in Brazil. In this sense, the objective of this work was to 

develop a process for the policosanol obtainment from the wax that comes from cane 

scraping for sugarcane juice production. The policosanol content was monitored 

through the quantification of octacosanol (C28), the predominant alcohol in the mixture. 

Firstly, the wax extraction by hexane and purification were performed, which presented 

29.7% of octacosanol. Subsequently, the wax was subjected to different purification 

methods, such as hydrolysis reactions, liquid-liquid partition and fractionation by 

column chromatography (dry and flash), in order to increase the policosanol content. 

The hydrolysis of the esters was carried out in order to promote the free fatty alcohols 

release, contributing to increase the concentration of these constituents in the wax; 

however, the high content of free fatty acids induced the occurrence of parallel 

reactions, compromising the reaction yield and making unfeasible its use in 

subsequent steps. In order to use counter-current chromatography (HSCCC) to 

fractionate the wax constituents, liquid-liquid partition tests were carried out using 

different solvents; however, the wax low solubility in the evaluated solvent systems 

made the use of this technology unfeasible. From the wax fractionation by dry 

chromatographic column, fractions with octacosanol content ranging from 11 to 44% 

were obtained, being also observed the retention of acids with the fatty alcohols. Flash 

column chromatography with KOH impregnated silica was employed in order to retain 

the acidic components in the column and, made it possible to obtain fractions with an 

octacosanol content greater than 50%, approaching the commercial product 

Lesstanol®. Thus, the present work was able to promote the reuse of an agro-industrial 

waste to obtain a higher value-added product (policosanol), from a simple, effective, 

fast and low-cost fractionation technique, contributing to the advancement of research 

related to the policosanol purification. 

Keywords: sugarcane, agro-industrial waste, wax, chromatographic columns, 
policosanol, octacosanol, atherosclerosis.  
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Capítulo 1  

INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

1.1. INTRODUÇÃO 

As doenças isquêmicas como o Infarto Agudo do Miocárdio (IAM) e o Acidente 

Vascular Cerebral (AVC) são as principais causas de morte em todo o mundo, 

contabilizando um total de 8,9 milhões de mortes só no ano de 2019 e, com estimativa 

de 400 mil óbitos no Brasil até o fim de 2021 (WHO, 2020; SBC, 2021). Estas 

isquemias são normalmente desencadeadas pelo bloqueio das artérias que 

transportam o oxigênio através do sangue para o coração e o cérebro, que é 

comumente causado pela doença vascular crônica aterosclerose. Os elevados níveis 

de colesterol no sangue representam um dos fatores predisponentes das doenças 

ateroscleróticas (SBC, 2017). 

Dentre as alternativas existentes para diminuir os índices de colesterol no sangue, 

tem-se destaque a utilização de uma mistura de álcoois alifáticos de cadeia longa, 

denominada policosanol, que possui propriedades antiviral, anti-inflamatória, anti-

úlcera antibacteriana, antiplaquetária antioxidante, antilipemiante, 

anticolesterolêmica, dentre outros (Carbajal et al., 1995; Taylor et al., 2003; Leal, 2006; 

Feng et al., 2015; Marinangeli et al., 2010), com efeitos confirmados por mais de 50 

estudos clínicos e com aprovação de seu uso como medicamento redutor de colesterol 

em mais de 25 países em todo o Caribe e na América do Sul (Viola et al., 2008; 

Marinangeli et al., 2010; Ishaka et al., 2014; Lukic et al., 2015). No Brasil, o policosanol 

é utilizado como produto farmacêutico ou suplemento alimentar. Por ser utilizado 

como suplemento alimentar com concentração máxima de 40 mg, o policosanol é 

isento de registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2010). 

O policosanol é caracterizado por uma mistura de álcoois alifáticos (C20-C34), 

sendo composto majoritariamente por octacosanol (C28). Por ser encontrado em 

maiores concentrações dentre os álcoois (17,9 - 87,8%) (Irmak et al., 2006; Asikin et 

al., 2012; Attard et al., 2015), acredita-se que o octacosanol seja o principal 

responsável pela eficácia do uso do policosanol na diminuição dos índices de 

colesterol no sangue, à medida em que atua inibindo as etapas iniciais da biossíntese 

do colesterol endógeno e aumentando o catabolismo da lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) (Castaño et al., 2000; Marinangeli et al., 2010; Weerawatanakorn et 

al., 2017).  
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A mistura de álcoois graxos é comumente obtida a partir do isolamento de fontes 

naturais como cera de abelha e cochonilha, cera do farelo do arroz e cana-de-açúcar; 

além dos óleos de trigo, azeitona, milho, amendoim, girassol, canola, açafrão, soja, 

tomate, brócolis, espinafre, chá-verde, gergelim, uva, cardo mariano, dentre outros 

(Jung et al., 2011; Ishaka et al., 2014; Sharma et al., 2019). 

Os materiais lipídicos nos quais o policosanol pode ser encontrado são compostos 

também por outros constituintes em maiores proporções, como ácidos graxos e 

ésteres de cera. A forma mais comum de obtenção do policosanol é a partir do 

isolamento de fontes naturais por extração com solventes orgânicos, seguida das 

etapas de purificação, clivagem de ésteres e extração líquido-líquido (Ou et al., 2012; 

Feng et al., 2015). Entretanto, a obtenção do policosanol a partir do emprego de 

reações de clivagem apresenta limitações relacionadas à extração e separação do 

policosanol. 

Além deste método tradicional, há relatos também da obtenção de policosanol 

(octacosanol) encontrado na cera da cana-de-açúcar a partir de métodos alternativos 

como extração supercrítica (61,4 - 220,8 mg.100g-1) (Attard et al., 2015), extração 

assistida por ultrassom (27,0 mg.100g-1) (Irmak et al., 2006), destilação molecular 

(rendimento de policosanol e teor de octacosanol de 27,7% e 57,9%, respectivamente) 

(Lopes, 2010), extração por solvente pressurizado, dentre outros (Shen et al., 2019). 

Como a similaridade entre as estruturas moleculares dos álcoois e ácidos graxos, 

e por consequência, de suas propriedades físico-químicas, incluindo a solubilidade, 

dificultam a separação do policosanol, a utilização de técnicas de separação eficientes 

e que são amplamente empregadas para o isolamento e purificação de diferentes 

produtos naturais, como o fracionamento por colunas e cromatografia contracorrente, 

podem ser uma alternativa potencial para a obtenção de policosanol (octacosanol). 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é uma das principais fontes de 

policosanol e também uma das culturas agrícolas mais importantes para o Brasil, 

sendo este o maior produtor mundial, com estimativa de produção de 628,1 milhões 

de toneladas na safra de 2021/2022 (CONAB, 2021). A colheita e o processamento 

da cana-de-açúcar estão associados a geração de grandes volumes de subprodutos, 

como folha, casca, bagaço e torta do filtro rotativo. Entretanto, alguns destes 

subprodutos podem ainda ser processados a fim de promover a valorização dos 

mesmos através da obtenção de produtos de maior valor agregado, como é o caso da 

cera obtida a partir da casca e torta do filtro rotativo (Inarkar e Lele, 2012). 
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A casca da cana-de-açúcar apresenta-se como uma excelente alternativa para a 

obtenção da cera, já que é a porção mais abundante da mesma. Embora seja gerada 

em menor volume, quando comparada à torta do filtro rotativo, a obtenção de cera a 

partir da casca da cana-de-açúcar apresenta-se como um processo de escalonamento 

viável, já que o maior produtor de cana-de-açúcar destinada para a produção de 

garapa do Estado de São Paulo (o município de Cajuru), produz diariamente 20 

toneladas de cana-de-açúcar (Quartier, 2014), o que seria suficiente para a obtenção 

diária de 200 kg de cera bruta, suprindo uma pequena parcela da demanda global de 

cera (3025 kt) utilizada para diferentes aplicações (Wei, 2012). Logo, como o Brasil é 

um grande produtor de cana-de-açúcar, o mesmo apresenta-se também como um 

potencial fornecedor de sua cera, e consequentemente, de policosanol. Apesar disto, 

ainda não há produção brasileira de policosanol. 

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar a obtenção do policosanol 

encontrado na cera da casca da cana-de-açúcar a partir de reações de clivagem, 

cromatografia contracorrente e purificação por colunas cromatográficas. Neste 

sentido, foi aproveitado um resíduo agroindustrial para a obtenção do policosanol, 

possibilitando produzi-lo de forma mais ampla no Brasil; viabilizando ainda mais o 

avanço de pesquisas relacionadas à purificação do policosanol a partir de ceras e, o 

desenvolvimento de estudos clínicos e farmacológicos associados à sua utilização no 

tratamento de doenças ateroscleróticas e, consequente redução nos gastos com a 

saúde pública associados ao tratamento destas doenças. 

 

1.2. OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo Geral 

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar diferentes técnicas de purificação 

a fim de desenvolver tecnologia para a obtenção de policosanol (octacosanol) a partir 

da cera da casca da cana-de-açúcar.  

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

Para atender ao propósito deste estudo, foi necessário desenvolver alguns 

objetivos específicos: 

1. Definir a melhor condição de extração da cera a partir da casca da cana-de-

açúcar. 
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2. Caracterizar as amostras de cera bruta e purificada em relação as suas 

propriedades físico-químicas e térmicas. 

3. Avaliar diferentes metodologias de clivagem de ésteres de cera descritas na 

literatura. 

4. Realizar testes preliminares de partição líquido-líquido da cera visando 

identificar o sistema de solventes bifásicos mais adequado para conduzir testes 

de cromatografia contracorrente (HSCCC). 

5. Estudar a purificação do policosanol (octacosanol) contido na cera a partir do 

fracionamento por colunas cromatográficas (seca e flash). 

6. Avaliar a melhor estratégia de separação e purificação (reações de clivagem, 

partição líquido-líquido e cromatografia em coluna) de policosanol em termos 

do teor (%), concentração (mg.g-1 de cera) e rendimento de octacosanol 

(mg.100g-1 de casca da cana-de-açúcar). 

 

A visão geral deste trabalho é apresentada na Figura 1.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 ORGANIZAÇÃO DA TESE 

Este trabalho foi organizado de forma sistemática e dividido em forma de 9 

capítulos, com os seguintes assuntos:  

No Capítulo 1 foi apresentada a introdução acerca dos principais tópicos 

explorados neste trabalho que contemplam o uso do policosanol (octacosanol) como 

uma alternativa na redução dos índices de colesterol, que é um fator predisponente 

Figura 1.1 - Visão geral do trabalho 
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de doenças ateroscleróticas. Também foram abordadas as principais fontes de 

policosanol, que compreendem principalmente ceras de origem vegetal, dando ênfase 

a cera da cana-de-açúcar, que é composta majoritariamente por ésteres, ácidos e 

álcoois graxos; além de diferentes formas de obtenção, o que inclui a clivagem dos 

ésteres de cera para a obtenção de álcoois livres, evidenciando ainda a necessidade 

e dificuldade de se separar estes constituintes, de modo a situar o leitor sobre o 

problema abordado e justificando a contribuição e importância deste estudo. Os 

objetivos geral e específicos também foram apresentados neste capítulo. 

No Capítulo 2, é apresentada a uma extensa revisão bibliográfica acerca da 

importância do controle de doenças ateroscleróticas e a possibilidade de fazer tal 

controle a partir do uso de uma mistura de álcoois graxos de cadeia longa (policosanol) 

encontrada em ceras vegetais. Apresenta também como a utilização de casca de 

cana-de-açúcar para a produção de cera pode ser uma excelente alternativa de 

agregar valor a este resíduo agroindustrial, destacando-se os diversos métodos e 

alternativas de obtenção e purificação do policosanol, como reações de clivagem dos 

ésteres, cromatografia em colunas, cromatografia contracorrente, dentre outros. 

No Capítulo 3, apresenta-se a metodologia adotada, materiais, descrição dos 

equipamentos e informações necessárias para conduzir os ensaios experimentais. 

No Capítulo 4 são apresentados e discutidos os resultados de caracterização 

da casca da cana-de-açúcar, os rendimentos obtidos a partir da extração e purificação 

da cera, além da caracterização (em termos dos índices analíticos, espectro de 

absorção no infravermelho, calorimetria exploratória diferencial, análise 

termogravimétrica, solubilidade e teor de octacosanol) destas amostras. 

No Capítulo 5 estão apresentados os resultados das reações de clivagem dos 

ésteres a partir de diferentes metodologias de hidrólise descritas na literatura. O 

objetivo desta etapa foi o de aumentar a quantidade de álcoois livres (em termos do 

octacosanol), para então serem conduzidas as etapas subsequentes deste trabalho. 

No intuito de definir um sistema de solventes a ser utilizado na cromatografia 

contracorrente (HSCCC) para o fracionamento dos constituintes da cera purificada 

(ésteres, ácidos e álcoois graxos), foram realizados testes preliminares de partição 

líquido-líquido com sistemas de solventes bifásicos de diferentes polaridades. Os 

resultados obtidos a partir destes testes são apresentados no Capítulo 6, sendo que 

a baixa solubilidade das amostras nos sistemas de solventes bifásicos empregados 

inviabilizou o uso da técnica de cromatografia contracorrente.  
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O Capítulo 7 se destina a abordagem de fracionamento dos constituintes da 

cera da cana-de-açúcar a partir da cromatografia em coluna (seca e flash). Na 

tentativa de avaliar a solubilidade dos constituintes majoritários da cera (ésteres, 

álcoois e ácidos graxos), neste capítulo foi abordado o resultado do fracionamento da 

cera purificada por coluna cromatográfica seca, onde foram identificadas frações 

contendo ésteres, álcoois e ácidos graxos. Visando remover os ácidos graxos 

presentes na amostra, foi avaliada a complexação com ureia; entretanto este método 

se mostrou inviável para a obtenção de frações enriquecidas em octacosanol. Foi 

também explorada a cromatografia em coluna com sílica flash impregnada com KOH, 

com o objetivo de reter os ácidos na coluna e eluir os outros constituintes da cera bruta 

e purificada. 

O Capítulo 8 se destina a apresentação das conclusões obtidas a partir dos 

resultados deste trabalho, e o Capítulo 9 contém algumas sugestões para o 

desenvolvimento de trabalhos futuros. As referências bibliográficas utilizadas no 

decorrer do desenvolvimento da tese e os Apêndices são apresentadas após o 

Capítulo 9. 

 

1.4. ALTERAÇÕES DA PROPOSTA INICIAL 

Visto que no grupo de pesquisa coordenado pela Profª. Drª. Patricia Fazzio 

Martins Martinez, tem-se desenvolvido diferentes trabalhos empregando solventes 

alternativos (como limoneno, terebentina, etanol, propanol e butanol) para a extração 

da cera da cana-de-açúcar; a proposta inicial desta tese de doutorado era avaliar o 

uso de misturas de solventes formados por hexano + limoneno, etanol + limoneno, 

propanol + limoneno e butanol + limoneno para a extração de ceras, uma vez que o 

uso de misturas de solventes pode ser uma forma alternativa de diminuir o ponto de 

ebulição (176 °C) de uma solução contendo limoneno. Para a utilização de misturas 

de solventes, é necessário determinar algumas propriedades termodinâmicas da 

mistura, como por exemplo o ponto de fulgor (ou flash point), que categoriza o risco 

de inflamabilidade dos produtos. 

Dada a dificuldade de se conduzir a extração da cera a partir de misturas de 

solventes com diferenças significativas de ponto de ebulição entre os componentes 

individuais, o que requeria o uso de elevadas temperaturas para conduzir a extração 

e resultava na perda de parte de solvente para a atmosfera assim como a queima do 
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extrato, optou-se por não dar segmento ao uso destas misturas para conduzir as 

extrações da cera. 

Embora o processo de extração das ceras a partir do uso destas misturas não 

tenha sido realizado, 7 misturas binárias formadas por d-limoneno com 1-propanol, 1-

butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-decanol e 1-dodecanol, tiveram as suas 

densidades () e volume molar de excesso ( 𝑉
ா) determinadas (a 298,15 K); assim 

também como o seu ponto de fulgor, sendo os valores experimentais destes 

comparados aos valores calculados utilizando a abordagem de Liaw et al. (2002) e os 

modelos de coeficiente de atividade UNIQUAC, NRTL, UNIFAC e Ideal. 

A determinação destas propriedades e as análises de solubilidade da cera por 

microscopia óptica (apresentadas no Capítulo 4) foram realizadas no Laboratório de 

Equilíbrio de Fases (LEF), sob coordenação da Profª. Drª Mariana Conceição da 

Costa. A determinação do ponto de fulgor, densidade e volume molar de excesso 

culminaram com a publicação de um artigo completo em periódico e um trabalho 

completo em anais de congresso, conforme pode ser observado no item a seguir 

juntamente com as demais produções obtidas no desenvolver deste trabalho. 
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Capítulo 2  

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Neste capítulo foi apresentada uma visão geral sobre os principais tópicos 

relacionados a este estudo, que envolvem a mistura de álcoois graxos (policosanol), 

assim como suas fontes, formas de obtenção, aplicação (principalmente na redução 

de doenças ateroscleróticas), além de processos de separação e purificação que 

apresentam potencial aplicação para o policosanol. Este capítulo também aborda a 

origem e características da matéria-prima utilizada (casca da cana-de-açúcar), a 

importância do aproveitamento deste resíduo agroindustrial para a obtenção de ceras 

e policosanol, além da classificação, aplicações, métodos de extração e purificação 

de ceras. 

 

2.1 CERAS 

As ceras podem ser classificadas de acordo com sua aplicação, propriedades 

físico-químicas ou origem, podendo ser de ocorrência sintética ou natural, conforme 

apresentado na Figura 2.1.  

As ceras sintéticas adquirem sua natureza cerosa durante sua síntese e, são 

constituídas por hidrocarbonetos de cadeia longa com a ausência de grupos 

funcionais (Wolfmeier et al., 2005), enquanto as ceras naturais são constituídas 

predominantemente por ésteres (C30-C60) (Mahadevan, 1978; Attard et al., 2015), 

ácidos carboxílicos (C20-C50), álcoois de cadeia longa (C20-C34), além de menores 

proporções de outros constituintes lipídicos insolúveis em água, tais como os 

hidrocarbonetos, alcanos de cadeia longa, alcenos, cetonas, aldeídos e esteróis 

(Řezanka e Sigler, 2006; Irmak et al., 2006; Gnanaraj, 2012). 

As ceras de ocorrência natural são produtos oriundos do metabolismo animal 

ou vegetal, formadas através de processos bioquímicos e, este grupo é dividido entre 

ceras fósseis e não fósseis. As ceras fósseis foram formadas devido a sedimentação 

em períodos geológicos anteriores e, englobam as ceras de lignite, montan e turfa, 

que consistem em compostos oxigenados, além das ceras de petróleo como é o caso 

da ozocerite e parafina, que são compostas predominantemente por hidrocarbonetos 

não polares (Wolfmeier et al., 2005; Parish e Grainger, 2017). 
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Fonte: Adaptado de Cottom (1994), Wolfmeier et al. (2005) e NPCS (2013). 

 

Como exemplo de ceras de origem animal tem-se as ceras de abelha, lã de 

ovelha (lanolina); e de origem vegetal tem-se destaque as ceras extraídas a partir dos 

arbustos de candelila, palmeira de carnaúba, cana-de-açúcar, fibra de algodão, óleo 

do farelo de arroz, dentre outros. Estas ceras também podem ser extraídas a partir de 

resíduos vegetais, o que é interessante já que desta forma não ocorre uma competição 

com a indústria agrícola e com a produção de alimentos, representando um grande 

potencial de crescimento no mercado (NPCS, 2013). 

No caso das ceras vegetais, a superfície das plantas ou folhas é revestida por 

uma mistura esbranquiçada de lipídios que dão origem a uma camada fina de cera, 

cobrindo toda a superfície externa da planta e/ou folha, formando uma interface com 

a atmosfera (Nazato et al., 2012; Asikin et al., 2012). A interface formada pela 

existência desta cera epicuticular possui característica de super hidrofobicidade e 

propriedade auto-limpante (efeito lótus), à medida em que age como uma barreira 

protetora, limitando a difusão de água e solutos, o que propicia uma maior resistência 

à seca e a outros estresses ambientais, além de proporcionar proteção contra a luz 

ultravioleta, doenças e ataque de insetos (Řezanka e Sigler, 2006; Inarkar e Lele, 

2012). 

As ceras naturais raramente são utilizadas industrialmente na sua forma 

original, sendo modificadas por refinação, destilação, extração, hidrogenação, 

branqueamento ou oxidação (Parish e Grainger, 2017). 

Figura 2.1 - Classificação das ceras de acordo com sua origem 
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Frequentemente as ceras são caracterizadas quanto as suas propriedades 

físicas, químicas e térmicas, para permitir a sua identificação, diferenciação e 

classificação. Como a cera se refere a um material que é sólido a temperatura 

ambiente e, ao ser submetida a temperaturas ligeiramente mais altas, torna-se um 

líquido de baixa viscosidade (Phukan, 2016); a determinação da maioria de suas 

características normalmente é realizada a partir de adaptações das metodologias 

empregadas na caracterização de óleos e gorduras (Hamilton, 1995; Lopes, 2010). 

As ceras normalmente são caracterizadas fisicamente quanto à cor, odor, ponto 

de fusão, amolecimento e penetração e, quimicamente quanto ao seu índice de 

acidez, iodo, saponificação e matéria insaponificável (Parish e Grainger, 2017). Além 

das propriedades físico-químicas, as características térmicas são parâmetros 

importantes a serem consideradas para a caracterização e funcionalidade de certas 

aplicações de ceras, como é o caso das temperaturas de solidificação e fusão, que 

podem ser avaliadas através da análise por calorimetria exploratória diferencial 

(Cebula e Smith, 1991; Gandra, 2006). 

Os dados referentes à solubilidade da cera ainda são escassos, e o 

conhecimento de sua solubilidade é essencial para promover sua aplicação em 

diferentes segmentos industriais, como em cosméticos, produtos têxteis, papeis, 

revestimento de frutas e vegetais, lubrificantes, adesivos, polimentos, produtos 

farmacêuticos, entre outros (Inarkar and Lele, 2012). 

Em 2016 o valor do mercado global de cera foi superior a US $ 8,06 bilhões 

(Pulidindi, 2016). Estima-se que até 2022, a demanda global por cera cresça 1,3%, 

enquanto a oferta de ceras naturais e sintéticas cresça 0,8% ao ano (Pimenta e 

Sharma, 2017), evidenciando que existe mercado para a ampliação da produção de 

ceras. De acordo com Wei (2012), a demanda global de cera em 2012 foi de 3025 kt, 

sendo esta utilizada para diferentes aplicações, conforme apresentado na Figura 2.2. 

A indústria de velas apresenta grande expressividade no emprego de ceras, 

porém a utilização de ceras para este fim tem diminuído drasticamente (Wei, 2012; 

NPCS, 2013; Pimenta e Sharma, 2017), abrindo espaço para a sua empregabilidade 

nas mais distintas áreas e em aplicações de maior valor agregado (como fármacos), 

conforme exemplificado na Tabela 2.1. 
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Fonte: Adaptado de Wei (2012) 

 

Tabela 2.1 - Aplicação de cera vegetal purificada 

Fonte: Adaptado de Inarkar e Lele (2012), Nuissier et al. (2002); Phukan, (2002); NPCS 
(2013), Pimenta e Sharma (2017) e Multiceras (2018). 

Aplicação Princípio/Característica Exemplo 
Materiais de 
construção 

Repelente de água e resistência ao 
inchaço causado pela umidade 

Aglomerados de madeira 

Indústria 
eletrônica 

Material dúctil, isolante e adesivo 
Revestimento de cabos, na aglutinação 

de materiais e na fabricação de 
capacitores. 

Velas 
Material de consistência, ponto de 
fusão e aparência característico 

Iluminação, decoração e uso terapêutico 

Adesivos Flexibilidade e alongamento. Adesivo de fusão a quente 

Cosméticos 
Propriedades hipoalérgicas, 

emolientes, brilho e consistência 
Batom, rímel, delineador, sombra, base, 
desodorante, hidratante e protetor solar 

Fármacos 
Confere brilho e consistência ou 

atua como agente ativo 
Comprimidos e pomadas 

Tintas 
Brilho, capacidade deslizante e 

resistência à abrasão 
Tintas gráficas de impressão 

Revestimento 
Proteção contra umidade, aumento 

da rigidez e flexibilidade 
Cosméticos, alimentos, embalagens, 

couro, produtos de madeira, fármacos 

Polimento 
Retarda a penetração de ar e 

umidade, e evita risco e abrasão  
Pisos de madeira e móveis, calçados, 

automóveis 

Polímeros 
Proteção contra o ressecamento e 

desgaste 
Pneu e borracha 

Alimentos 
Melhora a aparência, retarda a 

desidratação e oxidação 
Queijo, carne, vegetais e frutas 

Material 
escolar 

Maleabilidade, flexibilidade, 
aderência ao papel e não toxicidade 

Giz de cera e lápis de cor 

Refratários 
Baixa viscosidade e alta 

plasticidade  
Tijolos refratários 

Têxtil Efeito lubrificante e redutor de atrito 
Nylon e misturas de fibras sintéticas com 

fibras naturais (seda, algodão e lã) 

Figura 2.2 - Estimativa da demanda global de ceras de acordo com sua aplicação 
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Figura 2.3 - Produtos, coprodutos, subprodutos e potenciais derivados da 
agroindústria da cana-de-açúcar 

2.2 CANA-DE-AÇÚCAR 

A cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) é uma das culturas agrícolas 

mais importantes para o Brasil, sendo este o maior produtor mundial da cana-de-

açúcar, com estimativa de produção de 628,1 milhões de toneladas na safra de 

2021/2022 (CONAB, 2021). A utilização da cana-de-açúcar se estende a diversos 

segmentos, uma vez que esta é uma cultura versátil e rica fonte de alimentos, fibras, 

forragem, fertilizante, além de combustíveis e produtos químicos (Solomon, 2011). 

Alguns dos produtos, coprodutos, subprodutos e potenciais derivados da agroindústria 

da cana-de-açúcar estão apresentados na Figura 2.3. 

 

 

Fonte: Adaptado de Aguilar-Rivera (2017) 
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De acordo com Martuchi (1983) e Rozário (2006), a cana-de-açúcar é composta 

majoritariamente por água (65 - 75%), seguida de fibras, açúcares e outros 

componentes, como os lipídios totais (incluindo as ceras), conforme composição 

média apresentada na Tabela 2.2. 

 
Tabela 2.2 - Composição química da cana-de-açúcar 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Martuchi (1983) e Rozário (2006). 
 

A colheita e o processamento da cana-de-açúcar estão associados à geração 

de grandes volumes de subprodutos, como as folhas, cascas, bagaço, torta do filtro 

rotativo e melaço. Estima-se que a partir de 100 toneladas de cana-de-açúcar, podem 

ser produzidos 14,3t de açúcar bruto, 27,2t de bagaço, 5,2t de torta de filtro rotativo, 

2,6t de melaço e 50,7t de água residual (Luo et al., 2018). 

Alguns destes subprodutos podem ainda ser processados a fim de obter 

produtos de maior valor agregado para aplicações químicas, petroquímicas e 

microbianas (Inarkar e Lele, 2012; Attard et al., 2015), promovendo com isso, a 

valorização destes subprodutos. Um exemplo deste aproveitamento é a utilização da 

torta do filtro rotativo e da casca da cana-de-açúcar para a extração da cera. 

A torta do filtro rotativo é o subproduto obtido da produção de açúcar e álcool 

e, é eliminada durante o processo de decantação do sumo de cana, sendo 

normalmente subaproveitada como fertilizante naturais em campos de cultivo (Attard 

et al., 2015; Feng et al., 2015). Cada tonelada de cana moída gera em torno de 30-40 

kg de torta do filtro rotativo, que contém aproximadamente 7% de cera bruta (Solomon, 

2011; Feng et al., 2015). 

Embora seja gerada em menor volume, a casca da cana-de-açúcar apresenta-

se também como uma boa alternativa para a obtenção da cera. A casca corresponde 

à porção mais fina, escura, dura e abundante em cera, compondo cerca de 20% da 

Compostos  Teor (%) 

Água 65,00 - 75,00 
Fibras 4,00 - 14,00 
Açúcares 12,00 - 18,00 
Cinzas 0,40 - 0,80 
Matéria nitrogenada 0,30 - 0,60 
Lipídios totais 0,15 - 0,25 
Substâncias pécticas, gomas e mucilagens 0,15 - 0,25 
Ácidos combinados 0,10 - 0,15 
Ácidos livres 0,06 - 0,10 
Matéria corante Não dosadas 
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massa da cana (Feng et al., 2015). Este subproduto é obtido da raspagem da cana 

destinada à moagem para obtenção da garapa e, normalmente, é utilizado como 

fertilizante natural nos campos de cultivo. Uma exemplificação do equipamento 

utilizado para fazer a raspagem da casca da cana-de-açúcar está apresentado na 

Figura 2.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como a casca e outros subprodutos obtidos a partir da cana-de-açúcar 

apresentam-se como ricas fontes de nutrientes, as propriedades físicas, químicas e 

biológicas destes materiais orgânicos afetam significativamente o solo quando estes 

são utilizados como fertilizantes (Bhosale et al., 2012). A presença de cera nestes 

materiais pode acarretar na deterioração das propriedades físicas, permeabilidade, 

aeração, estrutura e composição do solo, além de dificultar a absorção de elementos 

nutrientes pelas plantas, à medida em que a decomposição do material orgânico 

ocorreria de forma mais rápida (Bhosale et al., 2012). Logo a remoção da cera pode 

melhorar a qualidade do material utilizado como adubo orgânico e permitir a sua 

utilização na obtenção de produtos de maior valor agregado. 

Como a quantidade de cana destinada para a obtenção de garapa, e 

consequente geração de casca como subproduto, é bem menor do que a cana 

destinada para a indústria sucroalcooleira, em um primeiro momento imagina-se que 

a obtenção de cera a partir da casca não seja um processo viável por causa da 

dificuldade de se obter este produto em larga escala. Porém, o maior fornecedor de 

cana para a produção de garapa no estado de São Paulo (o município de Cajuru), 

produz diariamente 20 toneladas de cana (Quartier, 2014). Como a cana possui entre 

0,1 a 0,3% de cera (García et al., 1986 e 2003) e, considerando que toda a produção 

Figura 2.4 - Raspador e limpador de cana-de-açúcar 
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de cana da cidade de Cajuru fosse utilizada para a obtenção de cera, seria possível 

produzir diariamente, no mínimo, 200 kg de cera bruta, evidenciando o potencial de 

produção de cera a partir da casca da cana-de-açúcar. 

Logo, o Brasil sendo um grande produtor de cana-de-açúcar, apresenta-se 

também como um potencial fornecedor de cera e outros subprodutos lipídicos, 

podendo adicionar benefícios econômicos para o país e melhorar a utilização dos 

recursos vegetais. 

 

2.2.1 Cera da cana-de-açúcar  

Como ocorre com a maioria dos vegetais, a cera da cana-de-açúcar é 

encontrada aderida à superfície da casca (Figura 2.5), principalmente perto dos nós e 

das bainhas foliares, e age como uma barreira protetora, minimizando a evaporação 

de água e protegendo contra doenças e ataque de insetos (Balch, 1953; Frutuoso, 

1989; Inarkar e Lele, 2012). Normalmente este material apresenta-se com coloração 

variando entre esbranquiçado a amarelo escuro (Tamaki et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Ferreira (2017) 

 

De acordo com García et al. (1986 e 2000), a partir da cera bruta podem ser 

extraídas três frações de componentes, que correspondem aos óleos (35 - 40%), 

resinas (15 - 17%) e a cera refinada (38 - 45%). O óleo corresponde ao líquido de cor 

verde escura, de composição similar a outros óleos vegetais, solúvel em acetona a  

25 °C e, que pode ser utilizado na alimentação de animais, obtenção de fitoesteróis, 

plastificante em pneus e antiespumantes. A resina é um sólido de cor negra brilhosa 

e insolúvel em acetona e isopropanol a temperaturas de 70 a 100 °C (García et al., 

Figura 2.5 - Cera aderida à casca da cana-de-açúcar 
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2000; Phukan, 2002), sendo empregada principalmente como aditivo plastificante em 

pneus e em misturas com cera para a fabricação de tintas para papel carbono e fitas 

de máquina (Paixão, 2008). A cera refinada (fração dura), obtida após separação da 

fração oleosa e resina, é a fração solúvel em acetona a 100 °C e isopropanol a 80 °C. 

As ceras da cana-de-açúcar podem ser constituídas por diferentes classes de 

compostos, como alcanos de cadeia longa, ésteres de cera, álcoois e ácidos graxos 

livres, cetonas, aldeídos, triglicerídeos e esteróides (Purcell et al., 2005; Asikin et al., 

2012). A composição da cera da cana-de-açúcar pode variar muito principalmente de 

acordo com a variedade da cana, mas também pelas condições climáticas e 

agronômicas nas quais a cultura é cultivada, tais como a localização da plantação, 

tipo solo, hábito de queimar os canaviais, método de colheita (manual ou 

mecanizado), tipo de moagem, grau de maturação, dentre outros (Balch, 1953; 

Frutuoso, 1989; Georges et al., 2006; George et al., 2010). 

As composições de algumas ceras brutas relatadas na literatura estão 

apresentadas na Tabela 2.3, sendo observada a presença de aldeídos, ésteres, 

álcoois e ácidos graxos, triglicerídeos, esteróis, alcanos, cetonas e lipídios polares. 

Os lipídios totais que compõem a cera podem ser classificados como polares (ácidos 

graxos livres, fosfolipídios e esfingolipídios) e neutros ou apolares (triacilgliceróis, 

diacilgliceróis, monoacilgliceróis e esteróis) (Manirakiza et al., 2001; Valix, 2004). 

 
Tabela 2.3 - Composição da cera bruta da cana-de-açúcar 

 

2.2.1.1 Extração 

O primeiro relato de tentativa de isolamento da cera da cana-de-açúcar foi feito 

por Avequin em 1841, mas somente em 1916 a cera de cana-de-açúcar começou a 

ser produzida industrialmente (Paturau, 1989). Embora o Brasil seja o maior produtor 

de cana-de-açúcar, ainda não existem produtores e fornecedores desta promissora 

Composto 
Referência 

Asikin et al. (2012) Inarkar e Lele (2012) Valix (2004) 
Teor (%) 

Aldeídos, ésteres e 
lipídios polares 

57,5 - 62,3 66,3 73,2 - 76,1 

Aldeídos e cetonas - 0,1 1,6 - 3,2 
Álcoois graxos 22,6 - 28,0 0,2 7,9 - 8,3 
Ácidos graxos 3,8 - 4,7 4,6 - 

Ácidos graxos livres 
e esteróis 

2,5 - 2,6 - 5,9 - 7,8 

Triglicerídeos 5,9 - 8,4 - 0,0 - 1,6 
Alcanos - 28,8 - 
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cera de forma abrangente (Graille et al., 2003), ao contrário de Cuba, onde há um 

esforço para o desenvolvimento de tecnologias e mecanismos que permitam a 

produção industrial da cera da cana-de-açúcar, o que resultou em grandes números 

de depósitos de patentes (Vieira, 2003; Nazato et al., 2012). 

As ceras podem ser extraídas juntamente com os lipídios totais (polar e apolar) 

da amostra a partir do uso de diferentes solventes como clorofórmio e metanol (Asikin 

et al., 2008), tolueno e benzeno (Bhosale et al., 2012), tetracloreto de carbono 

(Inarkar e Lele, 2012), hexano (Attard et al., 2015), ciclo-hexano e isopropanol 

(Vieira, 2003), éter de petróleo (Qi et al., 2017), além de solventes alternativos como 

etanol (Buttar et al., 1999), limoneno e terebentina (Oliveira, 2018). O teor de cera 

presente na amostra depende de fatores como o tipo de matéria-prima, tipo de 

solvente, razão solvente/soluto, tempo e temperatura empregada na extração, além 

do tamanho da partícula e umidade (Villar et al., 2005; Rabelo et al. 2015). Esta 

dependência pode ser observada na Tabela 2.4, onde estão apresentados os 

rendimentos brutos obtidos a partir da utilização de diferentes matérias-primas e 

solventes, utilizando o extrator Soxhlet. 

Embora Inarkar e Lele (2012) tenham realizado a extração da cera da casca da 

cana-de-açúcar por longos períodos (8 - 10 h) os mesmos obtiveram baixos 

rendimentos de cera. O mesmo foi observado com Phukan e Boruah (1999) sob as 

mesmas condições de operação de Inarkar e Lele (2012), provavelmente em 

decorrência da matéria-prima escolhida conter baixos teores de lipídios. 

O maior rendimento de cera da torta do filtro rotativo observado por alguns 

autores pode estar associado ao fato de que uma grande porção do caldo de cana é 

filtrado, resultando em uma maior concentração de cera na torta do filtro rotativo, o 

que pode influenciar o rendimento total de cera. Embora a cera se concentre na casca 

da cana-de-açúcar, grande parte dos estudos apresentados na Tabela 2.4 alcançaram 

baixos rendimentos. A dependência das condições de cultivo e processamento da 

cana-de-açúcar pode ter acarretado na obtenção de uma matriz de cana com baixo 

teor de cera bruta. 

Viera (2003) utilizou diferentes solventes (hexano, ciclo-hexano, isopropanol e 

etanol) na extração da cera oriunda da torta do filtro rotativo. Foram observados 

rendimentos superiores quando utilizado isopropanol e etanol como solventes, porém 

após determinação do teor de cera purificada, foram observadas menores 

quantidades de cera nos extratos obtidos a partir de isopropanol e etanol, o que é um 
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indicativo da presença de materiais não lipídicos solúveis em álcool nos extratos. 

Como a cera extraída com ciclo-hexano apresentou coloração verde muito forte, o 

autor optou por conduzir os demais ensaios com a cera extraída com hexano e que 

apresentou rendimento de 7,1%. 

 

Tabela 2.4 - Rendimentos de cera bruta da cana-de-açúcar a partir de diferentes 
matérias-primas e solventes 

Nota: *Rendimento: (massa cera bruta/massa matéria-prima)x100 
          **Dados não apresentados 

 

Buttar et al. (1999) também observou que o aumento de polaridade do solvente 

empregado na extração pode contribuir para um maior rendimento de cera bruta. Os 

autores obtiveram rendimento próximo de 7% quando utilizando solventes apolares 

como o hexano, clorofórmio ou tolueno e, de cerca de 20% quando utilizando etanol. 

Oliveira (2018) avaliou a cera extraída da casca da cana-de-açúcar a partir da 

utilização de três solventes: hexano, limoneno e terebentina. Os rendimentos de cera 

Matéria-prima Solvente 
Rendimento 
bruto (%)* 

Referência 

Torta do filtro rotativo 

Tolueno 
Naftaleno 
Gasolina 

Álcool refinado 

14,6 
14,0 
13,0 
12,7 

Azzam (1984) 

Torta do filtro rotativo Tetracloreto de carbono 3,5 - 4,1 
Phukan e Boruah 

(1999) 
Resíduo de fermentação 

e destilação 
Ciclo-hexano 7,0 

Nuissier et al. 
(2002) 

Casca 
Éter de petróleo 

Tolueno 
Tricloroetileno 

3,7 
4,2 
4,7 

García et al (2003) 

Torta do filtro rotativo 

Hexano 
Ciclo-hexano 
Isopropanol 

Etanol 

7,1 
7,5 

12,3 
12,1 

Vieira (2003) 

Torta do filtro rotativo Heptano 4,0 - 7,3 Villa et al. (2005) 

Torta do filtro rotativo Hexano 7,0 Gandra (2006) 

Casca 
Hexano e metanol 

(20:1, v/v) 
1,0 Asikin et al. (2012) 

Torta do filtro rotativo 
Tolueno e 
Benzeno 

5,4 - 5,6 
6,9 - 7,4 

Bhosale et al. 
(2012) 

Casca Tetracloreto de carbono 1,0 
Inarkar e Lele 

(2012) 
Torta do filtro rotativo Etanol 5,4 Ou et al. (2012) 

Casca Etanol ** Feng et al. (2015) 

Casca Hexano 7,2 - 8,3 Oliveira (2018) 
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bruta extraída com hexano foram comparáveis aos encontrados na literatura. 

Entretanto, a partir da utilização de solventes terpênicos (limoneno e terebentina) 

foram observados rendimentos bem superiores ao teor total de lipídios (7,8%), 

evidenciando que outros processos poderiam estar acontecendo além do fenômeno 

de extração, hipótese esta que foi confirmada pelo referido autor. 

Após a extração da cera bruta de cana-de-açúcar, é necessário que este 

material seja submetido ao processo de refino ou purificação. Esta etapa tem por 

objetivo promover a eliminação da cor escura, açúcares, resinas e algumas impurezas 

que podem conferir propriedades indesejadas à cera bruta, como caráter viscoso, 

baixo ponto de fusão e consistência pegajosa (Balch, 1953; Azzam, 1986; Frutuoso, 

1989; García et al., 1999). 

 

2.2.1.2 Purificação 

A cera presente em óleos, quando os mesmos são resfriados ou armazenados 

por longos períodos, pode conferir um aspecto turvo em decorrência de sua 

cristalização. Para a obtenção de uma cera de coloração clara e livre de resinas, 

geralmente é realizada a etapa de winterização, que consiste no resfriamento do óleo 

para a formação dos cristais, e posterior separação dos mesmos por centrifugação 

(Kolodziejczyk, 2000). A cristalização fracionada com solvente é um processo 

termomecânico de separação capaz de promover um crescimento mais rápido dos 

cristais, uma vez que possibilita uma redução na viscosidade do sistema, o que leva 

a uma maior mobilidade das moléculas e a uma aceleração da cristalização (Shahidi, 

2005; Deffense, 1985). 

A utilização de solventes apolares, como o hexano, requer mais energia para 

possibilitar o resfriamento da amostra. Mas além do aspecto econômico, a escolha de 

um solvente deve envolver uma série de considerações acerca do tipo de produto 

fracionado desejado, segurança, estabilidade e perdas de voláteis (Thomas, 1985). 

Neste sentido, o hexano apresenta-se como um excelente solvente a ser utilizado na 

purificação de ceras. 

A alta temperatura de fusão destas ceras resulta na formação de sedimentos 

que podem ser facilmente separados por cristalização a partir de solventes seletivos 

(que apresentem excelente solubilidade nos lipídios, mas baixa solubilidade nas 

ceras) a baixas temperaturas, como a acetona (Balch, 1953; Gunawan et al., 2006). 

O uso da acetona promove a rápida solubilização dos lipídios solúveis e a porção de 
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cera dura insolúvel pode ser separada por filtração ou centrifugação (Paturau, 1989). 

Seguindo esta premissa, grande parte dos processos de purificação de ceras 

publicados na literatura se baseia na purificação a partir do uso de acetona. 

Gracien e Arévalo (1981), realizaram a dissolução do óleo de girassol em 

acetona e resfriaram a -5 ºC. Após 16 h a cera precipitada foi separada por filtração, 

lavada, seca e pesada. Isbell et al. (1996) e Soomro e Sherazi (2013) realizaram a 

purificação da cera oriunda de óleos vegetais dissolvendo-as em acetona:hexano  

(5:1, 6 mL), seguida das etapas de aquecimento, resfriamento e centrifugação. Na 

sequência o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado em acetona 

para a formação dos cristais. Sucessivas recristalizações com acetona garantiram a 

remoção completa de qualquer triglicerídeo residual após filtração dos cristais. 

Os parâmetros de controle mais importantes nos processos de purificação são 

a temperatura de cristalização, velocidade de resfriamento do sistema e de agitação. 

Levando estes aspectos em consideração, Vieira (2003) propôs uma metodologia 

muito similar à adotada por Isbell et al. (1996) e Soomro e Sherazi (2013), que 

consistiu na purificação por cristalização fracionada com hexano e acetona. Vieira 

(2003) realizou um planejamento experimental e análise de superfícies de resposta 

para avaliar os parâmetros de purificação capazes de permitir as melhores condições 

de cristalização, a fim de se obter uma fração com boas propriedades de filtração. A 

melhor condição encontrada pelo referido autor também foi utilizada por Oliveira 

(2018), e envolveu as etapas de homogeneização à quente da cera bruta com hexano 

(1:20, m/v), resfriamento (10 °C por 1 h), centrifugação, lavagem do precipitado com 

acetona e filtração. 

Além das condições de cultivo e extração anteriormente evidenciadas, a 

composição da cera purificada pode variar muito de acordo também com o método de 

purificação empregado, conforme apresentado na Tabela 2.5. 

Embora as composições das ceras obtidas por McLoud (1950), citado por 

(Balch, 1953); Frutuoso (1989), Valix (2004) e Phukan e Boruah (1999) sejam 

distintas, os componentes encontrados em maiores concentrações são os ésteres, 

ácidos graxos e álcoois graxos (policosanol). 
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Tabela 2.5 - Composição da cera purificada da cana-de-açúcar 

 

2.3 POLICOSANOL 

O policosanol é uma mistura formada por álcoois alifáticos de C20-C34 carbonos, 

composta por tetracosanol (C24) (0,001 - 2,0%), hexacosanol (C26) (3,0 - 10,0%), 

heptacosanol (C27) (0,1 - 3,0%), octacosanol (C28) (60,0 - 70,0%), nonacosanol (C29) 

(1,0 - 2,0%), triacontanol (C30) (10,0 - 15,0%), dotriacontanol (C32) (5,0 - 10,0%), 

tetratriacontanol (C34) (0,1 - 5,0%), além de outros álcoois graxos em menores 

quantidades (Irmak et al., 2006; Singh et al., 2006; Marinangeli et al., 2010; Feng et 

al., 2015; Weerawatanakorn et al., 2017). 

Esta mistura de álcoois alifáticos pode ser naturalmente encontrada, na forma 

livre ou esterificada, na fração insaponificável de lipídios encontrados em fontes 

vegetais como frutas, folhas, superfícies de plantas e sementes (Tulloch e Hoffman, 

1973; Taylor et al., 2003; Irmak et al., 2006; Ramos-Zambrano et al., 2019). 

 

2.3.1 Fontes de policosanol 

O policosanol foi originalmente isolado a partir de cera de cana-de-açúcar, mas 

também pode ser encontrado em uma diversidade de outras fontes naturais como a 

cera do farelo de arroz (Ishaka et al., 2014), cera residual da cochonilha (Dactylopius 

coccus) (Ramos-Zambrano et al., 2019), cera de abelha (Srisaipet et al., 2016 e 2017), 

cera do inseto chinês (Ericerus pela) (Ma et al., 2018); óleo de trigo (Asikin et al., 

2012), semente de perilla (Adhikari et al., 2006; Jung et al., 2011), semente de uva 

(Jung et al., 2011), azeitona (López-López et al., 2008), milho (Harrabi et al., 2009), 

amendoim (Cherif et al., 2010), girassol, canola, açafrão, soja, gergelim (Jung et al., 

2011), tomate (Giuffrè e Capocasale, 2015), semente de cardo mariano (Silybium 

marianum L.) (Harrabi et al., 2018), dentre outros, conforme Tabela 2.6. 

Composto 

Referência 
McLoud 
(1950) 

Frutuoso 
(1989) 

Valix  
(2004) 

Phukan e 
Boruah (1999) 

Teor (%) 
Éster 66,0 55,0 6,2 - 11,0 80,0 - 85,0 

Ácidos graxos 27,0 8,0 - 3,0 - 6,0 

Álcoois graxos 5,0 10,0 1,8 - 44,5 1,0 - 1,5 

Hidrocarbonetos 2,0 2,0 - 1,0 - 1,5 

Aldeídos e cetonas - 25,0 2,5 - 9,5 - 

Triglicerídeos - - 2,5 - 9,5 - 
Ácidos graxos livres, 

esteróis e lipídios polares 
- - 36,8 - 87,2 - 
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Tabela 2.6 - Diferentes fontes naturais de policosanol e octacosanol 

 

Apesar de ser a fonte com maior teor de policosanol, a cana-de-açúcar também 

é produzida em quantidades muito maiores do que as demais culturas apresentadas 

(Tabela 2.6), o que viabiliza ainda mais o seu emprego. A quantidade de policosanol, 

e consequentemente de octacosanol, encontrado em vegetais varia de acordo com 

fatores como espécie e grau de maturação dos frutos (Harrabi et al., 2009 e 2018). 

Além das variáveis anteriormente mencionadas, a parte específica da planta a 

ser analisada também interfere significativamente na composição da cera, e 

consequentemente de policosanol. Conforme observado na Tabela 2.7, a cera é mais 

abundante na casca, sendo observadas concentrações de octacosanol próximo a 

80%, dentre os álcoois graxos existentes. 

Por ser o constituinte majoritário do policosanol, acredita-se que o octacosanol 

seja o principal responsável pela eficácia do uso do policosanol como medicamento 

(Castaño et al., 2000; Marinangeli et al., 2010). 

 

 

 

Amostra 
Quantidade de 

Policosanol 
(mg.100g-1) 

Teor de 
octacosanol 

(%) 
Referência 

Amendoim 4,9 - 54,2 0,3 - 2,9 Cherif et al. (2010) 
Semente de 

perilla 
18,4 - 65,5 25,5 - 68,4 Adhikari et al. (2006) e Jung et al. (2011 e 2012) 

Cana-de-açúcar 1,7 - 220,8 17,9 - 86,2 
Irmak et al. (2006), Asikin et al. (2012), Attard et 

al. (2015) e Del Río et al. (2015) 
Semente de uva 24,5 22,0 Jung et al. (2011) 
Farelo de arroz 17,1 19,8 Jung et al. (2011) 
Gérmen de trigo 16,4 85,4 Irmak et al. (2006) 
Grãos de milho 0,3 - 16,6 6,9 - 10,0 Harrabi et al. (2009) e Jung et al. (2011) 

Azeitonas 3,2 - 29,2 12,5 - 56,1 
López-López et al. (2008), Jung et al. (2011) e 

Lukic et al. (2015) 
Folhas de chá-

verde 
7,3 - 136,4 25,9 - 43,2 Choi et al. (2016) 

Girassol 3,8 19,6 Jung et al. (2011) 
Canola 2,3 20,3 Jung et al. (2011) 
Açafrão 2,0 25,0 Jung et al. (2011) 

Soja 0,7 9,5 Jung et al. (2011) 
Gergelim 0,6 31,7 Jung et al. (2011) 

Semente do 
tomate 

6,5 - 7,2 39,2 - 41,9 Giuffrè e Capocasale (2015) 
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Tabela 2.7 - Teor de octacosanol dentre os álcoois graxos existentes na cana-de-
açúcar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 Efeitos do policosanol na promoção da saúde 

Diversos artigos e ensaios clínicos demonstraram que o uso do policosanol 

contendo de 50 a 60% de octacosanol, apresenta efeitos benéficos na promoção da 

saúde, como o alívio do estresse e restauração do sono (Kaushik et al., 2017); 

prevenção da obesidade induzida por dieta hiperlipídica e distúrbios metabólicos 

(Sharma et al., 2019); redução da agregação plaquetária (Arruzazabala et al., 1993; 

Marinangeli et al., 2010); efeitos protetores sobre Parkinson (Wang et al., 2010); 

inibição da osteoporose (Tamaki et al., 2003); aumento da resistência física 

(Consolazio et al., 1964); redução de lesões hepáticas (Ohta et al., 2008); ação anti-

inflamatória (Fernandez-Arche et al., 2009; Guo et al., 2017a), anti-úlcera (Carbajal et 

al., 1995), antiviral (Pope et al., 1998), antioxidante e antibacteriana (Sengupta et al., 

2018); antilipemiante (Leal, 2010), além do efeito que desperta mais interesse dos 

pesquisadores que é o relacionado com a diminuição dos níveis de colesterol no 

sangue (Arruzazabala et al., 1993; Singh et al., 2006; Marinangeli et al., 2010). Um 

esquema resumido de alguns benefícios do uso do policosanol e mecanismos de ação 

está apresentado na Figura 2.6. 

O policosanol atua inibindo as etapas iniciais da biossíntese do colesterol 

endógeno e aumentando o catabolismo da lipoproteína de baixa densidade (Castaño 

et al., 2000; He et al., 2016). Como apenas quantidades muito pequenas são ingeridas 

na dieta, para se obter benefícios para a saúde, o policosanol deve ser ingerido como 

suplemento (Taylor et al., 2003). Em estudos realizados com humanos, a ingestão 

Matéria-prima Teor de octacosanol (%) Referência 

Casca 
Folhas 

81,1 
Irmak et al. (2006) 

46,4 

Torta do filtro rotativo 64,6 Wada (2008) 
Torta do filtro rotativo 58,5 Lopes (2010) 

Casca 81,1 - 87,8 Asikin et al. (2012) 

Casca 86,2 

Attard et al. (2015) Folhas 17,9 

Bagaço 78,5 

Casca 45,2 Feng et al. (2015) 
Bagaço 
Palha 

58,8 
56,5 

Del Río et al. (2015) 

Casca 17,8 - 31,3 Oliveira (2018) 
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diária de 5 a 20 mg de policosanol foi capaz de melhorar os perfis lipídicos, diminuindo 

os níveis de lipoproteína de baixa densidade (LDL) ou “colesterol ruim” entre 21 a 29% 

e, aumentando o colesterol de lipoproteína de alta densidade (HDL) ou “colesterol 

bom” entre 8 a 15% (Arruzazabala, et al., 1993; Carbajal et al., 1995; Gouni-Berthold 

e Berthold, 2002; Kim et al., 2017; Cho et al., 2019; Shen et al., 2019). 

 

Fonte: Adaptado de Shen et al. (2019) 

 
Já foram realizados diversos estudos clínicos comparando o feito do uso do 

policosanol com fármacos comerciais como a sinvastatina, pravastatina, lovastatina e 

bezafibrato, que são utilizados no tratamento de dislipidemias (aumento de lipídios no 

sangue, principalmente colesterol e triglicerídeos). Foi verificada uma redução nos 

níveis de LDL de 17,9 e 19,8% quando utilizado sinvastatina e policosanol, 

respectivamente (Marinangeli et al., 2010) e, de 27,7 e 32,4% quando analisado o 

efeito provocado pela utilização de lovastatina e policosanol, respectivamente 

(Castaño et al., 2000). 

O mesmo comportamento de redução dos níveis de LDL foi observado em 

outros estudos com a ingestão diária de 10 mg de policosanol em relação à ingestão 

de estatinas em doses semelhantes (Viola et al., 2008). Quanto à toxicidade, o 

policosanol é bem tolerado e seguro tanto em seres humanos como em animais (Irmak 

et al., 2006; Taylor et al., 2003). 

O custo do policosanol é uma das limitações de seu uso, uma vez que 1 kg 

desses álcoois graxos na sua forma pura (>99%) pode atingir de US$ 55.000 a 65.000 

Figura 2.6 - Benefícios do policosanol e possíveis mecanismos de ação 
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no mercado (Sánchez et al., 2015; Nu-check Prep., 2020). O modo mais comum de 

encontrar o policosanol comercialmente é na forma de comprimidos contendo de 10 a 

20 mg de composto ativo. No Brasil o policosanol pode ser facilmente encontrado em 

farmácias na forma de suplemento, com valor aproximado de R$ 27,00 para frascos 

de 60 unidades de comprimidos contendo 10 mg de policosanol (Oficial Farma, 2021). 

Na Figura 2.7 são apresentados alguns exemplos de como o policosanol é 

comercializado mundialmente. 

 
Figura 2.7 - Policosanol comercial 

 

2.3.2.1 Doenças ateroscleróticas  

De acordo com a Associação Mundial da Saúde (WHO, 2020), nos últimos 15 

anos as doenças isquêmicas como o Infarto Agudo do Miocárdio (IAM) e o Acidente 

Vascular Cerebral (AVC) foram as principais causas de morte em todo o mundo, 

contabilizando um total de 8,9 milhões de mortes só no ano de 2019. Segundo a 

Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2021), as doenças cardiovasculares 

representam a principal causa de morte no Brasil, sendo mais de 1100 mortes por dia, 

cerca de 46 por hora, e 1 morte a cada 1,5 minutos (90 segundos). Até o início de 

agosto de 2021 já haviam sido registrados mais de 240 mil óbitos de brasileiros por 

doenças cardiovasculares e, a estimativa é que este número alcance quase 400 mil 

óbitos até o final de 2021 (SBC, 2021).  

O infarto agudo do miocárdio e o AVC são normalmente desencadeados pelo 

bloqueio das artérias que transportam o oxigênio através do sangue para o coração e 

cérebro, que é comumente causado pela doença vascular crônica aterosclerose (SBC, 

2017). Aterosclerose, exemplificado na Figura 2.8, é o termo para o processo de 

acúmulo de gordura, colesterol e produtos residuais celulares no revestimento interno 
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de uma artéria, fazendo com que a mesma se estreite, enfraqueça e seja menos 

flexível. A este acúmulo dá-se o nome de placa, e esta faz com que a parede do vaso 

sanguíneo fique mais espessa, reduzindo assim a quantidade de sangue e de oxigênio 

que é entregue aos órgãos vitais (American Heart Association, 2017). 

 
Figura 2.8 - Aterosclerose 

 

 

 

 

 

 

Como estes eventos (infarto agudo do miocárdio e AVC) são as principais 

complicações da aterosclerose e conferem um risco muito elevado à saúde, faz-se 

necessário prevenir os fatores predisponentes da doença aterosclerótica, uma vez 

que muitas mortes poderiam ser evitadas ou postergadas com cuidados preventivos 

e medidas terapêuticas. Dentre tais fatores, tem-se destaque a hipertensão arterial, o 

tabagismo, sedentarismo e os níveis elevados de colesterol e triglicerídeos no sangue, 

que representam um dos aspectos mais importantes para o desenvolvimento e a 

progressão da doença aterosclerótica (SBC, 2017). A prevenção e o tratamento 

adequado dos fatores de risco das doenças cardiovasculares podem reverter esta 

grave situação, tendo-se destaque a potencial diminuição os índices do colesterol no 

sangue ocasionados pelo uso do policosanol.  

 

2.3.3 Propriedades físico-químicas 

A estrutura genérica de álcoois graxos pode ser observada na Figura 2.9. Para 

ser considerado um álcool graxo, o comprimento de cadeia destes componentes pode 

variar de 8 a 38 carbonos e esta variabilidade de tamanho de cadeia impacta 

consideravelmente as propriedades físico-químicas dos mesmos (Mudge et al., 2018). 

Uma das características mais influenciadas pelo tamanho da cadeia do álcool 

graxo é a sua solubilidade. Compostos de cadeia curta (até C8) possuem uma 

considerável solubilidade em água, entretanto os mesmos não são considerados 
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álcoois graxos (Mudge et al., 2018). Algumas propriedades físico-químicas disponíveis 

para álcoois graxos de C20 a C30 estão resumidas na Tabela 2.8. 

 

 

 

 

Tabela 2.8 - Propriedades físico-químicas de álcoois graxos de C20 a C30 

Fonte: Adaptado de Mudge et al. (2018); RSC (2020). 
aExperimental 
bPredito (US Environmental Protection Agency’s EPISuite™) 
 

Dada a heterogeneidade de composição do policosanol, os dados de 

solubilidade desta mistura de álcoois graxos não estão disponíveis na literatura, sendo 

pautados apenas em termos da solubilidade de cada componente individual. Ainda 

assim existem dificuldades na medição destes dados em decorrência da natureza 

hidrofóbica-hidrofílica das diferentes partes da molécula. O grupo hidroxila fornece à 

extremidade da molécula um grau de solubilidade em água enquanto a cadeia alquil-

carbono é hidrofóbica. Os dados de densidade e solubilidade para os componentes 

de maior tamanho de cadeia são menos estudados, razão pela qual não existem 

muitos dados disponíveis (Mudge et al., 2018). 

Como o policosanol é composto majoritariamente por octacosanol, o 

conhecimento da solubilidade deste álcool graxo é utilizado como um indicativo da 

solubilidade do policosanol. Neste contexto, Cuevas et al. (2017) avaliaram a 

Nome 
sistemático 

Nome 
Trivial 

Número 
de 

carbonos  

Massa 
molecular 

(D) 

Temperatura 
de Fusão 

(°C)a 

Temperatura 
de ebulição 

(°C)b 

Solubilidade em 
água (25 °C) 

(mg.L-1)b 

Eicosanol Arachidil 20 298,55 66,0 - 66,1 337,9 1,51E-03 

Henicosanol  21 312,57 68,0 - 71,0 398,5 4,76E-04 

Docosanol Behenil 22 326,60 68,0 - 72,5 401,1 1,50E-04 

Tricosanol  23 340,63 72,0 - 76,0 412,7 4,70E-05 

Tetracosanol Lignoceril 24 354,65 74,0 - 77,0 424,3 1,47E-05 

Pentacosanol  25 368,68 75,0 435,9 4,60E-06 

Hexacosanol Cerotil 26 382,71 78,0 - 80,0 447,5 1,44E-06 

Heptacosanol Carboceril 27 396,73 80,0 459,1 4,49E-07 

Octacosanol Montamil 28 410,76 83,0 - 83,4 470,7 1,40E-07 

Nonacosanol  29 424,79 83,5 482,3 2,35E-08 

Triacontanol Melissil 30 438,81 86,0 - 87,0 493,9 1,35E-08 

Figura 2.9 - Estrutura genérica dos álcoois graxos 
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solubilidade do octacosanol em relação ao tolueno, 1-hexanol e 1-pentanol, 

observando um maior valor de solubilidade para o primeiro componente. Os autores 

ainda destacaram que a solubilidade do octacosanol é maximizada pela utilização de 

altas temperaturas, uso de tolueno e de álcoois de maior tamanho de cadeira. 

A partir da realização de testes de solubilidade, Ramos-Zambrano et al. (2019), 

escolheram utilizar o tolueno na dissolução da cera de cochonilha, já que este é um 

solvente classificado como amarelo (de uso problemático), comparado ao clorofórmio, 

comumente utilizado para dissolver o policosanol (Irmak et al., 2006; Lukic et al., 2015; 

Ramos-Zambrano et al., 2019) e, que é classificado como um solvente vermelho (de 

uso arriscado) (Byrne et al., 2016). Alguns autores realizaram a dissolução de 

amostras de policosanol em isooctano (Srisaipet e Aoopkham, 2015), tolueno (Asikin 

et al., 2012), além da dissolução de octacosanol (2 mg) em clorofórmio (1mL) e 

metanol (3 mL) (Nandini et al., 2012) e de octacosanol em clorofórmio (1 mg.mL-1) 

(Cravotto et al., 2010). 

Embora o clorofórmio seja um solvente de alta toxicidade, o mesmo ainda é 

muito empregado uma vez que se apresenta como um solvente apolar e capaz de 

solubilizar o policosanol a uma concentração máxima de 1,25 mg.mL-1 (25 °C) e 2,5 

mg.mL-1 (40 °C), ilustrando a extensão da sua natureza hidrofóbica (Uribarri et al., 

2002; Marinangeli et al., 2010). 

 

2.3.4 Obtenção e análise do policosanol 

Devido a sua vasta aplicabilidade, diversos estudos foram realizados acerca da 

obtenção, composição e caracterização do policosanol. 

A extração de lipídios por solventes orgânicos, como o hexano, seguida das 

etapas de purificação, clivagem de ésteres e extração sólido-líquido é a forma mais 

empregada para a obtenção desta mistura de álcoois graxos (Ou et al., 2012; Feng et 

al., 2015). Neste contexto, Jung et al. (2011) realizaram a saponificação e 

subsequente extração do policosanol com hexano a partir de diferentes óleos 

vegetais. Quando analisados os óleos obtidos a partir da semente de perilla, semente 

de uva e farelo do arroz, foram obtidos rendimentos de 42,3, 24,5 e 17,1 mg de 

policosanol.100g-1 de óleo e, teor de octacosanol de 55,9, 22,0 e 19,8%, 

respectivamente. 

Srisaipet e Aoopkham (2015) avaliaram a extração e purificação de uma cera 

de abelha de origem tailandesa para obtenção de policosanol. A cera foi saponificada 
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com NaOH e, posteriormente purificada utilizando misturas de tolueno:água:etanol e 

isooctano:água:etanol, resultando em um policosanol composto por 40,67% de 

tetracosanol, 16,14% de hexacosanol 13,14% de triacontanol, 10,54% de docosanol, 

9,15% de octacosanol, além de outros álcoois graxos em menores proporções. 

Como a cana-de-açúcar é uma das fontes naturais mais ricas em policosanol, 

muitos esforços ainda estão sendo realizados para se obter esta mistura de álcoois 

graxos. Seguindo esta premissa, Feng et al. (2015) saponificaram a cera bruta da 

cana-de-açúcar com KOH, sendo a matéria insaponificável extraída com éter etílico. 

Ao final do processo, o policosanol obtido apresentou rendimento de 6,76% em 

relação à cera bruta, sendo composto por 45,17% de octacosanol. 

De acordo com Laguna Granja et al. (1997 e 1999), é possível se obter 

policosanol a partir das etapas de saponificação da cera bruta ou purificada, com 

solução de hidróxido de cálcio, potássio ou sódio, seguida pela separação dos álcoois 

graxos por extração sólido-líquido utilizando hexano e, purificação por cristalização 

utilizando o mesmo solvente da extração. O procedimento adotado pelos referidos 

autores constituiu das etapas de saponificação e extração por solvente. O produto 

obtido apresentou rendimento de policosanol de 13,0 a 27,5%, com teor de álcoois 

variando de 92,7 a 94,3%. O octacosanol foi o componente majoritário dentre os 

álcoois graxos, com teor variando de 60 a 70%. 

Rozário (2006) adaptou a metodologia proposta por Laguna Granja et al. (1997 

e 1999), para conduzir os experimentos de forma mais prática e eficiente. A cera foi 

purificada pelo método de álcool a quente, seguida de saponificação com NaOH e 

etanol. A mistura de álcoois graxos foi separada utilizando etanol e solução salina e, 

o material foi purificado com acetona a fim de se obter um produto final com maior teor 

(92,3%) em álcoois graxos, sendo composto por 67,4% de octacosanol. 

Wada (2008) seguiu a mesma metodologia adotada por Rozário (2006), 

diferindo apenas na matéria-prima utilizada. O autor obteve um produto final com 

rendimento de 17,4%, teor em álcoois graxos de 90,0 a 96,0%, dos quais 65,2% 

correspondiam à fração de octacosanol.  

Conforme destacado, a obtenção de policosanol pode ser realizada a partir das 

etapas de purificação e reação química de extratos lipídicos, principalmente dos 

obtidos a partir da extração por solvente, uma vez que é de baixo custo e de fácil 

operação. Mas o policosanol também pode ser obtido a partir da aplicação de outras 
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técnicas, conforme relatado por muitos autores (Jung et al., 2012; Ou et al., 2012; 

Ishaka et al., 2014; Attard et al., 2015 e 2016; Shen et al., 2019). 

Extração supercrítica com dióxido de carbono é uma técnica moderna para 

isolar componentes bioativos, à medida em que é capaz de promover a obtenção do 

extrato de maneira rápida e sem a presença de solventes tóxicos (Shen et al., 2019). 

Dada as suas características, a extração supercrítica foi empregada para o isolamento 

do policosanol a partir de diferentes matérias-primas, como torta o filtro rotativo 

(1920,0 - 1297,0 mg.100g-1), bagaço (46,7 - 91,4 mg.100g-1), casca (220,8 mg.100g-

1) e folhas (61,4 mg.100g-1) (Lucas et al., 2007; Ou et al., 2012; Attard et al., 2015) da 

cana-de-açúcar; palha do trigo (157,0 mg.100g-1) (Sin et al., 2014); cera do chá da 

Índia (Miscanthus sinensis) (54,9 mg.100g-1) e miscanto (Miscanthus giganteus) (79,3 

mg.100g-1) (Attard et al., 2016); cera do óleo de sementes de perilla (65,5 mg.100g-1) 

(Jung et al., 2012), dentre outros. 

De acordo com Attard et al. (2015), a partir da extração com fluido supercrítico 

podem ser extraídas quantidades maiores de ácidos graxos quando comparada com 

a extração com hexano, entretanto são obtidos maiores teores de policosanol a partir 

da extração com hexano. Ou et al. (2012) comparou o método de extração supercrítica 

com o refluxo com etanol a quente para isolar o octacosanol encontrada na cana-de-

açúcar, observando rendimentos de 22,5 e 29,6 mg.100g-1, respectivamente; 

demonstrando que a extração com etanol associada à saponificação foi capaz de 

propiciar rendimentos mais elevados de octacosanol.  

O policosanol também pode ser obtido a partir da extração assistida por 

ultrassom que se baseia na aplicação de ondas (18 a 50 kHz) capazes de formar 

bolhas no solvente e, assim, produzir jatos de solvente de alta velocidade dentro da 

matéria-prima para penetrar nas paredes das células (Luque-Garcia e Luque de 

Castro, 2003; Roselló-Soto et al. 2015). A utilização desta técnica para o isolamento 

do octacosanol a partir de diferentes matérias-primas é relatada, tendo-se destaque o 

gérmen de trigo (6,3 mg.100g-1), casca da cana-de-açúcar (27,0 mg.100g-1), cera de 

abelha (1200 mg.100g-1) (Irmak et al., 2006), folha da azeitona (46,5 mg.100g-1), cera 

(10820,0 mg.100g-1) e óleo (9810 mg.100g-1) do farelo de arroz (Ishaka et al., 2014). 

Há relatos também da obtenção de frações concentradas de octacosanol 

encontrado em ceras a partir do emprego da destilação molecular, que é uma técnica 

que se baseia na separação de compostos a partir do uso de alto vácuo (10-3 - 10-4 

mmHg) e temperaturas mais brandas quando comparado aos processos 
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convencionais de destilação e evaporação (Batistella e Wolf-Maciel, 1996; Martins, 

2006). Chen et al. (2005 e 2007), analisaram a cera do farelo de arroz, obtendo 

rendimento e teor de octacosanol de 51,1 - 53,9% e de 25,9 - 27,6%, respectivamente. 

Matkin et al. (2006) patentearam um processo de obtenção de álcoois e ácidos graxos 

oriundo de ceras de origem vegetal e animal, com rendimento da mistura de álcoois 

(C24 a C34) e ácidos graxos (C22 a C38) na faixa entre 17,0 e 46,3%, e com pureza de 

96 a 98%, respectivamente. Lopes (2010) adaptou a metodologia patenteada por Rohr 

e Trujillo-Quijano (2000) para obter álcoois e ácidos graxos contido na cera da cana-

de-açúcar, sendo observados rendimentos de concentrados de álcoois, ácidos graxos 

e resíduo com valores de 27,7, 23,4 e 48,9%, respectivamente. 

A cromatografia líquida de alta eficiência (em inglês: High performance liquid 

chromatography, HPLC) pode ser empregada para a análise do policosanol (Hwang 

et al., 2002c; Asikin et al., 2012), entretanto a utilização desta técnica para análise de 

ceras precisa ser melhor explorada, uma vez que apresenta algumas limitações 

principalmente associadas aos seus detectores. Os detectores mais utilizados para 

análise de HPLC são detectores de UV, entretanto os mesmos se apresentam 

inadequados para a análise de ceras, uma vez que estas não possuem cromóforos 

úteis que possam ser detectados (Hamilton, 1995; Hwang et al., 2002b). As ceras 

também não apresentam boa solubilidade em solventes e se solidificam facilmente à 

temperatura ambiente, podendo provocar um acúmulo de material na coluna de HPLC 

(Hwang et al., 2002c). 

O uso de HPLC acoplado a um detector de dispersão de luz evaporativo (ELSD) 

com o aquecimento das colunas e linhas, é uma alternativa para a análise de ceras. 

Neste sentido Asikin et al. (2012) analisaram as diferenças de composição do talo e 

casca em oito culturas de cana-de-açúcar, observando que a cera era constituída de 

55 - 60% de éster, aldeído e esterol, 32 - 40% de álcool graxo e pequenas quantidades 

de trioleína, ácidos e esteróis vegetais. Há relato também da utilização de HPLC para 

análise de cera do grão de sorgo, carnaúba, semente de perilla (Hwang et al., 2002c; 

Adhikari et al., 2006), dentre outros. 

Rezanka e Sigler (2006) descreveram um método de enriquecimento de ácidos 

graxos de cadeia longa da cera da cana-de-açúcar e sua identificação como ésteres 

de picolinil, por HPLC acoplado a espectrômetro de massas com ionização química a 

pressão atmosférica (APCI) e, análise por HPLC-MS, sendo observada a presença de 

ácidos graxos de C24-C34 (98,72% do total de ácidos graxos) e C35-C50 (1,28%). 
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Além das técnicas citadas anteriormente, também há relatos da obtenção e/ou 

análise de policosanol a partir da extração por solvente pressurizado, cromatografia 

de camada delgada de alta performance (HPTLC), cromatografia de camada delgada 

(CCD ou TLC), hidrólise à quente por refluxo, dentre outros (Shen et al., 2019). A 

cromatografia a gás (CG) associada à espectrometria de massas (EM) é o método 

mais frequentemente utilizado para identificação e quantificação de álcoois graxos em 

diversas classes de lipídios, sendo necessária na maior parte dos métodos existentes, 

a derivatização prévia das amostras para possibilitar a detectabilidade no CG e 

melhora na resposta do detector, separação e simetria do pico. 

A derivatização é uma reação química que modifica principalmente um 

determinado grupo funcional de um analito a fim de permitir separações 

cromatográficas (Orata, 2012). A derivatização é capaz de propiciar com que materiais 

com alta massa molar e grupos funcionais fortemente polares, como é o caso dos 

álcoois graxos, apresentem volatilidade suficiente para serem eluídos a temperaturas 

razoáveis, sem provocar a sua degradação térmica (Blau e Halket, 1993). 

Para a análise por CG, os compostos contendo grupos funcionais com 

hidrogênios ativos, como -SH, -OH, -NH e -COOH causam grande preocupação à 

medida que apresentam a tendência de formar ligações de hidrogênio 

intermoleculares, afetando a volatilidade inerente ao componente, sua estabilidade 

térmica e tendência de interação com os materiais de empacotamento da coluna 

(Halket e Zaikin, 2003). 

As reações de derivatização mais comumente utilizadas em análises por CG 

são as de alquilação, acilação e sililação. A acilação é um tipo de reação em que um 

grupo acila é introduzido em um composto orgânico, podendo ser empregada para a 

conversão de compostos contendo hidrogênios ativos (ex. -OH, -SH e -NH) em 

ésteres, tioésteres e amidas, respectivamente (Orata, 2012). A alquilação consiste na 

substituição do hidrogênio ativo (ex. -COOH, -OH, -SH, -NH, -NH2) por um grupo 

alquil, alifático ou alifático-aromático e, é muito empregada para a conversão de ácidos 

orgânicos em ésteres metílicos, que produzem cromatogramas melhores que os 

ácidos livres (Zenkevich, 2009). 

Seguindo esta premissa Vieira (2003) e Rozário (2006) analisaram a 

composição de álcoois e ácidos graxos de ceras de cana-de-açúcar a partir da 

derivatização com reagente de Grignard, que reage com os grupamentos éster da 

cera, convertendo os ácidos graxos em álcoois terciários, enquanto os álcoois graxos 
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permaneceram como álcoois primários. Gandra (2006), Paixão (2008), Wada (2008) 

Lopes (2010), analisaram a composição dos álcoois e ácidos graxos da cera da cana-

de-açúcar a partir da conversão dos ácidos graxos em ésteres metílicos de ácidos 

graxos, conforme metodologia de metilação proposta por Hartman e Lago (1973). 

A sililação é o método de derivatização adequado para a análise de álcoois 

graxos por CG, uma vez que é simples, rápida e muito versátil. Este tipo de 

derivatização é caracterizado por ocorrer em uma única etapa, possibilitando altos 

rendimentos mesmo em condições brandas (Blau e Halket, 1993; Halket e Zaikin, 

2003). Na reação de sililação ocorre a substituição dos hidrogênios ativos (em grupos 

-OH, -COOH, -NH, -NH2 e -SH) por um grupo trimetilsilil [-Si(CH3)3], que promove uma 

redução de polaridade do composto e de suas ligações de hidrogênio (Orata, 2012). 

Esta reação se dá por meio da substituição nucleofílica de 2° ordem, onde o par de 

elétron do heteroátomo mais eletronegativo ataca o átomo de silício pela região de 

menor impedimento estérico. Derivados sililados são mais voláteis e estáveis, gerando 

sinais cromatográficos estreitos e simétricos. A reação geral para a formação do 

derivado sililado é apresentada na Figura 2.10. 

 

 

Fonte: Blau e Halket (1993) 

 
Os reagentes silílicos reagem com álcoois e ácidos para formar éteres 

trimetilsilílicos e ésteres trimetilsilílicos, respectivamente, que são derivados voláteis 

e, em sua maioria, facilmente separados (Orata, 2012). Dentre os reagentes de 

sililação existentes, a N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA) é a mais 

volátil das trimetilsililacetamidas, sendo amplamente utilizada para análise de 

policosanol oriundo da cana-de-açúcar e de outros vegetais (Adhikari et al., 2006; 

Irmak et al., 2006; Lucas et al., 2007; Wang et al., 2007; Asikin et al., 2008 e 2012; 

Attard et al., 2015; Weerawatanakorn et al., 2016 e 2017).  

 

Figura 2.10 - Representação genérica da reação de sililação 
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2.4 MÉTODOS ALTERNATIVOS PARA A PURIFICAÇÃO DO POLICOSANOL  

O policosanol é comumente obtido a partir de fontes naturais, seguindo as 

etapas extração por solvente, purificação e reação química. Dentre as técnicas 

usualmente utilizadas para a purificação de produtos naturais, algumas técnicas já 

consolidadas industrialmente como a cromatografia contracorrente e cromatografia 

por coluna (Curling, 2007; Zobel et al., 2014), surgem como potenciais alternativas. 

 

2.4.1 Reações de clivagem do éster 

As ceras naturais consistem majoritariamente de ésteres (Figura 2.11), 

formados a partir da reação de esterificação (Figura 2.12) que ocorre entre álcoois e 

ácidos graxos de cadeia longa (Marinangeli et al., 2010). Logo, faz-se necessário o 

emprego de métodos que favoreçam a especificidade da reação para obter um 

produto mais enriquecido em policosanol (Ipatzi, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O procedimento mais utilizado para a obtenção de policosanol em ceras é 

através da reação reversa à esterificação, que é a hidrólise química dos ésteres de 

cera em condições alcalinas, seguida de extração sólido-líquido com solventes 

orgânicos para o isolamento do constituinte álcool graxo (Irmak et al., 2006; Wang et 

al, 2007). A hidrólise (Figura 2.13a) refere-se a reação química que envolve a quebra 

da ligação química de uma molécula com a adição de uma molécula de água. 

Figura 2.12 - Reação de esterificação 

Figura 2.11 - Éster de cera 

Clivagem 
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Dependendo do meio em que o éster reage, a reação de hidrólise tem diferentes 

denominações, conforme apresentado na Figura 2.13. 

A hidrólise alcalina dos ésteres é chamada de reação de saponificação (Figura 

2.13b), e consiste na reação entre um éster (proveniente de um ácido e álcool graxo) 

em meio aquoso com uma base forte que agiliza a clivagem da ligação éster, liberando 

o ácido graxo como um sal orgânico (sabão) e um álcool (Sengupta et al., 2018). Logo, 

a partir da saponificação de uma cera é possível se obter frações solúveis em água 

(sais de ácidos graxos) e compostos orgânicos de cadeia longa (C20- C34), como o 

policosanol (fração insaponificada) (Shen et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.1.1 Transesterificação  

A reação química entre um éster e um álcool, formando diferentes ésteres e 

álcoois é chamada de transesterificação ou alcoólise, pois envolve a clivagem de um 

álcool (Figura 2.13c). 

Geralmente, a transesterificação é realizada com álcoois de cadeia curta, 

ésteres de cadeia longa ou de alto massa molecular, além de catalisadores de 

diferentes classes. Metanol, etanol, propanol e butanol são os álcoois mais 

frequentemente utilizados nestes processos, sendo que o etanol é recomendado para 

processos ambientalmente amigáveis por ser derivado de produtos agrícolas e, 

alternativamente, o metanol é utilizado principalmente devido ao seu baixo custo, alta 

polaridade e reduzido tamanho de cadeia (Isahak et al., 2015). É recomendável a 

(a) 

 

 

(b) 

 

 

 

(c) 

Figura 2.13 - Reações de hidrólise 
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utilização do álcool em excesso para aumentar o rendimento dos ésteres (Phukan, 

2016). 

Os catalisadores usados na transesterificação são classificados em três 

categorias: ácidos, alcalinos e enzimáticos (Miao et al., 2009). Os catalisadores 

alcalinos mais comumente utilizados são o hidróxido de sódio e de potássio, devido à 

sua ampla disponibilidade e baixo custo, enquanto os catalisadores ácidos podem ser 

o sulfúrico, clorídrico ou sulfônico orgânico (Islam e Khan, 2019). 

 

2.4.1.1.1 Catálise alcalina 

A reação de transesterificação catalisada por álcali é conhecida como o método 

convencional de transesterificação. A técnica popular para a clivagem do éster de cera 

em álcoois e ácidos graxos livres é o refluxo e, nestas reações são utilizadas bases 

fortes (NaOH ou KOH) como catalisadores, normalmente preparados a partir da 

utilização de solventes orgânicos como hexano, tolueno, benzeno, acetato de etila, 

etanol, metanol e acetona (Marchetti et al., 2007; Srisaipet et al., 2016). Entretanto, a 

utilização da solução de NaOH em etanol apresenta a vantagem de proteger a 

possível formação de emulsões da reação (Srisaipet et al., 2017). 

Diversos autores realizaram estudos acerca do processamento de ceras a partir 

da transesterificação por via alcalina. Neste sentido, Deepam e Arumughan (2012) 

avaliaram o teor de policosanol contido no óleo refinado e bruto do farelo de arroz 

após ser submetido à etapa de saponificação, observando valores de 25,8 e 11,5 

mg.g-1, correspondendo a 43,4 e 28,5% dos constituintes do óleo, respectivamente.  

Wang et al. (2007) utilizaram cromatografia a gás para avaliar os componentes 

do policosanol extraído da cera do farelo de arroz, observando que a saponificação “à 

seco”, utilizando hidróxido de cálcio (Ca(OH)2) e posterior refluxo com etanol a 95%, 

produziu a maior quantidade de octacosanol (10,5%) dentre os quatro diferentes 

métodos de saponificação utilizados. Foi observado rendimento de policosanol de 

20,2% para a saponificação com álcool (etanol), 28,0% e 21,0% para saponificação 

em água (neutralizada e não neutralizada, respectivamente), 18,0% para 

saponificação “a seco”, e 21,0% para a transesterificação utilizando butanol. 

Harrabi et al. (2009) analisaram a composição do policosanol encontrado no 

óleo de milho a partir da saponificação do extrato oleoso, juntamente com KOH 

etanólico (12%, m/v) e aquecimento. Após resfriamento, foi adicionado água e a 

matéria insaponificável foi extraída quatro vezes com éter de petróleo e, o extrato 
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etéreo combinado foi lavado com EtOH:H2O (1:1, v/v). O teor total de policosanol nas 

amostras variou de 15,2 a 20,5 mg.kg-1 de grãos de milho. 

Srisaipet et al. (2016) purificaram a cera de abelha a partir da dissolução da 

amostra em hexano, seguida de refluxo e lavagem com isopropanol para a remoção 

de triglicerídeos e ácidos graxos livres, o que foi confirmado com a análise por CCD. 

A cera purificada foi hidrolisada com 0,5 M KOH em 80% de etanol em um instrumento 

ativado por micro-ondas, obtendo um rendimento de policosanol de 14,6%, que 

apresentou porcentagem relativa de octacosanol de 20,0%. 

Srisaipet et al. (2017) realizaram a transesterificação da cera com 1,0 M NaOH 

em etanol e, posterior purificação com acetona, heptano e água quente. Foi observado 

que o solvente utilizado na 1° etapa de purificação, a acetona, possuía uma alta 

constante dielétrica, e não seria adequada para purificar o policosanol. A utilização de 

um solvente de baixa constante dielétrica (heptano) na segunda etapa da purificação 

foi capaz de extrair o policosanol de modo eficiente, eliminando assim o sal de sódio 

residual do ácido graxo, o que pôde ser confirmado por CCD. A pureza do policosanol 

foi confirmada por HPLC, observando rendimento variando de 13,2 a 13,9%. 

Ramos-Zambrano et al. (2019) realizaram a hidrólise alcalina por três vias para 

investigar sua eficácia na extração de policosanol a partir de resíduos cerosos de 

cochonilha. Foi realizada a saponificação com extração por clorofórmio (com NaOH 

20%, m/v) (método A), transesterificação (KOH e etanol) e extração com acetato de 

etila (método B) e saponificação com extração por hexano (com NaOH 12%, m/v) 

(método C). Os maiores rendimentos de policosanol foram observados a partir da 

utilização do método A (47%), porém a maior pureza de policosanol foi observada no 

extrato obtido pelo método C (69%). 

A transesterificação catalisada por álcalis são as mais comuns, uma vez que 

as condições de reação são moderadas e o processo é mais rápido do que a 

catalisada por ácido (Marchetti et al., 2007; Miao et al., 2009), podendo ser cerca de 

4.000 vezes mais rápida do que a mesma (Lotero et al., 2005; Islam e Khan, 2019). 

Entretanto, a transesterificação química depende muito da pureza do material 

reagente, especialmente do teor de ácidos graxos livres (AGL) (Sebastian et al., 2016). 

Recomenda-se a realização da reação de transesterificação utilizando catalisadores 

alcalinos, com materiais contendo teores de AGL inferiores a 0,5% (m/m) (Lotero et 

al., 2005; Ehimen et al., 2010). Quanto maior a acidez de um material, menor a 

eficiência de conversão (Islam e Khan, 2019). 
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A transesterificação alcalina de materiais com teores de AGL superiores a 0,5% 

resulta na reação parcial de saponificação, o que leva à formação de sabão e à 

dificuldades na separação e purificação do material de interesse, fazendo com que os 

custos do processo sejam elevados (Miao et al., 2009; Ehimen et al., 2010). 

Também é desejável nestes tipos de reação que o teor de água no álcool e 

catalisador seja inferior a 0,3% (m/m). Como estas reações são muito sensíveis a 

pequenas quantidades de água ou umidade, a sua presença pode promover a 

hidrólise dos ésteres e, consequentemente, o efeito adverso da formação de sabão 

(Kusdiana e Saka, 2004; Sebastian et al., 2016). 

A conversão de ácidos graxos livres em ésteres, por via alcalina, pode ser feita 

a partir de dois estágios. Inicialmente é realizada a pré-esterificação dos ácidos graxos 

livres por catálise ácida, de modo a convertê-los em ésteres metílicos de ácidos graxos 

e, na sequência realizada a transesterificação do éster por via alcalina (Islam e Khan, 

2019). Entretanto, a utilização deste processo integrado de pré-esterificação e 

transesterificação fazem com que o processo seja mais dificultoso e com maiores 

custos de produção associados. A transesterificação catalisada por ácido apresenta a 

vantagem de não ter o seu desempenho fortemente afetado pela presença de ácidos 

graxos livres, uma vez que promove a catalisação simultânea da reação de 

esterificação e transesterificação (Lotero et al., 2005). 

 

2.4.1.1.2 Catálise ácida 

As exigentes especificações de matéria-prima para reações catalisadas por 

álcalis levaram os pesquisadores a buscar alternativas catalíticas e de processamento 

que pudessem aliviar essa dificuldade e reduzir os custos de produção (Sebastian et 

al., 2016). Metodologias baseadas em reações catalisadas por ácidos têm o potencial 

de conseguir isso, uma vez que os catalisadores ácidos não mostram suscetibilidade 

mensurável aos AGLs e são capazes de conduzir simultaneamente as reações de 

esterificação e transesterificação (Harrington e D’Arcy-Evans, 1985; Goff et al., 2004). 

Nestas reações a taxa de transesterificação é bem mais lenta do que a de 

esterificação, o que leva alguns pesquisadores a optarem por um processo de duas 

etapas para as matérias-primas com altos teores de AGL (esterificação de AGL com 

catalisador ácido seguido por transesterificação alcalina), uma vez que os tempos 

totais ainda podem ser mais curtos do que a catálise ácida em uma única etapa 

(Kaewkool et al., 2009).  
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A catálise ácida de matrizes lipídicas geralmente é realizada utilizando ácidos 

inorgânicos como os ácidos sulfúrico e clorídrico, devido à insensibilidade destes 

ácidos ao conteúdo de AGL (Ehimen et al., 2010). Estes catalisadores fornecem um 

alto rendimento em ésteres, porém estas reações requerem condições mais drásticas 

de temperatura e pressão, à medida em que são mais lentas do que as catalisadas 

por álcali (Lotero et al., 2005; Marchetti et al., 2007; Li e Rudolph, 2008). 

Estas reações consistem na solubilização dos lipídios, seguida pela liberação 

dos ácidos graxos, de modo a transferir um grupo metil do álcool (metanol ou etanol) 

para as cadeias acil dos lipídios (Kaewkool et al., 2009). Reações catalisadas por 

ácidos (ácido sulfúrico) já foram realizadas em diferentes matérias-primas, como óleo 

de semente de algodão, amendoim, soja, girassol (Freedman et al., 1984; Harrington 

e D’Arcy-Evans, 1985; Goff et al., 2004; Marchetti e Errazu, 2008; Miao et al., 2009), 

seringueira (Sebastian et al., 2016), microalga Chlorella (Ehimen et al., 2010; Jesus et 

al., 2019), dentre outros.  

Embora não tenha sido avaliado o teor de álcoois graxos, Oliveira (2011) 

estudou a viabilidade em transformar o óleo de cera de cana-de-açúcar em ésteres 

etílicos (biodiesel) através de uma catálise ácida. As reações de esterificação e 

transesterificação foram realizadas utilizando ácido sulfúrico concentrado, sendo 

possível observar que a banda de FTIR característica de ácidos graxos era inexistente 

após reação. 

Ainda não há relatos do emprego da transesterificação ácida aplicada à cera 

da cana-de-açúcar para a obtenção de policosanol. Entretanto, após Ipatzi (2016) 

realizar a transesterificação alcalina da cera de abelha e de cochonilha para obter o 

policosanol, o autor observou que a metodologia empregada não foi muito indicada. 

O autor acredita que a reação não tenha ocorrido de forma completa já que era 

possível observar, a partir de espectros de FTIR, a banda característica de ácidos 

graxos após a reação, sugerindo que a catálise por via ácida poderia ser uma 

alternativa mais eficiente para a conversão completa da reação. 

 

2.4.2 Cromatografia contracorrente 

A cromatografia contracorrente (CCC) ou cromatografia contracorrente de alta 

velocidade (HSCCC) surge como uma alternativa rápida, limpa e de baixo custo nos 

processos de extração e purificação de uma diversidade de componentes químicos 

(Queiroga et al., 2014; Luca et al., 2019). 
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O sistema HSCCC é uma técnica de partição líquido-líquido, como aquela que 

ocorre em um funil de separação, em que um composto é distribuído entre as duas 

fases líquidas imiscíveis (Winterhalter, 2007). O transporte ocorre de forma 

contracorrente, por meio de um equilíbrio hidrodinâmico entre as fases, onde duas 

fases imiscíveis passam umas pelas outras por tubos de PTFE (politetrafluoroetileno) 

ou aço inox enrolados em uma bobina e, saem em extremidades opostas da coluna 

(Ito et al., 2006a). Um líquido atua como fase estacionária, ficando retido na coluna 

devido às forças centrífugas atuantes, enquanto a fase móvel circula através da 

mesma e os componentes são separados de acordo com suas respectivas 

solubilidades nas duas fases (Ito, 2005).  

As principais vantagens de utilização do sistema HSCCC, frente às outras 

técnicas cromatográficas, estão relacionadas com a ausência de um suporte sólido 

para a fase estacionária, permitindo a recuperação da amostra injetada e evitando a 

adsorção irreversível de analitos, o que pode levar a um esgotamento do suporte e 

perda de amostra (Ito, 2005; Yu, et al., 2017; Khan e Liu et al., 2018). 

Sua utilização ainda é capaz de proporcionar uma rápida separação, boa 

reprodutibilidade, redução do volume de solvente, facilidade de escalonamento, 

capacidade de utilização de grandes quantidades de amostra, disponibilidade de 

utilização de diferentes sistemas de solventes e modos de eluição, um custo 

operacional reduzido, já que permite a injeção direta do extrato bruto sem necessidade 

de pré-tratamento, além também do menor consumo de solvente por carga de amostra 

processada, quando comparado com a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

(Ito, 2005; Friesen et al., 2015; Yu, et al., 2017; Khan e Liu et al., 2018). 

Para fornecer a seletividade adequada para a separação, a etapa de seleção 

do sistema de solventes é crucial (Ito e Conway, 1996, Liu et al., 2015). Neste tipo de 

cromatografia deve-se escolher os solventes que comporão a fase estacionária e a 

móvel em uma mesma etapa, em que é avaliada a natureza e a proporção de cada 

solvente, já que as fases são dependentes entre si e a composição de cada uma está 

relacionada ao equilíbrio formado entre ambas em um sistema de diferentes solventes 

(Friesen e Pauli 2005). 

A estratégia de seleção do sistema de solvente bifásico para aplicação em 

HSCCC é realizada a partir da escolha de famílias de solventes, que são compostas 

dos mesmos solventes misturados em proporções variáveis. As famílias mais comuns 

são formadas por hexano/acetato de etila/metanol/água (HEMWat), 
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clorofórmio/metanol/água (ChMWat) e heptano/acetato de etila/metanol/água (família 

“Arizona”) (Friesen e Pauli, 2007). De um modo geral, quando não se conhece o 

comportamento dos constituintes da amostra, inicia-se os testes a partir de uma 

mistura de solventes de composição intermediária. No caso da família HEMWat, por 

exemplo, é indicado iniciar os testes com o sistema formado por hexano:acetato de 

etila:metanol:água (1:1:1:1) (Garrard, 2005). Vale salientar que a qualidade e 

temperatura do solvente podem influenciar significativamente a formação do sistema. 

A seleção de um sistema de solventes adequado pode ser realizada a partir da 

determinação dos valores de coeficiente de partição (KD) em experimentos de partição 

ou dos coeficientes de retenção (Rf) obtidos a partir da realização de cromatografia 

em camada delgada (CCD) (Friesen et al., 2015). É desejável que os valores de KD 

estejam entre 0,5 e 1,0 para que haja uma boa separação (Ito, 2005). O coeficiente 

de partição é calculado como a razão entre a concentração do soluto na fase 

estacionária por aquela na fase móvel. Um valor de KD baixo (0,5 ≤ KD ≤ 0,0) indica 

uma maior afinidade do soluto pela fase móvel, o que resulta em uma perda de 

resolução de pico, enquanto um valor mais alto está associado à maior interação com 

a fase estacionária, levando a tempos de corrida mais longos, e consequente 

alargamento excessivo da banda (Friesen e Pauli, 2005; Khan e Liu et al., 2018).  

Devido a uma série de características favoráveis, o sistema HSCCC tornou-se 

uma técnica amplamente usada em processos de extração e purificação de um grande 

variedade de produtos naturais (Ito, 2005), incluindo vitaminas (Kurumaya et al., 

1988), proteínas (Mekaoui et al., 2012), DNA (Kendall et al., 2001), antibióticos 

(McAlpine et al., 2012), produtos naturais (Friesen et al., 2015), produtos 

farmacêuticos (Hochlowski et al., 2009; Sumner, 2011), íons metálicos (Araki et al., 

1998; Jin et al., 2000), elementos raros (Shimizu et al., 2013), pesticidas (Ito et al., 

2008), enantiômeros (Berthod, 2010; Huang e Di, 2015), peptídeos (Knight et al., 

2011), hidrocarbonetos poliaromáticos (Cao et al., 2012), enzimas ativas (Baldermann 

et al., 2011), alcaloides (Cruz et al., 2016), flavonoides (Tang et al., 2015), terpenos e 

terpenóides (Queiroga et al., 2014; Yu, et al., 2017), fenóis (Shu et al., 2014), dentre 

outros. 

Como a técnica de HSCCC é ideal para amostras contento baixas quantidades 

de material de partida, já que pouco ou nenhum material se perde após a separação 

(Deamicis et al., 2011), a utilização desta técnica para o isolamento de policosanol a 
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partir da cera da cana-de-açúcar aparece como uma alternativa promissora, embora 

ainda não exista relatos na literatura da aplicação da técnica de HSCCC para este fim. 

 

2.4.2.1 Uso de cromatografia em camada delgada para a determinação do perfil 

cromatográfico de ceras 

A escolha de um sistema solvente adequado para cromatografia contracorrente 

é um passo crítico na purificação de produtos naturais. De acordo com Friesen e Pauli 

(2005), a análise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (Thin Layer 

Chromatography - TLC) pode ser útil para predizer de forma rápida e prática, um 

sistema de eluentes capaz de propiciar uma boa separação na técnica de HSCCC.  

Alguns autores realizaram estudos utilizando CCD para avaliar a presença de 

álcoois graxos a partir de diferentes fontes. Neste contexto, Hwang et al. (2002a) 

analisaram a composição da cera do grão de sorgo utilizando vários eluentes, sendo 

estes, hexano:éter etílico (92:8, 94:6 e 98:2, v/v), hexano:éter etílico:ácido acético 

(85:15:2 e 88:12:2, v/v/v), hexano:éter etílico:acetaldeído (95:5:2, v/v/v) e 

clorofórmio:acetona (98:2, v/v). As bandas reveladas foram visualizadas mergulhando 

a placa numa solução de 10 g de sulfato cúprico dissolvido em 100 mL de ácido 

fosfórico a 8% e aquecendo-o num forno a cerca de 150 °C, sendo possível observar 

a presença de bandas características de álcoois, ácidos, aldeídos, além de outros 

componentes em menores concentrações. 

Hwang et al. (2005) e Adhikari et al. (2006) seguiram a mesma metodologia 

adotada por Hwang et al. (2002a) para a análise da cera extraída de cereais coreanos 

e sementes de perilla, respectivamente, utilizando a mistura de eluentes composta por 

hexano:éter etílico:ácido acético (85:15:2, v/v/v). Hwang et al. (2005) dissolveram a 

cera em hexano para análise por CCD (≈100 µg/10 µL) e, identificaram a presença de 

aldeídos, policosanol, hidrocarbonetos e ésteres. Jung et al. (2011) e Choi et al. (2016) 

também aplicaram a metodologia adotada por Hwang et al. (2002a), porém utilizando 

a mistura de hexano:éter etílico (90:10, v/v) para a análise do policosanol presente na 

sementes de cereais e nas folhas do chá-verde, respectivamente. 

Asikin et al. (2012) realizou algumas modificações na metodologia adotada por 

Hwang et al. (2002a) para análise dos constituintes encontrados na cera da cana-de-

açúcar. As amostras e padrões foram eluídos utilizando duas misturas de eluentes. 

Inicialmente foi utilizada hexano:éter etílico:ácido acético (95:5:1, v/v/v), até que as 

amostras eluíssem por aproximadamente 10 cm e, na sequência a placa foi 
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novamente desenvolvida em hexano:éter etílico:ácido acético (80:20:1, v/v/v). Os 

componentes principais observados foram esteróis, álcoois, ácidos, trioleína, além de 

ésteres metílicos, aldeídos, e éster de esterol em menores concentrações. 

Harrabi et al. (2009) e Cherif et al. (2010) analisaram as frações 

insaponificáveis contendo policosanol do óleo extraído a partir de grãos de milho e 

amendoim, respectivamente, utilizando hexano:éter etílico (65:35, v/v). Para a 

identificação das bandas dos álcoois alifáticos foi utilizado 1-eicosanol como amostra 

de referência e, as placas foram pulverizadas com diclorofluoresceína para 

visualização sob luz UV.  

Deepam e Arumughan (2012) analisaram o material insaponificável contido no 

óleo do farelo de arroz. Foi utilizado como eluente hexano:éter etílico:ácido acético 

(8:2:0,1, v/v/v), sendo observado que o policosanol e aldeídos foram eluídos como 

uma única banda (Rf de 0,56). O policosanol e aldeídos foram separados a partir da 

utilização de tolueno:clorofórmio (7:3, v/v), apresentando bandas com Rf de 0,52 e 

0,68, respectivamente.  

Para a análise da composição da cera de abelha por CCD, Srisaipet et al. (2016 

e 2017) utilizaram como padrões, o óleo do farelo de arroz (indicativo de triglicerídeos), 

ácido esteárico padrão (ácido graxo livre) e éster metílico de ácido esteárico (éster 

metílico de ácido graxo). Foi utilizado hexano:acetato de etila:ácido acético (90:9:1, 

v/v/v) como eluente e as bandas foram desenvolvidas por ressublimação de iodo. 

Embora os respectivos autores tenham utilizado o vapor de iodo como método de 

visualização, o mesmo não é adequado para a identificação dos componentes de 

ceras, uma vez que as mesmas contêm poucas ligações duplas, sendo mais 

adequada a utilização dos métodos de carbonização (Hwang et al., 2002b). 

Ramos-Zambrano et al. (2019) analisaram o policosanol contido na cera 

residual da cochonilha utilizando hexano:éter etílico:ácido acético (85:15:2, v/v/v); 

enquanto Lukic et al. (2015) analisaram o perfil cromatográfico do azeite de oliva 

contendo policosanol utilizando hexano:éter etílico (65:35, v/v). 

Gao et al. (2015) relataram o isolamento do octacosanol contido no krill 

antártico (Euphausia superba Dana) a partir da utilização da mistura composta por 

éter de petróleo:acetato de etila:tolueno (4:1:0,05, v/v/v); enquanto Nandini et al. 

(2012) utilizaram a mistura de tolueno:acetato de etila:ácido fórmico (4,5:4,5:1, v/v/v) 

para análise do octacosanol contido no Guduchi (Tinospora cordifolia Miers). 
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A técnica de CCD tem sido utilizada como uma ferramenta confiável para 

visualizar o perfil cromatográfico de ceras usando diferentes eluentes (Hwang et al., 

2002b), logo, a escolha adequada do eluente para o desenvolvimento da análise é de 

suma importância para uma boa separação dos constituintes das ceras. 

 

2.4.3 Cromatografia em coluna 

Na extração de ceras, uma quantidade considerável de pigmentos, açúcares, 

lipídios e outros materiais são extraídos simultaneamente, e estes materiais podem 

interferir na posterior separação e identificação dos álcoois graxos. Em geral, os 

compostos interferentes podem ser removidos pela extração entre dois solventes 

imiscíveis ou por cromatografia em coluna. A cromatografia em coluna empregando 

como adsorvente sílica gel (63 - 200 μm) é uma das técnicas mais utilizadas na 

purificação de produtos naturais, uma vez que é capaz de possibilitar a separação de 

substâncias interferentes que dificultam a análise de um analito de interesse (Barreto 

Jr et al., 2005; Lucas, 2015). 

O princípio de separação desta técnica ocorre principalmente em função das 

diferentes interações entre a amostra com a fase móvel e estacionária (Barreto Jr et 

al., 2005; Snyder et al., 2011), ocasionada devido ao fenômeno de adsorção em que 

as moléculas são constantemente adsorvidas a partir da solução e simultaneamente 

dessorvidas de volta à solução (Collins et al., 2007; Skoog et al., 2008). 

A separação dos componentes por coluna cromatográfica ocorre a partir da 

migração da fase móvel por um tubo de vidro, em posição vertical, preenchido com 

um material adsorvente como sílica gel (ou outra fase estacionária) e que possui 

extremidade superior aberta e inferior terminando numa torneira, que permite o 

controle do volume das frações a serem recolhidas (Collins et al., 1997). A amostra a 

ser separada é adicionada no topo da coluna e o fluxo contínuo do solvente elui, ou 

extrai os solutos por meio da gravidade. A medida que os compostos da mistura são 

separados de acordo ordem crescente de polaridade, há formação de bandas que são 

removidas no fundo da coluna (Engel et al., 2012; Lucas, 2015; Skoog et al., 2008). 

O fracionamento de ceras naturais a partir de colunas empacotadas vem sendo 

realizado desde os anos 60 (Scott, 1960; Ludwig, 1965). Neste sentido alguns autores 

avaliaram o fracionamento de ceras vegetais, como Henon (1986), que avaliou a 

separação de ésteres de cera do óleo de girassol em uma coluna mista de sílica e 

sílica impregnada com nitrato de prata, relatando a presença de ácidos (C16-C32) e 
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álcoois graxos (C16-C32). Hwang et al. (2002a) realizaram o fracionamento de aldeídos 

por cromatografia em coluna de sílica gel da cera extraída do grão de sorgo a partir 

uma série de misturas de hexano, clorofórmio, metanol e ácido acético. 

Fracionamento da cera de abelha por cromatografia em coluna de sílica gel foi 

avaliado por Ebrahim (2015), sendo observadas frações contendo 15,5 a 17,3% de 

hidrocarbonetos e 47,7 a 49,9% de ésteres, quando utilizado hexano e diclorometano 

como eluentes, respectivamente. Milani et al. (2020) avaliaram o fracionamento da 

cera do óleo de oliva a partir da cromatografia em coluna de sílica eluída com uma 

mistura de isooctano:éter etílico (99:1, v/v). Os autores obtiveram frações 

concentradas de éster variando de 328,5 a 335,9 mg.kg-1 de cera, o que corresponde 

a uma recuperação de 98,1 a 100,3%, respectivamente. 

A cromatografia flash difere da técnica convencional principalmente em 

decorrência do emprego de sílica gel com menor granulometria (40 - 63 μm). O 

emprego desta técnica requer o uso de pressão externa no topo da coluna para 

acelerar a eluição do solvente, uma vez que as partículas menores tem uma maior 

superfície de contato, possibilitando uma eficiência de eluição mesmo com 

velocidades maiores (Barreto Jr et al., 2005; Snyder et al., 2011). Desta forma, a 

cromatografia em coluna flash é uma técnica rápida, que permite separar misturas 

complexas de compostos com uma alta resolução. 

A literatura tem apresentado variações da técnica de cromatografia flash, como 

por exemplo o fracionamento em coluna cromatográfica com sílica impregnada com 

KOH. Neste sentido, McCarthy e Duthie (1962) propuseram o uso da sílica 

impregnada com KOH para a separação de ácidos graxos, sendo adaptada por 

Ramljak et al. (1977), Pinto et al. (1997) e, Braga et al. (1998) e Pinto et al. (2000), 

para a separação de ácidos a partir de asfaltos; óleos de Vellozia flavicans e Copaifera 

cearenses, respectivamente. Todas essas metodologias foram descritas como 

eficazes para o isolamento de ácidos orgânicos das mais diferentes origens. 

O emprego de fase estacionária que possibilite troca iônica é uma excelente 

alternativa para o isolamento de substâncias ácidas ou alcalinas, uma vez que podem 

ser minimizados os inconvenientes ocorridos durante a partição líquido-líquido e 

ácido-base, como a formação de emulsões de difícil separação (Barreto Jr et al., 

2005). Neste sentido, o emprego de colunas cromatográficas apresenta-se como uma 

promissora alternativa para promover a purificação dos constituintes majoritários 

(ésteres, ácidos e álcoois graxos) da cera da casca da cana-de-açúcar. 
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2.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Neste capítulo, foi apresentada uma revisão da literatura acerca dos principais 

tópicos relacionados a este trabalho, que compreendem o destaque do Brasil no 

agronegócio mundial devido a produção de altos volumes de cana-de-açúcar, sendo 

este um potencial produtor da cera da cana-de-açúcar e, consequentemente, do 

policosanol que apresenta diversos benefícios da promoção da saúde humana. 

A literatura evidenciou que foram feitos muitos esforços na tentativa de se obter 

frações enriquecidas de policosanol a partir de ceras de diferentes fontes naturais, 

sendo exploradas diversas tecnologias de separação e purificação da mesma. 

Entretanto, como a cera se trata de uma mistura complexa de constituintes, alguns 

inconvenientes limitam a obtenção de policosanol, sendo necessário o 

desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e viáveis para promover esta 

separação. Reações de clivagem, cromatografia contracorrente e separação por 

colunas apresentam-se como potenciais alternativas de purificação do policosanol 

encontrado na cera da cana-de-açúcar. 

Neste sentido, este estudo pretende contribuir com o desenvolvimento de 

tecnologia de separação e concentração do policosanol oriundo de um resíduo 

agroindustrial (casca da cana-de-açúcar), a partir da realização de reações de 

clivagem de ésteres, testes preliminares de partição líquido-líquido visando o emprego 

de HSCCC e cromatografia em coluna (seca e flash), permitindo estudos posteriores 

visando a produção em larga escala do policosanol. 
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Figura 3.1 - Esquema resumido das etapas para a obtenção do policosanol 

Capítulo 3  

MATERIAIS E MÉTODOS 

Nesse capítulo são apresentados os procedimentos adotados para a extração 

e purificação da cera e, posterior obtenção de frações concentradas de octacosanol, 

que levaram a cumprir os objetivos propostos neste trabalho. As técnicas de 

caracterizações da matéria-prima e das ceras são detalhadas a fim de permitir a 

reprodutibilidade dos experimentos. Um esquema das etapas seguidas para a 

obtenção do policosanol (octacosanol) está brevemente ilustrado pela Figura 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: IA: índice de Acidez; IS: Índice de Saponificação; II: Índice de Iodo; MI: Índice de 
Matéria Insaponificável; AGL: Teor de Ácidos Graxos Livres; FTIR: Espectroscopia na 

Região do Infravermelho com Transformada de Fourier; DSC: Calorimetria Exploratória 
Diferencial; TGA: Análise Termogravimétrica; CG/EM: Cromatografia a Gás acoplada a 

Espectrometria de Massas; CCD: Cromatografia em Camada Delgada; CCC: Cromatografia 
Contracorrente. 
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3.1 MATÉRIA-PRIMA 

As matérias-primas com potencial para a extração de cera disponíveis para a 

realização deste trabalho foram as mesmas avaliadas por Oliveira (2018): casca da 

cana-de-açúcar e a torta do filtro rotativo, com teor total de lipídios de 7,85 ± 0,19% e 

2,68 ± 0,12%, respectivamente. Por apresentar maior teor total de lipídios e valores 

mais próximos aos relatados na literatura (de 4 a 14%) (Paturau, 1989; Solomon, 

2011), optou-se por conduzir este estudo utilizado a casca da cana-de-açúcar. 

A casca da cana-de-açúcar utilizada (variedade RB 96 6928, safra 2018/2019, 

Rio Claro, SP, Brasil) é proveniente da raspagem da cana-de-açúcar para produção 

de garapa. Por apresentar alto teor de umidade, a casca foi seca em condições 

ambientais, conforme apresentado na Figura 3.2, até apresentar teores de umidade 

inferiores a 11%, que é o recomendado para favorecer o processo de extração e 

também evitar a proliferação de fungos e insetos (Akoh e Min, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.1 Caracterização 

Como a composição da casca da cana-de-açúcar e, consequentemente de sua 

cera, pode variar muito de acordo com a variedade da cana, safra, condições de 

cultivo, grau de maturação, entre outros; a etapa de caracterização da matéria-prima 

é de suma importância ao se trabalhar com materiais vegetais e de composição tão 

heterogênea. 

Figura 3.2 - Secagem da casca da cana-de-açúcar 
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3.1.1.1 Distribuição granulométrica 

As partículas da casca da cana-de-açúcar foram avaliadas em relação à 

frequência (%) de ocorrência de seus diâmetros médios e também da frequência 

acumulada, permitindo identificar os valores de d10, d50 e d90, correspondente ao 

tamanho de partícula inferior a 90%, 50% e 10% do volume total da amostra, 

respectivamente.  

Foram utilizadas seis peneiras (Granutest) da série Tyler para conduzir os 

ensaios, realizados em triplicata. A escolha das peneiras foi realizada para possibilitar 

uma diferença de diâmetro de abertura igual à razão de ½ entre as mesmas. Para tal, 

foram utilizadas peneiras 16, 32, 60, 115, 250 e 400 Tyler, que correspondem, às 

aberturas de 1,0, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062 e 0,037 mm, respectivamente. A análise 

granulométrica foi realizada a partir da agitação de 20 g ± 0,01 g de amostra por 20 

min em um agitador eletrostático (Produtest). 

 

3.1.1.2 Teor de umidade 

A umidade da amostra foi determinada a partir de uma balança de umidade por 

infravermelho (Shimadzu, MOC63u), que se baseia no princípio da perda de massa 

relativa ao teor de umidade. Para tal, a balança foi programada com taxa de 

aquecimento a 10 °C.min-1, até alcançar a temperatura de 120 °C, a partir da utilização 

de uma lâmpada de halogênio. Foi utilizado cerca de 3 g de amostra para cada ensaio, 

e os mesmos foram realizados em triplicata. O tempo de análise variou conforme a 

umidade da amostra, sendo de aproximadamente 2 min.  

 

3.1.1.3 Teor de lipídios totais 

A determinação dos lipídios totais (polares, apolares, extra e intracelular) foi 

realizada para quantificar os lipídios contidos na matéria-prima, além de indicar a 

viabilidade de utilização deste material para a extração de cera. Para essa 

determinação, foi utilizado o método Bligh e Dyer (1959) modificado segundo Rios 

(2015), que consiste em etapas de digestão ácida e extração de lipídios. 

Para a etapa de digestão ácida, foi utilizado 500 mg de casca seca, pesada em 

uma balança analítica (Shimadzu, ATX 224), com acurácia de 0,0001 g. Foram 

adicionados 5 mL de ácido clorídrico 2 M à casca seca, sendo homogeneizada por 2 

min em um agitador vórtex (Fisaton, modelo 772), e submetida a um banho a 80 °C 

por 1 h para a digestão da parede celular da planta. Na sequência, o tubo contendo o 
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material foi resfriado e centrifugado (centrífuga Kasvi, K14-4000) (2000 rpm por 15 

min), descartando-se o líquido sobrenadante. 

Após a digestão ácida da parede celular, foi realizada a extração lipídica. Para 

tal, a casca digerida foi misturada com 4 mL de metanol (PA), 2 mL de clorofórmio 

(PA) e 3,6 mL de água destilada. Esta mistura foi homogeneizada no agitador vórtex 

(5 min) e centrifugada (2000 rpm, 15 min), sendo retirada a fase inferior do tubo 

contendo o clorofórmio e os lipídios e, transferida para uma placa de Petri. O 

sobrenadante foi lavado com 4 mL de solução de metanol em clorofórmio (10%, v/v), 

seguida de homogeneização no vórtex e centrifugação, para ser removida novamente 

a parte precipitada.  

Após a evaporação do clorofórmio presente no extrato, o percentual de lipídios 

totais (𝐿𝑇) presentes na amostra foi determinado, em triplicata, conforme Equação 1. 

 

𝐿𝑇 (%) =  
ಶ

బ
𝑥100              (1) 

em que, 𝑚ா, é a massa do extrato residual do processo de digestão ácida, extração 

do lipídio e evaporação do clorofórmio e; 𝑚, a massa inicial de matéria-prima. 

 

3.2 EXTRAÇÃO DA CERA BRUTA 

O processo de extração de cera foi realizado utilizando hexano como solvente 

em um extrator tipo Soxhlet (600 mL) acoplado a um balão de fundo redondo com 

capacidade de 1 L, conforme apresentado na Figura 3.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3 - Sistema Soxhlet utilizado para a extração da cera da casca da cana-de-
açúcar 
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As condições do processo de extração (tipo de solvente, temperatura de 

extração, relação entre solvente e soluto, tempo de extração) e das características do 

material (tamanho de partícula e umidade) são parâmetros críticos que afetam 

significativamente os componentes extraídos de uma determinada matriz (Karnofsky, 

1949; Bernardini, 1976). 

Como era desejada a obtenção de um material com características 

comparáveis aos materiais apresentados na literatura, neste estudo foi utilizado o 

hexano como solvente extrator, uma vez que este solvente é comumente utilizado na 

indústria de óleos e gorduras (Thomas, 1985). 

Foram realizadas extrações utilizando de 100 g de casca e 800 mL de hexano, 

sendo avaliadas diferentes condições de tempo de extração (2, 3, 4 e 5 h) e potência 

da manta aquecedora que possibilitasse a contagem de 100 e 200 gotas.min-1. Como 

os rendimentos e composições das ceras podem diferir de acordo com a condição de 

extração, foi desenvolvido método pata a padronização do controle do aquecimento 

da manta por meio da contagem do gotejamento de solvente no corpo do extrator 

Soxhlet. 

Após o processo de extração, o excesso de solvente contido no extrato de cera 

foi recuperado a partir de um evaporador rotativo à vácuo com banho a 40 °C e, os 

extratos obtidos foram secos sob condições ambientes por aproximadamente 24 h 

para eliminar o solvente residual. O rendimento de cera bruta (𝑅) foi calculado 

conforme Equação 2. 

𝑅(%) =


బ
𝑥100              (2) 

onde, 𝑚 é a massa do extrato de cera após a eliminação do solvente residual e 𝑚 

é a massa inicial de matéria-prima utilizada. 

Definida a melhor condição, foram realizadas várias extrações de um mesmo 

lote de casca de cana-de-açúcar e, as amostras resultantes foram homogeneizadas e 

utilizadas para posterior purificação e caracterização. 

 

3.2.1 Extração exaustiva 

Para a determinação da melhor condição de extração em relação ao 

rendimento bruto, foi realizada a extração exaustiva da matéria-prima, variando-se o 

tempo de extração e o gotejamento (n° de gotas.min-1). O principal objetivo das 
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técnicas exaustivas é causar o esgotamento da matriz, de modo a remover 

completamente os analitos de uma matriz de amostra e transferi-los para a fase de 

extração. Para tal, foram realizadas três extrações consecutivas da mesma matriz. 

Inicialmente foi realizada a extração da cera, seguida da concentração e pesagem do 

extrato, obtendo assim a massa do extrato 1 (m1). Foi realizada uma segunda extração 

da torta residual, para obtenção da massa do extrato 2 (m2) e, na sequência, uma 

terceira extração, para se conhecer a massa do extrato 3 (m3). 

 

3.3 CARACTERIZAÇÃO DAS CERAS 

A fim de caracterizar a cera extraída da cana-de-açúcar, foram avaliadas 

algumas propriedades físico-químicas e térmicas da mesma, em termos da 

determinação do índice de acidez, saponificação, iodo, matéria insaponificável, teor 

de ácidos graxos livres, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, 

solubilidade por microscopia óptica, calorimetria exploratória diferencial, análise 

termogravimétrica e cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas. 

Algumas das características da cera obtida foram comparadas com amostras 

de ceras comerciais de carnaúba e candelila (adotadas como amostra de referência), 

fornecidas pela empresa Multiceras (Monterrey, México). 

 

3.3.1 Índices Analíticos  

3.3.1.1 Índice de Acidez e Ácidos Graxos Livres  

O índice de acidez (IA) indica a quantidade de ácidos graxos livres presentes 

na amostra, a partir da quantidade de KOH necessária para neutralizar 1 g de cera 

(Parish e Grainger, 2017). Para a determinação destes índices normalmente é 

utilizado tolueno como solvente de diluição, uma vez que além de permitir uma boa 

solubilização da cera, o mesmo é miscível nas soluções alcalinas alcoólicas utilizadas 

(Warth, 1956; Parish e Grainger, 2017). 

Para a determinação deste parâmetro e do teor de ácidos graxos livres (AGL) 

foi utilizado o método AOCS Ca 5a-40 (2004), adaptado segundo Rozário (2006) e 

Lopes (2010). Para tal, foi dissolvido 1 g de cera em 10 mL de tolueno à quente para 

a fusão da cera e, 100 mL de álcool etílico 95%. Na sequência foi realizada a titulação 

com solução padronizada de NaOH 0,05 N e fenolftaleína. O índice de acidez, 

expresso em mg de KOH necessários para neutralizar 1 g de cera, foi determinado a 

partir da Equação 3. 
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𝐼𝐴 (𝑚𝑔 𝐾𝑂𝐻 𝑔⁄ ) =
 ௫ ே ௫ ହ,ଵ


            (3) 

onde, 𝑉 é o volume de NaOH utilizado na titulação (mL); 𝑁 é a normalidade da solução 

e; 𝑚 a massa de cera (g). 

O teor de ácidos graxos livres (AGL) (como ácido oleico) pode ser obtido a partir 

da Equação 4, ou correlacionado com o índice de acidez, a partir da divisão do índice 

de acidez pelo fator 1,99. Este cálculo se baseia na suposição de que a massa 

molecular do ácido graxo livre em maior proporção é igual ao do ácido oleico. 

𝐴𝐺𝐿 (% 𝑐𝑜𝑚𝑜 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑜𝑙é𝑖𝑐𝑜) =
 ௫ ே ௫ ଶ଼,ଶ


𝑥100          (4) 

 

3.3.1.2 Índice de Saponificação 

O índice de saponificação (IS) representa a quantidade de ácidos graxos livres 

e esterificados na amostra, expressos em número de miligramas de KOH necessário 

para saponificar (hidrolisar) 1 g de cera e está relacionado à massa molecular do 

lipídio (Parish e Grainger, 2017). 

A determinação deste parâmetro foi realizada conforme método AOCS Cd 3-

25, adaptado segundo Viera (2003) e Parish e Grainger (2017). Uma solução 

contendo 0,5 g de cera, 20 mL de tolueno e 10 mL de solução de KOH etanólica 0,5 

M foi mantida sob refluxo por 4 h, resfriada, e na sequência submetida à titulação com 

solução padronizada de HCl 0,5 N e fenolftaleína. Um ensaio em branco (sem a 

amostra), também foi realizado nas mesmas condições. O índice de saponificação, 

expresso mg de KOH necessários para saponificar 1 g de cera, foi calculado de acordo 

com a Equação 5. 

𝐼𝑆 (𝑚𝑔 𝐾𝑂𝐻 𝑔⁄ ) =
(ି) ௫ ே ௫ ହ,ଵ 


            (5) 

onde, 𝐵 e 𝑉, são o volume gasto na titulação do branco e da amostra (mL), 

respectivamente; N, normalidade da solução e; 𝑚, a massa da amostra (g). 

Como o IA é um indicativo da quantidade de ácidos graxos livres, e o IS da 

quantidade de ácidos graxos livres e esterificados, através da relação entre esses 

índices pode-se estimar a razão, em massa, entre ésteres e ácidos graxos livres 

(Hwang et al., 2002b; Lopes, 2010). 
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3.3.1.3 Índice de Iodo 

O índice de iodo (II) é um parâmetro utilizado para obter a medida do grau de 

instauração presente em óleos e gorduras. Este fator expressa a quantidade de iodo 

que é absorvida pela cera (Parish e Grainger, 2017). Existem duas soluções titulantes 

principais para a determinação deste parâmetro, que são a solução de Wijs e de 

Hanus, onde 1 mL de reagente possuem 13,0 mg e 13,2 mg de iodo, respectivamente.  

O índice de iodo foi determinado de acordo método AOCS Cd 1d-92, adaptado 

por Vieira (2003) e Rozário (2006), utilizando a solução de Wijs. Para tal, 0,5 g de cera 

foi dissolvida à quente em 7,5 mL de ciclo-hexano. Após total dissolução e 

resfriamento, foram adicionados 7,5 mL de ácido acético e 25 mL de solução de Wijs 

e, o recipiente foi mantido fechado na ausência de luz por 1 h. Após este período 

foram adicionados 20 mL de solução de KI 10%, 150 mL de água destilada e a amostra 

foi titulada com solução padronizada de tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,1 N, 

utilizando solução de amido 1% como indicador. 

O branco foi preparado seguindo o mesmo procedimento, sem a amostra de 

cera. O índice de iodo, expresso em termos da quantidade (mg) de iodo absorvido por 

100 mg de amostra, foi calculado conforme Equação 6. 

𝐼𝐼(𝑚𝑔𝐼 100 𝑚𝑔⁄ ) =
[(ି)௫ே௫ ଵଶ,ଽ]


            (6) 

onde 𝐵 e 𝑉, são o volume (mL) de Na2S2O3 0,1 N gastos na titulação do branco e da 

amostra, respectivamente; 𝑁, normalidade da solução (Na2S2O3) e; 𝑚, massa da 

amostra (g). 

 

3.3.1.4 Índice de Matéria Insaponificável 

O índice de matéria insaponificável (MI) representa o material solúvel em 

gorduras e que permanece insolúvel na fase aquosa após saponificação total da cera 

com o álcali. A matéria insaponificável é comumente formada por álcoois graxos e 

hidrocarbonetos, além de esteróis e vitaminas (Thomas, 2005). 

Para a determinação deste parâmetro foi utilizado o método AOCS Ca 6b-53 

(2001), adaptado segundo Rozário (2006) e Lopes (2010). Foram dissolvidos 0,5 g de 

amostra em 10 mL de tolueno sob aquecimento e, na sequência, foram adicionados 3 

mL de solução de KOH 50% e 50 mL de álcool etílico 95%. A mistura foi mantida em 

refluxo por 4 h e, na sequência foi transferida para um funil de separação onde foram 
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adicionados 50 mL de éter de petróleo e 50 mL de solução salina 10%. Após agitação, 

a mistura foi mantida em repouso por 10 min e, a fase etérea separada. Após 5 

extrações (com éter de petróleo e solução salina), as fases etéreas foram lavadas com 

solução salina (20mL, 3x), seguida de solução de KOH 0,5 M (20 mL, 3x), intercaladas 

com porções de água destilada. Após a terceira lavagem com KOH, a fração etérea 

foi lavada com água até teste negativo com fenolftaleína.  

O material foi seco em estufa (Nova Ética, modelo 402-3N) a 105 °C até peso 

constante (A), o resíduo foi dissolvido em 2 mL de éter de petróleo e 10 mL de álcool 

etílico 95% e titulado com NaOH 0,02 N, para correção dos ácidos graxos livres (B). 

Para esta correção foi utilizada a seguinte relação: 1 mL de NaOH 0,02 N foi 

equivalente a 0,0056 g de ácido oleico. Foi feita uma amostra branco (C), utilizando o 

mesmo procedimento. O índice matéria insaponificável (MI) foi determinado a partir 

da Equação 7. 

𝑀𝐼 (%) =
ି(ା)


𝑥100             (7) 

onde A, B e  C são as massas dos resíduos, ácidos graxos e branco, respectivamente, 

e 𝑚 é a massa da amostra (g). 

 

3.3.2 Espectroscopia no FTIR 

A técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) foi utilizada para identificar os principais grupos funcionais das ceras à medida 

em que é capaz de fornecer informações dos constituintes das amostras de modo 

barato, simples, rápido e eficaz. Foram avaliados dois métodos de análise: modo de 

Refletância Total Atenuada (ATR) e Transmissão (pastilhas de KBr). 

As análises foram conduzidas em um espectrômetro de infravermelho com 

transformada de Fourier (Thermo Scientific, Nicolet 6700). No modo ATR foi utilizado 

um cristal de Germânio e acessório SMART OMNI SAMPLER operando na faixa de 

675 a 4000 cm-1, com resolução de 4 cm-1 e 128 scan. Para a análise no modo de 

transmitância, transferiu-se uma pequena porção de amostra para o almofariz de 

ágata e adicionou-se KBr na proporção de cerca de 0,2/100 para preparação da 

pastilha prensada (~ 7 ton por 4 min). A medida foi feita utilizando o acessório SNAP-

IN BASEPLATE, com faixa de 400 a 4000 cm-1, resolução de 4 cm-1 e 128 scan. 
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Os espectros FTIR dos extratos de cera de cana-de-açúcar bruta e purificada 

foram comparados com os espectros das amostras de ceras comerciais de carnaúba 

e candelila (Multiceras Group, México). 

 

3.3.3 Solubilidade por microscopia óptica (OM) 

Para obter uma indicação de solubilidade da cera, a amostra foi dissolvida em 

diferentes solventes utilizando um agitador magnético a temperatura constante. Um 

suporte de disco de alumínio posicionado sobre uma placa de agitação controlada 

termicamente Pt1000 (série LBX Instruments H03D) foi usado para operar a 200 rpm 

e 30 °C. 10 mg de cera bruta foram dissolvidos em 1 mL de solvente, com novas 

alíquotas de 1 mL adicionadas a cada 12 h, até completar 72 h de solubilização. As 

amostras foram analisadas a partir de um microscópio óptico (Leica, DM2700 M, 

China) a 30 °C com ampliação de 100x. Para os solventes que proporcionaram um 

maior grau de dissolução, amostras de diferentes concentrações foram analisadas por 

OM a 40 e 50 °C. 

A adequação do solvente para efetuar a dissolução da cera bruta pode ser 

avaliada por sua capacidade de dissolução da fração graxa (Azzam, 1986). Neste 

contexto, os solventes utilizados incluem álcoois (metanol, etanol e decanol), 

hidrocarboneto (hexano), apróticos dipolares (dimetilsulfóxido, acetonitrila), éster 

(acetato de etila), cetona (acetona), halogenado (clorofórmio), ácidos (ácido acético, 

ácido lático, ácido octanóico), terpenos (limoneno, terebentina), entre outros (água, 

etanolamina-mono e éter etílico). 

 

3.3.4 Propriedades térmicas 

As análises termogravimétricas (TGA) e de calorimetria exploratória diferencial 

(DSC) foram realizadas com o objetivo de conhecer as temperaturas de fusão, 

cristalização e decomposição das amostras. 

 

3.3.4.1 Calorimetria exploratória diferencial 

A análise DSC foi realizada para se conhecer o comportamento térmico da 

cera, para isso foram determinadas as temperaturas de solidificação, fusão, assim 

como as entalpias de transição do material. As análises térmicas foram realizadas 

utilizando um calorímetro diferencial de varredura (DSC, Mettler Toledo, Suíça), 

calibrado para temperatura e fluxo de calor com metal índio (PF = 156,6 °C). Um fluxo 
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nitrogênio a 50 mL.min-1 foi purgado na célula. Aproximadamente 10 µg de amostra 

foi pesada (balança micro analítica, Mettler Toledo, MX5) em uma panelinha de 

alumínio de DSC hermeticamente vedada e colocada na célula de ensaio juntamente 

com uma panelinha de alumínio vazia, utilizada como referência. 

Para determinação do perfil de solidificação e fusão das amostras, incialmente 

foi adotada a metodologia proposta por Athukorala et al. (2009), Inarkar e Lele (2012) 

e Attard et al. (2015), identificado como “método 1”. Para tal, primeiramente as 

amostras foram aquecidas de 25 a 105 °C (para fundir a amostra e apagar o histórico 

térmico da mesma) a uma taxa de 10 °C.min-1, com isoterma de 1 min, e então a 

resfriada a -10 °C (a 10 °C.min-1). Após permanecer por 1 min a -10 °C, o sistema foi 

aquecido até 105 °C a uma taxa de 10 °C.min-1 para se determinar o ponto de fusão. 

Foram realizadas algumas modificações no método 1, e as novas condições de 

análise foram identificadas como método 2, 3 e 4, e tiveram isotermas em todas as 

etapas alteradas para 20 min para garantir que a amostra alcançasse a sua forma 

mais estável. Além disto, nos métodos 2 e 3 foi realizado o resfriamento da amostra a 

5 e 1 °C.min-1, respectivamente, para verificar como a solidificação muda de acordo 

com a taxa de resfriamento. A única alteração do método 4 em relação ao 1 foi o uso 

de isoterma de 20 min. As condições avaliadas estão sumarizadas na Tabela 3.1. 

 
Tabela 3.1 - Condições para análise de DSC 

 Método 1 Método 2 Método 3 Método 4 
1° Aquecimento (°C) 25 a 105 

Taxa (°C.min-1) 10 
Isoterma (min) 1 20 20 20 

Resfriamento (°C) 105 a -10 
Taxa (°C.min-1)  10 5 1 10 
Isoterma (min) 1 20 20 20 

2° Aquecimento (°C) -10 a 105 
Taxa (°C.min-1) 10 

 

3.3.4.2 Análise termogravimétrica 

A análise termogravimétrica (TGA) é uma técnica que consiste na determinação 

das temperaturas de decomposição das amostras a partir da variação da sua massa 

em função do tempo e temperatura. As análises foram realizadas em um equipamento 

TGA-50M (Shimadzu), além de uma balança micro analítica (Mettler Toledo, MX5). As 

análises foram conduzidas em um cadinho de porcelana sob atmosfera de ar sintético 

para reproduzir a composição do ar ambiente, com vazão de 50 mL.min-1, faixa de 
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Figura 3.4 - Procedimento de purificação da cera bruta 

temperatura de 25 a 600 °C, e taxa de aquecimento de 10 °C.min-1. Foi utilizada massa 

de amostra aproximadamente de 5 mg. 

 

3.4 PURIFICAÇÃO 

Após as etapas de extração e caracterização, a cera bruta foi submetida à etapa 

de purificação para a remoção da cor escura, açúcares, além de resinas e algumas 

impurezas que podem conferir propriedades indesejadas à cera bruta.  

Foi utilizado o procedimento proposto por Vieira (2003), que consistiu na 

homogeneização à quente da cera bruta em hexano (1:20, m/v), resfriamento a 10 °C 

(temperatura na qual permaneceu por 1 h), e posterior centrifugação (15 min a 4000 

rpm) (centrífuga Kasvi, K14-4000). O precipitado foi lavado com acetona (1:2, m/v) a 

10 °C, e a fração de cera precipitada foi separada por filtração a vácuo utilizando 

papéis de filtro quantitativos de faixa azul com abertura de 8 µm e, secas a 

temperatura ambiente. Um esquema ilustrativo do procedimento de purificação é 

representado na Figura 3.4. 

 

 

 

 

 

 

 

O rendimento de cera purificada (𝑅) foi calculado a partir da massa de cera 

purificada (𝑚) obtida e massa de cera bruta (𝑚 ) utilizada para fazer a purificação, 

conforme Equação 8. 

𝑅(%) =
ು

ಳ
𝑥 100                        (8) 

A cera purificada foi caracterizada quanto ao seu índice de acidez, 

saponificação, iodo, matéria insaponificável, teor de ácidos graxos livres, 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, calorimetria 
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exploratória diferencial e análise termogravimétrica, conforme procedimento 

apresentado anteriormente. 

 

3.5 REAÇÕES DE CLIVAGEM DO ÉSTER 

A fim de se conduzir as etapas subsequentes deste trabalho com um material 

mais enriquecido em álcoois graxos, foram avaliados seis métodos de clivagem da 

ligação éster (saponificação e transesterificação) descritos na literatura para verificar 

qual seria capaz de desempenhar uma maior conversão dos ésteres de cera em 

álcoois graxos. 

A partir do levantamento realizado, verificou-se que o rendimento de 

policosanol observado em ceras varia muito de acordo com o método empregado, 

apresentando valores na faixa de 9,8 - 10,8% (Ishaka et al., 2014), 13,2 - 13,9% 

(Srisaipet et al., 2017), 14,6% (Srisaipet et al., 2016), 18,1 - 28,0% (Wang et al., 2007) 

e 2,0 - 47,0% (Ramos-Zambrano et al., 2019). Haja vista que os rendimentos 

alcançados por Wang et al. (2007) e Ramos-Zambrano et al. (2019) foram os maiores 

dentre os apresentados, os métodos propostos por estes autores foram avaliados. O 

método apresentado por Ramos-Zambrano et al. (2019) consistiu em uma 

saponificação de 1,0 g de cera e 100 mL de NaOH (20%, m/v) com agitação durante 

4 h a 90 °C. A mistura foi resfriada, filtrada e, a torta residual foi extraída com 

clorofórmio via Soxhlet por 4 h. Por fim, o extrato foi resfriado, evaporado e seco. 

Considerando o rendimento de policosanol e teor de octacosanol obtido, optou-

se por utilizar o método denominado “A” por Wang et al. (2007), que consistiu na 

transesterificação. Para tal, 1,0 g de cera, 5 mL de etanol 95% e 0,1 g de NaOH foram 

submetidos a refluxo (a 70 °C por 4 h) com agitação contínua. 2 mL de solução 

alcoólica de CaCl2 (2,4 g de CaCl2 e 40 mL de etanol 95%) foram adicionados e a 

mistura foi filtrada ainda quente. Após duas lavagens com etanol 95%, a torta retida 

no filtro foi descartada. Os filtrados coletados foram combinados, resfriados e filtrados 

novamente. A torta obtida nesta etapa foi dissolvida em acetona a 50 °C e filtrada, 

sendo o produto obtido seco a temperatura ambiente. 

Foi avaliada também a metodologia proposta por Irmak e Dunford (2005) e 

Irmak et al. (2006), que é largamente empregada na literatura para a obtenção de 

policosanol a partir de diferentes fontes (Asikin et al., 2008; Chen et al., 2009; Ou et 

al., 2012; Má e al., 2018). O método consiste na transesterificação da 1,0 g amostra 

com 10 mL de NaOH 1,0 N em metanol, sob refluxo (a 75 °C por 45 min), seguido de 
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resfriamento e filtragem a vácuo. A torta residual foi transferida para um funil de 

separação juntamente com água destilada (20 mL) e extraída com hexano (20 mL, 

4x). As fases orgânicas foram combinadas, lavadas com água até pH 7 e secas a 

temperatura ambiente. 

Foi utilizado o método proposto por Liang et al. (2017), que consistiu na 

transesterificação de 5,0 g de amostra em 50 mL de KOH 10% em etanol, e refluxo 

com agitação a 70 °C por 4 h. Após reação, foram adicionados 50 mL de água e o 

etanol foi evaporado com auxílio de vácuo. Os lipídios insaponificáveis da fase aquosa 

foram extraídos com hexano (100 mL, 3x), seguido de clorofórmio (100 mL, 3x). As 

frações obtidas após extração com hexano e clorofórmio foram analisadas 

separadamente. 

Também foi avaliada a metodologia otimizada por Wada (2008) e Lopes (2010), 

a partir de modificações realizadas na patente desenvolvida por Laguna Granja et al. 

(1997 e 1999), que consistiu na transesterificação seguida de extração, conforme 

apresentado na Figura 3.5. 

Fonte: Adaptado de Laguna Granja et al. (1997 e 1999), Wada (2008) e Lopes (2010). 

 

Após fusão, a cera foi submetida a refluxo (por 10 min a 80 °C) juntamente com 

solução hidro alcoólica (85% etanol anidro e 15% de água) de NaOH 2,0 M na 

proporção de cera:solução NaOH (1:1, m/v). A separação das frações dos álcoois e 

ácidos graxos (na forma de sabão) foi realizada a partir da extração do material com 

Figura 3.5 - Fluxograma do processo de obtenção do policosanol 
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etanol em Soxhlet, por três ciclos. Após a extração, a fração solúvel em etanol a 

quente e rica em álcoois graxos foi concentrada em um evaporado rotativo a vácuo. 

Apesar de não haver precedente para a transesterificação por via ácida da cera 

de cana-de-açúcar para a obtenção do policosanol, foi realizada esta abordagem uma 

vez que se apresenta promissora já que a esterificação dos ácidos graxos livres ocorre 

simultaneamente com a transesterificação, evitando assim a formação de sabão. 

Inicialmente pretendia-se utilizar o mesmo procedimento adotado por Oliveira 

(2011) que avaliou a viabilidade em transformar o óleo de cera de cana-de-açúcar em 

ésteres etílicos através de uma catálise ácida. O autor utilizou álcool etílico anidro em 

excesso, ácido sulfúrico concentrado como catalisador e aquecimento, com reação 

realizada em tubo hermeticamente fechado, conforme metodologia utilizada por 

Marchetti e Errazu (2008) para a análise do óleo de girassol. Entretanto, a fim de 

realizar uma transesterificação de forma mais simples e segura, optou-se por adotar 

o procedimento descrito por Ehimen et al. (2010) e Jesus et al. (2019) para a análise 

de lipídios da microalga Chlorella, que consistiu em uma transesterificação seguida 

de extração líquido-líquido, conforme ilustrado na Figura 3.6. 

Fonte: Adaptado de Ehimen et al. (2010) e Jesus et al. (2019). 

 

Embora Jesus et al. (2019) tenha realizado a reação a 90 °C, o estudo realizado 

por Ehimen et al. (2010) observou a não ocorrência de alterações significativas na 

conversão de ácidos graxos a ésteres metílicos de ácidos graxos ao elevar a 

temperatura de 60 °C para 90 °C e, para fins práticos e de segurança, optou-se por 

conduzir estes ensaios a 60 °C. Vale salientar que nenhum destes autores avaliaram 

a presença e o teor de álcoois graxos nas amostras. 

 

Figura 3.6 - Representação esquemática das etapas de transesterificação ácida em 
metanol 



MATERIAIS E MÉTODOS  81 

 

3.6 ENSAIOS DE PARTIÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

No intuito de utilizar a técnica de cromatografia contracorrente para a obtenção 

de frações concentradas de álcoois graxos a partir de cera purificada, foram realizados 

ensaios preliminares de partição líquido-líquido com sistemas de solventes bifásicos 

de diferentes polaridades. A etapa de seleção do sistema de solventes é fundamental 

para eleger os solventes que compõem a fase móvel e a fase estacionária (Ito e 

Conway, 1996, Liu et al., 2015), levando em consideração a natureza e a proporção 

de cada solvente para obter um equilíbrio termodinâmico (Friesen e Pauli, 2005). 

Este trabalho foi desenvolvido a partir do uso da família de solventes formada 

por hexano/acetato de etila/metanol/água (HEMWat) e as variações dos solventes 

desta família, já que o metanol pode ser substituído por etanol, propanol ou butanol; 

acetato de etila substituído por clorofórmio ou diclorometano, entre outros (Costa e 

Leitão, 2010). 

Para os testes de partição líquido-líquido, em um tubo de ensaio com rosca 

foram adicionados 0,0400 g ± 0,0001 g de cera purificada e uma mesma proporção 

de fase superior e fase inferior (4 mL/4 mL) do sistema de solvente avaliado. A mistura 

foi sonificada em banho ultrassom e agitada em vórtex (1 min). 

Alíquotas com volumes iguais de ambas as fases foram coletadas para a 

avaliação da partição dos componentes da cera. O perfil químico das fases superior e 

inferior de todos os sistemas analisados foi monitorado por cromatografia em camada 

delgada (CCD) e os sistemas que possibilitaram obter massa de amostra equiparáveis 

em cada fase, foram analisados por CG-EM. Um esquema resumido do procedimento 

adotado para a condução dos testes de partição está representado pela Figura 3.7. 

 

 

Figura 3.7 - Esquema do procedimento dos testes de partição líquido-líquido 
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3.7 TÉCNICAS DE FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA E 
COMPLEXAÇÃO COM UREIA 

A purificação do policosanol (octacosanol) contido na cera foi avaliada também 

a partir do emprego da cromatografia em coluna (seca e flash), que é uma técnica 

frequentemente utilizada para o isolamento e purificação de diferentes produtos 

naturais. A partir do conhecimento de que a cera é composta majoritariamente por 

ácidos graxos, além de álcoois graxos e ésteres, buscou-se na literatura por 

alternativas capazes de remover estes ácidos de modo que os mesmos não 

interferissem na obtenção dos álcoois graxos. Nestes sentido, foi avaliada a 

complexação dos ácidos graxos por ureia visando removê-los da cera. Diante disto, 

este tópico abordará inicialmente o método empregado na complexação com ureia e 

posteriormente as técnicas de cromatografia em coluna (seca e flash) com sílica gel.  

A metodologia de separação cromatográfica dos constituintes da cera foi 

desenvolvida na Divisão de Química de Produtos Naturais (DQPN) do Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA/UNICAMP). 

 

3.7.1 Complexação com ureia 

O método de complexação com ureia ou método da inclusão, baseia-se na 

separação dos ácidos graxos de acordo com o seu grau de insaturação, de modo que 

os ácidos mais insaturados são menos complexados com a ureia (González-

Fernández et al., 2020). A complexação com ureia é um método clássico de separação 

de ácidos graxos a partir de óleos e gorduras (Hayes et al., 1998) e, neste trabalho foi 

adaptado para a remoção dos ácidos graxos presentes na cera da cana-de-açúcar. 

Ainda que antigo, este método responde bem aos desafios modernos à medida em 

que é simples, rápido, eficiente, barato e ambientalmente amigável (Schlenk e 

Holman, 1950; Hayes et al., 1998; González-Fernández et al., 2020). 

Neste estudo a complexação com ureia foi conduzida a partir de adaptações 

dos métodos propostos por Schröder e Vetter (2013) e Ratnayake et al. (1988), 

utilizando duas proporções de cera purificada:ureia:etanol (1:6:20 e 1:3:40, m/m/v). O 

procedimento de complexação de ureia utilizado é resumido na Figura 3.8. 

Para a realização do ensaio seguindo a primeira razão apresentada, 5,00 g ± 

0,01 g de cera foi fundida em um balão de fundo redondo acoplado a um condensador 

de bola com agitação magnética, na sequência foram adicionados 30,00 g ± 0,01 g de 

ureia e 100 mL de etanol (95%). A mistura foi aquecida a 80 ºC, com agitação 
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magnética, até formar uma solução homogênea e límpida, sendo na sequência 

mantida a temperatura ambiente por 20 h para promover o seu resfriamento lento até 

o aparecimento dos primeiros cristais e, posteriormente resfriada a 5 °C por 24 h. Os 

cristais formados (complexo de ácido graxo) foram separados da fração líquida rica 

em componentes não complexados a partir de filtração a vácuo em funil de Büchner. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para obtenção dos ácidos graxos deve-se realizar a diluição da fração líquida 

rica em componentes não complexados em água destilada e acidificar a pH 4-5 com 

HCl 6 N, para que os ácidos graxos livres possam ser liberados e posteriormente 

extraídos com hexano. De madeira semelhante, os ácidos graxos da fração 

complexada podem ser recuperados após adição de água e acidificação com HCl 

(Ratnayake, et al., 1988; Wanasundara e Shahidi, 1999). Como o objetivo desta etapa 

era o de remover os ácidos graxos, as etapas de acidificação não foram conduzidas. 

Ambas as frações (complexadas e não) foram lavadas com água e hexano para 

remover todos os vestígios do filtrado. Os extratos obtidos a partir da extração com 

hexano foram combinados e concentrados a secura em um evaporador rotativo a 

vácuo, e o rendimento destas frações foi determinado por gravimetria. O perfil químico 

Figura 3.8 - Procedimento de complexação com ureia 



MATERIAIS E MÉTODOS  84 

 

dos constituintes destas frações foi analisado por CCD e a quantificação do 

octacosanol foi realizada por CG-EM. 

 

3.7.2 Cromatografia em coluna 

Foram avaliadas duas técnicas visando a separação dos constituintes da cera 

purificada de cana-de-açúcar por coluna cromatográfica em sílica gel: a cromatografia 

em coluna seca e a cromatografia flash. 

 
3.7.2.1 Cromatografia em coluna seca 

Na tentativa de se obter frações enriquecidas de octacosanol foi conduzido o 

ensaio de fracionamento da cera purificada por cromatografia em coluna seca. Para 

tal, foi utilizada membrana de acetato de celulose como coluna (2,2 cm de diâmetro), 

empacotada com sílica gel 60 (63 - 0,200 μm, Merck). 

Na montagem da coluna foi utilizada uma coluna de membrana de acetato de 

celulose de 60 cm, que teve uma das extremidades fechada para a inserção de 26 g 

± 0,01 g de sílica gel. A coluna foi inicialmente lavada com hexano para remoção de 

graxas e após secagem, foi compactada a partir de compressões descendentes de 

porções da sílica a partir de sua extremidade aberta. Após compactada a coluna 

apresentou altura de 38,5 cm. 

A amostra de cera foi previamente impregnada em sílica gel visando obter uma 

boa homogeneidade e distribuição do material a ser eluído. Para tal, foi realizada a 

solubilização de aproximadamente 1,0 g de cera purificada e 1,5 g de sílica em 80 mL 

de clorofórmio:acetato de etila (95:5, v/v) por 1 h a 80 °C, sob refluxo. Após completa 

solubilização, a amostra foi concentrada em evaporador rotativo a vácuo até completa 

secura, então foi depositada no topo da coluna e eluída com o mesmo eluente 

empregado na análise por CCD, clorofórmio:acetato de etila (95:5, v/v). O 

procedimento de fracionamento da cera purificada a partir da cromatografia em coluna 

seca está representado pela Figura 3.9. 

Após a eluição, a coluna foi fragmentada em 7 frações e cada fração foi então 

extraída em clorofórmio:acetato de etila (95:5, v/v) por 5 min com agitação magnética 

e, filtrada a vácuo para a remoção da sílica. O rendimento de cada fração foi 

determinado por gravimetria e, as mesmas foram posteriormente analisadas por CCD. 

As frações que indicaram a presença de álcoois graxos foram posteriormente sililadas 

e analisadas por CG-EM. 
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Figura 3.9 - Procedimento de fracionamento da cera por cromatografia em coluna 
seca  

 

 

 

 

 

 

 

3.7.2.2 Cromatografia em coluna flash 

A metodologia de fracionamento por coluna de sílica flash impregnada com 

KOH foi baseada na metodologia proposta por Pinto et al. (2000), feitas algumas 

modificações. Na metodologia adotada, 30 g ± 0,01 g de sílica gel 60 “flash” (40 - 63 

μm, Merck) foi incorporada em 60 mL de solução saturada de KOH em isopropanol 

(50 g ± 0,01 g KOH para 1 L de isopropanol). Essa mistura foi agitada por 10 min, 

transferida para uma coluna de vidro aberta (30 cm de comprimento e 2,2 cm de 

diâmetro) e lavada com 80 mL de hexano (2x), sob pressão de ar, para remover o 

isopropanol e excesso de KOH. O procedimento de fracionamento adotado esta 

apresentado na Figura 3.10. 

Para inserir a amostra na coluna foi necessário fazer a adsorção da mesma em 

sílica. Deste modo, 1,0 g de cera e 1,5 g de sílica gel 60 (63-  200 μm) foram 

aquecidos, sob refluxo, em 80 mL de hexano a 80 °C. Após completa solubilização, a 

amostra foi concentrada em um evaporador rotativo a vácuo até completa secura. A 

amostra foi adicionada no topo da coluna e eluída sucessivamente sob pressão de ar 

comprimido a uma vazão de 1 mL.seg-1 com quatro eluentes distintos na ordem 

crescente de polaridade: hexano (80 mL, 2x, fração F1 e F2), hexano:clorofórmio (1:1, 

v/v, 80 mL, 2x, fração F3 e F4), clorofórmio (80 mL, 2x, fração F5 e F6) e metanol (80 

mL, 2x, fração F7 e F8). 
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3.8 IDENTIFICAÇÃO DO OCTACOSANOL 

As metodologias de identificação dos álcoois graxos por CCD e análise por CG-

EM foram desenvolvidas na Divisão de Química de Produtos Naturais (DQPN) e na 

Divisão de Química Orgânica e Farmacêutica (DQOF), respectivamente, do Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA/UNICAMP). 

 

3.8.1 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

As frações coletadas durante os experimentos foram monitoradas por CCD e 

as frações que indicaram uma maior concentração de álcoois graxos foram 

posteriormente sililadas e analisadas por cromatografia a gás acoplada a 

espectrometria de massas (CG-EM). 

Para a realização das análises de CCD, foram utilizadas placas de alumínio 

pré-revestidas com sílica gel (60, F254) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). As 

amostras foram aplicadas usando tubos capilares de vidro, e as placas foram eluídas 

com o sistema de solvente clorofórmio:acetato de etila (95:5, v/v). As placas 

desenvolvidas foram visualizadas sob luz ultravioleta (λ = 254 e 365 nm) e, os 

Figura 3.10 - Procedimento de fracionamento da cera por cromatografia em coluna 
flash 
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compostos foram revelados por pulverização com revelador anisaldeído (ácido acético 

glacial, ácido sulfúrico concentrado e anisaldeído; 50:1:0,5, v/v/v), seguido de 

aquecimento a 105 °C (Wagner e Bladt, 1996). O método de pulverização com 

anisaldeído foi preferível frente ao de vaporização por iodo, uma vez que este último 

não é adequado para a identificação de ceras, já que as mesmas possuem poucas 

ligações duplas (Hwang et al., 2002b). 

Para identificar corretamente as bandas de álcoois graxos, foi utilizada a 

mistura comercial de álcoois graxos (C24-C34) (Lesstanol® - Garuda International, Inc. 

Exeter, CA, EUA). O fator de retenção (Rf) de cada composto separado foi calculado 

a partir da Equação 9, e comparado com os valores das amostras de referência. 

𝑅 =
ௗ௦௧â ௗ  ௦௨௧ 

ௗ௦௧â ௗ  ௦௩௧
           (9) 

 

3.8.2 Cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas  

Para a identificação dos álcoois graxos e quantificação do octacosanol, foi 

utilizada a cromatografia a gás acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), uma 

vez que esta técnica tem sido amplamente utilizada para identificar álcoois, ácidos 

graxos, ésteres, além de outros constituintes encontrados em ceras naturais. 

 

3.8.2.1 Derivatização 

Foram avaliados dois métodos de derivatização para análise do material de 

estudo: a alquilação (metilação), onde os ácidos graxos são convertidos em seus 

respectivos ésteres metílicos e; a sililação, que consiste na substituição do hidrogênio 

ativo da hidroxila (-OH) por um substituinte mais apolar e volátil. 

A metilação foi realizada conforme método oficial AOCS Ce 2-66 e 

procedimento proposto por Hartman e Lago (1973) (com modificações no tempo de 

saponificação e esterificação), que consiste nas etapas de saponificação, seguida por 

esterificação e adição de solução de cloreto de sódio saturado e éter de petróleo, 

conforme apresentado na Figura 3.11. 
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Optou-se também por fazer a derivatização por meio da sililação, que consiste 

na substituição nucleofílica do hidrogênio ativo do grupo -OH por um grupo trimetilsilil 

[-Si(CH3)3], que são derivados mais voláteis e estáveis, possibilitando a geração de 

picos mais estreitos e simétricos. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em 5 mL 

da mistura de hexano:clorofórmio (1:1, v/v) e sililadas com 200 µL de N-metil-N-

(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), a 50 ºC durante 30 min. 

 

3.8.2.2 Condições da CG-EM 

3.8.2.2.1 Identificação dos constituintes 

Para a realização dos ensaios foi utilizado um cromatógrafo a gás modelo 6890 

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA - EUA), equipado com um espectrômetro de 

massas modelo 5975 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA - EUA) e coluna capilar de 

sílica fundida (HP-5MS: 5% de fenil - 95% de dimetilpolisiloxano), com 30 m de 

comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura de filme. Foram 

injetadas alíquotas de 2 µL, com modo split (50:1) e utilizando hélio como gás de 

arraste com vazão de 1,0 mL.min-1. O injetor e o detector (EM) foram mantidos a  

320 °C, enquanto inicialmente a coluna foi mantida a 180 °C, por 5 min, seguido de 

aquecimento de 180 a 300°C (a 4 °C.min-1), permanecendo a 300 °C por 25 min, 

Adição de 4 mL de reagente de saponificação 
(28,5 g de KOH dissolvido em 1 L de metanol) 

Agitação no vórtex por 30 s 

50 mg de amostra 

Aquecimento no banho-maria a 90 °C (60 min) 

Adição de 5 mL de reagente de esterificação 
(20 g de NH4Cl + 300 mL de metanol + 30 mL de H2SO4) 

Resfriamento 

Agitação, aquecimento (40 min) e resfriamento 

Adição de 4 mL de solução saturada de NaCl + 5 mL de 
éter de petróleo (agitação por 30 s) 

Utilização da fase orgânica sobrenadante 

Figura 3.11 - Procedimento de derivatização (metilação) 
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totalizando assim 60 min de corrida. O espectrômetro de massas (EM) operou a 70 

eV, com temperatura do quadruplo e da fonte mantidas a 230 °C e 150 °C, 

respectivamente, e com intervalo de varredura de aquisição de massas na faixa de 

30-600 u.m.a. (unidade de massa atômica). 

A identificação dos picos foi realizada a partir da comparação direta entre os 

espectros de massas dos componentes das amostras com os espectros de massas 

obtidos a partir do banco de dados da biblioteca NIST-11 (National Institute of 

Standards and Technology). A quantificação de octacosanol foi realizada com base 

na curva de calibração obtida a partir de diferentes concentrações de padrões de 

octacosanol (C28) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO - EUA). 

 

3.8.2.2.2 Curva de calibração 

O cálculo das concentrações de octacosanol foi determinado por calibração 

externa. Inicialmente foi realizada a sililação do padrão de octacosanol (30 mg), 

juntamente com 4 mL de hexano:clorofórmio (1:1, v/v) e 300 µL do agente sililante N-

metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), com agitação a 50 ºC por 30 min. 

O octacosanol sililado foi transferido para um balão de 25 mL avolumado com 

hexano:clorofórmio (1:1, v/v), para formar a solução estoque do padrão de 

octacosanol. A curva de calibração foi preparada por meio da diluição da solução 

estoque, com a transferência de alíquotas de 1 mL, 2 mL, 3 mL, 5 mL e 7 mL para 

balões volumétricos de 10 mL, e estes foram avolumados com hexano:clorofórmio 

(1:1, v/v). 

A função da concentração versus intensidade do pico da curva de calibração 

do octacosanol sililado foi correlacionado com os diferentes níveis de concentração 

de octacosanol sililado nas amostras. O teor de octacosanol foi expresso como  

mg.g-1 de amostra ou mg.100g-1 de casca da cana-de-açúcar. Para cada lote de 

amostra injetada foi feita uma nova curva de calibração do analito, sendo observados 

valores de coeficientes de correlação (r2) das áreas de pico em comparação com a 

concentração do padrão de octacosanol superiores a 0,993, conforme apresentado 

no Apêndice A (Tabela A1 e Figura A1). 
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Capítulo 4  

EXTRAÇÃO, PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÕES 

Neste capítulo são apresentados e discutidos, conforme as etapas descritas no 

capítulo 3, os rendimentos obtidos a partir da extração e purificação da cera, além da 

caracterização destas amostras. 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA 

A casca obtida a partir da raspagem da cana-de-açúcar destinada à moagem 

para obtenção da garapa, foi caracterizada em relação à sua distribuição 

granulométrica, umidade e teor de lipídios totais. 

Embora não tenha sido realizada, a extração de cera a partir da torta do filtro 

rotativo apresenta um grande potencial industrial, uma vez que este resíduo é obtido 

a partir da produção do álcool e açúcar, sendo gerado em maiores volumes quando 

comparado à casca e; durante o processamento da cana-de-açúcar, cerca de 40% da 

cera em pó presente na superfície da casca é misturada ao caldo e retida na torta do 

filtro rotativo concentrada com 95% dos lipídios (Laguna-Granja et al., 1997; Qi et al., 

2017). 

 

4.1.1 Distribuição granulométrica 

O comportamento da distribuição granulométrica das partículas da casca da 

cana-de-açúcar em relação ao diâmetro médio das mesmas está apresentado na 

Figura 4.1(a). O histograma obtido apresentou comportamento unimodal 

(aproximadamente gaussiano), com maior frequência de partículas ocorrendo no 

diâmetro médio (dm) de 0,1875 mm, o que representa aproximadamente 40% da 

frequência das partículas. Os dm de 0,3750 e 0,9935 mm, apresentaram uma diferença 

da frequência de ocorrência das partículas inferior a 3%. A partir da análise da Figura 

4.1(b) foi constatado os valores de 0,04, 0,08 e 0,21 mm para os parâmetros d10, d50 

e d90, respectivamente. 

Conforme observado por Henriques et al. (2018), a distribuição do tamanho de 

partículas interfere diretamente no rendimento de cera bruta a partir da casca da cana-

de-açúcar. Foi observado que partículas menores favorecem a obtenção de maiores 

rendimentos de cera bruta, entretanto após processo de purificação, foi constatado 

que estas partículas com menores dimensões favorecem também a extração de 
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outros componentes que não compõem às ceras. Logo, como era de interesse a 

obtenção de cera purificada em maiores quantidades, não foram adicionadas etapas 

de cominuição de partículas, que poderiam acrescentar um aumento considerável de 

tempo e energia no processo. Desta forma, a matéria-prima foi utilizada conforme 

fornecida pelo produtor rural. 

 

 

 

4.1.2 Teor de umidade e lipídios totais 

Dada a característica polar da água, a sua presença na matriz pode prejudicar 

ou mesmo impossibilitar o processo de extração da cera, já que os principais 

constituintes da cera e também o solvente empregado no processo de extração 

(hexano) apresentam característica apolar. Recomenda-se trabalhar com materiais 

apresentando teor máximo de 9 a 11% de umidade (Akoh e Min, 2002; Sluiter et al., 

2005). Como o hexano e água são praticamente imiscíveis, um maior teor de umidade 

interfere na penetração do hexano no substrato e, consequentemente, afeta a taxa de 

extração (Akoh e Min, 2002). Neste contexto, foi observado que a casca da cana-de-

açúcar utilizada apresentou teor de umidade de 9,77 ± 0,28%, estando de acordo com 

o limite indicado por Akoh e Min (2002) e Oliveira (2018). 

A casca da cana-de-açúcar avaliada (safra 2018/2019) apresentou teor de 

lipídios totais de 6,20 ± 0,07%. Oliveira (2018) e Henriques (2018) utilizaram matéria-

prima de mesma origem, diferindo apenas na safra (2015), e observaram teor total de 

lipídios próximo a 7,73%, evidenciando que diferentes condições de cultivo e extração 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

Figura 4.1 - (a) Distribuição do tamanho médio e, (b) frequência acumulada das 
partículas passantes da casca da cana-de-açúcar 
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pode resultar em um material com características distintas. A safra de 2014/2015 foi 

grandemente impactada por condições adversas de chuvas abaixo da média e altas 

temperaturas, o que promoveu uma redução da produtividade dos canaviais e, 

consequentemente na qualidade da cana obtida (CONAB, 2017a e 2017b), o que 

pode ter contribuído com a observância de materiais com características distintas. 

 

4.2 EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DA CERA 

4.2.1 Extração exaustiva 

Inicialmente foi realizada a extração de 100 g ± 0,01 g de casca (Figura 3.1), a 

partir de 800 mL de hexano por 2 h e com uma potência que possibilitasse a contagem 

de 100 gotas.min-1. Nestas condições foi encontrado um rendimento de cera bruta 

igual a 3,59 ± 0,30%, o que foi muito aquém do esperado. Como a partir de uma 

matéria-prima de mesma origem foi possível extrair maiores quantidades de cera (7,22 

- 8,34%) (Oliveira, 2018), optou-se pela realização da extração exaustiva, uma vez 

que esta técnica indica uma melhor condição na qual uma porção mais significativa 

de cera bruta pode ser extraída. 

A extração exaustiva consiste na realização de três extrações consecutivas da 

mesma matriz e, para fins ilustrativos, os extratos obtidos a partir da primeira condição 

de extração exaustiva analisada (100 g, 800 mL, 2 h e 100 gotas.min-1) são 

apresentados na Figura 4.2, na qual se nota que uma única etapa não foi suficiente 

para realizar o esgotamento da matriz. 

 

Legenda: Condição de extração:100 g, 800 mL, 2 h e 100 gotas.min-1; onde m1, m2 e 

m3 correspondem às massas de 2,32 ± 0,23 g, 0,38 ± 0,12 g e 0,24 ± 0,08 g, respectivamente. 

 

 Figura 4.2 - Massa dos extratos resultantes da extração exaustiva 

m1

 
m2 m3 
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Após analisar os resultados deste primeiro ensaio de extração exaustiva, foi 

investigado se o aumento de fluxo de solvente para 200 gotas.min-1 e do tempo de 

extração favoreceria o processo de extração. Na Figura 4.3 são apresentados os 

rendimentos bruto (r1, r2 e r3) para as diferentes condições avaliadas. São 

apresentados também o desvio padrão obtido a partir da média de três replicatas. As 

amostras referentes à extração com gotejamento de 100 gotas.min-1 e 200 gotas.min-

1, são apresentadas em tons variantes da cor azul e verde, respectivamente. 

 

Figura 4.3 - Rendimento bruto (r) da extração exaustiva da cera em função do 

tempo e da vazão de solvente 

Legenda: r1 (█), r2 (█) e r3 (█), para a condição de 100 gotas.min-1 e; r1 (█), r2 (█) e r3 

(█), para a condição de 200 gotas.min-1. 

 

Observou-se o aumento do rendimento de extração (r) tanto com o tempo de 

extração quanto a vazão de solvente/gotejamento. A utilização de um maior 

gotejamento propicia uma maior circulação de solvente e, por sequência, um maior 

esgotamento da matriz; podendo ser observado um r1 bem mais expressivo na 

condição de 200 gotas.min-1. 

Oliveira (2018) obteve rendimentos de cera bruta variando de 7,26 a 8,34% ao 

realizar extrações com hexano durante 0,5 h, 1 h, 2 h e 4 h, alcançando resultados 

muito próximos ao de teor de lipídios totais (7,85%). O autor observou que nas 
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condições estudadas, o aumento de rendimento causado pelo prolongamento do 

tempo de extração (cerca de 1%), não justificava o emprego de maiores tempos de 

extração e, consequentemente, o gasto energético necessário para manter tais 

extrações.  

Uma vez que a melhor condição de extração (5 h a 200 gotas.min-1), com r1 

igual a 6,48 ± 0,31% e soma dos três extratos nesta condição (r1+ r2+ r3) de 7,15%, 

tenha possibilitado rendimento superior ao teor total de lipídios (6,20 ± 0,07%), optou-

se por não adicionar mais tempo de extração e, consequentemente, gastos 

energéticos associados, uma vez que se tratava de um processo em maior escala. A 

partir da determinação da melhor condição, todas as demais extrações foram 

realizadas durante 5 h e 200 gotas.min-1, com rendimento médio de 6,48 ± 0,31%. O 

material obtido a partir desta extração está apresentado na Figura 4.4. 

 

 

 

 

 

 

O resíduo obtido após a extração da cera da casca da cana-de-açúcar 

apresenta um grande potencial de empregabilidade como adubo orgânico em campos 

de cultivo, uma vez que após a extração lipídica, os macro e micronutrientes presentes 

na matriz se tornam mais disponíveis no solo na ausência de lipídios (Gonçalves, 

1998; Bhosale et al., 2012). 

 

4.2.2 Purificação 

Enquanto a cera bruta apresentou coloração verde, a cera purificada a partir da 

cristalização com acetona e hexano apresentou coloração ligeiramente esverdeada e 

com aspecto esbranquiçado, conforme Figura 4.5. Foi obtido rendimento de 60,98 ± 

0,98% de cera purificada (com base na quantidade de cera bruta utilizada). 

 

 

Figura 4.4 - Cera bruta da cana-de-açúcar 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO DA CERAS BRUTA E PURIFICADA 

Como a composição da cana-de-açúcar depende de muitos fatores, como 

variedade da planta, condições de cultivo, método de extração ou tipo de solvente 

empregado, consequentemente a cera produzida a partir da mesma pode apresentar 

propriedades físico-químicas muito distintas. Logo, a caracterização da cera com 

relação aos índices analíticos (índice de acidez, saponificação, iodo e de matéria 

insaponificável), teor de ácidos graxos livres (AGL), espectro de absorção no 

infravermelho, solubilidade e propriedades térmicas (análise granulométrica e 

calorimetria exploratória diferencial), é de suma importância para se conhecer o 

material com o qual está se trabalhando. 

 

4.3.1 Índices analíticos 

Os índices analíticos da cera bruta da cana-de-açúcar obtidos neste trabalho e 

por diferentes autores estão apresentados na Tabela 4.1. 

 
Tabela 4.1 - Índices analíticos da cera bruta da cana-de-açúcar 

Nota: IA: Índice de Acidez; IS: Índice de Saponificação; II Índice de Iodo. MI: Índice de Matéria 
Insaponificável. 

 

Referência 
Parâmetros 

IA 
(mg KOH.g-1) 

IS  
(mg KOH.g-1) 

II - Wijs  
(mg I.100 g-1) 

MI  
(%) 

Este trabalho 33,4 ± 0,9 118,4 ± 3,3 29,0 ± 1,0 29,4 ± 2,8 
Garcia e Garcia (1996) 32,0 98,0 28,0 - 

Vieira (2003) 52,4 ± 1,6 123,5 ± 3,6 22,9 ± 2,3 35,5 ± 1,6 
Gandra (2006) 36,2 ± 1,3 116,4 ± 1,6 48,1 ± 0,5 - 
Rozário (2006) 27,3 ± 1,0 105,2 ± 3,0 33,3 ± 0,6 32,4 ± 2,2 

Bhosale et al. (2012) 5,0 - 5,9 202,6 - 263,8 22,6 - 29,3 - 

Figura 4.5 - Cera purificada da cana-de-açúcar 
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O valor de índice de acidez obtido foi inferior aos observados por Vieira (2003) 

e Gandra (2006) e, superior aos encontrados pelos demais autores. A cera bruta 

apresentou teor de ácidos graxos livres de 16,8 ± 0,5%. 

Pérez et al. (1993) observaram valores de IA muito superiores aos relatados na 

Tabela 4.1, na faixa de 448,8 a 732,1 mg.g-1. Os autores associaram os altos valores 

à presença de uma fração resinosa na cera extraída com clorofórmio. Buttar et al. 

(1999) avaliaram a cera bruta da cana-de-açúcar extraída a partir dos solventes 

apolares hexano, tolueno e clorofórmio, observando que os valores de índice de 

acidez e de saponificação variaram de 29 a 37,4 mg.g-1 e de 109,4 a 115,3 mg.g-1, 

respectivamente, faixa esta que compreende os valores obtidos neste trabalho a partir 

da extração da cera bruta com hexano. 

O índice de acidez e, consequentemente, a quantidade de ácidos graxos livres 

presentes na cera bruta da cana-de-açúcar é dependente da variedade da planta, do 

cultivo, das condições e do tipo de solvente utilizados na extração da cera (Balch, 

1953). Esta dependência relativa às condições de operação foi observada por alguns 

autores (Warth, 1956; Azzam, 1986; Bhosale et al. 2012; Oliveira, 2018). Bhosale et 

al. (2012) avaliaram as características da cera oriunda da utilização da torta do filtro 

rotativo proveniente de 4 diferentes indústrias sucroalcooleiras, a partir da extração 

com os solventes tolueno e benzeno. Os autores observaram valores de índice de 

acidez variando de 4,99 a 5,95 mg.g-1, índice de saponificação de 202,6 a 263,8  

mg.g-1 e índice de iodo de 22,64 a 29,27 mg.100g-1, respectivamente. 

Warth (1956) também observou que dependendo da procedência da cera bruta 

(Filipinas, Índia e Java), as suas características podem ser afetadas, observando 

valores de índice de saponificação e acidez variando de 128 a 177 mg.g-1 e de 24 a 

57 mg.g-1, respectivamente. De acordo com Azzam (1986), as características da cera 

egípcia de cana-de-açúcar também são alteradas dependendo das diferentes origens 

da mesma, observando valores de IS variando de 66,20 a 130,70 mg.g-1. 

O valor de índice de iodo obtido também ficou na faixa de valores encontrados 

na literatura. Ao se comparar a cera bruta da cana-de-açúcar com a das ceras de 

abelha e carnaúba, que possuem índice de iodo variando de 7 a 16 e de 7 a 14 

mg.100g-1, respectivamente; percebe-se que as ceras brutas da cana-de-açúcar são 

mais insaturadas que as ceras abelha e carnaúba, uma vez que apresentam maiores 

valores de II (Hamilton, 1995; Gunstone e Padley, 1997). 
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O índice de matéria insaponificável encontrado, se assemelha aos valores 

relatados por Vieira (2003) e Rozário (2006), à medida em que o baixo valor do índice 

de matéria insaponificável observado seja coerente com o alto valor de índice de 

saponificação que a cera bruta apresentou.  

Ao se comparar os parâmetros físico-químicos da cera bruta (Tabela 4.1) e os 

da cera purificada (Tabela 4.2), verifica-se que houve um decréscimo dos índices de 

acidez, saponificação e iodo após a etapa de purificação. Este mesmo comportamento 

foi observado por Garcia e Garcia (1996), Vieira (2003) e Gandra (2006). Para a cera 

bruta foi encontrado teor de ácidos graxos livres (AGL) de 16,8 ± 0,5%, enquanto para 

a cera purificada foi de 8,7 ± 0,6%. Esta tendência de redução do índice de acidez, 

saponificação, iodo e teor de ácidos graxos livres, além do aumento do índice de 

matéria insaponificável, ocorre devido a etapa de purificação, que promove a remoção 

da fração oleosa e, consequentemente, dos ésteres, triglicerídeos, ácidos graxos 

livres e esterificados que compõe a cera bruta (Vieira, 2003; Wada, 2008). 

As diferenças das características obtidas a partir de diferentes métodos de 

purificação são bem evidentes. O valor de índice de acidez obtido neste estudo  

(17,3 mg.g-1) foi próximo aos obtidos por Vieira (2003) (20,5 mg.g-1) e Oliveira (2018) 

(22,6 mg.g-1), que realizaram a extração da cera com hexano e utilizaram o mesmo 

procedimento de purificação empregado neste. 

 
Tabela 4.2 - Parâmetros físico-químicos da cera purificada da cana-de-açúcar 

Referência 
Método de 
Purificação 

Parâmetros 

IA 
(mg KOH.g-1) 

IS  
(mg KOH.g-1) 

II - Wijs  
(mg I.100 g-1) 

MI  
(%) 

Este trabalho Hexano e acetona 17,3 ± 1,2 98,7 ± 3,4 13,6 ± 1,3 35,1 ± 2,7 
Garcia e Garcia (1996) Álcool a quente 27,0 106,0 21,0 - 
Vieira (2003) Hexano e acetona 20,5 ± 0,9 77,9 ± 1,9 12,6 ± 0,9 55,6 ± 1,9 
Gandra (2006) Álcool a frio 23,2 ± 0,6 79,1 ± 1,1 22,3 ± 0,6 - 
Rozário (2006) Álcool a quente 39,6 ± 1,4 118,3 ± 1,2 55,7 ± 0,3 50,8 ± 2,9 
Wada (2008) Álcool a frio 13,0 ± 0,1 96,0 ± 0,3 21,0 ± 0,2 48,5 ± 1,9 
Paixão (2008) Álcool a frio 13,2 ± 0,2 96,2 ± 0,3 21,5 ± 0,2 48,5 ± 1,9 
Lopes (2010) Álcool a frio 18,1 ± 0,3 141,0 ± 0,1 20,0 ± 0,1 34,7 ± 0,3 
Oliveira (2018) Hexano e acetona 22,6 - 28,9 60,9 - 71,3 - - 

Nota: IA: Índice de Acidez; IS: Índice de Saponificação; II Índice de Iodo. MI: Índice de Matéria 
Insaponificável. 

 

Rozário (2006) e Garcia e Garcia (1996) realizaram a purificação com álcool a 

quente, observando os maiores valores de acidez, associado à presença da fração 

oleosa. Ao invés de uma diminuição, o processo de purificação empregado por 
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Rozário (2006) propiciou um aumento do IA, indicando que a purificação promoveu 

uma concentração na cera dos ácidos graxos livres presentes no óleo ou favoreceu a 

hidrólise de alguns ésteres e triglicerídeos presentes na cera. 

Wada (2008), Paixão (2008) e Lopes (2010) caracterizaram a cera da cana-de-

açúcar clarificada e purificada com etanol a frio e, encontraram valores inferiores de 

IA (13,0, 13,2 e 18,1 mg.g-1, respectivamente), ocasionado devido à alta eficiência na 

extração da fração oleosa da etapa de purificação. Embora também tenha realizado a 

purificação com etanol a frio, Gandra (2006) obteve valores um pouco superior (23,2 

mg.g-1), provavelmente em decorrência da cera estudada ter sido composta apenas 

da fração de ésteres de cera, sem a presença de resinas (fração dura). 

O valor do índice de saponificação encontrado na cera purificada deste estudo 

é um indicativo de alto teor de ésteres, triglicerídeos, ácidos graxos livres e 

esterificados presentes na mesma. 

Os valores de II apresentam uma grande variação (12,6 - 55,7 mg.100g-1), 

possivelmente devido ao método de purificação empregado. O processo de 

purificação favorece a remoção da fase oleosa (triglicerídeos e ácidos graxos) 

presente na cera, além também de substâncias saponificáveis, razão pela qual a cera 

purificada apresenta maior teor de matéria insaponificável quando comparado à cera 

bruta, o que é um indicativo de que a etapa de purificação promoveu uma maior 

concentração da fração de éster na amostra (Vieira, 2003; Rozário, 2006). 

A cera purificada também apresentou índices analíticos comparáveis aos das 

ceras comerciais de abelha, candelila, carnaúba, lanolina, ouricuri (Syagrus coronata) 

e jojoba (Simmondsia chinensis), conforme observado na Tabela 4.3. 

 
Tabela 4.3 - Propriedades físico-químicas de diferentes ceras comerciais 

Fonte: Adaptado de Hamilton (1995), Gunstone e Padley (1997) e Sin (2012) 
 

 

 

Propriedades 
Cera de 
Abelha 

Cera de 
Carnaúba 

Cera de 
Candelila 

Cera de 
Lanolina 

Cera de 
Ouricuri 

Cera de 
Jojoba 

Índice de Acidez 
(mg KOH.g-1) 

17 - 36 3 - 10 12 - 22 7 - 15 8 - 20 2 

Índice de 
Saponificação 
(mg KOH.g-1) 

90 - 149 79 - 95 35 - 87 100 - 110 70 - 100 92 

Índice de Iodo 
(mg I.100g-1) 

7 - 16 7 - 14 14 - 45 15 - 30 6 - 8 82 
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4.3.2 Solubilidade da cera bruta 

Os dados de solubilidade da cera da cana-de-açúcar são muito escassos e o 

conhecimento desta propriedade é essencial para sua aplicação em diferentes 

segmentos industriais. De acordo com Warth (1956), a cera bruta da cana-de-açúcar 

apresenta solubilidade parcial em diferentes solventes, conforme apresentado na 

Tabela 4.4; e é solúvel em clorofórmio, álcool amílico e éter etílico quente, uma vez 

que estes solventes são capazes de promover a dissolução até certo ponto, 

depositando pequenos grãos de cristal no resfriamento. 

 

Tabela 4.4 - Solubilidade parcial da cera bruta da cana-de-açúcar 
 

 

 

 

 

 

Fonte: Warth (1956) 

 

Neste estudo foi avaliada a dissolução da cera bruta em diferentes solventes 

para se ter um indicativo de tal propriedade, e o comportamento de solubilidade das 

amostras analisadas está apresentado na Figura 4.6. 

Observa-se que após 72 h a cera bruta foi melhor dissolvida em limoneno, 

terebentina e clorofórmio à medida em que a ocorrência de grânulos ou partículas não 

dissolvidas do material foi menor quando comparadas às demais imagens. Vale 

salientar que as placas utilizadas na análise do microscópio possuíam alguns 

arranhões, entretanto o mesmo perfil de ranhuras foi observado em todas as imagens. 

Dentre os solventes que apresentaram a maior capacidade de dissolução da 

cera, o limoneno e a terebentina apresentaram maior eficiência além de serem os mais 

recomendados, uma vez que são classificados como “amarelos”, enquanto o 

clorofórmio é classificado como um solvente “vermelho”, de uso perigoso (Byrne et al., 

2016). Devido à natureza do clorofórmio, não foram realizados testes envolvendo o 

aquecimento deste. A microscopia óptica foi utilizada para fornecer uma 

Solvente 
Volume 

(mL) 
Temperatura 

(°C) 
Massa de cera 

(g) 

Etanol USP (95%) 100 25 5,9 
Terebentina 100 35 0,1 

Dicloreto de Etileno 100 37 1,6 
Nafta Leve 100 39 0,1 

Acetato de Etila 100 44 0,1 
Butanol 100 57 0,1 

Benzeno 100 67 0,1 
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representação da tendência da solubilidade da cera bruta em limoneno e terebentina 

a 30, 40 e 50 °C, conforme Figura 4.7. 

 

Figura 4.6 - Imagens capturadas pela microscopia óptica (100x a 30 °C) da 
solubilidade da cera bruta da cana-de-açúcar em diferentes solventes 

Legenda: (a) metanol, (b) etanol, (c) decanol, (d) dimetilsulfóxido, (e) acetato de etila, (f) 
hexano, (g) acetona, (h) clorofórmio, (i) terebentina, (j) limoneno, (k) água, (l) acetonitrila, (m) 
etanolamina-mono, (n) ácido acético, (o) ácido octanóico, (p) ácido lático, (q) éter etílico. 

 

A 30 °C, a cera bruta não foi completamente dissolvida na menor concentração 

avaliada (0,83 mg.mL-1), sendo necessários mais estudos para determinar a máxima 

solubilidade da cera nessa condição. A terebentina apresentou uma maior capacidade 

do que o limoneno para solubilizar a cera bruta a 40 e 50 °C, provavelmente por ser 

uma mistura de isômeros (α e β pineno). O aumento da temperatura permitiu um 

aumento na energia cinética, favorecendo uma maior separação das moléculas de 

cera e, consequentemente, maior solubilidade. Esse comportamento é característico 

da regra geral de solubilidade, o que implica que se trata de um processo de 

dissolução endotérmica (Fathi-Azarjbayjani et al., 2016; Kim et al., 2018). 
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Figura 4.7 - Comportamento de solubilidade da cera de cana-de-açúcar em 
limoneno(▬) e terebentina(▬) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: ()concentrações nas quais a cera pode ser completamente dissolvida em 
limoneno e ()terebentina; ()concentração nas quais a dissolução não é mais possível em 

limoneno e ()terebentina. A linha sólida é para guiar o olho como um limite máximo 
aproximado de concentração de cera possível de se dissolver nesses solventes 
 

4.3.3 Espectroscopia no FTIR 

Para ajudar a elucidar a estrutura complexa da cera, identificar os principais 

grupos funcionais presentes na mesma e também verificar qual a técnica de 

espectroscopia mais adequada para a análise das amostras, foram realizadas 

análises da espectroscopia de transmissão por pastilhas de brometo de potássio (KBr) 

e espectroscopia de Reflexão Interna ou Refletância Total Atenuada (ATR), conforme 

espectros apresentados na Figura 4.8. Para todas as análises a linha base foi corrigida 

e o espectros normalizados em relação à altura do maior pico (CH em 2920 cm-1), 

para assegurar que a intensidade do infravermelho fosse a mais semelhante possível 

entre os espectros registrados. 

Inicialmente foi realizada a análise no modo ATR, uma vez que este método é 

amplamente utilizado por ser rápido, fácil, não destrutivo, com espectros de alta 

qualidade e mais eficiente em termos do tempo de análise, quando comparada a 

técnica de transmitância (Chen et al., 2015), sendo empregado também por diferentes 

autores para análise de constituintes de ceras vegetais (Gandra, 2006; Athukorala et 

al., 2009; Ipatzi, 2016; Oliveira, 2018; Ramos-Zambrano et al., 2019). Entretanto, a 

não observância de uma banda larga característica de OH, que indica a presença de 

álcoois (entre 3650 e 3200 cm-1) ou ácidos carboxílicos (3400 - 2400 cm-1), induziu a 

realização de uma nova análise no modo de transmitância com pastilhas de KBr 
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também utilizado para análise de constituintes de ceras (Isbell et al., 1996; Oliveira, 

2011; Inarkar e Lele, 2012; Ishaka et al., 2014; Qi et al., 2017; Ma et al., 2018). 

 

 

Embora os espectros sejam parecidos, pequenas variações em relação a 

intensidade e posição dos picos podem ocorrer. Como na espectroscopia de 

transmitância o infravermelho interage diretamente com a matriz, não ocorrendo 

nenhum fenômeno de reflexão; em muitos casos os espectros apresentam qualidade 

superior aos espectros por ATR (Smith, 2011; Chen et al., 2015), justificando a maior 

acurácia da técnica de transmitância para a análise dos componentes de cera. Para 

fins comparativos, o FTIR do padrão de octacosanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO - 

EUA) analisado em modo ATR e transmitância (pastilha de KBr), juntamente com um 

espectro do octacosanol encontrado na literatura (modo transmitância, pastilha de 

KBr) (Guidechem, 2021) são apresentados no Apêndice B (Figura A2). 

Por apresentar maior estabilidade da linha base e melhor definição da banda 

referente a presença de OH, optou-se por conduzir as demais análises a partir da 

técnica de espectroscopia por transmitância utilizando pastilhas de KBr. Os espectros 

comparativos entre a ceras bruta e purificada da cana-de-açúcar são apresentados 

na Figura 4.9 e, os valores e atribuições destas bandas, com absorção na região de 

4000 a 400 cm-1, na Tabela 4.5. 

 

 

Figura 4.8 - Espectros do FTIR da cera bruta analisada no modo ATR (▬) e por 
transmitância (pastilha de KBr) (▬) 
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Os alcanos são caracterizados por apresentarem espectros geralmente 

simples e com poucos picos; ocorrendo nas formas de CH, CH2, CH3 e ≥4CH2, que 

estão associados, respectivamente, à presença da fração alifática da cera (2920 e 

2840 cm-1), grupo metileno (1460 cm-1), grupo metila (1375 cm-1) e grupos com pelo 

menos 4 CH2 ligados entre si (724 cm-1), que também é observada em óleos e 

triglicerídeos (Guillén e Cabo, 1997; Albuquerque et al., 2003; Qi et al., 2017). Uma 

vez que o estiramento C-C se apresenta na forma de picos muito fracos, sua 

interpretação não é comumente realizada (Pavia et al., 2008). 

 
Tabela 4.5 - Análise de componentes de banda dos espectros de FTIR da cera da 

cana-de-açúcar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Silverstein, et al. (2005) e Pavia et al. (2008). 

Grupo Funcional 
Tipo de 
vibração 

Banda 
(n° de onda, cm-1) 

Intensidade 

C-H 

CH Estiramento 3000 - 2800 Forte 
CH3 Dobramento 1450 e 1375 Médio 
CH2 Dobramento 1460 - 1465 Médio 

≥4CH2 Dobramento 720 Médio 

C=O 
Ácido carboxílico Estiramento 1730 - 1700 Forte 

Ester Estiramento 1750 - 1735 Forte 

C-O 
Álcoois, ésteres e 
ácidos carboxílicos 

Estiramento 1320 - 1000 Forte 

OH 
Álcool Estiramento 3650 - 3200 Médio 

Ácido carboxílico Estiramento 3400 - 2400 Médio 
C-O-H Álcool Dobramento 1440 - 1220 Fraco 

OH 

CH CH 

CH2 

≥4CH2 

C=O 

C-O 
CH3 

Figura 4.9 - Espectros do FTIR da cera bruta (▬) e purificada (▬) 
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Nos espectros da Figura 4.9 observa-se uma banda de absorção na região de 

3440 cm-1, que é característica da ligação OH, correspondente ao policosanol com 

ligações de hidrogênio intermolecular. Os álcoois aparecem em bandas intensas 

centradas entre 3400 e 3200 cm-1. Quando o álcool analisado está em uma solução 

(o que não se aplica para este caso), é possível observar uma banda nítida e fraca de 

álcool livre a esquerda da banda de OH com ligações de hidrogênio intermolecular, 

na região de 3650 a 3600 cm-1 (Pavia et al., 2008). 

A deformação angular do C-O-H, também denota a presença de álcoois, porém 

na forma de picos amplos, fracos e de difícil visualização na região de 1440 a 1220 

cm-1. Esses picos geralmente ficam sobrepostos pelo pico correspondente à 

deformação angular do CH3, que apresenta forte intensidade próximo a 1375 cm-1 e é 

adjacente à carbonila (Silverstein et al., 2005). No espectro também pode ser 

observada a presença do estiramento em 1160 cm-1, característico de C-O, que 

denota a presença de ésteres, álcoois e/ou ácidos graxos. O grupo carbonila (C=O) 

existente no espectro pode apresentar-se na forma de ácidos carboxílicos, ésteres, 

aldeídos, cetonas, amidas, cloretos ácidos e anidridos. Por terem sido observados 

estiramentos C=O com valores de 1737 e 1713 cm-1, associa-se os mesmos a 

presença dos grupos éster e ácido carboxílico, respectivamente. A vibração de 

estiramento deste grupo absorve fortemente na faixa de 1820 a 1660 cm-1 por causa 

de sua grande mudança no momento dipolar (Pavia et al., 2008). 

Os espectros da Figura 4.9 apresentaram bandas de absorção similares às da 

cera de abelha (Knuutinen e Norrman, 2000), palha de linho (Athukorala et al., 2009), 

bagaço (Qi et al., 2017) e casca da cana-de-açúcar (Inarkar e Lele, 2012; Oliveira, 

2018), além das ceras comerciais de carnaúba e candelila, conforme apresentado na 

Figura 4.10, o que indica a presença de características estruturais semelhantes às 

encontradas em óleos e gorduras (Guillén e Cabo, 1997; Albuquerque et al., 2003). 

Embora a técnica de FTIR indique a presença de bandas características de 

álcool e éster, a mesma possui algumas limitações uma vez que não possibilita aportar 

mais informações a respeito dos teores destes constituintes, sendo requerida a 

utilização de outras técnicas de caracterização, como a cromatografia a gás que 

também foi abordada neste trabalho. 
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4.3.4 Propriedades térmicas  

O comportamento térmico da cera foi investigado a partir da determinação de 

sua temperatura de decomposição, solidificação, fusão, assim como as entalpias de 

transição do material. 

 

4.3.4.1 Calorimetria exploratória diferencial 

A análise de termogramas é muito útil para a caracterização de ceras, uma vez 

que o formato das curvas, a faixa de fusão e as diferenças na transição de fases estão 

relacionados com a composição química da cera e sua história térmica (Nassu, 1994; 

Vieira, 2003). Para a análise via DSC, as amostras foram incialmente aquecidas, para 

remoção de qualquer histórico térmico anterior e, em seguida, resfriadas e submetidas 

a um novo aquecimento. Os termogramas de fusão apresentados (Figura 4.11, 4.12a 

e 4.13a) são correspondentes à etapa do segundo ciclo de aquecimento da amostra. 

Para fins comparativos, os termogramas de fusão das ceras comerciais de 

carnaúba e candelila também foram avaliados, conforme apresentado na Figura 4.11.  

Figura 4.10 - Espectros do FTIR da cera bruta da cana de açúcar (▬) e das 

ceras comerciais de candelila (▬) e carnaúba (▬) 
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A cera bruta da cana-de-açúcar apresenta um pico de fusão mais estreito e 

bem definido quando comparado as ceras de candelila e carnaúba, que compreende 

à faixa de 40 a 80 °C, o que é indicativo de maior homogeneidade e pureza quando 

comparada às ceras comerciais. A alta abundância de tipos específicos de compostos 

na cera, como álcoois e aldeídos de cadeia longa, pode ser responsável pela 

observação destes picos mais estreitos e altos (Attard et al., 2015). Para fins 

comparativos, no Apêndice B (Figura A3) é apresentando o termograma de fusão do 

padrão octacosanol, que apresenta pico estreito e de alta intensidade, o que é 

característico de amostras mais puras.  

Como a transição de fase da fusão é endotérmica, são observados fluxos de 

calor negativos nos termogramas. A cera bruta da cana-de-açúcar apresentou 

temperatura de pico de fusão de 76,25 °C, enquanto as ceras de candelila e carnaúba 

apresentaram temperaturas de 66,55 e 82,62 °C, respectivamente. Também é 

possível observar um pico de menor intensidade, principalmente na amostra de cera 

de candelila, o que evidencia a presença de outros componentes na amostra. 

A cera bruta da cana-de-açúcar apresentou ponto de fusão inferior a ceras de 

outras naturezas relatadas na literatura, como a cera do sorgo (85 °C) (Weller et al., 

2000), farelo de arroz (75 - 78 °C) (Vali et al., 2002), carnaúba (78 - 85 °C), ouricuri 

(82 - 84 °C) e, superior à cera da candelila (66 - 69 °C), palha do linho (55 - 67°C) 

(Athukorala et al., 2009); cera de abelha (62 - 65 °C), lanolina (32 - 42 °C) e jojoba (~7 

°C) (Hamilton, 1995; Gunstone e Padley, 1997). 
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Figura 4.11 - DSC de fusão da cera bruta da cana-de-açúcar (▬) e das ceras 
comerciais de candelila (ꞏꞏꞏꞏ) e carnaúba (----) 
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Os valores de temperatura de fusão da cera bruta da cana-de-açúcar 

observados são similares aos relatados por Azzam (1984), que determinou uma faixa 

de fusão de 74 a 81 °C para a cera egípcia de cana-de-açúcar. Outros pesquisados 

também observaram valores de ponto de fusão da cera bruta dentro da faixa 

anteriormente apresentada, como foi o caso de Vieira (2003) (77,7 °C) Gandra (2006) 

(75,6 °C) e Rozário (2006) (71,6 °C). 

O solvente empregado na etapa de extração também promove significativa 

influência no ponto de fusão da amostra de cera, pois dependendo do solvente outras 

espécies químicas podem ser extraídas. García et al. (2003) observaram ponto de 

fusão de 89,4 e 73,7 °C, para cera bruta da cana-de-açúcar extraída com tolueno e 

tricloroetileno, respectivamente. Oliveira (2018) também observou alterações nas 

propriedades térmicas da cera extraída utilizando limoneno e pineno, que 

apresentaram temperaturas de fusão de 50,6 e 50,4 °C, respectivamente, enquanto a 

cera extraída com hexano apresentou temperatura de fusão de 75,9 °C. 

A energia a ser fornecida à amostra para que ocorra uma completa fusão, que 

corresponde ao calor latente, também foi avaliada. O valor de entalpia é determinado 

a partir da área do pico e foi observado valor de entalpia de fusão de -130,49 J.g-1, 

valor este próximo ao observados por outros autores na literatura, como Vieira (2003) 

(-125,87 J.g-1), Gandra (2006) (-101,6 J.g-1) e Oliveira (2018) (-129,82 J.g−1). 

Foram avaliados 4 métodos para conduzir a análise da cera purificada, variando 

as rampas de temperatura e os períodos das isotermas. Os termogramas assim como 

as temperaturas e entalpias de fusão e solidificação obtidos a partir dos métodos 

avaliados estão apresentados na Figura 4.12 e Tabela 4.6, respectivamente. O 

comportamento das ceras não apresentou variações muito significativas entre os 

métodos avaliados, com temperaturas de fusão e solidificação variando de 76,98 a 

77,81 °C e de 70,87 a 73,04 °C, respectivamente. 

Os métodos 4, 2 e 3 foram empregados modificando-se apenas a taxa de 

resfriamento de 10, 5 e 1 °C.min-1, respectivamente, no intuito de observar se a 

solidificação da cera poderia sofrer alterações de acordo com a taxa utilizada. O 

emprego de menores taxas de resfriamento pode favorecer a organização das 

moléculas que tendem a se dissolver com maior facilidade em amostras líquidas 

devido a maior área de contato (Vieira, 2003). A medida em que se diminuiu a taxa de 

resfriamento da cera (Método 4> Método 2> Método 3), foi observado o aumento da 
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altura dos picos de fusão. A mesma tendência foi observada por Liu et al. (1994), ao 

analisar o comportamento de fusão da cera isolada do óleo de canola. 

 
Figura 4.12 - DSC de (a) fusão e (b) solidificação da cera purificada sob diferentes 

condições de análise  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Método 1 (▬): 25 a 105 °C (1 min); 105 a -10 °C (1 min); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 2 (---): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (5 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 3 (ꞏꞏꞏ): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (1 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 4 (▬): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (10 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1. 

 

Tabela 4.6 - Temperaturas e entalpias de fusão e solidificação da cera purificada 
sob diferentes condições de análise 

 

 

 

 

 

Nota: Método 1: 25 a 105 °C (1 min); 105 a -10 °C (1 min); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 2: 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (5 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 3: 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (1 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1; 
Método 4: 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (10 °C.min-1); -10 a 105 °C a 10 °C.min-1. 
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Entalpia ΔH 
(J.g-1) 

Tonset 
(°C) 

Tpico 
(°C) 

Entalpia ΔH 
(J.g-1) 

Método 1 70,17 77,81 -149,33 72,36 70,87 189,51 

Método 2 70,92 77,34 -155,08 72,91 71,81 204,12 

Método 3 71,82 77,35 -161,35 73,48 73,04 204,86 

Método 4 70,53 76,98 -150,84 72,67 70,96 197,67 
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De forma geral, o perfil dos termogramas não se alterou significativamente, não 

sofrendo alterações significativas de acordo com o emprego de diferentes métodos de 

análise. De posse destas considerações, conclui-se que a partir do método 1 foram 

alcançados os melhores resultados em termos de rapidez e custo do processo de 

análise, à medida em que se utilizou isoterma de 1 min e maior taxa de resfriamento 

e aquecimento (10 °C.min-1); além também da observação de um elevado ponto de 

fusão, o que pode possibilitar a utilização da cera purificada para diferentes 

aplicações. 

Os valores de ponto de fusão da cera purificada da cana-de-açúcar foram 

comparáveis aos valores observados por diferentes autores, com valores de 81 °C 

(Vieira, 2003), 70 °C (Rozário, 2006), 72 - 75 °C (Phukan e Boruah, 1999), 75 °C 

(Wada, 2008; Paixão, 2008), 72 - 77 °C (Oliveira, 2018), 78 °C (Lopes, 2010), 

77 - 78 °C (García et al. 1999), 78 °C (Gandra, 2006), 79 °C (Paturau, 1989), 

79 - 81 °C (Balch, 1953) e 79 - 83 °C (Azzam, 1984 e 1986). Os termogramas de fusão 

e solidificação das ceras bruta e purificada estão apresentados na Figura 4.13. 

 

Figura 4.13 - DSC de (a) fusão e (b) solidificação da cera bruta (▬) e purificada (▬) 

da cana-de-açúcar 
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É notável uma ligeira diferença entre as temperaturas de fusão das amostras, 

uma vez que esta propriedade é dependente principalmente da proporção dos 

constituintes nas ceras e do processo de purificação (Frutuoso, 1989; Paixão, 2008). 

O comportamento das curvas no termograma de solidificação (Figura 4.13b), 

segue a mesma tendência do termograma de fusão (Figura 4.13a), com maior Tpico e 

intensidade nas amostras de cera purificada. Este comportamento indica que o 

processo de purificação empregado promoveu a obtenção de um material mais 

resistente termicamente, mais homogêneo e com maior pureza em relação à 

composição dos lipídios (Vieira, 2003). 

 

4.3.4.2 Análise termogravimétrica 

A análise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica da 

cera da cana-de-açúcar e, os termograma expressos em termos da porcentagem da 

massa perdida e da temperatura estão apresentados na Figura 4.14. 

 
Figura 4.14 - Termogramas das ceras (a) bruta (▬) e purificada (▬) da cana-de-

açúcar, além das ceras comerciais de (b) carnaúba (▬) e candelila (▬) 

 
As ceras bruta e purificada (Figura 4.14a) apresentaram padrão de 

decomposição muito semelhante, sendo observadas perdas mais apreciáveis a 

temperaturas superiores a 210 °C, e completa pirólise a partir de 580 °C. 

Para fins comparativos, as ceras comerciais de carnaúba e candelila também 

foram analisadas (Figura 4.14b), apresentando comportamento similar ao da cera 

bruta da cana-de-açúcar, entretanto com uma menor estabilidade térmica desta. Foi 
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observada uma maior estabilidade da cera de carnaúba, seguida pela de candelila e 

cana-de-açúcar, com decomposição iniciada a partir de 270, 240 e 210 °C, 

respectivamente. 

O principal objetivo deste capítulo foi realizar a caracterização da matéria-prima 

utilizada (casca da cana-de-açúcar), identificar a melhor condição de extração, e então 

caracterizar as ceras brutas e purificadas quanto às suas propriedades físico-químicas 

e térmicas. Esta etapa foi muito importante para a realização deste trabalho pois 

permitiu conhecer as características do material de estudo e compará-las às 

propriedades de ceras relatadas por outros autores da literatura.  

Para avaliar o teor de octacosanol, foi necessário conduzir uma reação de 

derivatização, de modo a modificar um determinado grupo funcional contido nas ceras 

e permitir a separação cromatográfica do octacosanol. Os métodos de derivatização 

avaliados assim como os resultados pertinentes a estas análises são apresentados 

no tópico a seguir. 

 

4.4 CROMATOGRAFIA A GÁS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

4.4.1 Derivatização 

Foram avaliados dois métodos de derivatização (alquilação e sililação), que 

consistem em uma modificação química de um determinado grupo funcional de um 

analito, de modo a permitir separações cromatográficas mais eficientes. Lopes (2010) 

avaliou três diferentes métodos de alquilação (metilação), observando que o utilizado 

por Hartman e Lago (1973) possibilitou a obtenção dos maiores rendimentos de 

álcoois graxos (31,6%), enquanto os utilizados por Lepage e Roy (1986) e Mendez et 

al. (2008), apresentaram os valores de 22,5 e 21,8%, respectivamente. Sendo assim, 

foi realizada derivatização na forma de metilação conforme procedimento proposto por 

Hartman e Lago (1973). 

O outro método avaliado consistiu na sililação com o reagente MSTFA, para 

promover a substituição do hidrogênio ativo do grupo hidroxila (-OH) do álcool por um 

grupo trimetilsilil [-Si(CH3)3], que possibilita uma redução de polaridade do composto 

e de suas ligações de hidrogênio. Neste sentido a metilação foi empregada para 

avaliar a presença de ácidos graxos que poderiam interferir na análise das amostras, 

possibilitando também analisar os álcoois graxos, enquanto a sililação foi utilizada 

para analisar efetivamente a presença de álcoois graxos. Os cromatogramas obtidos 

a partir dos métodos de derivatização avaliados estão apresentados na Figura 4.15. 
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Figura 4.15 - Cromatograma da cera purificada após (a) metilação e (b) sililação 

 

De acordo com Figura 4.15a (amostra metilada), os picos que apresentam 

maiores intensidades são referentes ao octacosanol (tR = 31,139 min) e éster metílico 

do ácido octacosanóico (tR = 31,662 min). 

Embora tenha sido utilizada a mesma programação de temperatura, no 

cromatograma da amostra sililada (Figura 4.15b) são observados picos mais estreitos, 

simétricos, e com a linha base mais uniforme, promovidos pela maior volatilidade e 

estabilidade dos derivados sililados dos álcoois graxos. O pico referente ao 

octacosanol nas amostras metilada e sililada (tR de 31,139 a 31,956 min, 

respectivamente) teve sua abundância aumentada em aproximadamente 45 vezes a 

partir da reação de sililação. Diante do exposto, optou-se por realizar a derivatização 
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por meio da sililação para conduzir as análises subsequentes, uma vez que o detector 

do cromatógrafo a gás é mais sensível à presença dos álcoois sililados em 

comparação aos álcoois livres.  

 

4.4.2 Análise da mistura comercial de álcoois graxos (Lesstanol®) 

A mistura comercial de álcoois graxos (C24-C32) (Lesstanol®) foi sililada e 

analisada, conforme apresentado na Figura 4.16, sendo confirmada a presença dos 

álcoois graxos após comparação entre o padrão de fragmentação da amostra e o 

espectro de massas obtidos da biblioteca NIST-11. Os espectros de massas da 

varredura completa de todos os derivados do Lesstanol® sililados foram identificados 

com base nos padrões de fragmentos de massa dos espectros dos derivados de 

trimetilsilil, que tem por característica um íon molecular mais abundante e a perda de 

uma unidade de CH3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: C24 (tetracosanol), C26 (hexacosanol), C27 (heptacosanol), C28 (octacosanol), C29 
(nonacosanol), C30 (triacontanol) e C32 (dotriacontanol) 

 

A identificação dos compostos, porcentagens relativas, fórmulas e massas 

moleculares dos álcoois graxos oriundos da mistura comercial Lesstanol® são 

apresentados na Tabela 4.7. Não foi possível identificar 2 analitos (porcentagem 

relativa de 2,11%), visto que o Lesstanol® apresenta pureza mínima de 90%, conforme 

especificação apresentada no Apêndice C. 

 
 

Figura 4.16 - Cromatograma do Lesstanol® sililado 
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Tabela 4.7 - Analitos presentes no Lesstanol® sililado 

Nota: n.i. (analito não identificado) 

 
4.4.3 Análise da composição das ceras bruta e purificada 

Os cromatogramas representativos das análises das ceras bruta e purificada 

são apresentados na Figura 4.17. A partir da comparação entre os tempos de retenção 

dos compostos presentes nas ceras foi possível identificar a presença de derivados 

sililados de álcoois graxos, além de outros constituintes. 

Na amostra cera purificada são encontrados analitos (tR's de 28,502, 31,734, 

33,184 e 34,635 min) com um fragmento de massa 73, referente ao grupo trimetilsilil 

[Si(CH3)3] e íon molecular mais abundante de 439, 467, 481 e 495 m/z 

respectivamente. Estes analitos são correspondentes aos álcoois graxos hexacosanol 

(C26), octacosanol (C28), nonacosanol (C29) e triacontanol (C30). Para os 4 analitos, 

adicionando-se mais 15 unidades de massa (um radical CH3) aos íons moleculares 

mais abundantes, são obtidas as massas moleculares dos álcoois graxos sililados, 

sendo de 454, 482, 496 e 510 u.m.a. para o hexacosanol, octacosanol, nonacosanol 

e triacontanol, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

tR (min) Identificação % Relativa 
Fórmula 

molecular 
MM 

(u.m.a.) 

25,143 Tetracosanol trimetilssilano 1,75 C24H49OSi(CH3)3 426 

28,553 Hexacosanol trimetilssilano 14,37 C26H53OSi(CH3)3 454 

30,112 Heptacosanol trimetilssilano 0,96 C27H55OSi(CH3)3 468 

30,875 n.i. 0,89 - - 

30,932 n.i. 1,22 - - 

31,823 Octacosanol trimetilssilano 60,41 C28H57OSi(CH3)3 482 

33,191 Nonacosanol trimetilssilano 2,26 C29H59OSi(CH3)3 496 

34,705 Triacontanol trimetilssilano 17,10 C30H61OSi(CH3)3 510 

37,848 Dotriacontanol trimetilssilano 1,06 C32H65OSi(CH3)3 538 
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Figura 4.17 - Cromatogramas das ceras (a) bruta e (b) purificada sililadas 

Legenda: C26A (hexacosanal), C26 (hexacosanol), C28A (octacosanal), C28 (octacosanol), 
C30A (triacontanal), C29 (nonacosanol), C30 (triacontanol), C32A (dotriacontanal) e C34A 

(tetratriacontanal) 
 

Como exemplificação, na Figura 4.18a está apresentado o espectro de massas 

do octacosanol sililado (MM 482 u.m.a.), com íon molecular mais abundante de 467 

m/z (perda de um grupo CH3). Uma análise comparativa entre o espectro de massas 

do octacosanol sililado e do octacosanol pode ser feita a partir da Figura 4.18b. 

Os espectros de massas dos demais analitos encontrados nas ceras brutas e 

purificada são apresentados no Apêndice D (Figura A4 a A13), enquanto informações 

acerca da identificação dos mesmos, fórmulas moleculares, tempos de retenção e 

composição percentual são apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9. As composições dos 
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constituintes das ceras foram estimadas com base na porcentagem relativa da área 

de cada pico, de modo que as áreas dos picos totais fossem iguais a 100%. 

Figura 4.18 - Espectro de massas do (a) octacosanol sililado (MM 482) e  
(b) octacosanol (MM 410) (NIST-11) 

 
Tabela 4.8 - Analitos presentes na cera bruta sililada 

Nota: n.i. (analito não identificado) 

 

A cera bruta é composta majoritariamente por aldeídos (64,27%), álcoois 

graxos (27,85%), além de outros constituintes não identificados (7,89%). Estes 

mesmos constituintes foram observados na cera purificada, com porcentagem de 
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tR (min) Identificação % Relativa 
Fórmula 

Molecular 
MM 

(u.m.a.) 
24,061 n.i. 2,45 - - 
29,857 Octacosanal 52,24 C28H56O 408 
30,818 n.i. 3,17 - - 
31,524 Octacosanol trimetilssilano 27,85 C28H57OSi(CH3)3 482 

33,006 Triacontanal 12,03 C30H60O 436 
36,028 n.i. 2,27 - - 
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álcoois, aldeídos e analitos não identificados, com valores de 51,59, 40,20 e 8,21%, 

respectivamente; evidenciando que o processo de purificação empregado foi muito útil 

para promover um maior enriquecimento de álcoois graxos na amostra. 

 
Tabela 4.9 - Analitos presentes na cera purificada sililada 

Nota: n.i. (analito não identificado) 

 

Assim como foi observado por outros autores (Laguna-Granja et al., 1999; 

Irmak et al., 2006; Mendez et al., 2008; Asikin et al., 2008 e 2012; Weerawatanakorn 

et al., 2016 e 2019), o octacosanol também foi o componente majoritário encontrado 

na amostra de cera purificada da cana-de-açúcar, representando 69,84% dentre todos 

os álcoois graxos existentes (Tabela 4.9). No trabalho desenvolvido por Oliveira 

(2018), a cera metilada da casca da cana-de-açúcar extraída com hexano, limoneno 

e terebentina, apresentou teor de octacosanol variando de 22,2 a 31,3%, 17,8 a 27,8% 

e 18,1 a 21,1%, respectivamente.  

Além dos derivados sililados dos álcoois graxos (C26, C28, C29 e C30), nas 

Tabelas 4.8 e 4.9 observa-se também a presença de aldeídos (C26, C28, C30, C32 e 

C34). Nos aldeídos de cadeia linear, alguns picos do íon molecular podem ser 

utilizados como evidência para a identificação do perfil de fragmentação da amostra, 

ocorrendo a M-18 (perda de água), M-28 (perda de etileno), M-43 (perda de  

CH2=CH-O) e M-44 (perda de CH2=CH-OH) (Skooge et al., 2002; Silverstein et al., 

2005; Vieira et al., 2012). 

Os aldeídos têm padrão de fragmentação semelhante para os fragmentos de 

menor massa molar e, no caso da cera da cana-de-açúcar, é caracterizado pela perda 

tR (min) Identificação % Relativa 
Fórmula 

Molecular 
MM 

(u.m.a.) 
24,188 n.i. 1,11 - - 

26,593 Hexacosanal 0,78 C26H52O 380 

28,502 Hexacosanol trimetilssilano 3,76 C26H53OSi(CH3)3 454 

30,054 Octacosanal 33,05 C28H56O 408 

31,734 Octacosanol trimetilssilano 36,03 C28H57OSi(CH3)3 482 

33,127 n.i. 6,35 - - 

33,184 Nonacosanol trimetilssilano 9,50 C29H59OSi(CH3)3 496 

34,635 Triacontanol trimetilssilano 2,30 C30H61OSi(CH3)3 510 

36,060 n.i. 0,75 - - 

36,219 Dotriacontanal 3,73 C32H64O 464 

40,081 Tetratriacontanal 2,64 C34H68O 492 
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de uma molécula de H2O (18 u.m.a.), conforme exemplificado nas Figuras 4.19 e 4.20, 

a partir do espectro de massas do dotriacontanal (C32), com massa molecular igual a 

464 u.m.a. 

 

Figura 4.19 - Padrão de fragmentação 
comum aos aldeídos 

 
 

 

 

Perfis de fragmentações semelhantes de álcoois e aldeídos de cadeia longa 

foram identificados em estudos anteriores (Irmak et al., 2006; Asikin et al., 2008 e 

2012; Attard et al., 2015). Os dados apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9 corroboram 

com os resultados encontrados por Attard et al. (2015) que observaram que a casca 

da cana-de-açúcar era composta majoritariamente por aldeídos e álcoois de cadeia 

longa com teores de 56 e 27%, respectivamente. O cromatograma obtido pelo referido 

autor está apresentado na Figura 4.21, para fins ilustrativos. Vale salientar que não foi 

possível observar as mesmas classes de componentes, como ácidos graxos (C6 - C30) 

e ésteres de cadeia longa (C38 - C58), uma vez que Attard et al. (2015) utilizou coluna 

específica para altas temperaturas (HT-GC de 360-380 °C). 

Além do octacosanol (C28H58O), o aldeído de cadeia longa octacosanal 

(C28H56O), também apresenta efeitos benéficos na promoção da saúde, 

principalmente como agente na prevenção e tratamento de osteoporose (Chinen, 

2006), podendo ser utilizado de forma segura e eficaz na administração de bebidas e 

suplementos. 
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Figura 4.20 - Padrão de fragmentação do 
dotriacontanal (MM 464) com perda de uma 

molécula de H2O (m/z 446) 
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Fonte: Attard et al. (2015) 

A quantificação do octacosanol foi realizada por CG-MS a partir da construção 

de uma curva de calibração com padrão externo, comparando-se o seu tempo de 

retenção com o do padrão autêntico de octacosanol. Realizada a curva de calibração, 

foi observado que as ceras bruta e purificada apresentavam teor 9,69% e 29,74%, o 

que corresponde a 96,92 e 297,39 mg de octacosanol.g-1 de cera e; 628,03 e 1175,15 

mg de octacosanol.100g-1 de casca da cana-de-açúcar, respectivamente. Os cálculos 

foram realizados considerando os rendimentos de cera bruta em relação a casca e da 

etapa de purificação da cera bruta, com valores 6,48% e 60,98%, respectivamente, 

conforme apresentado no item 4.2 deste capítulo. 

Os resultados obtidos com a realização deste estudo corroboram com os 

observados por outros autores ao analisarem a cera de diferentes resíduos da  

cana-de-açúcar, com valor de policosanol variando de 1,7 a 27,0 mg.100g-1  

(Irmak et al., 2006); 8,5 a 33,0 mg.100g-1 (Del Río et al., 2015); 6,7 a 85,7 mg.100g-1 

(Asikin et al., 2008); 2,0 a 141,5 mg.100g-1 (Weerawatanakorn et al., 2016 e 2017); 

61,4 a 220,8 mg.100g-1 (Attard et al., 2015) e 150 a 500 mg.100g-1 de biomassa (Asikin 

et al., 2012). O teor de octacosanol obtido por alguns destes autores também foi 

indicado, sendo de 2,97 mg.100g-1 (Ou et al., 2012); 4,80 a 19,40 mg.100g-1 (Del Río 

et al., 2015); 3,82 a 65,99 mg.100g-1 (Asikin et al., 2008); e 0,14 a 46,04 mg.100g-1 

(Weerawatanakorn et al., 2016 e 2017).   

 

 

Figura 4.21 - Cromatograma da cera da cana-de-açúcar sililada de referência 
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Capítulo 5  

REAÇÕES DE CLIVAGEM DOS ÉSTERES 

Como as ceras naturais são compostas majoritariamente por ésteres, ácidos e 

álcoois graxos livres e esterificados, para se obter uma amostra concentrada em 

policosanol, faz-se necessária a clivagem dos ésteres da cera purificada. Diante disto, 

neste capítulo são apresentadas as diferentes metodologias de clivagem dos ésteres 

(saponificação e transesterificação) empregadas (Tabela 5.1), visando a obtenção de 

elevados teores de octacosanol. 

 
Tabela 5.1 - Resultados obtidos das reações de clivagem dos ésteres da cera 

purificada 

Método 
Referência do 

método 

Rendimento 
de 

policosanol 
(%) 

Teor de 
octacosanol 

(%) 

Octacosanol 
contido na cera 

purificada 
(mg.g-1) 

Octacosanol 
contido na 

casca 
(mg.100 g-1) 

Transesterificação 
alcalina 

Laguna-Granja et 
al. (1997 e 1999) 

53,27 22,58 120,29 475,34 

Irmak et al. 
(2006) 

4,83 8,82 4,32 17,06 

Wang et al. 
(2007) 

2,39 47,50 11,35 44,86 

Liang et al. (2017) 2,55a - 3,62b 22,90a - 32,41b 8,25a - 8,29b 32,61a - 32,76b 
Transesterificação 

ácida 
Jesus et al. 

(2019) 
11,43 11,28 12,89 50,93 

Saponificação 
Ramos-Zambrano 

et al. (2019) 
21,42 14,96 32,03 126,58 

Nota:aextração com hexano 
             bextração com clorofórmio 

 
Os teores de octacosanol apresentados na Tabela 5.1 são compatíveis com os 

dados de clivagem de ésteres de ceras do farelo de arroz, abelha e cochonilha 

(Dactylopius coccus) cujos teores totais de policosanol variaram de 9,8 - 10,8% 

(Ishaka et al., 2014), 13,2 - 13,9% (Srisaipet et al., 2017), 14,6% (Srisaipet et al., 

2016), 18,1 - 28,0% (Wang et al., 2007) e 2,0 - 47,0% (Ramos-Zambrano et al., 2019). 

Embora todas as reações tenham sido realizadas com a cera purificada, nota-

se que o teor de octacosanol presente no produto da reação de algumas destas 

amostras foi inferior ao teor contido na amostra de partida (29,74%). Provavelmente a 

observância de menores teores de octacosanol, nas reações de transesterificação 

alcalina, deu-se em decorrência da dificuldade de separação desse álcool graxo visto 

a grande quantidade de sabão gerada (Figura 5.1) ou da ocorrência reações paralelas, 

contribuindo assim com a redução de seu teor. 
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A transesterificação catalisada por álcalis apresenta grande vantagem frente a 

catalisada por ácidos principalmente em decorrência das altas taxas de conversão e 

velocidade de reação. Entretanto, a realização da reação de transesterificação 

utilizando catalisadores alcalinos, com materiais contendo teores de AGL superiores 

a 0,5%, pode resultar na reação paralela de saponificação dos ácidos graxos livres e, 

consequentemente, na redução do rendimento da reação e em dificuldades na 

separação e purificação do material de interesse (Lotero et al., 2005; Miao et al., 2009; 

Ehimen et al., 2010), conforme apresentado na Figura 5.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O teor de ácidos graxos livres (AGL) da cera purificada da cana-de-açúcar foi 

de 8,7±0,6%, valor este muito superior ao recomendado (<0,5%) para evitar a reação 

parcial de saponificação da amostra (Miao et al., 2009; Ehimen et al., 2010), 

justificando o uso do catalizador ácido na reação de transesterificação, uma vez que 

o desempenho destas reações não é fortemente afetado pela presença de AGLs e 

possibilita conduzir simultaneamente as reações de esterificação e transesterificação 

(Goff et al., 2004; Lotero et al., 2005). Entretanto, o teor de octacosanol observado 

com o emprego da transesterificação catalisada por ácido, conforme proposto Jesus 

et al. (2019) (11,28%), também foi inferior ao teor do material de partida, sugerindo a 

ocorrência de possíveis reações paralelas também nesta reação. 

Embora seja considerado um catalisador muito promissor na transesterificação 

de diferentes matérias-primas, principalmente por sua alta atividade e baixo custo 

(Sebastian et al., 2016), o uso do ácido sulfúrico está associado a alguns 

inconvenientes (Marchetti e Errazu, 2008; Brinks et al., 2013), uma vez que pode 

promover não só a esterificação, mas também reações colaterais como oxidação e 

formação de metil sulfatos e éter dimetílico (Keyes, 1932; Suwannakarn et al., 2009; 

Figura 5.1 - Produto da reação de transesterificação alcalina 
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Pisarello et al., 2010). A obtenção de álcoois graxos também pode ter sido prejudicada 

pela presença de água no meio reacional, uma vez que esta favorece a ocorrência de 

possíveis reações secundária de hidrólise do éster formado que, consequentemente, 

leva à formação de ácidos carboxílicos, fazendo com que esta reação competitiva 

reduza significativamente o rendimento em álcoois (Lee et al., 2009; Leca et al., 2010). 

Devido à complexidade destas matrizes que requerem o uso de ferramentas 

analíticas como a Cromatografia Gasosa de Alta Temperatura Acoplada a 

Espectrometria de Massas (HT-GC-MS) ou Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

Acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-MS) com detectores específicos 

(Řezanka e Sigler, 2006; Del Río et al., 2015; Attard et al., 2015), não foi possível 

verificar a possível formação de coprodutos nestas reações. 

Apesar destas metodologias de clivagem de ésteres terem sido exaustivamente 

empregadas por muitos pesquisadores, até este momento a eficiência das mesmas 

não havia sido comparada. Deste modo, dentre as metodologias avaliadas, a 

transesterificação alcalina proposta por Wang et al. (2007) foi a que forneceu o maior 

teor de octacosanol (47,50%), provavelmente em decorrência da realização de 

sucessivas filtrações a quente (com etanol e acetona). Como os álcoois graxos 

apresentam uma alta temperatura de fusão, sendo sólidos a temperatura ambiente, o 

aumento da temperatura permitiu uma maior solubilização do álcool graxo e migração 

para o filtrado.  

Os ensaios de clivagem visaram obter frações concentradas de álcoois graxos 

policosanol (octacosanol) para serem conduzidas as etapas subsequentes deste 

trabalho com uma amostra mais enriquecida e, na sequência, estender o 

procedimento para uma amostra mais bruta. Entretanto, os métodos avaliados não 

foram capazes de aliar elevados rendimentos de policosanol e teor de octacosanol. 

Considerando que mesmo a amostra enriquecida em octacosanol apresentou 

problemas de solubilização, optou-se por conduzir as etapas subsequentes deste 

trabalho com a amostra de cera purificada que apresenta teor de octacosanol de 

29,74%.  
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Capítulo 6  

DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE SOLVENTES PARA PARTIÇÃO LÍQUIDO-

LÍQUIDO DA CERA PURIFICADA 

Ensaios preliminares de partição líquido-líquido foram realizados com sistemas 

de solventes de diferentes polaridades visando avaliar a aplicabilidade do 

fracionamento dos componentes da cera purificada de cana-de-açúcar por 

cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC). Os sistemas de solventes 

avaliados são apresentados na Tabela 6.1. 

 
Tabela 6.1 - Teste de partição líquido-líquido 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nota: *Não houve separação de fases ou ficou turvo na fase inferior (E7); 

**onde “+” representa a proporção de amostra observada em cada fase através da   
análise por CCD; 

Legenda: Hex: hexano; ACN: acetonitrila; AcOEt: acetato de etila; CHCl3: clorofórmio; MeOH: 
metanol; EtOH: etanol; BuOH: butanol; H2O: água; F. sup.: fase superior; F. inf.: fase inferior. 
 

A distribuição dos componentes da cera entre as fases de cada sistema de 

solvente foi estimada por cromatografia em camada delgada (CCD). Paralelamente, 

também foi avaliada a quantidade de amostra contida em cada fase e, se as mesmas 

apresentavam uma proporção que viabilizasse a reação de sililação e identificação do 

octacosanol por CG-EM. Para aqueles sistemas de solventes em que a concentração 

dos solutos em ambas as fases era mais equivalente, foi determinado o coeficiente de 

distribuição (KD) por CG-EM a partir da razão entre as áreas dos picos da fase superior 

e inferior. Não foi possível realizar a etapa de partição de alguns sistemas avaliados 

uma vez que não houve separação de fases, já que alguns sistemas são muito 

sensíveis à alteração de temperatura, especialmente aqueles contendo acetonitrila. 

Identificação 
Sistema bifásico de 

solventes 
Proporção 

Proporção de 
amostra 

F. sup. F. inf. 

E1* Hex:ACN:EtOH:H2O (10:3:4:0)   
E2 Hex:ACN:EtOH:H2O (10:4:4:0) ++** + 
E3 Hex:AcOEt:EtOH:H2O (1:1:1:1) ++ + 
E4 Hex:AcOEt:EtOH:H2O (7:1:7:1) ++++ +++ 
E5 Hex:AcOEt:MeOH:H2O (7:1:7:1) ++++++ ++ 
E6* Hex:AcOEt:BuOH:H2O (7:1:7:1)   
E7* Hex:CHCl3:EtOH:H2O (5:2:5:2)   
E8* Hex:AcOEt:EtOH:H2O (19:1:19:1)   
E9 Hex:AcOEt:MeOH:H2O (19:1:19:1) +++ + 

E10 Hex:ACN (1:1) ++ + 
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Dentre os sistemas de solventes bifásicos avaliados, o que possibilitou uma 

extração mais equivalente da amostra em ambas as fases foram os sistemas E4 e E5, 

formados por hexano:acetato de etila:etanol:água (7:1:7:1, v/v/v/v) e hexano:acetato 

de etila:metanol:água (7:1:7:1, v/v/v/v), respectivamente. Nestes sistemas foram 

observados teores de octacosanol de 2,25% e 1,85% e de 5,62% e 0,70% nas fases 

superior e inferior e; os valores de coeficiente de distribuição (KD) obtidos para os 

sistemas de misturas de solventes E4 e E5 foi de 1,29 e 20,77, respectivamente. 

Embora tivesse sido encontrado um sistema de solvente (E4) que possibilitasse 

uma distribuição mais equivalente do analito de interesse em ambas as fases, mesmo 

que com baixos teores de octacosanol e, possibilitasse a condução dos ensaios de 

HSCCC, foi observada a existência de uma interface persistente neste e em todos os 

demais sistemas de solvente avaliados (Figura 6.1a). 

 
Figura 6.1 - Partição líquido-líquido da cera purificada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Partição da cera purificada no sistema E4 (a) antes e (b) após aquecimento 

 

Na tentativa de contornar o problema da interface, alíquotas das fases superior 

e inferior foram removidas, concentradas e resolubilizadas no mesmo sistema de 

solvente previamente testado. Entretanto, a interface ainda persistiu.  

Também foi realizado o aquecimento da amostra em meio ao sistema de 

solvente bifásico e desta forma a interface foi eliminada (Figura 6.1b). Entretanto, após 

análise da massa contida em ambas as fases e do monitoramento das mesmas por 

CCD, apresentado na Figura 6.2, verificou-se que houve um aumento de material na 

fase superior e diminuição na fase inferior. O aumento de temperatura permitiu o 

aumento da energia cinética, favorecendo assim uma maior solubilização das 
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moléculas de cera e uma maior migração do material para a fase orgânica (superior). 

Embora o problema de solubilidade aparentemente tivesse sido contornado a partir 

do aquecimento, os álcoois graxos contidos nas frações obtidas a partir da HSCCC 

ainda necessitariam ser convertidos a derivados sililados para serem analisados por 

CG-EM. Logo, não seria conveniente trabalhar com pouca quantidade de amostra, 

como o que foi encontrado na fase inferior do sistema. 

 
Figura 6.2 - Análise por CCD do teste de partição com o sistema E4 (a) antes e (b) 

após aquecimento 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (1) amostra de referência (cera purificada); (2) fase superior; (3) fase inferior; (4) 
mistura de álcoois graxos (Lesstanol®) 

 

Ainda que fosse de conhecimento prévio que a amostra apresentava problemas 

de solubilidade à temperatura ambiente, os testes foram conduzidos na tentativa de 

verificar se a utilização de sistemas de solventes bifásicos complexos poderia 

favorecer a solubilização da mesma. Mas visto a baixa solubilidade da amostra nos 

sistemas de solventes avaliados, o teste de fracionamento por HSCCC foi 

inviabilizado. Diante disto, foi dada mais atenção a esta interface, na tentativa de 

entender do que se tratava a natureza deste material e de como removê-lo. Com a 

realização de ensaios em paralelo, a ocorrência desta interface inicialmente foi 

associada à presença de ésteres ou ácidos graxos, uma vez que a partir da análise 

por CCD foi observada a presença destes constituintes juntamente com os álcoois 

graxos.  
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(a) (b
Carbono Hidrogênio Oxigênio Nitrogênio 

Figura 7.1 - Estrutura cristalina (a) tetragonal e (b) hexagonal da ureia [(NH2)2CO] 

Capítulo 7  

COMPLEXAÇÃO COM UREIA E FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM 

COLUNAS 

Neste capítulo foi abordada a purificação da cera por cromatografia em coluna 

(seca e flash). É importante salientar que a baixa solubilidade da cera induziu a ser 

realizado o fracionamento da mesma por coluna cromatográfica de sílica gel, uma vez 

que esta técnica permitiria avaliar a solubilidade dos compostos majoritários 

separadamente, de forma rápida, eficiente e de baixo custo. 

Entretanto, os resultados revelaram que além da baixa solubilidade dos 

compostos separados, o objeto da pesquisa, os álcoois graxos, ficaram parcialmente 

retidos junto aos ácidos graxos na sílica. Neste sentido, uma revisão rápida da 

literatura, indicou a possibilidade de separar os ácidos graxos da cera através de uma 

complexação com ureia. A partir do produto desta reação de complexação, caso 

fornecesse um bom rendimento, teríamos uma amostra enriquecida em ésteres e 

álcoois graxos para posteriores ensaios. Com isso, este capítulo aborda inicialmente 

a complexação com ureia e posteriormente as técnicas cromatográficas em sílica gel. 

 
7.1 Remoção de ácidos graxos por complexação com ureia  

A ureia possui uma estrutura cristalina tetragonal de cadeia linear (Figura 7.1a), 

e quando a mesma se cristaliza na presença de ácidos graxos de cadeias alifáticas, 

são formados complexos que apresentam estrutura cristalina de forma hexagonal 

(Figura 7.1b) (Hayes et al., 1998; Guo et al., 2017b). 

 

 

 
 

 

 

 

 

Fonte: Guo et al., 2017b 
 

Os dutos formados pelos cristais hexagonais são grandes o suficiente para 

acomodar cadeias alifáticas (Shahidi e Wanasundara, 1998); porém, esses canais não 
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conseguem acomodar cadeias carbônicas que contenham insaturações, devido ao 

maior volume ocupado pelas suas insaturações (Harris, 1996; Shahidi e 

Wanasundara, 1998), fazendo com que estes sejam facilmente aduzidos. 

Dada a natureza do álcool graxo, esperava-se que o mesmo migrasse para a 

fração não complexada (filtrado), mas de acordo com o monitoramento por CCD 

(Figura 7.2), isto não foi observado e o álcool graxo ficou retido junto ao ácido graxo 

na fração complexada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (a) amostra de referência (cera purificada); (b) extrato obtido a partir do filtrado 
(não complexado); (c) extrato obtido a partir do complexo com ureia; (d) mistura de álcoois 

graxos (Lesstanol®). 
 

A partir da análise por CCD observa-se a presença de álcool graxo na fração 

correspondente à parte do extrato complexada, enquanto no extrato não complexado 

são observados componentes de mesmo coeficiente de retenção. Dependendo das 

quantidades relativas de ureia e ácidos graxos livres, outros complexos podem se 

formar no filtrado (Hayes et al., 1998), mas não foram realizados ensaios adicionais 

visando a remoção destes. Vale salientar que a partir dos ensaios complexação por 

ureia foram identificados os ácidos graxos complexados e não os ácidos graxos livres. 

Para a obtenção dos ácidos graxos em sua forma livre seria necessário adicionar uma 

nova etapa de adição de água e acidificação com HCl (Ratnayake, et al., 1988; 

Wanasundara e Shahidi, 1999), o que não era o foco deste trabalho. 

A região imediatamente abaixo dos álcoois graxos, presente tanto na fase 

complexada quanto na não complexada, é característica dos ácidos graxos e pode 

ser confirmada a partir da comparação da análise de CCD realizada por Srisaipet et 

Região de 
ácido graxo 

Região de 
éster  

Região de 
álcool graxo 

(a)   (b)   (c)   (d) 

Figura 7.2 - Análise por CCD das frações após complexação com ureia 
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al. (2016), sendo observado perfis semelhantes dos constituintes da cera de abelha 

(Figura 7.3) a partir da do uso do eluente hexano:acetato de etila:ácido acético (90:9:1, 

v/v/v), com revelação por vapor de iodo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Srisaipet et al. (2016) 

 
Além dos ácidos graxos, o complexo de ureia reteve também os álcoois graxos 

e, para removê-los, foi necessária realizar extração com água e hexano. Alguns 

autores relataram dificuldades para remover todos os ácidos graxos saturados 

encontrado em lipídios, sendo em alguns casos impossível, uma vez que alguns 

ácidos graxos saturados de cadeia mais curta não complexam com a ureia durante o 

processo de cristalização (Ratnayake, et al. 1988; Shahidi e Wanasundara, 1998). 

Diante disto, as análises de CG-EM foram realizadas apenas para o extrato obtido a 

partir da extração da amostra complexada. 

O primeiro ensaio de complexação foi baseado no estudo de Schröder e Vetter 

(2013), que utilizaram razão de amostra:ureia:álcool (1:6:20, m/m/v), identificada 

como U1. O rendimento do fracionamento do ensaio U1 foi de 3,46%, com teor e 

rendimento de octacosanol de 6,9% e 2,38 mg.g-1, respectivamente. O produto da 

complexação com proporção de amostra:ureia:álcool (1:3:40, m/m/v) (Ratnayake, et 

al. 1988) identificado como U2, apresentou rendimento de reação de 4,57% e, com 

teor e rendimento de octacosanol de 26,38% e 12,02 mg.g-1, respectivamente. Este 

valor foi inferior ao da própria cera purificada (29,74%), indicando a inviabilidade da 

complexação com ureia para a obtenção de uma fração enriquecida em octacosanol. 

Ácido graxo livre 

Álcool graxo 

Éster 

Figura 7.3 - Análise por CCD da cera de abelha 
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7.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNAS 

Considerando os baixos rendimentos de vários métodos anteriores avaliados, 

como também, a observação de que os álcoois graxos ficavam retido junto aos ácidos 

graxos, foi avaliada a purificação do policosanol a partir do fracionamento da cera por 

coluna, sendo apresentado neste tópico os resultados obtidos a partir do emprego de 

coluna seca com membrana de acetato de celulose e de coluna flash impregnada com 

KOH. 

 

7.2.1 Coluna seca 

Para o fracionamento de cera purificada, foi empregado o método de 

fracionamento por coluna seca (CS), sendo este capaz de propiciar a separação 

rápida e satisfatória dos seus componentes em 7 frações, conforme observado na 

Figura 7.4. 

 
Figura 7.4 - Coluna seca com marcação das frações  

 

 

 

 

 
A partir do monitoramento por CCD, foi identificada a presença de álcoois 

graxos (Rf=0,38) em 4 frações (F4, F5, F6 e F7), conforme apresentado na Figura 7.5, 

onde “P” é a amostra de referência (cera purificada). Vale salientar que na fração F5 

foi encontrado álcool graxo com maior abundância, e não foi detectada a partir da 

CCD a presença de ácidos graxos (Rf=0,19) ou ésteres (Rf=0,72). 

As frações F1, F2 e F3 foram mais ricas em componentes apolares (ésteres), 

e apresentaram rendimento de fracionamento de 2,1, 5,3 e 1,8%, respectivamente. 

Nas frações F6 e F7 foram eluídos componentes mais polares, sendo possível 

observar a presença de ácidos graxos; estando de acordo com a literatura (Srisaipet 

e Aoopkham, 2015; Srisaipet et al., 2016, 2017 e 2019). A fração F7, ou seja, a 

amostra residual, ainda continha componentes apolares, além de álcoois e ácidos 

graxos que puderam ser removidos parcialmente na filtração juntamente com 

componentes mais polares, sendo que estes componentes permaneceram 

depositados no ponto de aplicação das amostras no CCD. Ainda com relação a fração 

 

 

F7 F6 F5 F4 F3 F2 F1 
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F7, a remoção dos constituintes foi parcial em função do entupimento no processo de 

filtração que pode ser atribuído à presença de 8,7 ± 0,6% de ácidos graxos livres 

(AGL) na amostra, determinado de acordo com o método AOCS Ca 5a-40 (2004). 

 
Figura 7.5 - Análise por CCD das frações da coluna seca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (P) amostra de referência (cera purificada); (1), (2), (3), (4), (5), (6) e (7), 
correspondem às frações F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F7, respectivamente. 

 
Os teores de octacosanol sililado encontrados em cada uma das frações 

contendo álcoois graxos são apresentados na Tabela 7.1. De posse destes valores 

verifica-se que o emprego da coluna seca foi muito eficaz para promover o 

fracionamento da cera purificada da cana-de-açúcar, à medida que possibilitou a 

obtenção de frações enriquecidas em octacosanol com teor de 44% (F5). 

 
Tabela 7.1 - Teores de octacosanol sililado contidos nas frações da coluna seca por 

CG-EM 

Amostra 
Rendimento 

(%) 

Teor de 
octacosanol 

(%) 

Octacosanol contido 
na cera purificada 

(mg.g-1) 

Octacosanol contido 
na casca  

(mg.100 g-1) 

Fração 4 1,14 23,97 2,73 10,77 
Fração 5 1,85 44,00 8,14 32,15 
Fração 6 3,11 10,78 3,35 13,23 
Fração 7 3,80 14,26 5,42 21,40 

 

O rendimento global do procedimento de fracionamento foi de 19,23%. Ainda 

que tenha apresentado um rendimento relativamente baixo, o emprego da técnica de 

cromatografia por coluna seca provou ser extremamente útil na separação dos 

  

Região de 
ácido graxo 

Região de 
éster  

Região de 
álcool graxo 

(P)   (1)    (2)  (3)  (4)   (5)   (6)  (7) 
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componentes da cera da cana-de-açúcar, possibilitando se obter frações 

concentradas de octacosanol de forma rápida, visual e barata. 

De posse da fração concentrada em octacosanol (F5), foi realizado novo teste 

de extração no sistema bifásico previamente escolhido como a melhor condição (E4) 

(hexano: acetato de etila: etanol:água, 7:1:7:1, v/v/v/v), conforme apresentado no 

capítulo 6, na tentativa de contornar o problema de solubilidade previamente 

encontrado. Entretanto, ainda foi observada a formação de interface. A partir deste 

ensaio pode-se constatar que a interface formada não se dava em decorrência da 

presença de ácidos graxos ou outros constituintes da cera, e sim devido a limitação 

de solubilidade intrínseca a amostra. Diante da não solubilização da amostra 

enriquecida em octacosanol no sistema de solvente bifásico analisado, optou-se por 

não dar continuidade aos ensaios de cromatografia contracorrente, já que a inserção 

de amostras insolúveis poderia levar à sua retenção dentro da coluna, ocasionando 

assim o entupimento da mesma e dano irreversível do equipamento de HSCCC. 

Como a obtenção de frações enriquecidas em álcoois graxos a partir da 

cromatografia em coluna seca de sílica gel apresentou limitações; devido ao baixo 

rendimento e a retenção parcial da amostra na sílica gel, conforme foi observado 

através do entupimento no processo de filtração da fração F7 associado à presença 

de ácidos graxos que também reteve parte do octacosanol, buscou-se por outras 

técnicas de purificação de produtos naturais que apresentasse um princípio de 

separação semelhante. Neste sentido foi realizado o fracionamento da cera por 

cromatografia em coluna flash, que também é uma técnica ainda inexplorada para o 

fracionamento da cera da cana-de-açúcar. 

 

7.2.2 Coluna flash 

Um levantamento da literatura com foco na separação de ácidos orgânicos 

indicou o uso de sílica modificada, no caso, sílica gel impregnada com KOH (McCarthy 

e Duthie, 1962; Ramljak et al., 1977; Braga et al., 1998; Pinto et al., 1997 e 2000; 

Santos et al., 2020). Segundo Braga et al. (1998) e Pinto et al. (2000), a combinação 

de coluna cromatográfica flash, emprega uma sílica gel de menor granulometria e, o 

emprego de um adsorvente que retém ácidos orgânicos, no caso, sílica gel 

impregnada com KOH, permite purificar amostras contendo ácidos orgânicos. Com 

isso, foi realizado um primeiro ensaio de fracionamento de cera purificada de cana-

de-açúcar empregando coluna flash e sílica impregnada com KOH, utilizando como 
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fase móvel hexano (F1 e F2), hexano:clorofórmio (1:1, v/v; F3 e F4), clorofórmio (F5 

e F6) e metanol (F7 e F8). 

Após análise por cromatografia em camada delgada, observou-se que a técnica 

cromatográfica, anteriormente empregada no isolamento de ácidos diterpênicos a 

partir de oleorresina de copaíba (Pinto et al., 2000), conhecida como coluna flash em 

sílica impregnada com KOH, possibilitou fracionar a cera purificada em frações 

contendo ésteres (F1, F2, F3 e F4 - Rf= 0,75), álcoois (F5, F6 e F7 - Rf= 0,41) e ácidos 

graxos (F6, F7 e F8 - Rf= 0,20), conforme observado na Figura 7.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (P) amostra de referência (cera purificada); (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) e (8), 
correspondem às frações F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8, respectivamente; e (OH) mistura 

de álcoois graxos (Lesstanol®) 
 

O comportamento da amostra na coluna de sílica segue o mesmo princípio de 

separação da placa cromatográfica de CCD. A separação dos compostos químicos 

ocorre em função de sua compatibilidade com o eluente e da afinidade com a sílica 

gel. Uma vez que frações menos polares foram removidas com hexano, a polaridade 

do solvente foi aumentada gradualmente para que mudanças abruptas na polaridade 

não resultasse em baixa resolução cromatográfica. A utilização de hexano:clorofórmio 

(1:1, v/v), promoveu a eluição de componentes menos polares similares aos 

encontrados nas frações F1 e F2. Devido a sua maior afinidade, o uso de clorofórmio 

como eluente promoveu a separação de frações de álcoois graxos, principalmente nas 

Figura 7.6 - Análise por CCD de frações da coluna flash da cera purificada 

Região de éster  

Região de 
ácido graxo 

Região de 
álcool graxo 

(P)   (1)   (2)    (3)    (4)   (5)   (6)     (7)    (8)  (OH) 
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frações F5 e F6, que apresentaram massa igual a 170,30 ± 25,60 e 52,40 ± 7,92 mg, 

respectivamente. 

A partir da utilização de metanol como eluente da coluna flash, foram removidas 

as frações mais polares, como é o caso dos sais de ácidos graxos. De acordo com 

Santos et al. (2020), o KOH impregnado na sílica flash promove a retenção dos ácidos 

graxos na forma de sais de potássio, sendo necessária etapas de adição de água, 

além da acidificação com HCl e extração líquido-líquido para se obter de fato uma 

fração de ácidos graxos livres. Uma vez que o foco deste trabalho é a obtenção de 

álcoois graxos, não foi realizada a etapa adicional de acidificação dos ácidos graxos 

presentes na forma de sais de potássio. 

Os componentes encontrados nas frações F7 e F8 eram polares a ponto de 

não serem completamente eluídos e ficarem retidos na origem de aplicação da 

amostra devido a alta concentração de sais de potássio. Nestas frações ainda foi 

observada a presença de álcoois graxos, porém com uma concentração bem inferior 

às obtidas nas frações F5 e F6. Com base na discussão anterior e no resultado da 

análise por CCD da Figura 7.6 pode-se observar uma excelente separação 

cromatográfica, cuja eficiência foi avaliada posteriormente. 

De posse dos resultados obtidos a partir da CCD, as amostras que 

apresentaram álcoois graxos (F5, F6 e F7) foram sililadas (MSTFA) e, posteriormente 

analisadas por CG-EM, conforme apresentado na Tabela 7.2. Embora a fração F8 

indicasse a presença de álcoois graxos, não foram realizadas análises quantitativas 

para esta fração, visto a baixa distribuição de álcoois graxos e alta concentração de 

componentes polares contidos na mesma. 

 
Tabela 7.2 Teores de octacosanol sililado contido nas frações da coluna flash da 

cera purificada por CG-EM 

*O rendimento determinado em relação à massa inicial de cera purificada utilizada  
 

As análises de CG-EM confirmaram a maior concentração de álcoois graxos, 

na fração F5, seguida pela F6 e F7, conforme observado na análise por CCD (Figura 

Amostra 
Rendimento 

(%)* 

Teor de 
octacosanol 

(%) 

Octacosanol 
contido na cera 

purificada (mg.g-1) 

Octacosanol contido 
na casca 

(mg.100 g-1) 

Fração 5 16,68 ± 2,21 55,66 ± 4,78 92,34 ±4,35 364,87 ± 17,20 

Fração 6 5,15 ± 0,87 29,80 ± 7,18 15,65 ± 6,29 61,83 ± 24,84 

Fração 7 27,18 ± 8,84 2,40 ± 1,08 6,04 ± 0,81 23,85 ± 3,19 
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7.6). Ao se comparar as frações mais concentradas de octacosanol obtida a partir da 

utilização da coluna flash (fração F5, Tabela 7.2) em relação a coluna seca (fração 

F5, Tabela 7.1), observa-se que o emprego da coluna flash/KOH possibilitou um 

aumento de aproximadamente 11% no teor de octacosanol, resultando em um 

aumento expressivo da concentração de octacosanol contido na casca. A 

concentração de octacosanol em relação a casca obtida para a fração F5 (364,87 

mg.100 g-1) foi muito superior aos resultados encontrados por outros autores na 

literatura que empregaram diferentes métodos para a obtenção de octacosanol, com 

valores de 8,4 - 21,9 mg.100 g-1 (Irmak et al., 2006), 52,4 - 100,5 mg.100 g-1 (Asikin et 

al., 2012), 11,0 - 190,3 mg.100 g-1 (Attard et al., 2015) e 4,8 - 19,4 mg.100 g-1 (Del Río 

et al., 2015). 

Para avaliar a eficiência da técnica de cromatografia em coluna flash com sílica 

impregnada com KOH para o isolamento de octacosanol, também foi realizado um 

fracionamento da cera bruta empregando as mesmas condições cromatográficas. O 

perfil químico das frações da cera purificada foram muito parecidos com os da cera 

bruta, à medida em que apresentou Rf de 0,67, 0,42 e 0,18 para as frações de ésteres, 

álcoois e sais de ácidos graxos, respectivamente, conforme Figura 7.7. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (B) amostra de referência (cera bruta); (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) e (8), 
correspondem às frações F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8, respectivamente; e (OH) a mistura 

de álcoois graxos (Lesstanol®) 

 
Assim como ocorreu para as frações da cera purificada, para a cera bruta foram 

analisadas por CG-EM apenas as frações F5, F6 e F7, que foram as que indicaram a 

Figura 7.7 - Análise por CCD de frações da coluna flash da cera bruta 

Região de éster  

Região de 
ácido graxo 

Região de 
álcool graxo 

(B)  (1)  (2)   (3)   (4)   (5)  (6)    (7)   (8)  (OH) 
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presença de álcoois graxos. O resultado destas análises está apresentado na Tabela 

7.3, onde é possível observar uma mesma tendência de comportamento da cera 

purificada, com ligeiro aumento de concentração de octacosanol em relação a casca. 

 
Tabela 7.3 - Teores de octacosanol sililado contido nas frações da coluna flash da 

cera bruta por CG-EM 

 

Considerando que, a partir da análise por CG-EM a cera bruta apresentou 

concentração de octacosanol de 628,03 mg.100 g-1 de casca, o elevado valor de 

octacosanol (447,55 mg.100 g-1 de casca) obtido na fração F5, proveniente do 

fracionamento da cera bruta de cana-de-açúcar, pode ser considerado um resultado 

muito expressivo em relação à eficiência da técnica cromatográfica empregada. É 

relevante observar que este valor, 447,55 mg.100 g-1, está acima do obtido para a 

fração F5 proveniente do fracionamento da cera purificada, 364,87 mg.100 g-1 (Tabela 

7.2). Lembrando que além de ser um valor mais expressivo, o fracionamento da cera 

bruta reduz significativamente o custo com etapa de purificação da cera de cana-de-

açúcar. Ao se comparar as cromatoplacas de CCD das frações obtidas a partir da cera 

purificada e da cera bruta, observa-se que nesta última não foram visualizadas áreas 

características de álcoois graxos (Rf= 0,42) nas frações F7 e F8, como visto nas 

frações da cera purificada, indicando que a eluição do álcool graxo tenha ocorrido 

majoritariamente nas frações F5 e F6. 

A utilização de cromatografia flash e sílica impregnada com KOH se mostrou 

muito vantajosa para fracionar tanto a cera purificada quanto a bruta, que 

apresentavam teor de octacosanol inicial de 29,74 e 9,69% e, após fracionamento, foi 

possível obter frações enriquecidas com 55,66 e 51,51% de octacosanol, 

respectivamente. 

Como a avaliação inicial dos álcoois graxos nas frações foi feita por análise de 

CCD e era importante se trabalhar com uma amostra mais enriquecida em 

octacosanol, optou-se por desenvolver a técnica de fracionamento por coluna com a 

cera purificada. Entretanto, o uso da coluna cromatográfica flash com sílica 

Amostra 
Rendimento 

(%) 

Teor de 
octacosanol 

(%) 

Octacosanol 
contido na cera 
bruta (mg.g-1) 

Octacosanol contido 
na casca  

(mg.100 g-1) 

Fração 5 13,43 51,41 69,07 447,55 

Fração 6 4,76 33,82 16,09 104,26 

Fração 7 17,12 1,50 2,56 16,61 
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impregnada com KOH também se mostrou muito satisfatório para conduzir o 

fracionamento da cera bruta. 

Neste sentido esta técnica se mostrou muito vantajosa para avaliar o material 

de partida e a necessidade de serem conduzidos ensaios prévios de purificação, se 

apresentando muito viável para promover o enriquecimento de amostras brutas e 

purificadas em termos do octacosanol, de forma simples e barata. Embora tenham 

sido observados desvios relativamente altos para algumas frações oriundas da cera 

purificada, vale salientar que esta técnica alcançou seu objetivo visto que a repetição 

em triplicata forneceu um valor baixo de desvio para a fração enriquecida em 

octacosanol (fração F5, Tabela 7.2). 

Os resultados obtidos a partir da utilização da técnica de cromatografia flash 

com sílica impregnada com KOH possibilitaram a obtenção de frações com 

composição comparável à encontrada na mistura comercial de álcoois graxos 

Lesstanol® de pureza mínima em álcoois graxos (C24 - C32) de 90% (especificação no 

Apêndice C). As porcentagens relativas dos analitos contidos nas frações 

provenientes da coluna flash e do Lesstanol® estão apresentados na Tabela 7.4. 

 
Tabela 7.4 - Porcentagens relativas dos constituintes das frações 5 das colunas 
flash com cera purificada e bruta, além da mistura de álcoois graxos (Lesstanol®) 

Nota: n.i. (analito não identificado) 

 
As frações obtidas a partir das colunas flash apresentaram porcentagens 

relativas de octacosanol aproximadamente 10% superior a encontrada na mistura 

comercial de álcoois graxos, evidenciando a eficiência da técnica desenvolvida neste 

estudo para a obtenção de frações enriquecidas de octacosanol e a potencialidade do 

seu emprego para possibilitar a produção nacional de octacosanol. 

Identificação 
Cera 

purificada 
Cera 
bruta Lesstanol® 

% Relativa 
Tetracosanol trimetilssilano (C

24
) - - 1,75 

Hexacosanol trimetilssilano (C26) 6,31 4,94 14,37 
Heptacosanol trimetilssilano (C27) 2,29 2,15 0,96 

Octacosanal (C28) 3,32 5,29 - 
Octacosanol trimetilssilano (C28) 71,37 69,28 60,41 
Nonacosanol trimetilssilano (C

29
) - - 2,26 

Triacontanal (C30) 1,86 2,20 - 
Triacontanol trimetilssilano (C30) 4,27 4,19 17,10 

Dotriacontanol trimetilssilano (C
32

) - - 1,06 
n.i. 10,60 11,96 2,11 
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Como mencionado anteriormente, o uso do policosanol está associado à 

diversos efeitos benéficos para saúde humana, com destaque para a sua ação 

anticolesterolêmica. Para a utilização das frações concentradas em policosanol como 

fármaco, faz-se necessária a análise do perfil toxicológico e efeitos adversos 

decorrentes da presença de solventes residuais (USP 467, Residual Solvents) e 

impurezas (ICH Q3D, Guideline for Elemental Impurities); especialmente porque a 

obtenção da fração concentrada de policosanol envolve múltiplos passos e estas 

impurezas podem estar associadas com a pureza do material de partida, condições 

de processamento, armazenamento e os métodos de isolamento e purificação (Gorog, 

2003; Jain e Basniwal, 2013). 

No entanto, visto que inicialmente o foco deste trabalho era purificar uma 

mistura complexa de constituintes (cera da casca da cana-de-açúcar) e isolar frações 

de policosanol, não foi possível realizar os ensaios de determinação de solventes 

residuais e impurezas, uma vez que a etapa de fracionamento foi realizada partindo-

se de 1,0 g de cera, não sendo obtida quantidade de amostra suficiente para conduzir 

as referidas análises. De acordo com o orçamento obtido junto a Central Analítica do 

Instituto de Química (IQ - UNICAMP), seria necessário utilizar quantidade mínima de 

5,0 g da fração concentrada de policosanol para a realização de cada ensaio de 

determinação do solvente residual (USP<467>; valor unitário: R$ 657,40) e de 

impurezas (ICH 3QD; valor unitário: R$ 1.105,08). 

De forma geral, considerando os volumes usados de fase móvel e as massas 

de adsorvente, pode-se concluir que os resultados obtidos a partir do fracionamento 

da cera por cromatografia em coluna flash com sílica gel impregnada com KOH 

indicaram que esta técnica foi eficaz para promover a separação de frações contendo 

diferentes constituintes (ésteres, álcoois e sais de ácidos graxos), além de concentrar 

em policosanol, possibilitando também solucionar a limitação de solubilidade da 

amostra. O uso desta técnica para o fracionamento da cera da cana-de-açúcar é uma 

abordagem inédita e com grande potencial de aplicabilidade à medida que permite 

obter frações enriquecidas em diferentes classes químicas de forma simples, eficiente, 

rápida e barata, principalmente por não querer o uso de equipamentos de alto valor 

agregado como ocorre em outros tipos de cromatografia de purificação (ex. CCC, 

HPLC, cromatografia flash, dentre outros).  
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Capítulo 8  

CONCLUSÃO 

Neste trabalho foram avaliadas diferentes abordagens visando a obtenção de 

frações concentradas do policosanol (octacosanol) presente na cera da cana-de-

açúcar, de modo que os resultados alcançados contribuíram significativamente com a 

ampliação do conhecimento técnico e científico na área de processos de separação 

para aplicações industriais e analíticas. 

Inicialmente, a partir da casca da cana-de-açúcar foi avaliada a obtenção da 

cera bruta e purificada, com rendimentos de 6,48 ± 0,31% e 60,98 ± 0,98%, 

respectivamente. Ambas as ceras foram caracterizadas a partir de suas propriedades 

físico-químicas, apresentando valores comparáveis com a literatura. 

Foram avaliados diferentes métodos de clivagem dos ésteres de cera por meio 

de reações de transesterificação catalisada por álcali e ácidos e, saponificação. 

Considerando os baixos teores de octacosanol obtido a partir da realização destas 

reações, optou-se por dar seguimento no trabalho com a cera purificada, que 

apresentou teor de octacosanol de 29,74%. 

Visando o emprego da cromatografia contracorrente para o fracionamento da 

cera, foram realizados ensaios preliminares de partição líquido-líquido que indicaram 

um melhor sistema de solventes (Hex:AcOEt:EtOH:H2O, 7:1:7:1 v/v/v/v). Entretanto, 

a baixa solubilidade da cera purificada na quantidade a ser utilizada, inviabilizou a 

realização do fracionamento por HSCCC, visto que a inserção de amostras insolúveis 

poderia levar à sua retenção dentro da coluna, ocasionando assim o entupimento da 

mesma e dano irreversível do equipamento. 

Também foi explorada a obtenção de frações concentradas em octacosanol por 

meio do uso de colunas cromatográficas com sílica gel. A técnica de coluna seca 

possibilitou obter frações enriquecidas em até 44% de octacosanol, indicando que 

esta poderia ser uma rota viável para alcançar o objetivo proposto. 

Neste sentido foi realizada uma nova abordagem de fracionamento dos 

constituintes da cera utilizando coluna cromatográfica flash com sílica gel impregnada 

com KOH, que era uma técnica até então inexplorada para este fim. O uso desta 

técnica permitiu fracionar os dos ésteres, álcoois e sais de ácidos graxos da cera da 

cana-de-açúcar, apresentando teor de octacosanol superior a 51 e 55%, quando 

utilizada a cera bruta e purificada, respectivamente. Estas frações apresentaram 
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porcentagens relativas de octacosanol superior a encontrada na mistura comercial de 

álcoois graxos (Lesstanol®), com valores de 69,28, 71,37 e 60,41% para as frações 

das ceras bruta, purificada e Lesstanol®, respectivamente. 

Finalmente, com a realização deste estudo pode-se concluir que a obtenção de 

frações concentradas de álcoois graxos oriundos da cera da cana-de-açúcar foi um 

grande desafio, principalmente em decorrência da baixa solubilidade da cera, o que 

impossibilita com que a mesma seja melhor explorada. Ainda assim, considerando 

todas as limitações, foi possível desenvolver uma técnica capaz de separar frações 

de diferentes grupos químicos presentes na cera da cana-de-açúcar, com a obtenção 

de fração enriquecidas de octacosanol. O uso da cromatografia com sílica flash 

impregnada com KOH pode ser considerado um campo com potencial para a 

realização de estudos futuros de fracionamento de matérias-primas oriundas de ceras 

vegetais, uma vez que este é um método simples, rápido, de baixo custo, eficiente e 

reprodutivo. 
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Capítulo 9  

SUGESTÃO PARA TRABALHOS FUTUROS 

Como sugestões para trabalhos futuros propõe-se: 

 Avaliar o fracionamento da cera oriunda da torta do filtro a partir do uso de 

cromatografia em coluna flash. 

 Avaliar o fracionamento da cera a partir da impregnação da sílica com bases 

mais fracas, como carbonato de potássio por exemplo. 

 Otimizar condições de fracionamento por coluna flash a partir do uso de outros 

adsorventes e/ou solventes, desde que impregnados com KOH ou outras 

bases.

 Após a obtenção de um produto enriquecido em octacosanol, conduzir análises 

de solventes residuais e impurezas.

 Realizar a análise econômica do processo de obtenção da fração enriquecida 

de octacosanol a partir do fracionamento por coluna flash.

 Estudar outras alternativas de sistemas bifásicos capazes de solubilizar a cera 

à temperatura ambiente usando solventes verdes e então fazer o 

fracionamento por cromatografia contracorrente (HSCCC). 

 Avaliar outras técnicas de purificação e análise do policosanol, como por 

exemplo o emprego da destilação molecular e HPLC-HT. 
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Tabela A1 - Equações da reta e linearidade do padrão de octacosanol sililado 

Curva de Calibração do octacosanol r² 

y = 80.524,8938x - 5.360.670,636 0,9989 

y = 82.137,1376x - 7.340.032,558 0,9965 

y = 69.167,0949x - 13.317.349,432 0,9934 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura A1 - Exemplo de curva analítica do padrão de octacosanol sililado 
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Figura A2 - Espectros do FTIR do padrão de octacosanol analisado no modo ATR (▬) e por 
transmitância (pastilha de KBr) (▬), além do espectro de referência da literatura (pastilha de 

KBr) (Guidechem, 2021) 

Figura A3 - DSC de fusão do padrão octacosanol 
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Figura A4 - Espectro de massas do hexacosanal (C26H52O) (362 u.m.a), com tR: 26,860 min 

Figura A5 - Espectro de massas do octacosanal (C28H56O) (408 u.m.a) com tR: 30,295 min 

Figura A6 - Espectro de massas do triacontanal (C30H60O) (436 u.m.a.) com tR: 33,428 min 
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Figura A7 - Espectro de massas do dotriacontanal (C32H64O) (464 u.m.a.) com tR: 36,494 
min 

Figura A8 - Espectro de massas do tetratriacontanal (C34H68O) (492 u.m.a.) com tR: 40,486 
min 

Figura A9- Espectro de massas do hexacosanol trimetilssilano (C26H53OSi(CH3)3) (454 
u.m.a.) com tR: 28,744 min 
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Figura A10 - Espectro de massas heptacosanol trimetilssilano (C27H55OSi(CH3)3) (468 
u.m.a.) com tR: 30,334 min 

Figura A11- Espectro de massas do octacosanol trimetilssilano (C28H57OSi(CH3)3) (482 
u.m.a.) com tR: 31,956 min 

Figura A12 - Espectro de massas do octacosanol trimetilssilano obtido da biblioteca NIST-
11 
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Figura A13 - Espectro de massas do triacontanol trimetilssilano (C30H61OSi(CH3)3) (510 
u.m.a.) com tR: 34,866 min 


