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RESUMO

O policosanol € uma mistura de alcoois graxos de cadeia longa (C20-Cs4) que
apresenta efeitos benéficos na promocdo da saude, devido as suas atividades
antioxidantes, antiplaquetarias e anticolesterolémicas. A principal fonte dessa mistura
sdo as ceras vegetais; entre elas, a cera da cana-de-agucar (Saccharum officinarum
L.), que tem grande destaque no Brasil devido ao expressivo numero de hectares
plantados no territorio nacional. Apesar disto, ainda ndo ha producao de policosanol
no Brasil. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo para
a obtengao de policosanol a partir da cera oriunda da casca proveniente da raspagem
da cana-de-agucar destinada aos garapeiros. O teor de policosanol foi monitorado a
partir da quantificagdo de octacosanol (Czs), que é o alcool graxo majoritario.
Inicialmente, a cera foi extraida com hexano e purificada, apresentando 29,7% de
octacosanol. Na sequéncia, a cera foi submetida a diferentes métodos de purificacao,
como reacgdes de hidrolise, particdo liquido-liquido e fracionamento por coluna
cromatografica (seca e flash), visando aumentar o teor de policosanol. A hidrélise dos
esteres foi realizada no intuito de promover a liberagdo dos alcoois graxos livres,
contribuindo para aumentar a concentragédo destes constituinte na cera; entretanto, o
alto teor de acidos graxos livres induziu a ocorréncia de reagdes paralelas,
comprometendo o rendimento da reagao 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 particado liquido-liquido
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 cromatografica seca, foram obtidas fragbes com
teor de octacosanol variando de 11 a 44%, sendo observada também a retencao de
parte dos acidos junto aos alcoois graxos. A cromatografia flash em coluna com silica
gel impregnada com KOH foi empregada a fim de reter os componentes acidos na
coluna e possibilitou a obtencao de fracbes com teor de octacosanol superior a 50%,
aproximando-se do produto comercial Lesstanol®. O presente trabalho conseguiu
promover o reaproveitamento de um residuo agroindustrial para a obtengcdo de um
produto de maior valor agregado (policosanol), a partir de uma técnica de
fracionamento simples, eficaz, rapida e de baixo custo, contribuindo assim para o
avanco de pesquisas relacionadas a purificacdo do policosanol.

Palavras chave: cana-de-agucar, residuo agroindustrial, cera, colunas
cromatograficas, policosanol, octacosanol, aterosclerose.



ABSTRACT

Policosanol is a mixture of long-chain fatty alcohols (C20-Cs4) 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 (Czs), 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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Capitulo 1
INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. INTRODUCAO

As doencgas isquémicas como o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e o Acidente
Vascular Cerebral (AVC) s&o as principais causas de morte em todo o mundo,
contabilizando um total de 8,9 milhées de mortes sé no ano de 2019 e, com estimativa
de 400 mil 6bitos no Brasil até o fim de 2021 (WHO, 2020; SBC, 2021). Estas
isquemias sdo normalmente desencadeadas pelo bloqueio das artérias que
transportam o oxigénio através do sangue para o coragdo e o cérebro, que é
comumente causado pela doencga vascular crénica aterosclerose. Os elevados niveis
de colesterol no sangue representam um dos fatores predisponentes das doengas
ateroscleroticas (SBC, 2017).

Dentre as alternativas existentes para diminuir os indices de colesterol no sangue,
tem-se destaque a utilizagcdo de uma mistura de alcoois alifaticos de cadeia longa,
denominada policosanol, que possui propriedades antiviral, anti-inflamatéria, anti-
ulcera antibacteriana, antiplaquetaria antioxidante, antilipemiante,
anticolesterolémica, 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 clinicos e com aprovacao de seu uso como medicamento redutor de colesterol
em mais de 25 paises 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
€ utilizado como produto farmacéutico ou suplemento alimentar. Por ser utilizado
como suplemento alimentar com concentragdo maxima de 40 mg, o policosanol é
isento de registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010).

O policosanol é caracterizado por uma mistura de alcoois alifaticos (C20-Cas4),
sendo composto majoritariamente por octacosanol (Czs). Por ser encontrado em
maiores concentragdes dentre os alcoois (17,9 - 87,8%) (Irmak et al., 2006; Asikin et
al.,, 2012; Attard et al., 2015), acredita-se que o octacosanol seja o principal
responsavel pela eficacia do uso do policosanol na diminuicdo dos indices de
colesterol no sangue, a medida em que atua inibindo as etapas iniciais da biossintese
do colesterol endégeno e aumentando o catabolismo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (Castafio et al., 2000; Marinangeli et al., 2010; Weerawatanakorn et
al., 2017).
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A mistura de alcoois 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-agucar;
além dos dleos de trigo, azeitona, milho, amendoim, girassol, canola, agafrdo, soja,
tomate, brocolis, espinafre, cha-verde, gergelim, uva, cardo mariano, dentre outros
(Jung et al., 2011; Ishaka et al., 2014; Sharma et al., 2019).

Os materiais lipidicos nos quais o policosanol pode ser encontrado sdo compostos
também por outros constituintes em maiores propor¢gées, como acidos graxos e
ésteres de cera. A forma mais comum de obtengdao do policosanol € a partir do
isolamento de fontes naturais por extragdo com solventes organicos, seguida das
etapas de purificagao, clivagem de ésteres e extragdo liquido-liquido (Ou et al., 2012;
Feng et al., 2015). Entretanto, a obtengcdo do policosanol a partir do emprego de
reacdes de clivagem apresenta limitagoes relacionadas a extragéo e separagédo do
policosanol.

Além deste método tradicional, ha relatos também da obtencdo de policosanol
(octacosanol) encontrado na cera da cana-de-agucar a partir de métodos alternativos
como extragdo supercritica (61,4 - 220,8 mg.100g™") (Attard et al., 2015), extragao
assistida por ultrassom (27,0 mg.100g™") (Irmak et al., 2006), destilagdo molecular
(rendimento de policosanol e teor de octacosanol de 27,7% e 57,9%, respectivamente)
(Lopes, 2010), extragao por solvente pressurizado, dentre outros (Shen et al., 2019).

Como a similaridade entre as estruturas moleculares dos alcoois e acidos graxos,
e por consequéncia, de suas propriedades fisico-quimicas, incluindo a solubilidade,
dificultam a separacgao do policosanol, a utilizagao de técnicas de separacao eficientes
e que sdo amplamente empregadas para o isolamento e purificacdo de diferentes
produtos naturais, como o fracionamento por colunas e cromatografia contracorrente,
podem ser uma alternativa potencial para a obtencéo de policosanol (octacosanol).

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) € uma das principais fontes de
policosanol e também uma das culturas agricolas mais importantes para o Brasil,
sendo este o maior produtor mundial, com estimativa de producado de 628,1 milhdes
de toneladas na safra de 2021/2022 (CONAB, 2021). A colheita e o processamento
da cana-de-agucar estdo associados a geragao de grandes volumes de subprodutos,
como folha, casca, bagaco e torta do filtro rotativo. Entretanto, alguns destes
subprodutos podem ainda ser processados a fim de promover a valorizacdo dos
mesmos através da obtengao 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-agucar apresenta-se como uma excelente alternativa para a
obtencao da cera, ja que é a por¢do mais abundante da mesma. Embora seja gerada
em menor volume, quando comparada a torta do filtro rotativo, a obtencao de cera a
partir da casca da cana-de-agucar apresenta-se como um processo de escalonamento
viavel, ja que o maior produtor de cana-de-agucar destinada para a producgéo de
garapa do Estado de Sdo Paulo (o municipio de Cajuru), produz diariamente 20
toneladas de cana-de-agucar (Quartier, 2014), o que seria suficiente para a obtengao
diaria de 200 kg de cera bruta, suprindo uma pequena parcela da demanda global de
cera (3025 kt) utilizada para diferentes aplicagbes (Wei, 2012). Logo, como o Brasil é
um grande produtor de cana-de-agucar, 0 mesmo apresenta-se também como um
potencial fornecedor de sua cera, e consequentemente, de policosanol. Apesar disto,
ainda nao ha producao brasileira de policosanol.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo estudar a obten¢do do policosanol
encontrado na cera da casca da cana-de-agucar a partir de reagbes de clivagem,
cromatografia contracorrente e purificagcdo por colunas cromatograficas. Neste
sentido, foi aproveitado um residuo agroindustrial para a obtengcdo do policosanol,
possibilitando produzi-lo de forma mais ampla no Brasil; viabilizando ainda mais o
avanco de pesquisas relacionadas a purificagdo do policosanol a partir de ceras e, o
desenvolvimento de estudos clinicos e farmacologicos associados a sua utilizagdo no
tratamento de doencgas ateroscleréticas e, consequente redugdo nos gastos com a

saude publica associados ao tratamento destas doencas.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar diferentes técnicas de purificagao
a fim de desenvolver tecnologia para a obtengéo de policosanol (octacosanol) a partir
da cera da casca da cana-de-agucar.

1.2.2 Objetivos Especificos
Para atender ao propoésito deste estudo, foi necessario desenvolver alguns
objetivos especificos:
1. Definir a melhor condicdo de extracdo da cera a partir da casca da cana-de-

agucar.
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2. Caracterizar as amostras de cera bruta e purificada em relacdo as suas
propriedades fisico-quimicas e térmicas.

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

4. Realizar testes preliminares de particdo liquido-liquido da cera visando
identificar o sistema de solventes bifasicos mais adequado para conduzir testes
de cromatografia contracorrente (HSCCC).

5. Estudar a purificagao do policosanol (octacosanol) contido na cera a partir do
fracionamento por colunas cromatograficas (seca e flash).

6. Avaliar a melhor estratégia de separacéao e purificagdo (rea¢des de clivagem,
particdo liquido-liquido e cromatografia em coluna) de policosanol em termos
do teor (%), concentragdo (mg.g’' de cera) e rendimento de octacosanol

(mg.100g™! de casca da cana-de-agucar).

A visao geral deste trabalho é apresentada na Figura 1.1.

Figura 1.1 - Visao geral do trabalho

Estratégias de purificagdo

Clivagem do
éster
Extracdo, Ensaios
Revisdo da purificacdoe preliminares de Policosanol
literatura caracterizago particdo (octacosanol)
da cera : liquido-liquido

6° Etapa

Técnicas de
separagao por
cromatografia

- Flash
- Seca

1.3 ORGANIZACAO DA TESE

Este trabalho foi organizado de forma sistematica e dividido em forma de 9
capitulos, com os seguintes assuntos:

No Capitulo 1 foi apresentada a introdugdao acerca dos principais topicos
explorados neste trabalho que contemplam o uso do policosanol (octacosanol) como

uma alternativa na reducéo dos indices de colesterol, que € um fator predisponente
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de doencas ateroscleréticas. Também foram abordadas as principais fontes de
policosanol, que compreendem principalmente ceras de origem vegetal, dando énfase
a cera da cana-de-agucar, que € composta majoritariamente por ésteres, acidos e
alcoois graxos; além de diferentes formas de obtencéo, o que inclui a clivagem dos
ésteres de cera para a obtencéo de alcoois 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 contribuicdo e importancia deste estudo. Os
objetivos geral e especificos também foram apresentados neste capitulo.

No Capitulo 2, & apresentada a uma extensa revisdo bibliografica acerca da
importancia do controle de doencgas aterosclerdticas e a possibilidade de fazer tal
controle a partir do uso de uma mistura de alcoois graxos de cadeia longa (policosanol)
encontrada em ceras vegetais. Apresenta também como a utilizagdo de casca de
cana-de-agucar para a producdo de cera pode ser uma excelente alternativa de
agregar valor a este residuo agroindustrial, destacando-se os diversos métodos e
alternativas de obtencgao e purificagdo do policosanol, como reagdes de clivagem dos
ésteres, cromatografia em colunas, cromatografia contracorrente, dentre outros.

No Capitulo 3, apresenta-se a metodologia adotada, materiais, descricdo dos
equipamentos e informagdes necessarias para conduzir os ensaios experimentais.

No Capitulo 4 sdo apresentados e discutidos os resultados de caracterizacio
da casca da cana-de-acucar, os rendimentos obtidos a partir da extragao e purificagao
da cera, além da caracterizagcdo (em termos dos indices analiticos, espectro de
absorcdo no infravermelho, calorimetria exploratéria diferencial, analise
termogravimétrica, solubilidade e teor de octacosanol) destas amostras.

No Capitulo 5 estdo apresentados os resultados das reagdes de clivagem dos
ésteres a partir de diferentes metodologias de hidrélise descritas na literatura. O
objetivo desta etapa foi o de aumentar a quantidade de alcoois livres (em termos do
octacosanol), para entdo 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, acidos e alcoois graxos), foram realizados testes preliminares de particao
liquido-liquido com sistemas de solventes bifasicos de diferentes polaridades. Os
resultados obtidos a partir destes testes sdo apresentados no Capitulo 6, sendo que
a baixa solubilidade das amostras nos sistemas de solventes bifasicos empregados

inviabilizou o uso da técnica de cromatografia contracorrente.
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O Capitulo 7 se destina a abordagem de fracionamento dos constituintes da
cera da cana-de-agucar a partir da cromatografia em coluna (seca e flash). Na
tentativa de avaliar a solubilidade dos constituintes majoritarios da cera (ésteres,
alcoois e acidos graxos), neste capitulo foi abordado o resultado do fracionamento da
cera purificada por coluna cromatografica seca, onde foram identificadas fragdes
contendo ésteres, alcoois e acidos graxos. Visando remover os acidos graxos
presentes na amostra, foi avaliada a complexagao com ureia; entretanto este método
se mostrou inviavel para a obtencido de fragcdes enriquecidas em octacosanol. Foi
também explorada a cromatografia em coluna com silica flash impregnada com KOH,
com o objetivo de reter os acidos na coluna e eluir os outros constituintes da cera bruta
e purificada.

O Capitulo 8 se destina a apresentacao das conclusdes obtidas a partir dos
resultados deste trabalho, e o Capitulo 9 contém algumas sugestbes para o
desenvolvimento de trabalhos futuros. As referéncias bibliograficas utilizadas no
decorrer do desenvolvimento da tese e os Apéndices sao apresentadas apds o

Capitulo 9.

1.4. ALTERACOES DA PROPOSTA INICIAL

Visto que no grupo de pesquisa coordenado pela Prof?. Dr?. Patricia Fazzio
Martins Martinez, tem-se desenvolvido diferentes trabalhos empregando solventes
alternativos (como limoneno, terebentina, etanol, propanol e butanol) para a extragéao
da cera da cana-de-agucar; 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 extragcdo de ceras, uma vez que o
uso de misturas de solventes pode ser uma forma alternativa de diminuir o ponto de
ebuligdo (176 °C) de uma solugdo contendo limoneno. Para a utilizagdo de misturas
de solventes, € necessario determinar algumas propriedades termodindmicas 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 extragcdo da cera a partir de misturas de
solventes com diferengas significativas de ponto de ebuligdo entre os componentes
individuais, o que requeria o uso de elevadas temperaturas para conduzir a extragao

e resultava na perda de parte de solvente para a atmosfera assim como a queima do



INTRODUGCAO E OBJETIVOS 24

extrato, optou-se por ndo dar segmento ao uso destas misturas para conduzir as
extracdes da cera.

Embora o processo de extragcdo das ceras a partir do uso destas misturas ndo
tenha sido realizado, 7 misturas binarias formadas por d-limoneno com 1-propanol, 1-
butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-decanol e 1-dodecanol, tiveram as suas
densidades (p) 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 determinacéao destas propriedades e as analises de solubilidade da cera por
microscopia optica (apresentadas no Capitulo 4) foram realizadas no Laboratoério de
Equilibrio de Fases (LEF), sob coordenacédo da Prof?. Dr® Mariana Conceigdo da
Costa. A determinagao do ponto de fulgor, densidade e volume molar de excesso
culminaram com a publicagdo de um artigo completo em periédico e um trabalho
completo em anais de congresso, conforme pode ser observado no item a seguir

juntamente com as demais produg¢des obtidas no desenvolver deste trabalho.
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Capitulo 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo foi apresentada uma visdo geral sobre os principais tépicos
relacionados a este estudo, que envolvem a mistura de alcoois graxos (policosanol),
assim como suas fontes, formas de obtencgao, aplicagédo (principalmente na redugéo
de doencgas ateroscleréticas), além de processos de separagédo e purificagdo que
apresentam potencial aplicagcdo para o policosanol. Este capitulo também aborda a
origem e caracteristicas da matéria-prima utilizada (casca da cana-de-agucar), a
importancia do aproveitamento deste residuo agroindustrial para a obtengéo de ceras
e policosanol, além da classificagao, aplicagcdes, métodos de extragao e purificagao

de ceras.

2.1 CERAS

As ceras podem ser classificadas de acordo com sua aplicagao, propriedades
fisico-quimicas ou origem, podendo ser de ocorréncia sintética ou natural, conforme
apresentado na Figura 2.1.

As ceras sintéticas adquirem sua natureza cerosa durante sua sintese e, séo
constituidas por hidrocarbonetos de cadeia longa com a auséncia de grupos
funcionais (Wolfmeier et al., 2005), enquanto as ceras naturais sao constituidas
predominantemente por ésteres (Cso-Ceo) (Mahadevan, 1978; Attard et al., 2015),
acidos carboxilicos (C20-Cso0), alcoois de cadeia longa (C20-Cs34), além de menores
proporgdes de outros constituintes lipidicos insoluveis em agua, tais como os
hidrocarbonetos, alcanos de cadeia longa, alcenos, cetonas, aldeidos e esterdis
(Rezanka e Sigler, 2006; Irmak et al., 2006; Gnanaraj, 2012).

As ceras de ocorréncia natural sao produtos oriundos do metabolismo animal
ou vegetal, formadas através de processos bioquimicos e, este grupo é dividido entre
ceras fosseis e nao fosseis. As ceras fosseis foram formadas devido a sedimentagao
em periodos geoldgicos anteriores e, englobam as ceras de lignite, montan e turfa,
gue consistem em compostos oxigenados, além das ceras de petrleo como é o caso
da ozocerite e parafina, que sdo compostas predominantemente por hidrocarbonetos

nao polares (Wolfmeier et al., 2005; Parish e Grainger, 2017).
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Figura 2.1 - Classificacdo das ceras de acordo com sua origem
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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, |1a de
ovelha (lanolina); e de origem vegetal tem-se destaque as ceras extraidas a partir dos
arbustos de candelila, palmeira de carnauba, cana-de-agucar, fibra de algodao, 6leo
do farelo de arroz, dentre outros. Estas ceras também podem ser extraidas a partir de
residuos vegetais, o que € interessante ja que desta forma n&o ocorre uma competicao
com a industria agricola e com a produgao de alimentos, representando um grande
potencial de crescimento no mercado (NPCS, 2013).

No caso das ceras vegetais, a superficie das plantas ou folhas é revestida por
uma mistura esbranquicada de lipidios que dao origem a uma camada fina de cera,
cobrindo toda a superficie externa da planta e/ou folha, formando uma interface com
a atmosfera (Nazato et al.,, 2012; Asikin et al., 2012). A interface formada pela
existéncia desta cera epicuticular possui caracteristica de super hidrofobicidade e
propriedade auto-limpante (efeito I6tus), @ medida em que age como uma barreira
protetora, limitando a difusédo de agua e solutos, o0 que propicia uma maior resisténcia
a seca e a outros estresses ambientais, além de proporcionar protecao contra a luz
ultravioleta, doencas e ataque de insetos (Rezanka e Sigler, 2006; Inarkar e Lele,
2012).

As ceras naturais raramente sio utilizadas industrialmente na sua forma
original, sendo modificadas por refinagdo, destilacdo, extragdo, hidrogenacgéo,

branqueamento ou oxidagao (Parish e Grainger, 2017).
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Frequentemente as ceras sido caracterizadas quanto as suas propriedades
fisicas, quimicas e térmicas, para permitir a sua identificacdo, diferenciacéo e
classificagdo. Como a cera se refere a um material que é sélido a temperatura
ambiente e, ao ser submetida a temperaturas ligeiramente mais altas, torna-se um
liquido de baixa viscosidade (Phukan, 2016); a determinagdo da maioria de suas
caracteristicas normalmente é realizada a partir de adaptagbes das metodologias
empregadas na caracterizagao de 6leos e gorduras (Hamilton, 1995; Lopes, 2010).

As ceras normalmente sao caracterizadas fisicamente quanto a cor, odor, ponto
de fusdo, amolecimento e penetragdo e, quimicamente quanto ao seu indice de
acidez, iodo, saponificacdo e matéria insaponificavel (Parish e Grainger, 2017). Além
das propriedades fisico-quimicas, as caracteristicas térmicas sao parametros
importantes a serem consideradas para a caracterizagao e funcionalidade de certas
aplicagdes de ceras, como € o caso das temperaturas de solidificacdo e fuséo, que
podem ser avaliadas através da analise por calorimetria exploratéria diferencial
(Cebula e Smith, 1991; Gandra, 2006).

Os dados referentes a solubilidade da cera ainda sdo escassos, e 0O
conhecimento de sua solubilidade é essencial para promover sua aplicagdo em
diferentes segmentos industriais, como em cosméticos, produtos téxteis, papeis,
revestimento de frutas e vegetais, lubrificantes, adesivos, polimentos, produtos
farmacéuticos, entre outros (Inarkar and Lele, 2012).

Em 2016 o valor do mercado global de cera foi superior a US $ 8,06 bilhdes
(Pulidindi, 2016). Estima-se que até 2022, a demanda global por cera cresga 1,3%,
enquanto a oferta de ceras naturais e sintéticas cres¢a 0,8% ao ano (Pimenta e
Sharma, 2017), evidenciando que existe mercado para a ampliagdo da produgao de
ceras. De acordo com Wei (2012), a demanda global de cera em 2012 foi de 3025 kt,
sendo esta utilizada para diferentes aplicagdes, conforme apresentado na Figura 2.2.

A industria de velas apresenta grande expressividade no emprego de ceras,
porém a utilizagado de ceras para este fim tem diminuido drasticamente (Wei, 2012;
NPCS, 2013; Pimenta e Sharma, 2017), abrindo espacgo para a sua empregabilidade
nas mais distintas areas e em aplicagées de maior valor agregado (como farmacos),

conforme exemplificado na Tabela 2.1.
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Figura 2.2 - Estimativa da demanda global de ceras de acordo com sua aplicagao
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Fonte: Adaptado de Wei (2012)

Tabela 2.1 - Aplicagdo de cera vegetal purificada

Aplicagao Principio/Caracteristica Exemplo
Materiais de  Repelente de agua e resisténcia ao .
~ ; : Aglomerados de madeira
construgao inchago causado pela umidade
Industria Revestimento de cabos, na aglutinagcéo
N Material ductil, isolante e adesivo de materiais e na fabricagao de
eletronica .
capacitores.
Material de consisténcia, ponto de . - - L
Velas ~ . i lluminacdo, decoragao e uso terapéutico
fusao e aparéncia caracteristico
Adesivos Flexibilidade e alongamento. Adesivo de fusao a quente
. Propriedades hipoalérgicas, Batom, rimel, delineador, sombra, base,
Cosméticos . . A .
emolientes, brilho e consisténcia desodorante, hidratante e protetor solar
. Confere brilho e consisténcia ou I
Farmacos . Comprimidos e pomadas
atua como agente ativo
Tintas Brilho, capacidade deslizante e Tintas graficas de impressao

resisténcia a abrasao
Protegcao contra umidade, aumento
da rigidez e flexibilidade
Retarda a penetracdo de ar e

Revestimento

Polimento . Y -
umidade, e evita risco e abrasao
. Protegéo contra o ressecamento e
Polimeros
desgaste
. Melhora a aparéncia, retarda a
Alimentos . ~ , ~
desidratacéo e oxidacao
Material Maleabilidade, flexibilidade,
escolar aderéncia ao papel e ndo toxicidade
. Baixa viscosidade e alta
Refratarios e
plasticidade
Téxtil Efeito lubrificante e redutor de atrito

Cosmeéticos, alimentos, embalagens,

couro, produtos de madeira, farmacos

Pisos de madeira e méveis, calcados,
automoveis

Pneu e borracha
Queijo, carne, vegetais e frutas
Giz de cera e lapis de cor

Tijolos refratarios

Nylon e misturas de fibras sintéticas com

fibras naturais (seda, algodao e 13)

Fonte: Adaptado de Inarkar e Lele (2012), Nuissier et al. (2002); Phukan, (2002); NPCS

(2013), Pimenta e Sharma (2017) e Multiceras (2018).
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2.2 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) € uma das culturas agricolas
mais importantes para o Brasil, sendo este o maior produtor mundial da cana-de-
agucar, com estimativa de producao de 628,1 milhdes de toneladas na safra de
2021/2022 (CONAB, 2021). A utilizagdo da cana-de-agucar se estende a diversos
segmentos, uma vez que esta é uma cultura versatil e rica fonte de alimentos, fibras,
forragem, fertilizante, além de combustiveis e produtos quimicos (Solomon, 2011).
Alguns dos produtos, coprodutos, subprodutos e potenciais derivados da agroindustria

da cana-de-agucar estao apresentados na Figura 2.3.

Figura 2.3 - Produtos, coprodutos, subprodutos e potenciais derivados da
agroindustria da cana-de-agucar
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De acordo com Martuchi (1983) e Rozario (2006), a cana-de-agucar € composta
majoritariamente por agua (65 - 75%), seguida de fibras, agucares e outros
componentes, como os lipidios totais (incluindo as ceras), conforme composi¢cao

média apresentada na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Composicao quimica da cana-de-acgucar

Compostos Teor (%)
Agua 65,00 - 75,00
Fibras 4,00 - 14,00
Acucares 12,00 - 18,00
Cinzas 0,40 - 0,80
Matéria nitrogenada 0,30-0,60
Lipidios totais 0,15-0,25
Substancias pécticas, gomas e mucilagens 0,15-0,25
Acidos combinados 0,10-0,15
Acidos livres 0,06 - 0,10
Matéria corante Nao dosadas

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

A colheita e o processamento da cana-de-agucar estdo associados a geragao
de grandes volumes de subprodutos, como as folhas, cascas, bagaco, torta do filtro
rotativo e melaco. Estima-se que a partir de 100 toneladas de cana-de-agucar, podem
ser produzidos 14,3t de agucar bruto, 27,2t de bagaco, 5,2t de torta de filtro rotativo,
2,6t de melago e 50,7t de agua residual (Luo et al., 2018).

Alguns destes subprodutos podem ainda ser processados a fim de obter
produtos de maior valor agregado para aplicacbes quimicas, petroquimicas e
microbianas (Inarkar e Lele, 2012; Attard et al., 2015), promovendo com isso, a
valorizagao destes subprodutos. Um exemplo deste aproveitamento € a utilizagcdo da
torta do filtro rotativo e da casca da cana-de-agucar para a extracao da cera.

A torta do filtro rotativo € o subproduto obtido da producéo de agucar e alcool
e, € eliminada durante o processo de decantacdo 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 moida 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-agucar apresenta-
se também como uma boa alternativa para a obtencao da cera. A casca corresponde

a porgao mais fina, escura, dura e abundante em cera, compondo cerca de 20% da
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massa da cana (Feng et al., 2015). Este subproduto € obtido da raspagem da cana
destinada a moagem para obtengdo da garapa e, normalmente, é utilizado como
fertilizante natural nos campos de cultivo. Uma exemplificagdo do equipamento
utilizado para fazer a raspagem da casca da cana-de-agucar esta apresentado na

Figura 2.4.

Figura 2.4 - Raspador e limpador de cana-de-aglcar

e WA\

Como a casca e outros subprodutos obtidos a partir da cana-de-agucar
apresentam-se como ricas fontes de nutrientes, as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas destes materiais organicos afetam significativamente o solo quando estes
sdo utilizados como fertilizantes (Bhosale et al., 2012). A presenga de cera nestes
materiais pode acarretar na deterioracdo das propriedades fisicas, permeabilidade,
aeracgao, estrutura e composicao do solo, além de dificultar a absorgao de elementos
nutrientes pelas plantas, a medida em que a decomposi¢do do material organico
ocorreria de forma mais rapida (Bhosale et al., 2012). Logo a remogé&o da cera pode
melhorar a qualidade do material utilizado como adubo organico e permitir a sua
utilizagdo na obteng¢ao de produtos de maior valor agregado.

Como a quantidade de cana destinada para a obtengcdo de garapa, e
consequente geragdo de casca como subproduto, € bem menor do que a cana
destinada para a industria sucroalcooleira, em um primeiro momento imagina-se que
a obtencdo de cera a partir da casca ndo seja um processo viavel por causa da
dificuldade de se obter este produto em larga escala. Porém, o maior fornecedor de
cana para a produgdo de garapa no estado de Sdo Paulo (o municipio de Cajuru),
produz diariamente 20 toneladas de cana (Quartier, 2014). Como a cana possui entre

0,1 a 0,3% de cera (Garcia et al., 1986 e 2003) e, considerando que toda a produgéo
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de cana da cidade de Cajuru fosse utilizada para a obtenc&o de cera, seria possivel
produzir diariamente, no minimo, 200 kg de cera bruta, evidenciando o potencial de
producao de cera a partir da casca da cana-de-acucar.

Logo, o Brasil sendo um grande produtor de cana-de-agucar, apresenta-se
também como um potencial fornecedor de cera e outros subprodutos lipidicos,
podendo adicionar beneficios econdmicos para o pais € melhorar a utilizagcdo dos

recursos vegetais.

2.2.1 Cera da cana-de-agucar

Como ocorre com a maioria dos vegetais, a cera da cana-de-agucar €
encontrada aderida a superficie da casca (Figura 2.5), principalmente perto dos nos e
das bainhas foliares, e age como uma barreira protetora, minimizando a evaporagéao
de agua e protegendo contra doengas e ataque de insetos (Balch, 1953; Frutuoso,
1989; Inarkar e Lele, 2012). Normalmente este material apresenta-se com coloragao

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

Figura 2.5 - Cera aderida a casca da cana-de-agucar

P
Fonte: Ferreira (2017)

De acordo com Garcia et al. (1986 e 2000), a partir da cera bruta podem ser
extraidas trés fracbes de componentes, que correspondem aos oleos (35 - 40%),
resinas (15 - 17%) e a cera refinada (38 - 45%). O 6leo corresponde ao liquido de cor
verde escura, de composigcado similar a outros 6leos vegetais, soluvel em acetona a
25 °C e, que pode ser utilizado na alimentagdo de animais, obtengao de fitoesterdis,
plastificante em pneus e antiespumantes. A resina € um solido de cor negra brilhosa

e insoluvel em acetona e isopropanol a temperaturas de 70 a 100 °C (Garcia et al.,
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2000; Phukan, 2002), sendo empregada principalmente como aditivo plastificante em
pneus e em misturas com cera para a fabricacdo de tintas para papel carbono e fitas
de maquina (Paixao, 2008). A cera refinada (fragdo dura), obtida apds separacao da
fracao oleosa e resina, € a fragao soluvel em acetona a 100 °C e isopropanol a 80 °C.

As ceras da cana-de-agucar podem ser constituidas por diferentes classes de
compostos, como alcanos de cadeia longa, ésteres de cera, alcoois e acidos graxos
livres, cetonas, aldeidos, triglicerideos e esterdides (Purcell et al., 2005; Asikin et al.,
2012). A composigao da cera da cana-de-agucar pode variar muito principalmente de
acordo com a variedade da cana, mas também pelas condi¢coes climaticas e
agrondémicas nas quais a cultura é cultivada, tais como a localizagdo da plantacéo,
tipo solo, habito de queimar os canaviais, método de colheita (manual ou
mecanizado), tipo de moagem, grau de maturagcédo, dentre outros (Balch, 1953;
Frutuoso, 1989; Georges et al., 2006; George et al., 2010).

As composi¢cdes de algumas ceras brutas relatadas na literatura estdo
apresentadas na Tabela 2.3, sendo observada a presenc¢a de aldeidos, ésteres,
alcoois e acidos graxos, triglicerideos, esterois, alcanos, cetonas e lipidios polares.
Os lipidios totais que compdem a cera podem ser classificados como polares (acidos
graxos livres, fosfolipidios e esfingolipidios) e neutros ou apolares (triacilglicerdis,
diacilglicerois, monoacilglicerois e esterois) (Manirakiza et al., 2001; Valix, 2004).

Tabela 2.3 - Composicao da cera bruta da cana-de-acucar

Referéncia
Composto Asikin et al. (2012) Inarkar e Lele (2012) Valix (2004)
Teor (%)
A"I?'e!d.os’ esteres e 57.5-62,3 66,3 73,2 - 76,1
ipidios polares
Aldeidos e cetonas - 0,1 1,6-3,2
Alcoois graxos 22,6 -28,0 0,2 79-8,3
~ Acidos graxos 38-47 4.6 -
Acidos graxos livres 25-26 ) 59-78
e esterois
Triglicerideos 59-84 - 0,0-1,6
Alcanos - 28,8 -

2.2.1.1 Extracao

O primeiro relato de tentativa de isolamento da cera da cana-de-acucar foi feito
por Avequin em 1841, mas somente em 1916 a cera de cana-de-agucar comegou a
ser produzida industrialmente (Paturau, 1989). Embora o Brasil seja o maior produtor

de cana-de-acucar, ainda nao existem produtores e fornecedores desta promissora
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cera de forma abrangente (Graille et al., 2003), ao contrario de Cuba, onde ha um
esforco para o desenvolvimento de tecnologias e mecanismos que permitam a
producao industrial da cera da cana-de-agucar, o que resultou em grandes numeros
de depdésitos de patentes (Vieira, 2003; Nazato et al., 2012).

As ceras podem ser extraidas juntamente com os lipidios totais (polar e apolar)
da amostra a partir do uso de diferentes solventes como cloroférmio 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 petroleo (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, razdo solvente/soluto, tempo e temperatura empregada na extragao, além
do tamanho da particula e umidade (Villar et al., 2005; Rabelo et al. 2015). Esta
dependéncia pode ser observada na Tabela 2.4, onde estdo apresentados os
rendimentos brutos obtidos a partir da utilizacido de diferentes matérias-primas e
solventes, utilizando o extrator Soxhlet.

Embora Inarkar e Lele (2012) tenham realizado a extracdo da cera da casca da
cana-de-agucar por longos periodos (8 - 10 h) os mesmos obtiveram baixos
rendimentos de cera. O mesmo foi observado com Phukan e Boruah (1999) sob as
mesmas condigdes de operagao de Inarkar e Lele (2012), provavelmente em
decorréncia da matéria-prima escolhida conter baixos teores de lipidios.

O maior rendimento de cera da torta do filtro rotativo observado por alguns
autores pode estar associado ao fato de que uma grande por¢ao do caldo de cana é
filtrado, resultando em uma maior concentragcao 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-acgucar, grande parte dos estudos apresentados na Tabela 2.4 alcangaram
baixos rendimentos. A dependéncia das condi¢cdes de cultivo e processamento da
cana-de-agucar pode ter acarretado na obtencdo de uma matriz de cana com baixo
teor de cera bruta.

Viera (2003) utilizou diferentes solventes (hexano, ciclo-hexano, isopropanol e
etanol) na extracdo da cera oriunda da torta do filtro rotativo. Foram observados
rendimentos superiores quando utilizado isopropanol e etanol como solventes, porém
apoés determinacdo 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 presenca de materiais ndo lipidicos soluveis em alcool nos extratos.
Como a cera extraida com ciclo-hexano apresentou coloracdo verde muito forte, o
autor optou por conduzir os demais ensaios com a cera extraida com hexano e que

apresentou rendimento de 7,1%.

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

Matéria-prima Solvente bruto (%)* Referéncia
Tolueno 14,6
, . Naftaleno 14,0
Torta do filtro rotativo _ Gasolina 13.0 Azzam (1984)
Alcool refinado 12,7
Torta do filtro rotativo Tetracloreto de carbono 3,5-41 PhUK?? gng)oruah
Residuo de fermentacgao . Nuissier et al.
e destilacdo ] Ciclo-hexano 7.0 (2002)
Eter de petréleo 3,7
Casca Tolueno 4,2 Garcia et al (2003)
Tricloroetileno 47
Hexano 7.1
Torta do filtro rotativo Ciclo-hexano 7.5 Vieira (2003)
Isopropanol 12,3
Etanol 12,1
Torta do filtro rotativo Heptano 40-7,3 Villa et al. (2005)
Torta do filtro rotativo Hexano 7,0 Gandra (2006)
Hexano e metanol .
Casca (20:1, Viv) 1,0 Asikin et al. (2012)
, . Tolueno e 54-5,6 Bhosale et al.
Torta do filtro rotativo Benzeno 6.9-74 (2012)
Casca Tetracloreto de carbono 1,0 Inar(kzaor 162;‘ cle
Torta do filtro rotativo Etanol 54 Ou et al. (2012)
Casca Etanol > Feng et al. (2015)
Casca Hexano 72-8,3 Oliveira (2018)

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

Buttar et al. (1999) também observou que o aumento de polaridade do solvente
empregado na extragao pode contribuir para um maior rendimento de cera bruta. Os
autores obtiveram rendimento proximo de 7% quando utilizando solventes apolares
como o hexano, cloroférmio ou tolueno e, de cerca de 20% quando utilizando etanol.

Oliveira (2018) avaliou a cera extraida da casca da cana-de-agucar a partir da

utilizacao de trés solventes: hexano, limoneno e terebentina. Os rendimentos de cera
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bruta extraida com hexano foram comparaveis aos encontrados na literatura.
Entretanto, a partir da utilizagcdo de solventes terpénicos (limoneno e terebentina)
foram observados rendimentos bem superiores ao teor total de lipidios (7,8%),
evidenciando que outros processos poderiam estar acontecendo além do fenbmeno
de extragao, hipotese esta que foi confirmada pelo referido autor.

ApoOs a extracdo da cera bruta de cana-de-agucar, € necessario que este
material seja submetido ao processo de refino ou purificagdo. Esta etapa tem por
objetivo promover a eliminagéo da cor escura, agucares, resinas e algumas impurezas
que podem conferir propriedades indesejadas a cera bruta, como carater viscoso,
baixo ponto de fusédo e consisténcia pegajosa (Balch, 1953; Azzam, 1986; Frutuoso,
1989; Garcia et al., 1999).

2.2.1.2 Purificagao

A cera presente em 6leos, quando os mesmos sao resfriados ou armazenados
por longos periodos, pode conferir um aspecto turvo em decorréncia de sua
cristalizacao. Para a obtencdo de uma cera de coloracéo clara e livre de resinas,
geralmente é realizada a etapa de winterizagéo, que consiste no resfriamento do 6leo
para a formagéo dos cristais, e posterior separagdo dos mesmos por centrifugagao
(Kolodziejczyk, 2000). A cristalizacdo fracionada com solvente é um processo
termomecanico de separagao capaz de promover um crescimento mais rapido dos
cristais, uma vez que possibilita uma reducéo na viscosidade do sistema, o que leva
a uma maior mobilidade das moléculas e a uma aceleracgéo da cristalizagao (Shahidi,
2005; Deffense, 1985).

A utilizagdo de solventes apolares, como o hexano, requer mais energia para
possibilitar o resfriamento da amostra. Mas além do aspecto econémico, a escolha de
um solvente deve envolver uma seérie de considerag¢des acerca do tipo de produto
fracionado desejado, seguranga, estabilidade e perdas de volateis (Thomas, 1985).
Neste sentido, 0 hexano apresenta-se como um excelente solvente a ser utilizado na
purificacao de ceras.

A alta temperatura de fusdo destas ceras resulta na formag&o de sedimentos
que podem ser facilmente separados por cristalizacdo a partir de solventes seletivos
(que apresentem excelente solubilidade nos lipidios, mas baixa solubilidade nas
ceras) a baixas temperaturas, como a acetona (Balch, 1953; Gunawan et al., 2006).

O uso da acetona promove a rapida solubilizacédo dos lipidios soluveis e a por¢ao de
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cera dura insoluvel pode ser separada por filtragdo ou centrifugacéo (Paturau, 1989).
Seguindo esta premissa, grande parte dos processos de purificagdo de ceras
publicados na literatura se baseia na purificacdo a partir do uso de acetona.

Gracien e Arévalo (1981), realizaram a dissolugdo do 6leo de girassol em
acetona e resfriaram a -5 °C. Apo6s 16 h a cera precipitada foi separada por filtragao,
lavada, seca e pesada. Isbell et al. (1996) e Soomro e Sherazi (2013) realizaram a
purificacdo da cera oriunda de dleos vegetais dissolvendo-as em acetona:hexano
(5:1, 6 mL), seguida das etapas de aquecimento, resfriamento e centrifugagcdo. Na
sequéncia o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi solubilizado em acetona
para a formac&o dos cristais. Sucessivas recristalizagdées com acetona garantiram a
remogao completa de qualquer triglicerideo residual apos filtragdo dos cristais.

Os parametros de controle mais importantes nos processos de purificagao séo
a temperatura de cristalizagéo, velocidade de resfriamento do sistema e de agitagéo.
Levando estes aspectos em consideragado, Vieira (2003) propds uma metodologia
muito similar a adotada por Isbell et al. (1996) e Soomro e Sherazi (2013), que
consistiu na purificacdo por cristalizagcao fracionada com hexano e acetona. Vieira
(2003) realizou um planejamento experimental e analise de superficies de resposta
para avaliar os parametros de purificacdo capazes de permitir as melhores condi¢des
de cristalizagao, a fim de se obter uma fragdo com boas propriedades de filtragcdo. A
melhor condicdo encontrada pelo referido autor também foi utilizada por Oliveira
(2018), e envolveu as etapas de homogeneizagéo a quente da cera bruta com hexano
(1:20, m/v), resfriamento (10 °C por 1 h), centrifugacado, lavagem do precipitado com
acetona e filtragéo.

Além das condi¢cdes de cultivo e extracao anteriormente evidenciadas, a
composicao da cera purificada pode variar muito de acordo também com o método de
purificacdo empregado, conforme apresentado na Tabela 2.5.

Embora as composi¢cées 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 concentragdes sdo os ésteres,

acidos graxos e alcoois graxos (policosanol).
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Tabela 2.5 - Composi¢ao da cera purificada da cana-de-acucar

Referéncia
Composto McLoud Frutuoso Valix Phukan e
(1950) (1989) (2004) Boruah (1999)
Teor (%)
~ Ester 66,0 55,0 6,2-11,0 80,0-85,0
Acidos graxos 27,0 8,0 - 3,0-6,0
Alcoois graxos 5,0 10,0 1,8-445 1,0-1,5
Hidrocarbonetos 2,0 2,0 - 1,0-1,5
Aldeidos e cetonas - 25,0 25-95 -
] Triglicerideos - - 2,5-95 -
Acidos graxos livres, ) 36.8 - 87,2 i

esterdis e lipidios polares

2.3 POLICOSANOL

O policosanol € uma mistura formada por alcoois alifaticos de C20-Cs4 carbonos,
composta por tetracosanol (C24) (0,001 - 2,0%), hexacosanol (C2s) (3,0 - 10,0%),
heptacosanol (C27) (0,1 - 3,0%), octacosanol (Czs) (60,0 - 70,0%), nonacosanol (C29)
(1,0 - 2,0%), triacontanol (Cso) (10,0 - 15,0%), dotriacontanol (Cs2) (5,0 - 10,0%),
tetratriacontanol (Css4) (0,1 - 5,0%), além de outros &alcoois 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 alcoois alifaticos pode ser naturalmente encontrada, na forma
livre ou esterificada, na fracdo insaponificavel de lipidios encontrados em fontes
vegetais como frutas, folhas, superficies 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-agucar, 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 chinés (Ericerus pela) (Ma et al., 2018); 6leo 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 (Lopez-Lopez et al., 2008), milho (Harrabi et al., 2009),
amendoim (Cherif et al., 2010), girassol, canola, agafrao, soja, gergelim (Jung et al.,
2011), tomate (Giuffré e Capocasale, 2015), semente de cardo mariano (Silybium
marianum L.) (Harrabi et al., 2018), dentre outros, conforme Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 - Diferentes fontes naturais de policosanol e octacosanol

Quantidade de Teor de

Amostra Policosanol octacosanol Referéncia
(mg.100g™") (%)
Amendoim 4,9-54,2 0,3-2,9 Cherif et al. (2010)
Ser;:rri‘ltlg de 18,4 - 65,5 255-684  Adhikari et al. (2006) e Jung et al. (2011 e 2012)
ey ) i Irmak et al. (2006), Asikin et al. (2012), Attard et
Cana-de-agucar 1,7 - 220,8 17,9 - 86,2 al. (2015) ¢ Del Rio 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)
Graos de milho 0,3-16,6 6,9-10,0 Harrabi et al. (2009) e Jung et al. (2011)
: i ) Lopez-Lopez et al. (2008), Jung et al. (2011) e
Azeitonas 3,2-29,2 12,5 - 56,1 Lukic et al. (2015)
rohas dscha- 73.1364  259-432 Choi et al. (2016)
Girassol 3,8 19,6 Jung et al. (2011)
Canola 2,3 20,3 Jung et al. (2011)
Acafrao 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)
Setme”te do 6,5-7.2 39,2- 41,9 Giuffré e Capocasale (2015)
omate

Apesar de ser a fonte com maior teor de policosanol, a cana-de-agucar também
€ 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 maturagao dos frutos (Harrabi et al., 2009 e 2018).

Além das variaveis anteriormente mencionadas, a parte especifica da planta a
ser analisada também interfere significativamente na composicdo da cera, e
consequentemente de policosanol. Conforme observado na Tabela 2.7, a cera é mais
abundante na casca, sendo observadas concentragdes de octacosanol préximo a
80%, dentre os alcoois graxos existentes.

Por ser o constituinte majoritario do policosanol, acredita-se que o octacosanol
seja o principal responsavel pela eficacia do uso do policosanol como medicamento
(Castano et al., 2000; Marinangeli et al., 2010).
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Tabela 2.7 - Teor de octacosanol dentre os alcoois graxos existentes na cana-de-

agucar
Matéria-prima Teor de octacosanol (%) Referéncia
ch}ﬁgas i;:; Irmak et al. (2006)
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
Folhas 17,9 Attard et al. (2015)
Bagaco 78,5
Casca 452 Feng et al. (2015)
Bagago gg:g Del Rio et al. (2015)
Casca 17,8-31,3 Oliveira (2018)

2.3.2 Efeitos do policosanol na promogao da saude

Diversos artigos e ensaios clinicos demonstraram que o uso do policosanol
contendo de 50 a 60% de octacosanol, apresenta efeitos benéficos na promogao da
saude, como o alivio do estresse e restauracdo do sono (Kaushik et al., 2017);
prevencdo da obesidade induzida por dieta hiperlipidica e disturbios metabdlicos
(Sharma et al., 2019); reducdo da agregacao plaquetaria (Arruzazabala et al., 1993;
Marinangeli et al., 2010); efeitos protetores sobre Parkinson (Wang et al., 2010);
inibicdo da osteoporose (Tamaki et al.,, 2003); aumento da resisténcia fisica
(Consolazio et al., 1964); redugao de lesdes hepaticas (Ohta et al., 2008); agcao anti-
inflamatoria (Fernandez-Arche et al., 2009; Guo et al., 2017a), anti-ulcera (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 diminuicdo dos niveis de colesterol no
sangue (Arruzazabala et al., 1993; Singh et al., 2006; Marinangeli et al., 2010). Um
esquema resumido de alguns beneficios do uso do policosanol e mecanismos de agéao
esta apresentado na Figura 2.6.

O policosanol atua inibindo as etapas iniciais da biossintese do colesterol
enddégeno e aumentando o catabolismo da lipoproteina de baixa densidade (Castafio
et al., 2000; He et al., 2016). Como apenas quantidades muito pequenas sao ingeridas
na dieta, para se obter beneficios para a saude, o policosanol deve ser ingerido como

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



REVISAO BIBLIOGRAFICA 43

diaria de 5 a 20 mg de policosanol foi capaz de melhorar os perfis lipidicos, diminuindo
os niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL) ou “colesterol ruim” entre 21 a 29%
e, aumentando o colesterol de lipoproteina 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).

Figura 2.6 - Beneficios do policosanol e possiveis mecanismos de acao
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Ja foram realizados diversos estudos clinicos comparando o feito do uso do
policosanol com farmacos comerciais como a sinvastatina, pravastatina, lovastatina e
bezafibrato, que sdo utilizados no tratamento de dislipidemias (aumento de lipidios no
sangue, principalmente colesterol e triglicerideos). Foi verificada uma redugédo nos
niveis 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 utilizacdo de lovastatina e policosanol, respectivamente
(Castario et al., 2000).

O mesmo comportamento de reducdo dos niveis de LDL foi observado em
outros estudos com a ingestao diaria de 10 mg de policosanol em relagéao a ingestao
de estatinas em doses semelhantes (Viola et al., 2008). Quanto a 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 limitagdes de seu uso, uma vez que 1 kg

desses alcoois graxos na sua forma pura (>99%) pode atingir de US$ 55.000 a 65.000
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no mercado (Sanchez et al., 2015; Nu-check Prep., 2020). O modo mais comum de
encontrar o policosanol comercialmente € na forma de comprimidos contendo de 10 a
20 mg de composto ativo. No Brasil o policosanol pode ser facilmente encontrado em
farmacias 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 sdo apresentados alguns exemplos de como o policosanol é

comercializado mundialmente.

Figura 2.7 - Policosanol comercial
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2.3.2.1 Doengas ateroscleréticas

De acordo com a Associagdao Mundial da Saude (WHO, 2020), nos ultimos 15
anos as doengas isquémicas como o Infarto Agudo do Miocardio (IAM) e o Acidente
Vascular Cerebral (AVC) foram as principais causas de morte em todo o mundo,
contabilizando um total de 8,9 milhdes de mortes s6 no ano de 2019. Segundo a
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2021), as doengas 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 inicio de
agosto de 2021 ja haviam sido registrados mais de 240 mil obitos de brasileiros por
doencas cardiovasculares e, a estimativa € que este numero alcance quase 400 mil
Obitos até o final de 2021 (SBC, 2021).

O infarto agudo do miocardio e o AVC sao normalmente desencadeados pelo
bloqueio das artérias que transportam o oxigénio através do sangue para o coragao e
cérebro, que € comumente causado pela doenga vascular cronica aterosclerose (SBC,
2017). Aterosclerose, exemplificado na Figura 2.8, é o termo para o processo de

acumulo de gordura, colesterol e produtos residuais celulares no revestimento interno
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de uma artéria, fazendo com que a mesma se estreite, enfraqueca e seja menos
flexivel. A este acumulo da-se o nome de placa, e esta faz com que a parede do vaso
sanguineo fiqgue mais espessa, reduzindo assim a quantidade de sangue e de oxigénio

que é entregue aos o6rgaos vitais (American Heart Association, 2017).

Figura 2.8 - Aterosclerose

Como estes eventos (infarto agudo do miocardio e AVC) s&o as principais
complicagdes da aterosclerose e conferem um risco muito elevado a saude, faz-se
necessario prevenir os fatores predisponentes da doenca aterosclerdtica, uma vez
que muitas mortes poderiam ser evitadas ou postergadas com cuidados preventivos
e medidas terapéuticas. Dentre tais fatores, tem-se destaque a hipertensao arterial, o
tabagismo, sedentarismo e os niveis elevados de colesterol e triglicerideos no sangue,
que representam um dos aspectos mais importantes para o desenvolvimento e a
progressao da doenga aterosclerética (SBC, 2017). A prevengao e o tratamento
adequado dos fatores de risco das doencgas cardiovasculares podem reverter esta
grave situacgédo, tendo-se destaque a potencial diminuigdo os indices do colesterol no

sangue ocasionados pelo uso do policosanol.

2.3.3 Propriedades fisico-quimicas

A estrutura genérica de alcoois graxos pode ser observada na Figura 2.9. Para
ser considerado um alcool 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 fisico-quimicas dos mesmos (Mudge et al., 2018).

Uma das caracteristicas mais influenciadas pelo tamanho da cadeia do alcool
graxo é a sua solubilidade. Compostos de cadeia curta (até Cs) possuem uma

consideravel solubilidade em agua, entretanto os mesmos nao sao considerados
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alcoois graxos (Mudge et al., 2018). Algumas propriedades fisico-quimicas disponiveis

para alcoois graxos de C2o a C3o estdo resumidas na Tabela 2.8.

Figura 2.9 - Estrutura genérica dos alcoois graxos
n

Tabela 2.8 - Propriedades fisico-quimicas de alcoois graxos de C2o0 a Cso

Numero Massa Temperatura Temperatura Solubilidade em

sis:lecr)nn:i(teico _:\_lg\r’?; de molecular de Fusao de ebulicao agua (25 °C)
carbonos (D) (°c)? (°C)° (mg.L")®
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 4127 4, 70E-05
Tetracosanol Lignoceril 24 354,65 74,0-77,0 4243 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 4591 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

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

Dada a heterogeneidade de composicdo do policosanol, os dados de
solubilidade desta mistura de alcoois graxos ndo estao disponiveis na literatura, sendo
pautados apenas em termos da solubilidade de cada componente individual. Ainda
assim existem dificuldades na medicdo destes dados em decorréncia da natureza
hidrofobica-hidrofilica das diferentes partes da molécula. O grupo hidroxila fornece a
extremidade da molécula um grau de solubilidade em agua enquanto a cadeia alquil-
carbono é hidrofébica. Os dados de densidade e solubilidade para os componentes
de maior tamanho de cadeia sdo menos estudados, razdo pela qual ndo existem
muitos dados disponiveis (Mudge et al., 2018).

Como o policosanol € composto majoritariamente por octacosanol, o
conhecimento da solubilidade deste alcool graxo é utilizado como um indicativo da

solubilidade do policosanol. Neste contexto, Cuevas et al. (2017) avaliaram a
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solubilidade do octacosanol em relagdo 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 € maximizada pela utilizacdo de
altas temperaturas, uso de tolueno e de alcoois de maior tamanho de cadeira.

A partir da realizag&o de testes de solubilidade, Ramos-Zambrano et al. (2019),
escolheram utilizar o tolueno na dissolugdo da cera de cochonilha, ja que este € um
solvente classificado como amarelo (de uso problematico), comparado ao cloroférmio,
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 dissolugdo de
amostras de policosanol em isooctano (Srisaipet e Aoopkham, 2015), tolueno (Asikin
et al.,, 2012), além da dissolugdo de octacosanol (2 mg) em cloroférmio (1mL) e
metanol (3 mL) (Nandini et al., 2012) e de octacosanol em cloroférmio (1 mg.mL")
(Cravotto et al., 2010).

Embora o cloroférmio 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 concentragdo maxima de 1,25 mg.mL" (25 °C) e 2,5
mg.mL-' (40 °C), ilustrando a extensdo da sua natureza hidrofobica (Uribarri et al.,
2002; Marinangeli et al., 2010).

2.3.4 Obtencao e analise do policosanol

Devido a sua vasta aplicabilidade, diversos estudos foram realizados acerca da
obtencao, composic¢ao e caracterizacdo do policosanol.

A extracdo de lipidios por solventes organicos, como o hexano, seguida das
etapas de purificagcéo, clivagem de ésteres e extragao sélido-liquido € a forma mais
empregada para a obtengéo desta mistura de alcoois graxos (Ou et al., 2012; Feng et
al., 2015). Neste contexto, Jung et al. (2011) realizaram a saponificacédo e
subsequente extragdo do policosanol com hexano a partir de diferentes o6leos
vegetais. Quando analisados os 6leos 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' de dleo e, teor de octacosanol de 55,9, 22,0 e 19,8%,
respectivamente.

Srisaipet e Aoopkham (2015) avaliaram a extragao e purificagdo de uma cera

de abelha de origem tailandesa para obtencéo de policosanol. A cera foi saponificada
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com NaOH e, posteriormente purificada utilizando misturas de tolueno:agua:etanol e
isooctano:agua: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 alcoois graxos em menores proporgoes.

Como a cana-de-agucar € uma das fontes naturais mais ricas em policosanol,
muitos esforgos ainda estdo sendo realizados para se obter esta mistura de alcoois
graxos. Seguindo esta premissa, Feng et al. (2015) saponificaram a cera bruta da
cana-de-agucar com KOH, sendo a matéria insaponificavel extraida com éter etilico.
Ao final do processo, o policosanol obtido apresentou rendimento de 6,76% em
relagao a cera bruta, sendo composto por 45,17% de octacosanol.

De acordo com Laguna Granja et al. (1997 e 1999), é possivel se obter
policosanol a partir das etapas de saponificagdo da cera bruta ou purificada, com
solugao de hidréxido de calcio, potassio ou sodio, seguida pela separagéo dos alcoois
graxos por extragao solido-liquido utilizando hexano e, purificagdo por cristalizagéo
utilizando o mesmo solvente da extragdo. O procedimento adotado pelos referidos
autores constituiu das etapas de saponificacdo e extracdo por solvente. O produto
obtido apresentou rendimento de policosanol de 13,0 a 27,5%, com teor de alcoois
variando de 92,7 a 94,3%. O octacosanol foi o componente majoritario dentre os
alcoois graxos, com teor variando de 60 a 70%.

Rozario (2006) adaptou a metodologia proposta por Laguna Granja et al. (1997
e 1999), para conduzir os experimentos de forma mais pratica e eficiente. A cera foi
purificada pelo método de alcool a quente, seguida de saponificagdo com NaOH e
etanol. A mistura de alcoois graxos foi separada utilizando etanol e solugéo salina e,
o material foi purificado com acetona a fim de se obter um produto final com maior teor
(92,3%) em alcoois graxos, sendo composto por 67,4% de octacosanol.

Wada (2008) seguiu a mesma metodologia adotada por Rozario (2006),
diferindo apenas na matéria-prima utilizada. O autor obteve um produto final com
rendimento de 17,4%, teor em alcoois graxos de 90,0 a 96,0%, dos quais 65,2%
correspondiam a fracao de octacosanol.

Conforme destacado, a obtencao de policosanol pode ser realizada a partir das
etapas de purificacdo e reagao quimica de extratos lipidicos, principalmente dos
obtidos a partir da extracdo por solvente, uma vez que € de baixo custo e de facil

operacao. Mas o policosanol também pode ser obtido a partir da aplicagao 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).

Extracao supercritica com diéxido de carbono é uma técnica moderna para
isolar componentes bioativos, a medida em que é capaz de promover a obtengao do
extrato de maneira rapida e sem a presenca de solventes téxicos (Shen et al., 2019).
Dada as suas caracteristicas, a extragao supercritica foi empregada para o isolamento
do policosanol a partir de diferentes matérias-primas, como torta o filtro rotativo
(1920,0 - 1297,0 mg.100g™"), bagaco (46,7 - 91,4 mg.100g™"), casca (220,8 mg.100g
") e folhas (61,4 mg.100g™") (Lucas et al., 2007; Ou et al., 2012; Attard et al., 2015) da
cana-de-aguUcar; palha do trigo (157,0 mg.100g™") (Sin et al., 2014); cera do cha da
india (Miscanthus sinensis) (54,9 mg.100g™") e miscanto (Miscanthus giganteus) (79,3
mg.100g™") (Attard et al., 2016); cera do 6leo de sementes de perilla (65,5 mg.100g™")
(Jung et al., 2012), dentre outros.

De acordo com Attard et al. (2015), a partir da extracdo com fluido supercritico
podem ser extraidas quantidades maiores de acidos graxos quando comparada com
a extracido com hexano, entretanto sdo obtidos maiores teores de policosanol a partir
da extragdo com hexano. Ou et al. (2012) comparou o método de extragédo supercritica
com o refluxo com etanol a quente para isolar o octacosanol encontrada na cana-de-
agucar, observando rendimentos de 22,5 e 29,6 mg.100g”, respectivamente;
demonstrando que a extracdo com etanol associada a saponificagdo foi capaz de
propiciar rendimentos mais elevados de octacosanol.

O policosanol também pode ser obtido a partir da extracdo assistida por
ultrassom que se baseia na aplicacdo 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; Rosell6-Soto et al. 2015). A utilizagdo 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™"), casca da cana-de-agUcar (27,0 mg.100g™"), cera de
abelha (1200 mg.100g™") (Irmak et al., 2006), folha da azeitona (46,5 mg.100g™"), cera
(10820,0 mg.100g™") e 6leo (9810 mg.100g") do farelo de arroz (Ishaka et al., 2014).

Ha relatos também da obtencdo de fragbes concentradas de octacosanol
encontrado em ceras a partir do emprego da destilagdo molecular, que € uma técnica
que se baseia na separagdo de compostos a partir do uso de alto vacuo (102 - 104

mmHg) e temperaturas mais brandas quando comparado aos processos
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convencionais de destilacdo e evaporagao (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 obtencgéo de alcoois e acidos graxos
oriundo de ceras de origem vegetal e animal, com rendimento da mistura de alcoois
(C24 a Ca4) e acidos graxos (C22 a Css) 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 alcoois e acidos graxos contido na cera da cana-
de-acgucar, sendo observados rendimentos de concentrados de alcoois, acidos graxos
e residuo com valores de 27,7, 23,4 e 48,9%, respectivamente.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (em inglés: High performance liquid
chromatography, HPLC) pode ser empregada para a analise do policosanol (Hwang
et al., 2002c; Asikin et al., 2012), entretanto a utilizagdo desta técnica para analise de
ceras precisa ser melhor explorada, uma vez que apresenta algumas limitagdes
principalmente associadas aos seus detectores. Os detectores mais utilizados para
analise de HPLC sao detectores de UV, entretanto os mesmos se apresentam
inadequados para a analise de ceras, uma vez que estas ndo possuem cromoforos
uteis que possam ser detectados (Hamilton, 1995; Hwang et al., 2002b). As ceras
também ndo apresentam boa solubilidade em solventes e se solidificam facilmente a
temperatura ambiente, podendo provocar um acumulo de material na coluna de HPLC
(Hwang et al., 2002c).

O uso de HPLC acoplado a um detector de disperséo de luz evaporativo (ELSD)
com o aquecimento das colunas e linhas, € uma alternativa para a analise de ceras.
Neste sentido Asikin et al. (2012) analisaram as diferengas de composigao do talo e
casca em oito culturas de cana-de-agucar, observando que a cera era constituida de
55 - 60% de éster, aldeido e esterol, 32 - 40% de alcool graxo e pequenas quantidades
de trioleina, acidos e esterdis vegetais. Ha relato também da utilizagdo de HPLC para
analise de cera do grao de sorgo, carnauba, semente de perilla (Hwang et al., 2002c;
Adhikari et al., 2006), dentre outros.

Rezanka e Sigler (2006) descreveram um método de enriquecimento de acidos
graxos de cadeia longa da cera da cana-de-agucar e sua identificagdo como ésteres
de picolinil, por HPLC acoplado a espectrometro de massas com ionizagao quimica a
pressao atmosférica (APCI) e, anélise por HPLC-MS, sendo observada a presenga de

acidos graxos de C24-Cs34 (98,72% do total de acidos graxos) e Css-Cso (1,28%).
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Além das técnicas citadas anteriormente, também ha relatos da obtengao e/ou
analise de policosanol a partir da extragdo por solvente pressurizado, cromatografia
de camada delgada de alta performance (HPTLC), cromatografia de camada delgada
(CCD ou TLC), hidrolise a quente por refluxo, dentre outros (Shen et al., 2019). A
cromatografia a gas (CG) associada a espectrometria de massas (EM) é o método
mais frequentemente utilizado para identificagcado e quantificagdo de alcoois graxos em
diversas classes de lipidios, sendo necessaria na maior parte dos métodos existentes,
a derivatizacao prévia das amostras para possibilitar a detectabilidade no CG e
melhora na resposta do detector, separacéo e simetria do pico.

A derivatizacdo € uma reacdo quimica que modifica principalmente um
determinado grupo funcional de um analito a fim de permitir separagdes
cromatograficas (Orata, 2012). A derivatizagéo € capaz de propiciar com que materiais
com alta massa molar e grupos funcionais fortemente polares, como é o caso dos
alcoois graxos, apresentem volatilidade suficiente para serem eluidos a temperaturas
razoaveis, sem provocar a sua degradagao térmica (Blau e Halket, 1993).

Para a analise por CG, os compostos contendo grupos funcionais com
hidrogénios ativos, como -SH, -OH, -NH e -COOH causam grande preocupagéo a
medida que apresentam a tendéncia de formar ligagbes de hidrogénio
intermoleculares, afetando a volatilidade inerente ao componente, sua estabilidade
térmica e tendéncia de interacdo com os materiais de empacotamento da coluna
(Halket e Zaikin, 2003).

As reacbes de derivatizagdo mais comumente utilizadas em analises por CG
sao as de alquilacao, acilagao e sililagdo. A acilagado € um tipo de reagdao em que um
grupo acila é introduzido em um composto orgéanico, podendo ser empregada para a
conversdo de compostos contendo hidrogénios ativos (ex. -OH, -SH e -NH) em
eésteres, tioésteres e amidas, respectivamente (Orata, 2012). A alquilagédo consiste na
substituigdo do hidrogénio ativo (ex. -COOH, -OH, -SH, -NH, -NH2) por um grupo
alquil, alifatico ou alifatico-aromatico e, € muito empregada para a conversao de acidos
organicos em ésteres metilicos, que produzem cromatogramas melhores que os
acidos livres (Zenkevich, 2009).

Seguindo esta premissa Vieira (2003) e Rozario (2006) analisaram a
composi¢cdo de alcoois e acidos graxos de ceras de cana-de-agucar a partir da
derivatizagdo com reagente de Grignard, que reage com os grupamentos éster da

cera, convertendo os acidos graxos em alcoois terciarios, enquanto os alcoois graxos



REVISAO BIBLIOGRAFICA 52

permaneceram como alcoois primarios. Gandra (2006), Paixao (2008), Wada (2008)
Lopes (2010), analisaram a composi¢&o dos alcoois e acidos graxos da cera da cana-
de-agucar a partir da conversao dos acidos graxos em ésteres metilicos de acidos
graxos, conforme metodologia de metilagao proposta por Hartman e Lago (1973).

A sililacido é o método de derivatizagdo adequado para a analise de alcoois
graxos por CG, uma vez que é simples, rapida e muito versatil. Este tipo de
derivatizagcao € caracterizado por ocorrer em uma unica etapa, possibilitando altos
rendimentos mesmo em condi¢gdes brandas (Blau e Halket, 1993; Halket e Zaikin,
2003). Na reacao de sililagdo ocorre a substituicdo dos hidrogénios ativos (em grupos
-OH, -COOH, -NH, -NH2 e -SH) por um grupo trimetilsilil [-Si(CH3)3], que promove uma
reducao de polaridade do composto e de suas ligagdes de hidrogénio (Orata, 2012).
Esta reacdo se da por meio da substituicdo nucleofilica de 2° ordem, onde o par de
elétron do heteroatomo mais eletronegativo ataca o atomo de silicio pela regido de
menor impedimento estérico. Derivados sililados s&o mais volateis e estaveis, gerando
sinais cromatograficos estreitos e simétricos. A reagdo geral para a formagao do

derivado sililado é apresentada na Figura 2.10.

Figura 2.10 - Representagao genérica da reacéo de sililagdo

R,SI—X +  Y—H ——= R;SI—Y x H—X

Hidrogénio com grupo de
saida do reagente

Composto com
hidrogénio ativo

Fonte: Blau e Halket (1993)

Reagente sililante Composto sililado

Os reagentes sililicos reagem com alcoois e acidos para formar éteres
trimetilsililicos e ésteres trimetilsililicos, respectivamente, que sao derivados volateis
e, em sua maioria, faciimente separados (Orata, 2012). Dentre os reagentes de
sililagado existentes, a N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA) &€ a mais
volatil das trimetilsililacetamidas, sendo amplamente utilizada para analise de
policosanol oriundo da cana-de-agucar 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).
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2.4 METODOS ALTERNATIVOS PARA A PURIFICACAO DO POLICOSANOL

O policosanol € comumente obtido a partir de fontes naturais, seguindo as
etapas extragcao por solvente, purificagdo e reacdo quimica. Dentre as técnicas
usualmente utilizadas para a purificagdo de produtos naturais, algumas técnicas ja
consolidadas industrialmente como a cromatografia contracorrente e cromatografia

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

2.4.1 Reacgodes de clivagem do éster

As ceras naturais consistem majoritariamente de ésteres (Figura 2.11),
formados a partir da reagao de esterificagao (Figura 2.12) que ocorre entre alcoois e
acidos graxos de cadeia longa (Marinangeli et al., 2010). Logo, faz-se necessario o
emprego de meétodos que favorecam a especificidade da reagdo para obter um
produto mais enriquecido em policosanol (Ipatzi, 2016).

Figura 2.11 - Ester de cera

Ester de cera

Clivagem L. 300

\r
Acido graxo []

Figura 2.12 - Reacéao de esterificagao
O O

)L + RIOH  —— /U\ -+ HO

R OH R OR

O procedimento mais utilizado para a obtencao de policosanol em ceras €&
através da reacao reversa a esterificacdo, que € a hidrolise quimica dos ésteres de
cera em condi¢gdes alcalinas, seguida de extragdo solido-liquido com solventes
organicos para o isolamento do constituinte alcool graxo (Irmak et al., 2006; Wang et
al, 2007). A hidrdlise (Figura 2.13a) refere-se a reagéo quimica que envolve a quebra

da ligacdo quimica de uma molécula com a adicdo de uma molécula de agua.
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Dependendo do meio em que o éster reage, a reagéo de hidrolise tem diferentes
denominagdes, conforme apresentado na Figura 2.13.

A hidrdlise alcalina dos ésteres é chamada de reagéo de saponificagao (Figura
2.13b), e consiste na reagao entre um éster (proveniente de um acido e alcool graxo)
em meio aquoso com uma base forte que agiliza a clivagem da ligac&o éster, liberando
0 acido graxo como um sal organico (sab&o) e um alcool (Sengupta et al., 2018). Logo,
a partir da saponificagdo de uma cera € possivel se obter fragbes soluveis em agua
(sais de acidos graxos) e compostos organicos de cadeia longa (Cz0- C34), como o

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

Figura 2.13 - Reacgdes de hidrélise
Hidroélise
O

o]
H,0 1
).L 1 * A )J\ + R OH (a)

R OR R OH

Hidrolise alcalina (saponificagdo)

O O
NaOH/H,0
)-]\ 1 A )—L : R'OH (b)

R OR R ONa
Alcodlise (transesterificagdo)
O 0]
)L + ROH Mot )L + R'OH
1 A p) (c)
R OR R OR

2.4.1.1 Transesterificagao

A reacao quimica entre um éster e um alcool, formando diferentes ésteres e
alcoois é chamada de transesterificagdo ou alcodlise, pois envolve a clivagem de um
alcool (Figura 2.13c).

Geralmente, a transesterificagdo € realizada com alcoois de cadeia curta,
ésteres de cadeia longa ou de alto massa molecular, além de catalisadores de
diferentes classes. Metanol, etanol, propanol e butanol sdo os alcoois mais
frequentemente utilizados nestes processos, sendo que o etanol é recomendado para
processos ambientalmente amigaveis por ser derivado de produtos agricolas e,
alternativamente, o metanol é utilizado principalmente devido ao seu baixo custo, alta

polaridade e reduzido tamanho de cadeia (Isahak et al., 2015). E recomendavel a
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utilizagdo do alcool em excesso para aumentar o rendimento dos ésteres (Phukan,
2016).

Os catalisadores usados na transesterificacdo sdo classificados em trés
categorias: acidos, alcalinos e enzimaticos (Miao et al.,, 2009). Os catalisadores
alcalinos mais comumente utilizados sao o hidroxido de sédio e de potassio, devido a
sua ampla disponibilidade e baixo custo, enquanto os catalisadores acidos podem ser

o sulfurico, cloridrico ou sulfénico orgéanico (Islam e Khan, 2019).

2.4.1.1.1 Catélise alcalina

A reacao de transesterificagdo catalisada por alcali € conhecida como o método
convencional de transesterificacdo. A técnica popular para a clivagem do éster de cera
em alcoois e acidos graxos livres é o refluxo e, nestas reagdes sao utilizadas bases
fortes (NaOH ou KOH) como catalisadores, normalmente preparados a partir da
utilizacdo de solventes organicos como hexano, tolueno, benzeno, acetato de etila,
etanol, metanol e acetona (Marchetti et al., 2007; Srisaipet et al., 2016). Entretanto, a
utilizacdo da solucdo de NaOH em etanol apresenta a vantagem de proteger a
possivel formagado de emulsbées da reagao (Srisaipet et al., 2017).

Diversos autores realizaram estudos acerca do processamento de ceras a partir
da transesterificacdo por via alcalina. Neste sentido, Deepam e Arumughan (2012)
avaliaram o teor de policosanol contido no 6leo refinado e bruto do farelo de arroz
apos ser submetido a etapa de saponificagdo, observando valores de 25,8 e 11,5
mg.g™!, correspondendo a 43,4 e 28,5% dos constituintes do 6leo, respectivamente.

Wang et al. (2007) utilizaram cromatografia a gas para avaliar os componentes
do policosanol extraido da cera do farelo de arroz, observando que a saponificacao “a
seco”, utilizando hidroxido de calcio (Ca(OH)2) e posterior refluxo com etanol a 95%,
produziu a maior quantidade de octacosanol (10,5%) dentre os quatro diferentes
métodos de saponificagado utilizados. Foi observado rendimento de policosanol de
20,2% para a saponificagdo com alcool (etanol), 28,0% e 21,0% para saponificagéo
em agua (neutralizada e nao neutralizada, respectivamente), 18,0% para
saponificagao “a seco”, e 21,0% para a transesterificagao utilizando butanol.

Harrabi et al. (2009) analisaram a composigdo do policosanol encontrado no
O0leo de milho a partir da saponificagcdo do extrato oleoso, juntamente com KOH
etandlico (12%, m/v) e aquecimento. Apds resfriamento, foi adicionado agua e a

mateéria insaponificavel foi extraida quatro vezes com éter de petréleo e, o extrato
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etéreo combinado foi lavado com EtOH:H20 (1:1, v/v). O teor total de policosanol nas
amostras variou de 15,2 a 20,5 mg.kg™' de graos de milho.

Srisaipet et al. (2016) purificaram a cera de abelha a partir da dissolugao da
amostra em hexano, seguida de refluxo e lavagem com isopropanol para a remogéao
de triglicerideos e acidos graxos livres, o que foi confirmado com a analise 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 transesterificacdo da cera com 1,0 M NaOH
em etanol e, posterior purificagdo com acetona, heptano e agua quente. Foi observado
que o solvente utilizado na 1° etapa de purificacdo, a acetona, possuia uma alta
constante dielétrica, e ndo seria adequada para purificar o policosanol. A utilizacao de
um solvente de baixa constante dielétrica (heptano) na segunda etapa da purificagao
foi capaz de extrair o policosanol de modo eficiente, eliminando assim o sal de sodio
residual do acido graxo, o que pode 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 hidrolise alcalina por trés vias para
investigar sua eficacia na extracdo de policosanol a partir de residuos cerosos de
cochonilha. Foi realizada a saponificagdo com extragao por cloroférmio (com NaOH
20%, m/v) (método A), transesterificacdo (KOH e etanol) e extragcdo com acetato de
etila (método B) e saponificagcdo com extracdo por hexano (com NaOH 12%, m/v)
(método C). Os maiores rendimentos de policosanol foram observados a partir da
utilizagdo do método A (47%), porém a maior pureza de policosanol foi observada no
extrato obtido pelo método C (69%).

A transesterificacdo catalisada por alcalis sdo as mais comuns, uma vez que
as condi¢cdes de reagdo sdao moderadas e o processo € mais rapido do que a
catalisada por acido (Marchetti et al., 2007; Miao et al., 2009), podendo ser cerca de
4.000 vezes mais rapida do que a mesma (Lotero et al., 2005; Islam e Khan, 2019).
Entretanto, a transesterificacdo quimica depende muito da pureza do material
reagente, especialmente do teor de acidos graxos livres (AGL) (Sebastian et al., 2016).
Recomenda-se a realizagao da reacao de transesterificacdo 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

eficiéncia de converséo (Islam e Khan, 2019).
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A transesterificagdo alcalina de materiais com teores de AGL superiores a 0,5%
resulta na reacao parcial de saponificagcdo, o que leva a formagcdo de sabao e a
dificuldades na separacéao e purificagao do material de interesse, fazendo com que os
custos do processo sejam elevados (Miao et al., 2009; Ehimen et al., 2010).

Também é desejavel nestes tipos de reagao que o teor de agua no alcool e
catalisador seja inferior a 0,3% (m/m). Como estas reagdes sao muito sensiveis a
pequenas quantidades de agua ou umidade, a sua presenga pode promover a
hidrélise dos ésteres e, consequentemente, o efeito adverso da formagao de sabao
(Kusdiana e Saka, 2004; Sebastian et al., 2016).

A conversao de acidos graxos livres em ésteres, por via alcalina, pode ser feita
a partir de dois estagios. Inicialmente é realizada a pré-esterificagdo dos acidos graxos
livres por catalise acida, de modo a converté-los em ésteres metilicos de acidos graxos
e, na sequéncia realizada a transesterificagdo do éster por via alcalina (Islam e Khan,
2019). Entretanto, a utilizacdo deste processo integrado de pré-esterificagdo e
transesterificagdo fazem com que o processo seja mais dificultoso e com maiores
custos de producdo associados. A transesterificagao catalisada por acido apresenta a
vantagem de ndo ter o seu desempenho fortemente afetado pela presencga de acidos
graxos livres, uma vez que promove a catalisagdo simultdnea da reacdo de

esterificacéo e transesterificagcao (Lotero et al., 2005).

2.4.1.1.2 Catalise acida

As exigentes especificagdes de matéria-prima para reagdes catalisadas por
alcalis levaram os pesquisadores a buscar alternativas cataliticas e de processamento
que pudessem aliviar essa dificuldade e reduzir os custos de produgao (Sebastian et
al., 2016). Metodologias baseadas em reacdes catalisadas por acidos tém o potencial
de conseguir isso, uma vez que os catalisadores acidos ndo mostram suscetibilidade
mensuravel aos AGLs e sdo capazes de conduzir simultaneamente as reagdes de
esterificacao e transesterificagdo (Harrington e D’Arcy-Evans, 1985; Goff et al., 2004).

Nestas reacdes a taxa de transesterificacdo € bem mais lenta do que a de
esterificacdo, o que leva alguns pesquisadores a optarem por um processo de duas
etapas para as matérias-primas com altos teores de AGL (esterificagdo de AGL com
catalisador acido seguido por transesterificagdo alcalina), uma vez que os tempos
totais ainda podem ser mais curtos do que a catéalise acida em uma unica etapa
(Kaewkool et al., 2009).
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A catalise acida de matrizes lipidicas geralmente é realizada utilizando acidos
inorganicos como os acidos sulfurico e cloridrico, devido a insensibilidade destes
acidos ao conteudo de AGL (Ehimen et al., 2010). Estes catalisadores fornecem um
alto rendimento em ésteres, porém estas reacdes requerem condicdes mais drasticas
de temperatura e pressao, a medida em que s&o mais lentas do que as catalisadas
por alcali (Lotero et al., 2005; Marchetti et al., 2007; Li e Rudolph, 2008).

Estas reagdes consistem na solubilizagao dos lipidios, seguida pela liberagao
dos acidos graxos, de modo a transferir um grupo metil do alcool (metanol ou etanol)
para as cadeias acil dos lipidios (Kaewkool et al., 2009). Reag¢des catalisadas por
acidos (acido sulfurico) ja foram realizadas em diferentes matérias-primas, como 6leo
de semente de algodao, 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 néo tenha sido avaliado o teor de alcoois graxos, Oliveira (2011)
estudou a viabilidade em transformar o 6leo de cera de cana-de-agucar em ésteres
etilicos (biodiesel) através de uma catalise acida. As reacdes de esterificagdo e
transesterificagdo foram realizadas utilizando acido sulfurico concentrado, sendo
possivel observar que a banda de FTIR caracteristica de acidos graxos era inexistente
apos reacgao.

Ainda n&o ha relatos do emprego da transesterificagdo acida aplicada a cera
da cana-de-agucar para a obtengdo de policosanol. Entretanto, apds Ipatzi (2016)
realizar a transesterificacdo alcalina da cera de abelha e de cochonilha para obter o
policosanol, o autor observou que a metodologia empregada n&o foi muito indicada.
O autor acredita que a reagdo nao tenha ocorrido de forma completa ja que era
possivel observar, a partir de espectros de FTIR, a banda caracteristica de acidos
graxos apoOs a reagdo, sugerindo que a catalise por via acida poderia ser uma

alternativa mais eficiente para a conversao completa da reacgao.

2.4.2 Cromatografia contracorrente

A cromatografia contracorrente (CCC) ou cromatografia contracorrente de alta
velocidade (HSCCC) surge como uma alternativa rapida, limpa e de baixo custo nos
processos de extragao e purificagdo de uma diversidade de componentes quimicos
(Queiroga et al., 2014; Luca et al., 2019).
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O sistema HSCCC ¢ uma técnica de parti¢cao liquido-liquido, como aquela que
ocorre em um funil de separagdo, em que um composto € distribuido entre as duas
fases liquidas imisciveis (Winterhalter, 2007). O transporte ocorre de forma
contracorrente, por meio de um equilibrio hidrodindmico entre as fases, onde duas
fases imisciveis passam umas pelas outras por tubos de PTFE (politetrafluoroetileno)
ou ago inox enrolados em uma bobina e, saem em extremidades opostas da coluna
(Ito et al., 2006a). Um liquido atua como fase estacionaria, ficando retido na coluna
devido as forgas centrifugas atuantes, enquanto a fase moével circula através da
mesma e 0s componentes sdo separados de acordo com suas respectivas
solubilidades nas duas fases (Ito, 2005).

As principais vantagens de utilizagdo do sistema HSCCC, frente as outras
técnicas cromatograficas, estdo relacionadas com a auséncia de um suporte sélido
para a fase estacionaria, permitindo a recuperagcdo da amostra injetada e evitando a
adsorcao irreversivel 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 utilizacdo ainda é capaz de proporcionar uma rapida separacido, boa
reprodutibilidade, reducdo do volume de solvente, facilidade de escalonamento,
capacidade de utilizacdo de grandes quantidades de amostra, disponibilidade de
utilizacdo de diferentes sistemas de solventes e modos de eluigdo, um custo
operacional reduzido, ja que permite a injecao 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 liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(Ito, 2005; Friesen et al., 2015; Yu, et al., 2017; Khan e Liu et al., 2018).

Para fornecer a seletividade adequada para a separagao, a etapa de selecéo
do sistema de solventes é crucial (Ito e Conway, 1996, Liu et al., 2015). Neste tipo de
cromatografia deve-se escolher os solventes que comporao a fase estacionaria e a
movel em uma mesma etapa, em que € avaliada a natureza e a proporgdo de cada
solvente, ja que as fases sao dependentes entre si e a composi¢cdo de cada uma esta
relacionada ao equilibrio formado entre ambas em um sistema de diferentes solventes
(Friesen e Pauli 2005).

A estratégia de selegdo do sistema de solvente bifasico para aplicagdo em
HSCCC ¢ realizada a partir da escolha de familias de solventes, que sdo compostas
dos mesmos solventes misturados em proporgdes variaveis. As familias mais comuns

sdo formadas por hexano/acetato de etila/metanol/agua (HEMWat),
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cloroféormio/metanol/agua (ChMWat) e heptano/acetato de etila/metanol/agua (familia
“Arizona”) (Friesen e Pauli, 2007). De um modo geral, quando ndo se conhece o
comportamento dos constituintes da amostra, inicia-se os testes a partir de uma
mistura de solventes de composic¢ao intermediaria. No caso da familia HEMWat, por
exemplo, € indicado iniciar os testes com o sistema formado por hexano:acetato de
etilazmetanol:agua (1:1:1:1) (Garrard, 2005). Vale salientar que a qualidade e
temperatura do solvente podem influenciar significativamente a formagao do sistema.

A selecao de um sistema de solventes adequado pode ser realizada a partir da
determinacao dos valores de coeficiente de particdo (Kp) em experimentos de particdo
ou dos coeficientes de retencéo (Rr) obtidos a partir da realizagdo de cromatografia
em camada delgada (CCD) (Friesen et al., 2015). E desejavel que os valores de Kp
estejam entre 0,5 e 1,0 para que haja uma boa separacéao (Ito, 2005). O coeficiente
de particdo é calculado como a razado entre a concentragdo do soluto na fase
estacionaria por aquela na fase movel. Um valor de Kb baixo (0,5 < Kp < 0,0) indica
uma maior afinidade do soluto pela fase movel, o que resulta em uma perda de
resolucao de pico, enquanto um valor mais alto esta associado a maior interagao com
a fase estacionaria, 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 caracteristicas favoraveis, o sistema HSCCC tornou-se
uma técnica amplamente usada em processos de extragao e purificagao de um grande
variedade de produtos naturais (Ito, 2005), incluindo vitaminas (Kurumaya et al.,
1988), proteinas (Mekaoui et al., 2012), DNA (Kendall et al., 2001), antibidticos
(McAlpine et al., 2012), produtos naturais (Friesen et al., 2015), produtos
farmacéuticos (Hochlowski et al., 2009; Sumner, 2011), ions metalicos (Araki et al.,
1998; Jin et al., 2000), elementos raros (Shimizu et al., 2013), pesticidas (lto et al.,
2008), enantibmeros (Berthod, 2010; Huang e Di, 2015), peptideos (Knight et al.,
2011), hidrocarbonetos poliaromaticos (Cao et al., 2012), enzimas ativas (Baldermann
et al., 2011), alcaloides (Cruz et al., 2016), flavonoides (Tang et al., 2015), terpenos e
terpendides (Queiroga et al., 2014; Yu, et al., 2017), fendis (Shu et al., 2014), dentre
outros.

Como a técnica de HSCCC é ideal para amostras contento baixas quantidades
de material de partida, ja que pouco ou nenhum material se perde apds a separagao

(Deamicis et al., 2011), a utilizagdo desta técnica para o isolamento de policosanol a
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partir da cera da cana-de-agucar aparece como uma alternativa promissora, embora

ainda n&o exista relatos na literatura da aplicagao da técnica de HSCCC para este fim.

2.4.2.1 Uso de cromatografia em camada delgada para a determinagéo do perfil
cromatografico de ceras

A escolha de um sistema solvente adequado para cromatografia contracorrente
€ um passo critico na purificacdo de produtos naturais. De acordo com Friesen e Pauli
(2005), a analise por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (Thin Layer
Chromatography - TLC) pode ser util para predizer de forma rapida e pratica, um
sistema de eluentes capaz de propiciar uma boa separagao na técnica de HSCCC.

Alguns autores realizaram estudos utilizando CCD para avaliar a presenga de
alcoois graxos a partir de diferentes fontes. Neste contexto, Hwang et al. (2002a)
analisaram a composi¢ao da cera do gréo de sorgo utilizando varios eluentes, sendo
estes, hexano:éter etilico (92:8, 94:6 e 98:2, v/v), hexano:éter etilico:acido acético
(85:15:2 e 88:12:2, vl/vlv), hexano:éter etilico:acetaldeido (95:5:2, v/viv) e
cloroférmio:acetona (98:2, v/v). As bandas reveladas foram visualizadas mergulhando
a placa numa solugcédo de 10 g de sulfato cuprico dissolvido em 100 mL de acido
fosférico a 8% e aquecendo-o num forno a cerca de 150 °C, sendo possivel observar
a presenca de bandas caracteristicas de alcoois, acidos, aldeidos, além de outros
componentes em menores concentragoes.

Hwang et al. (2005) e Adhikari et al. (2006) seguiram a mesma metodologia
adotada por Hwang et al. (2002a) para a analise da cera extraida de cereais coreanos
e sementes de perilla, respectivamente, utilizando a mistura de eluentes composta por
hexano:éter etilico:acido acético (85:15:2, v/v/v). Hwang et al. (2005) dissolveram a
cera em hexano para analise por CCD (=100 ug/10 pL) e, identificaram a presenca de
aldeidos, 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 etilico (90:10, v/v) para a anélise do policosanol presente na
sementes de cereais e nas folhas do cha-verde, respectivamente.

Asikin et al. (2012) realizou algumas modificagdes na metodologia adotada por
Hwang et al. (2002a) para analise dos constituintes encontrados na cera da cana-de-
acgucar. As amostras e padrdes foram eluidos utilizando duas misturas de eluentes.
Inicialmente foi utilizada hexano:éter etilico:acido acético (95:5:1, v/v/v), até que as

amostras eluissem por aproximadamente 10 cm e, na sequéncia a placa foi
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novamente desenvolvida em hexano:éter etilico:acido acético (80:20:1, v/v/v). Os
componentes principais observados foram esterdis, alcoois, acidos, trioleina, além de
ésteres metilicos, aldeidos, e éster de esterol em menores concentragoes.

Harrabi et al. (2009) e Cherif et al. (2010) analisaram as fragbes
insaponificaveis contendo policosanol do 6leo extraido a partir de grdos de milho e
amendoim, respectivamente, utilizando hexano:éter etilico (65:35, v/v). Para a
identificacdo das bandas dos alcoois alifaticos foi utilizado 1-eicosanol como amostra
de referéncia e, as placas foram pulverizadas com diclorofluoresceina para
visualizagao sob luz UV.

Deepam e Arumughan (2012) analisaram o material insaponificavel contido no
Oleo do farelo de arroz. Foi utilizado como eluente hexano:éter etilico:acido acético
(8:2:0,1, v/vlv), sendo observado que o policosanol e aldeidos foram eluidos como
uma unica banda (Rrde 0,56). O policosanol e aldeidos foram separados a partir da
utilizagdo de tolueno:cloroférmio (7:3, v/v), apresentando bandas com Rr de 0,52 e
0,68, respectivamente.

Para a analise da composigao da cera de abelha por CCD, Srisaipet et al. (2016
e 2017) utilizaram como padrdes, o 6leo do farelo de arroz (indicativo de triglicerideos),
acido estearico padrao (acido graxo livre) e éster metilico de acido estearico (éster
metilico de acido graxo). Foi utilizado hexano:acetato de etila:acido acético (90:9:1,
v/viv) como eluente e as bandas foram desenvolvidas por ressublimagédo de iodo.
Embora os respectivos autores tenham utilizado o vapor de iodo como método de
visualizacdo, o mesmo nao € adequado para a identificagdo dos componentes de
ceras, uma vez que as mesmas contém poucas ligagbes duplas, sendo mais
adequada a utilizagao dos métodos de carbonizagao (Hwang et al., 2002b).

Ramos-Zambrano et al. (2019) analisaram o policosanol contido na cera
residual da cochonilha utilizando hexano:éter etilico:acido acético (85:15:2, v/v/v);
enquanto Lukic et al. (2015) analisaram o perfil cromatografico do azeite de oliva
contendo policosanol utilizando hexano:éter etilico (65:35, v/v).

Gao et al. (2015) relataram o isolamento do octacosanol contido no krill
antartico (Euphausia superba Dana) a partir da utilizagcdo da mistura composta por
éter de petréleo:acetato de etila:tolueno (4:1:0,05, v/v/v); enquanto Nandini et al.
(2012) utilizaram a mistura de tolueno:acetato de etila:acido férmico (4,5:4,5:1, viviv)

para analise do octacosanol contido no Guduchi (Tinospora cordifolia Miers).
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A técnica de CCD tem sido utilizada como uma ferramenta confiavel para
visualizar o perfil cromatografico de ceras usando diferentes eluentes (Hwang et al.,
2002b), logo, a escolha adequada do eluente para o desenvolvimento da analise é de

suma importancia para uma boa separacao dos constituintes das ceras.

2.4.3 Cromatografia em coluna

Na extracao de ceras, uma quantidade consideravel de pigmentos, agucares,
lipidios e outros materiais sdo extraidos simultaneamente, e estes materiais podem
interferir na posterior separagao e identificagdo dos alcoois graxos. Em geral, os
compostos interferentes podem ser removidos pela extracdo entre dois solventes
imisciveis ou por cromatografia em coluna. A cromatografia em coluna empregando
como adsorvente silica gel (63 - 200 um) € uma das técnicas mais utilizadas na
purificacdo de produtos naturais, uma vez que é capaz de possibilitar a separagao de
substancias interferentes que dificultam a analise de um analito de interesse (Barreto
Jr et al., 2005; Lucas, 2015).

O principio de separacéo desta técnica ocorre principalmente em fungao das
diferentes interagbes entre a amostra com a fase movel e estacionaria (Barreto Jr et
al., 2005; Snyder et al., 2011), ocasionada devido ao fenbmeno de adsorgdo em que
as moléculas sdo constantemente adsorvidas a partir da solugéo e simultaneamente
dessorvidas de volta a solugéo (Collins et al., 2007; Skoog et al., 2008).

A separacao dos componentes por coluna cromatografica ocorre a partir da
migragcédo da fase movel por um tubo de vidro, em posigéo vertical, preenchido com
um material adsorvente como silica gel (ou outra fase estacionaria) e que possui
extremidade superior aberta e inferior terminando numa torneira, que permite o
controle do volume das fragbes a serem recolhidas (Collins et al., 1997). A amostra a
ser separada € adicionada no topo da coluna e o fluxo continuo do solvente elui, ou
extrai os solutos por meio da gravidade. A medida que os compostos da mistura s&o
separados de acordo ordem crescente de polaridade, ha formacao de bandas que sao
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
separagao de ésteres de cera do 6leo de girassol em uma coluna mista de silica e

silica impregnada com nitrato de prata, relatando a presenca de acidos (C16-C32) e
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alcoois graxos (C16-Csz2). Hwang et al. (2002a) realizaram o fracionamento de aldeidos
por cromatografia em coluna de silica gel da cera extraida do gréo de sorgo a partir
uma série de misturas de hexano, cloroférmio, metanol e acido acético.

Fracionamento da cera de abelha por cromatografia em coluna de silica gel foi
avaliado por Ebrahim (2015), sendo observadas fragdes 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 6leo de oliva a partir da cromatografia em coluna de silica eluida com uma
mistura de isooctano:éter etilico (99:1, v/v). Os autores obtiveram fragbes
concentradas de éster variando de 328,5 a 335,9 mg.kg™! de cera, o que corresponde
a uma recuperagao de 98,1 a 100,3%, respectivamente.

A cromatografia flash difere da técnica convencional principalmente em
decorréncia do emprego de silica gel com menor granulometria (40 - 63 ym). O
emprego desta técnica requer o uso de pressao externa no topo da coluna para
acelerar a eluicdo do solvente, uma vez que as particulas menores tem uma maior
superficie de contato, possibilitando uma eficiéncia de eluicdo mesmo com
velocidades maiores (Barreto Jr et al., 2005; Snyder et al., 2011). Desta forma, a
cromatografia em coluna flash é uma técnica rapida, que permite separar misturas
complexas de compostos com uma alta resolucéo.

A literatura tem apresentado variagdes da técnica de cromatografia flash, como
por exemplo o fracionamento em coluna cromatografica com silica impregnada com
KOH. Neste sentido, McCarthy e Duthie (1962) propuseram o uso da silica
impregnada com KOH para a separagcdo de acidos graxos, sendo adaptada por
Ramljak et al. (1977), Pinto et al. (1997) e, Braga et al. (1998) e Pinto et al. (2000),
para a separacgao de acidos a partir de asfaltos; 6leos de Vellozia flavicans e Copaifera
cearenses, respectivamente. Todas essas metodologias foram descritas como
eficazes para o isolamento de acidos organicos das mais diferentes origens.

O emprego de fase estacionaria que possibilite troca idbnica € uma excelente
alternativa para o isolamento de substancias acidas ou alcalinas, uma vez que podem
ser minimizados os inconvenientes ocorridos durante a particdo liquido-liquido e
acido-base, como a formacédo de emulsdes de dificil separagdo (Barreto Jr et al.,
2005). Neste sentido, o emprego de colunas cromatograficas apresenta-se como uma
promissora alternativa para promover a purificagdo dos constituintes majoritarios

(ésteres, acidos e alcoois graxos) da cera da casca da cana-de-agucar.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste capitulo, foi apresentada uma revisao da literatura acerca dos principais
tépicos relacionados a este trabalho, que compreendem o destaque do Brasil no
agronegocio mundial devido a produgao de altos volumes de cana-de-agucar, sendo
este um potencial produtor da cera da cana-de-agucar e, consequentemente, do
policosanol que apresenta diversos beneficios da promog¢éo da saude humana.

A literatura evidenciou que foram feitos muitos esforgos na tentativa de se obter
fragcdes enriquecidas de policosanol a partir de ceras de diferentes fontes naturais,
sendo exploradas diversas tecnologias de separagdao e purificagdo da mesma.
Entretanto, como a cera se trata de uma mistura complexa de constituintes, alguns
inconvenientes limitam a obtencdo de policosanol, sendo necessario o
desenvolvimento de tecnologias mais eficientes e viaveis para promover esta
separagao. Reacgbes de clivagem, cromatografia contracorrente e separagao por
colunas apresentam-se como potenciais alternativas de purificagdo do policosanol
encontrado na cera da cana-de-agucar.

Neste sentido, este estudo pretende contribuir com o desenvolvimento de
tecnologia de separacdo e concentracdo do policosanol oriundo de um residuo
agroindustrial (casca da cana-de-agucar), a partir da realizagdo de reagbes de
clivagem de ésteres, testes preliminares de parti¢cao liquido-liquido visando o emprego
de HSCCC e cromatografia em coluna (seca e flash), permitindo estudos posteriores

visando a produg¢ao em larga escala do policosanol.
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Capitulo 3
MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo sdo apresentados os procedimentos adotados para a extracéo
e purificacdo da cera e, posterior obtencio de fragcdes concentradas de octacosanol,
que levaram a cumprir os objetivos propostos neste trabalho. As técnicas de
caracterizagdes da matéria-prima e das ceras sdo detalhadas a fim de permitir a
reprodutibilidade dos experimentos. Um esquema das etapas seguidas para a

obtencao do policosanol (octacosanol) esta brevemente ilustrado pela Figura 3.1.

Figura 3.1 - Esquema resumido das etapas para a obteng¢do do policosanol

Obtencao de fragdes concentradas de policosanol (octacosanol)

Caracterizagdo:
[Casca da cana-de-agucari_ Umidade
Granulometria

Teor de lipidios

Y

: Extragao
¢ Extracdo exaustiva :
(definicao da melhor condigéo)l [ (via Soxhlet) } ——
Caracterizagdo:
i Indices analiticos —

FTIR
[ Cera Bruta }— Solubilidade —>»

DSC
TGA
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Clivagem do éster Particzo liquido-liquido colunas e complexagao
com ueia
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L Transesterificagao Coluna flash

Legenda: IA: indice de Acidez; IS: indice de Saponificagao; II: indice de lodo; MI: indice de
Matéria Insaponificavel; AGL: Teor de Acidos Graxos Livres; FTIR: Espectroscopia na
Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier; DSC: Calorimetria Exploratéria
Diferencial; TGA: Analise Termogravimétrica; CG/EM: Cromatografia a Gas acoplada a
Espectrometria de Massas; CCD: Cromatografia em Camada Delgada; CCC: Cromatografia
Contracorrente.
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3.1 MATERIA-PRIMA

As matérias-primas com potencial para a extracdo de cera disponiveis para a
realizacao deste trabalho foram as mesmas avaliadas por Oliveira (2018): casca da
cana-de-agucar e a torta do filtro rotativo, com teor total de lipidios de 7,85 + 0,19% e
2,68 + 0,12%, respectivamente. Por apresentar maior teor total de lipidios e valores
mais proximos aos relatados na literatura (de 4 a 14%) (Paturau, 1989; Solomon,
2011), optou-se por conduzir este estudo utilizado a casca da cana-de-agucar.

A casca da cana-de-agucar utilizada (variedade RB 96 6928, safra 2018/2019,
Rio Claro, SP, Brasil) € proveniente da raspagem da cana-de-agucar para produgao
de garapa. Por apresentar alto teor de umidade, a casca foi seca em condi¢des
ambientais, conforme apresentado na Figura 3.2, até apresentar teores de umidade
inferiores a 11%, que é o recomendado para favorecer o processo de extragcao e

também evitar a proliferacdo de fungos e insetos (Akoh e Min, 2002).

Figura 3.2 - Secagem da casca da cana-de-agucar

3.1.1 Caracterizagcao

Como a composicao da casca da cana-de-agucar e, consequentemente de sua
cera, pode variar muito de acordo com a variedade da cana, safra, condi¢des de
cultivo, grau de maturagédo, entre outros; a etapa de caracterizagdo da matéria-prima
€ de suma importancia ao se trabalhar com materiais vegetais e de composigéo tao

heterogénea.
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3.1.1.1 Distribuicdo granulométrica

As particulas da casca da cana-de-agucar foram avaliadas em relagcéo a
frequéncia (%) de ocorréncia de seus diametros médios e também da frequéncia
acumulada, permitindo identificar os valores de d1o, dso e deo, correspondente ao
tamanho de particula 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 ftriplicata. A escolha das peneiras foi realizada para possibilitar
uma diferenga de didmetro de abertura igual a razdo de 'z entre as mesmas. Para tal,
foram utilizadas peneiras 16, 32, 60, 115, 250 e 400 Tyler, que correspondem, as
aberturas de 1,0, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062 e 0,037 mm, respectivamente. A analise
granulométrica foi realizada a partir da agitagdo de 20 g + 0,01 g de amostra por 20

min em um agitador eletrostatico (Produtest).

3.1.1.2 Teor de umidade

A umidade da amostra foi determinada a partir de uma balanca de umidade por
infravermelho (Shimadzu, MOC63u), que se baseia no principio da perda de massa
relativa ao teor de umidade. Para tal, a balanga foi programada com taxa de
aquecimento a 10 °C.min"', até alcangar a temperatura de 120 °C, a partir da utilizagao
de uma lampada de halogénio. Foi utilizado cerca de 3 g de amostra para cada ensaio,
e 0s mesmos foram realizados em triplicata. O tempo de analise variou conforme a

umidade da amostra, sendo de aproximadamente 2 min.

3.1.1.3 Teor de lipidios totais

A determinacao dos lipidios totais (polares, apolares, extra e intracelular) foi
realizada para quantificar os lipidios contidos na matéria-prima, além de indicar a
viabilidade de utilizacdo deste material para a extracdo de cera. Para essa
determinacao, foi utilizado o método Bligh e Dyer (1959) modificado segundo Rios
(2015), que consiste em etapas de digestao acida e extragao de lipidios.

Para a etapa de digest&o acida, foi utilizado 500 mg de casca seca, pesada em
uma balanga analitica (Shimadzu, ATX 224), com acuracia de 0,0001 g. Foram
adicionados 5 mL de acido cloridrico 2 M a casca seca, sendo homogeneizada por 2
min em um agitador vortex (Fisaton, modelo 772), e submetida a um banho a 80 °C

por 1 h para a digestdo da parede celular da planta. Na sequéncia, o tubo contendo o
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material foi resfriado e centrifugado (centrifuga Kasvi, K14-4000) (2000 rpm por 15
min), descartando-se o liquido sobrenadante.

Ap0s a digestado acida da parede celular, foi realizada a extracéo lipidica. Para
tal, a casca digerida foi misturada com 4 mL de metanol (PA), 2 mL de cloroférmio
(PA) e 3,6 mL de agua destilada. Esta mistura foi homogeneizada no agitador vortex
(5 min) e centrifugada (2000 rpm, 15 min), sendo retirada a fase inferior do tubo
contendo o cloroformio e os lipidios e, transferida para uma placa de Petri. O
sobrenadante foi lavado com 4 mL de solugdo de metanol em cloroférmio (10%, v/v),
seguida de homogeneizagao no vortex e centrifugagao, para ser removida novamente
a parte precipitada.

Apds a evaporacao do cloroférmio presente no extrato, o percentual de lipidios

totais (LT) presentes na amostra foi determinado, em triplicata, conforme Equagéao 1.

LT (%) = Z—jxlOO (1)

em que, mg, € a massa do extrato residual do processo de digestdo acida, extragcédo

do lipidio e evaporagao do cloroformio e; m,, a massa inicial de matéria-prima.

3.2 EXTRACAO DA CERA BRUTA

O processo de extracao de cera foi realizado utilizando hexano como solvente
em um extrator tipo Soxhlet (600 mL) acoplado a um baldo de fundo redondo com
capacidade de 1 L, conforme apresentado na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Sistema Soxhlet utilizado para a extragdo da cera da casca da cana-de-
acucar
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As condi¢gdes do processo de extragao (tipo de solvente, temperatura de
extragao, relagédo entre solvente e soluto, tempo de extracéo) e das caracteristicas do
material (tamanho de particula e umidade) sdo parametros criticos que afetam
significativamente os componentes extraidos de uma determinada matriz (Karnofsky,
1949; Bernardini, 1976).

Como era desejada a obtencdo de um material com caracteristicas
comparaveis aos materiais apresentados na literatura, neste estudo foi utilizado o
hexano como solvente extrator, uma vez que este solvente € comumente utilizado na
industria de oleos e gorduras (Thomas, 1985).

Foram realizadas extragdes utilizando de 100 g de casca e 800 mL de hexano,
sendo avaliadas diferentes condigdes de tempo de extragao (2, 3, 4 e 5 h) e poténcia
da manta aquecedora que possibilitasse a contagem de 100 e 200 gotas.min'. Como
os rendimentos e composi¢des das ceras podem diferir de acordo com a condigéo de
extracdo, foi desenvolvido método pata a padronizagdo do controle do aquecimento
da manta por meio da contagem do gotejamento de solvente no corpo do extrator
Soxhlet.

Ap0Gs o processo de extragdo, o excesso de solvente contido no extrato de cera
foi recuperado a partir de um evaporador rotativo a vacuo com banho a 40 °C e, os
extratos obtidos foram secos sob condigbes ambientes por aproximadamente 24 h
para eliminar o solvente residual. O rendimento de cera bruta (Rg) foi calculado

conforme Equacéo 2.

Rp(%) = ’;—gxmo (2)

onde, m, é a massa do extrato de cera apds a eliminacado do solvente residual e m,
€ a massa inicial de matéria-prima utilizada.

Definida a melhor condigédo, foram realizadas varias extragdes de um mesmo
lote de casca de cana-de-agucar e, as amostras resultantes foram homogeneizadas e

utilizadas para posterior purificacdo e caracterizacao.

3.2.1 Extracao exaustiva
Para a determinacdo da melhor condicdo de extracdo em relacdo ao
rendimento bruto, foi realizada a extracdo exaustiva da matéria-prima, variando-se o

tempo de extragdo e o gotejamento (n° de gotas.min’'). O principal objetivo das
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técnicas exaustivas € causar o esgotamento da matriz, de modo a remover
completamente os analitos de uma matriz de amostra e transferi-los para a fase de
extracdo. Para tal, foram realizadas trés extracbes consecutivas da mesma matriz.
Inicialmente foi realizada a extragao da cera, seguida da concentragao e pesagem do
extrato, obtendo assim a massa do extrato 1 (m1). Foi realizada uma segunda extragéo
da torta residual, para obtengdo da massa do extrato 2 (m2) e, na sequéncia, uma

terceira extragcao, para se conhecer a massa do extrato 3 (ma).

3.3 CARACTERIZACAO DAS CERAS

A fim de caracterizar a cera extraida da cana-de-agucar, foram avaliadas
algumas propriedades fisico-quimicas e térmicas da mesma, em termos da
determinacao do indice de acidez, saponificacdo, iodo, matéria insaponificavel, teor
de acidos graxos livres, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier,
solubilidade por microscopia Optica, calorimetria exploratoria diferencial, analise
termogravimétrica e cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas.

Algumas das caracteristicas da cera obtida foram comparadas com amostras
de ceras comerciais de carnauba e candelila (adotadas como amostra de referéncia),

fornecidas pela empresa Multiceras (Monterrey, México).

3.3.1 indices Analiticos

3.3.1.1 indice de Acidez e Acidos Graxos Livres

O indice de acidez (lA) indica a quantidade de acidos graxos livres presentes
na amostra, a partir da quantidade de KOH necessaria para neutralizar 1 g de cera
(Parish e Grainger, 2017). Para a determinagcdo destes indices normalmente é
utilizado tolueno como solvente de diluicdo, uma vez que além de permitir uma boa
solubilizacido da cera, o mesmo é miscivel nas solugdes alcalinas alcodlicas utilizadas
(Warth, 1956; Parish e Grainger, 2017).

Para a determinacdo deste parametro e do teor de acidos graxos livres (AGL)
foi utilizado o método AOCS Ca 5a-40 (2004), adaptado segundo Rozario (2006) e
Lopes (2010). Para tal, foi dissolvido 1 g de cera em 10 mL de tolueno a quente para
a fusdo da cera e, 100 mL de alcool etilico 95%. Na sequéncia foi realizada a titulagéo
com solugcado padronizada de NaOH 0,05 N e fenolftaleina. O indice de acidez,
expresso em mg de KOH necessarios para neutralizar 1 g de cera, foi determinado a
partir da Equacéo 3.
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VxNx56,10

IA (mg KOH/g) = 3)

onde, IV é o volume de NaOH utilizado na titulagdo (mL); N é a normalidade da solugéo
e; m a massa de cera (g).

O teor de acidos graxos livres (AGL) (como acido oleico) pode ser obtido a partir
da Equacgao 4, ou correlacionado com o indice de acidez, a partir da divisao do indice
de acidez pelo fator 1,99. Este calculo se baseia na suposi¢cdo de que a massa

molecular do acido graxo livre em maior proporgéo é igual ao do acido oleico.

VXN x 28,2

AGL (% como acido oléico) = x100 4)

3.3.1.2 indice de Saponificacdo

O indice de saponificagao (IS) representa a quantidade de acidos graxos livres
e esterificados na amostra, expressos em numero de miligramas de KOH necessario
para saponificar (hidrolisar) 1 g de cera e esta relacionado a massa molecular do
lipidio (Parish e Grainger, 2017).

A determinagao deste paradmetro foi realizada conforme método AOCS Cd 3-
25, adaptado segundo Viera (2003) e Parish e Grainger (2017). Uma solugéo
contendo 0,5 g de cera, 20 mL de tolueno e 10 mL de solugdo de KOH etandlica 0,5
M foi mantida sob refluxo por 4 h, resfriada, e na sequéncia submetida a titulagdo com
solugdo padronizada de HCI 0,5 N e fenolftaleina. Um ensaio em branco (sem a
amostra), também foi realizado nas mesmas condi¢des. O indice de saponificagéo,
expresso mg de KOH necessarios para saponificar 1 g de cera, foi calculado de acordo
com a Equacéo 5.

(B-V)x N x 56,10
m

IS (mg KOH/g) =

()

onde, B e V, sao o volume gasto na titulagdo do branco e da amostra (mL),
respectivamente; N, normalidade da solugéo e; m, a massa da amostra (g).

Como o IA é um indicativo da quantidade de acidos graxos livres, e o IS da
quantidade de acidos graxos livres e esterificados, através da relagado entre esses
indices pode-se estimar a raz&o, em massa, entre ésteres e acidos graxos livres
(Hwang et al., 2002b; Lopes, 2010).
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3.3.1.3 indice de lodo

O indice de iodo (ll) € um parametro utilizado para obter a medida do grau de
instauracao presente em 6leos e gorduras. Este fator expressa a quantidade de iodo
que € absorvida pela cera (Parish e Grainger, 2017). Existem duas solugdes titulantes
principais para a determinagcédo deste parametro, que sdo a solugdo de Wijs e de
Hanus, onde 1 mL de reagente possuem 13,0 mg e 13,2 mg de iodo, respectivamente.

O indice de iodo foi determinado de acordo método AOCS Cd 1d-92, adaptado
por Vieira (2003) e Rozario (2006), utilizando a solugéo de Wijs. Para tal, 0,5 g de cera
foi dissolvida a quente em 7,5 mL de ciclo-hexano. Apds total dissolucéo e
resfriamento, foram adicionados 7,5 mL de acido acético e 25 mL de solucdo de Wijs
e, o recipiente foi mantido fechado na auséncia de luz por 1 h. Apds este periodo
foram adicionados 20 mL de solucao de Kl 10%, 150 mL de agua destilada e a amostra
foi titulada com solucdo padronizada de tiossulfato de sodio (Na2S203) 0,1 N,
utilizando solugéo de amido 1% como indicador.

O branco foi preparado seguindo o0 mesmo procedimento, sem a amostra de
cera. O indice de iodo, expresso em termos da quantidade (mg) de iodo absorvido por

100 mg de amostra, foi calculado conforme Equacéo 6.

11(mgl/100 mg) = [(E=xNx12.69) .

m

onde B e V, sédo o volume (mL) de Na2S203 0,1 N gastos na titulagdo do branco e da
amostra, respectivamente; N, normalidade da solugdo (Na2S203) e; m, massa da

amostra (g).

3.3.1.4 indice de Matéria Insaponificavel

O indice de matéria insaponificavel (Ml) representa o material soluvel em
gorduras e que permanece insoluvel na fase aquosa apds saponificagao total da cera
com o alcali. A matéria insaponificavel € comumente formada por alcoois graxos e
hidrocarbonetos, além de esterois e vitaminas (Thomas, 2005).

Para a determinagao deste parametro foi utilizado o método AOCS Ca 6b-53
(2001), adaptado segundo Rozario (2006) e Lopes (2010). Foram dissolvidos 0,5 g de
amostra em 10 mL de tolueno sob aquecimento e, na sequéncia, foram adicionados 3
mL de solu¢cdo de KOH 50% e 50 mL de alcool etilico 95%. A mistura foi mantida em

refluxo por 4 h e, na sequéncia foi transferida para um funil de separagcéo onde foram
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adicionados 50 mL de éter de petroleo e 50 mL de solugéo salina 10%. Apos agitacéo,
a mistura foi mantida em repouso por 10 min e, a fase etérea separada. Apos 5
extragdes (com éter de petroleo e solugdo salina), as fases etéreas foram lavadas com
solugao salina (20mL, 3x), seguida de solugdo de KOH 0,5 M (20 mL, 3x), intercaladas
com porgdes de agua destilada. Apos a terceira lavagem com KOH, a fragao etérea
foi lavada com agua até teste negativo com fenolftaleina.

O material foi seco em estufa (Nova Etica, modelo 402-3N) a 105 °C até peso
constante (A), o residuo foi dissolvido em 2 mL de éter de petréleo e 10 mL de alcool
etilico 95% e titulado com NaOH 0,02 N, para correg&o dos acidos graxos livres (B).
Para esta corregao foi utilizada a seguinte relagdo: 1 mL de NaOH 0,02 N foi
equivalente a 0,0056 g de acido oleico. Foi feita uma amostra branco (C), utilizando o
mesmo procedimento. O indice matéria insaponificavel (Ml) foi determinado a partir

da Equacéo 7.
MI (%) = =100 (7)

onde A, B e C sdo as massas dos residuos, acidos 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 a medida
em que €& capaz de fornecer informagdes dos constituintes das amostras de modo
barato, simples, rapido e eficaz. Foram avaliados dois métodos de analise: modo de
Refletancia Total Atenuada (ATR) e Transmissao (pastilhas de KBr).

As analises foram conduzidas em um espectrometro de infravermelho com
transformada de Fourier (Thermo Scientific, Nicolet 6700). No modo ATR foi utilizado
um cristal de Germanio e acessério SMART OMNI SAMPLER operando na faixa de
675 a 4000 cm-!, com resolugéo de 4 cm™ e 128 scan. Para a analise no modo de
transmitancia, transferiu-se uma pequena porgdo de amostra para o almofariz de
agata e adicionou-se KBr na proporcéo de cerca de 0,2/100 para preparagdo da
pastilha prensada (~ 7 ton por 4 min). A medida foi feita utilizando o acessoério SNAP-
IN BASEPLATE, com faixa de 400 a 4000 cm™', resolucdo de 4 cm-' e 128 scan.
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Os espectros FTIR dos extratos de cera de cana-de-acucar bruta e purificada
foram comparados com os espectros das amostras de ceras comerciais de carnauba

e candelila (Multiceras Group, México).

3.3.3 Solubilidade por microscopia 6ptica (OM)

Para obter uma indicacio de solubilidade da cera, a amostra foi dissolvida em
diferentes solventes utilizando um agitador magnético a temperatura constante. Um
suporte de disco de aluminio posicionado sobre uma placa de agitacdo controlada
termicamente Pt1000 (série LBX Instruments HO3D) foi usado para operar a 200 rpm
e 30 °C. 10 mg de cera bruta foram dissolvidos em 1 mL de solvente, com novas
aliquotas de 1 mL adicionadas a cada 12 h, até completar 72 h de solubilizagdo. As
amostras foram analisadas a partir de um microscépio optico (Leica, DM2700 M,
China) a 30 °C com ampliacdo de 100x. Para os solventes que proporcionaram um
maior grau de dissolugao, amostras de diferentes concentragdes foram analisadas por
OM a 40e 50 °C.

A adequacao do solvente para efetuar a dissolucdo da cera bruta pode ser
avaliada por sua capacidade de dissolu¢cado da fragdo graxa (Azzam, 1986). Neste
contexto, os solventes utilizados incluem alcoois (metanol, etanol e decanol),
hidrocarboneto (hexano), aproticos dipolares (dimetilsulfoxido, acetonitrila), éster
(acetato de etila), cetona (acetona), halogenado (cloroférmio), acidos (acido acético,
acido latico, acido octandico), terpenos (limoneno, terebentina), entre outros (agua,

etanolamina-mono e éter etilico).

3.3.4 Propriedades térmicas

As analises termogravimétricas (TGA) e de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foram realizadas com o objetivo de conhecer as temperaturas de fuséo,
cristalizacdo e decomposi¢ao das amostras.

3.3.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial

A analise DSC foi realizada para se conhecer o comportamento térmico da
cera, para isso foram determinadas as temperaturas de solidificacdo, fusdo, assim
como as entalpias de transicdo do material. As analises térmicas foram realizadas
utilizando um calorimetro diferencial de varredura (DSC, Mettler Toledo, Suica),

calibrado para temperatura e fluxo de calor com metal indio (PF = 156,6 °C). Um fluxo
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nitrogénio a 50 mL.min"! foi purgado na célula. Aproximadamente 10 ug de amostra
foi pesada (balanga micro analitica, Mettler Toledo, MX5) em uma panelinha de
aluminio de DSC hermeticamente vedada e colocada na célula de ensaio juntamente
com uma panelinha de aluminio vazia, utilizada como referéncia.

Para determinacao do perfil de solidificagao e fusdo 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 histérico
térmico da mesma) a uma taxa de 10 °C.min-!, com isoterma de 1 min, e entdo a
resfriada a -10 °C (a 10 °C.min""). Apds permanecer por 1 min a -10 °C, o sistema foi
aquecido até 105 °C a uma taxa de 10 °C.min"" para se determinar o ponto de fus3o.

Foram realizadas algumas modificagdes no método 1, e as novas condi¢gdes de
analise foram identificadas como método 2, 3 e 4, e tiveram isotermas em todas as
etapas alteradas para 20 min para garantir que a amostra alcangasse a sua forma
mais estavel. Além disto, nos métodos 2 e 3 foi realizado o resfriamento da amostra a
5 e 1 °C.min"", respectivamente, para verificar como a solidificagdo muda de acordo
com a taxa de resfriamento. A uUnica alteragdo do método 4 em relagdo ao 1 foi o uso
de isoterma de 20 min. As condi¢cdes avaliadas estdo sumarizadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condi¢bes para analise de DSC
Método1 Método 2 Método3 Método 4

1° Aquecimento (°C) 25a105
Taxa (°C.min™") 10
Isoterma (min) 1 20 20 20
Resfriamento (°C) 105a-10
Taxa (°C.min™") 10 5 1 10
Isoterma (min) 1 20 20 20
2° Aquecimento (°C) -10 a 105
Taxa (°C.min™") 10

3.3.4.2 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) é uma técnica que consiste na determinagéo
das temperaturas de decomposicdo das amostras a partir da variagdo da sua massa
em funcao do tempo e temperatura. As analises foram realizadas em um equipamento
TGA-50M (Shimadzu), além de uma balanga micro analitica (Mettler Toledo, MX5). As
analises foram conduzidas em um cadinho de porcelana sob atmosfera de ar sintético

para reproduzir a composi¢do do ar ambiente, com vazdo de 50 mL.min", faixa de
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temperatura de 25 a 600 °C, e taxa de aquecimento de 10 °C.min""'. Foi utilizada massa
de amostra aproximadamente de 5 mg.

3.4 PURIFICACAO

ApOs as etapas de extragao e caracterizagao, a cera bruta foi submetida a etapa
de purificagdo para a remogéo da cor escura, agucares, além de resinas e algumas
impurezas que podem conferir propriedades indesejadas a cera bruta.

Foi utilizado o procedimento proposto por Vieira (2003), que consistiu na
homogeneizagao a quente da cera bruta em hexano (1:20, m/v), resfriamento a 10 °C
(temperatura na qual permaneceu por 1 h), e posterior centrifugagao (15 min a 4000
rom) (centrifuga Kasvi, K14-4000). O precipitado foi lavado com acetona (1:2, m/v) a
10 °C, e a fracdo de cera precipitada foi separada por filtracdo a vacuo utilizando
papeis de filtro quantitativos de faixa azul com abertura de 8 uym e, secas a
temperatura ambiente. Um esquema ilustrativo do procedimento de purificacdo é

representado na Figura 3.4.

Figura 3.4 - Procedimento de purificagdo da cera bruta
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O rendimento de cera purificada (Rp) foi calculado a partir da massa de cera
purificada (m.p) obtida e massa de cera bruta (m.p ) utilizada para fazer a purificagao,

conforme Equacéo 8.

Rp(%) = ’”CC” x 100 (8)

A cera purificada foi caracterizada quanto ao seu indice de acidez,
saponificagdo, iodo, matéria insaponificavel, teor de acidos graxos livres,

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, calorimetria
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exploratoria diferencial e analise termogravimétrica, conforme procedimento

apresentado anteriormente.

3.5 REACOES DE CLIVAGEM DO ESTER

A fim de se conduzir as etapas subsequentes deste trabalho com um material
mais enriquecido em alcoois graxos, foram avaliados seis métodos de clivagem da
ligacao éster (saponificagédo e transesterificagdo) descritos na literatura para verificar
qual seria capaz de desempenhar uma maior conversao dos ésteres de cera em
alcoois 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
alcangados 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
saponificagao de 1,0 g de cera e 100 mL de NaOH (20%, m/v) com agitagao durante
4 h a 90 °C. A mistura foi resfriada, filtrada e, a torta residual foi extraida com
cloroférmio 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
transesterificagdo. 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 agitagdo continua. 2 mL de solugéo
alcodlica de CaClz (2,4 g de CaClz e 40 mL de etanol 95%) foram adicionados e a
mistura foi filtrada ainda quente. Apds 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 obtencéo de
policosanol a partir de diferentes fontes (Asikin et al., 2008; Chen et al., 2009; Ou et
al., 2012; Ma e al., 2018). O método consiste na transesterificagdo 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 vacuo. A torta residual foi transferida para um funil de
separagao juntamente com agua destilada (20 mL) e extraida com hexano (20 mL,
4x). As fases organicas foram combinadas, lavadas com agua até pH 7 e secas a
temperatura ambiente.

Foi utilizado o método proposto por Liang et al. (2017), que consistiu na
transesterificagado de 5,0 g de amostra em 50 mL de KOH 10% em etanol, e refluxo
com agitagao a 70 °C por 4 h. Apds reacéao, foram adicionados 50 mL de agua e o
etanol foi evaporado com auxilio de vacuo. Os lipidios insaponificaveis da fase aquosa
foram extraidos com hexano (100 mL, 3x), seguido de cloroférmio (100 mL, 3x). As
fragbes obtidas apos extragcdo com hexano e cloroformio foram analisadas
separadamente.

Também foi avaliada a metodologia otimizada por Wada (2008) e Lopes (2010),
a partir de modificagdes realizadas na patente desenvolvida por Laguna Granja et al.
(1997 e 1999), que consistiu na transesterificagdo seguida de extracdo, conforme

apresentado na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Fluxograma do processo de obteng¢ao do policosanol
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Fonte: Adaptado de Laguna Granja et al. (1997 e 1999), Wada (2008) e Lopes (2010).

Apos fusdo, a cera foi submetida a refluxo (por 10 min a 80 °C) juntamente com
solugdo hidro alcodlica (85% etanol anidro e 15% de agua) de NaOH 2,0 M na
proporcao de cera:solugdo NaOH (1:1, m/v). A separagao das fragdes dos alcoois e

acidos graxos (na forma de sab&o) foi realizada a partir da extragdo do material com
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etanol em Soxhlet, por trés ciclos. Apos a extracdo, a fragao soluvel em etanol a
quente e rica em alcoois graxos foi concentrada em um evaporado rotativo a vacuo.
Apesar de ndo haver precedente para a transesterificacdo por via acida da cera
de cana-de-agucar para a obtengao do policosanol, foi realizada esta abordagem uma
vez que se apresenta promissora ja que a esterificagdo dos acidos graxos livres ocorre
simultaneamente com a transesterificagao, evitando assim a formacgao de sab3o.
Inicialmente pretendia-se utilizar o mesmo procedimento adotado por Oliveira
(2011) que avaliou a viabilidade em transformar o 6leo de cera de cana-de-agucar em
esteres etilicos através de uma catalise acida. O autor utilizou alcool etilico anidro em
excesso, acido sulfurico concentrado como catalisador e aquecimento, com reagao
realizada em tubo hermeticamente fechado, conforme metodologia utilizada por
Marchetti e Errazu (2008) para a analise do 6leo de girassol. Entretanto, a fim de
realizar uma transesterificagdo 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 analise
de lipidios da microalga Chlorella, que consistiu em uma transesterificagdo seguida

de extragao liquido-liquido, conforme ilustrado na Figura 3.6.

Figura 3.6 - Representagdo esquematica das etapas de transesterificagao acida em
metanol
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Fonte: Adaptado de Ehimen et al. (2010) e Jesus et al. (2019).

Embora Jesus et al. (2019) tenha realizado a reagao a 90 °C, o estudo realizado
por Ehimen et al. (2010) observou a nédo ocorréncia de alteragdes significativas na
conversdo de acidos graxos a ésteres metilicos de acidos graxos ao elevar a
temperatura de 60 °C para 90 °C e, para fins praticos e de seguranga, optou-se por
conduzir estes ensaios a 60 °C. Vale salientar que nenhum destes autores avaliaram

a presenca e o teor de alcoois graxos nas amostras.
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3.6 ENSAIOS DE PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO

No intuito de utilizar a técnica de cromatografia contracorrente para a obtengao
de fragdes concentradas de alcoois graxos a partir de cera purificada, foram realizados
ensaios preliminares de particao liquido-liquido com sistemas de solventes bifasicos
de diferentes polaridades. A etapa de selecao do sistema de solventes € fundamental
para eleger os solventes que compdéem a fase movel e a fase estacionaria (Ito e
Conway, 1996, Liu et al., 2015), levando em consideragao a natureza e a proporgao
de cada solvente para obter um equilibrio termodinamico (Friesen e Pauli, 2005).

Este trabalho foi desenvolvido a partir do uso da familia de solventes formada
por hexano/acetato de etila/metanol/agua (HEMWat) e as variagbes dos solventes
desta familia, ja que o metanol pode ser substituido por etanol, propanol ou butanol;
acetato de etila substituido por cloroférmio ou diclorometano, entre outros (Costa e
Leitdo, 2010).

Para os testes de particdo liquido-liquido, em um tubo de ensaio com rosca
foram adicionados 0,0400 g + 0,0001 g de cera purificada e uma mesma proporgao
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 vortex (1 min).

Aliguotas com volumes iguais de ambas as fases foram coletadas para a
avaliagao da particdo dos componentes da cera. O perfil quimico 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 equiparaveis
em cada fase, foram analisados por CG-EM. Um esquema resumido do procedimento
adotado para a condugao dos testes de partigdo esta representado pela Figura 3.7.

Figura 3.7 - Esquema do procedimento dos testes de particéo liquido-liquido
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3.7 TECNICA§ DE FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM COLUNA E
COMPLEXACAO COM UREIA

A purificacédo 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 purificacdo de diferentes produtos
naturais. A partir do conhecimento de que a cera € composta majoritariamente por
acidos graxos, além de alcoois graxos e ésteres, buscou-se na literatura por
alternativas capazes de remover estes acidos de modo que os mesmos n&o
interferissem na obtengdo dos alcoois graxos. Nestes sentido, foi avaliada a
complexacao dos acidos graxos por ureia visando remové-los da cera. Diante disto,
este topico abordara inicialmente o método empregado na complexagdo com ureia e
posteriormente as técnicas de cromatografia em coluna (seca e flash) com silica gel.

A metodologia de separagdo cromatografica dos constituintes da cera foi
desenvolvida na Divisdo de Quimica de Produtos Naturais (DQPN) do Centro

Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP).

3.7.1 Complexagao com ureia

O método de complexacdo com ureia ou método da inclusdo, baseia-se na
separagao dos acidos graxos de acordo com o seu grau de insaturagéao, de modo que
0s acidos mais insaturados sdo menos complexados com a ureia (Gonzalez-
Fernandez et al., 2020). A complexagdo com ureia € um método classico de separagao
de acidos graxos a partir de 6leos e gorduras (Hayes et al., 1998) e, neste trabalho foi
adaptado para a remocgao dos acidos graxos presentes na cera da cana-de-agucar.
Ainda que antigo, este método responde bem aos desafios modernos a medida em
que é simples, rapido, eficiente, barato e ambientalmente amigavel (Schlenk e
Holman, 1950; Hayes et al., 1998; Gonzalez-Fernandez et al., 2020).

Neste estudo a complexagdo com ureia foi conduzida a partir de adaptacgoes
dos métodos propostos por Schroder e Vetter (2013) e Ratnayake et al. (1988),
utilizando duas proporgdes de cera purificada:ureia:etanol (1:6:20 e 1:3:40, m/m/v). O
procedimento de complexagao de ureia utilizado é resumido na Figura 3.8.

Para a realizagao do ensaio seguindo a primeira razao apresentada, 5,00 g +
0,01 g de cera foi fundida em um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador
de bola com agitagdo magnética, na sequéncia foram adicionados 30,00 g £ 0,01 g de

ureia e 100 mL de etanol (95%). A mistura foi aquecida a 80 °C, com agitacédo
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magnética, até formar uma solugdo homogénea e limpida, sendo na sequéncia
mantida a temperatura ambiente por 20 h para promover o seu resfriamento lento até
0 aparecimento dos primeiros cristais e, posteriormente resfriada a 5 °C por 24 h. Os
cristais formados (complexo de acido graxo) foram separados da fragao liquida rica

em componentes ndo complexados a partir de filtracdo a vacuo em funil de Bluchner.

Figura 3.8 - Procedimento de complexagdo com ureia
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Para obtencao dos acidos graxos deve-se realizar a diluigdo da fragdo liquida
rica em componentes ndo complexados em agua destilada e acidificar a pH 4-5 com
HCI 6 N, para que os acidos graxos livres possam ser liberados e posteriormente
extraidos com hexano. De madeira semelhante, os acidos graxos da fragéo
complexada podem ser recuperados apés adi¢gao de agua e acidificagdo com HCI
(Ratnayake, et al., 1988; Wanasundara e Shahidi, 1999). Como o objetivo desta etapa
era o de remover os acidos graxos, as etapas de acidificagdo nao foram conduzidas.
Ambas as fragdes (complexadas e ndo) foram lavadas com agua e hexano para
remover todos os vestigios do filtrado. Os extratos obtidos a partir da extragdo com
hexano foram combinados e concentrados a secura em um evaporador rotativo a

vacuo, e o rendimento destas fragcoes foi determinado por gravimetria. O perfil quimico
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dos constituintes destas fragbes foi analisado por CCD e a quantificacdo do
octacosanol foi realizada por CG-EM.

3.7.2 Cromatografia em coluna

Foram avaliadas duas técnicas visando a separacido dos constituintes da cera
purificada de cana-de-agucar por coluna cromatografica em silica gel: a cromatografia
em coluna seca e a cromatografia flash.

3.7.2.1 Cromatografia em coluna seca

Na tentativa de se obter fragdes 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 diametro),
empacotada com silica gel 60 (63 - 0,200 um, 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 insergédo de 26 g
1 0,01 g de silica gel. A coluna foi inicialmente lavada com hexano para remogao de
graxas e apos secagem, foi compactada a partir de compressdes descendentes de
porcoes da silica a partir de sua extremidade aberta. Apdés compactada a coluna
apresentou altura de 38,5 cm.

A amostra de cera foi previamente impregnada em silica gel visando obter uma
boa homogeneidade e distribuicdo do material a ser eluido. Para tal, foi realizada a
solubilizacdo de aproximadamente 1,0 g de cera purificada e 1,5 g de silica em 80 mL
de cloroférmio:acetato de etila (95:5, v/v) por 1 h a 80 °C, sob refluxo. Apds completa
solubilizacido, a amostra foi concentrada em evaporador rotativo a vacuo até completa
secura, entdo foi depositada no topo da coluna e eluida com o mesmo eluente
empregado na analise por CCD, cloroférmio:acetato de etila (95:5, v/iv). O
procedimento de fracionamento da cera purificada a partir da cromatografia em coluna
seca esta representado pela Figura 3.9.

Ap0s a eluicdo, a coluna foi fragmentada em 7 fragcbes e cada fragao foi entdo
extraida em cloroférmio:acetato de etila (95:5, v/v) por 5 min com agitagéao magnética
e, filtrada a vacuo para a remoc¢ao da silica. O rendimento de cada fracdo foi
determinado por gravimetria e, as mesmas foram posteriormente analisadas por CCD.
As fragdes que indicaram a presenca de alcoois 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
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3.7.2.2 Cromatografia em coluna flash

KOH foi baseada na metodologia proposta por Pinto et al. (2000), feitas algumas
modificagdes. Na metodologia adotada, 30 g + 0,01 g de silica gel 60 “flash” (40 - 63
pMm, Merck) foi incorporada em 60 mL de solugao 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
diametro) e lavada com 80 mL de hexano (2x), sob presséo de ar, para remover 0
isopropanol e excesso de KOH. O procedimento de fracionamento adotado esta
apresentado na Figura 3.10.

Para inserir a amostra na coluna foi necessario fazer a adsor¢ado da mesma em
silica. Deste modo, 1,0 g de cera e 1,5 g de silica gel 60 (63- 200 pm) foram
aquecidos, sob refluxo, em 80 mL de hexano a 80 °C. Apdés completa solubilizacao, a
amostra foi concentrada em um evaporador rotativo a vacuo até completa secura. A
amostra foi adicionada no topo da coluna e eluida sucessivamente sob pressao de ar
comprimido a uma vazdo de 1 mL.seg” com quatro eluentes distintos na ordem
crescente de polaridade: hexano (80 mL, 2x, fracédo F1 e F2), hexano:cloroférmio (1:1,
v/v, 80 mL, 2x, fracdo F3 e F4), cloroférmio (80 mL, 2x, fracdo F5 e F6) e metanol (80
mL, 2x, fragao F7 e F8).
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Figura 3.10 - Procedimento de fracionamento da cera por cromatografia em coluna
flash
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3.8 IDENTIFICACAO DO OCTACOSANOL

As metodologias de identificacdo dos alcoois graxos por CCD e analise por CG-

Analise por
CG/EM

EM foram desenvolvidas na Divisdo de Quimica de Produtos Naturais (DQPN) e na
Divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica (DQOF), respectivamente, do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA/UNICAMP).

3.8.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As fragdes coletadas durante os experimentos foram monitoradas por CCD e
as fragdes que indicaram uma maior concentracdo de alcoois graxos foram
posteriormente silladas e analisadas por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).

Para a realizagdo das analises de CCD, foram utilizadas placas de aluminio
pré-revestidas com silica gel (60, F2s4) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). As
amostras foram aplicadas usando tubos capilares de vidro, e as placas foram eluidas
com o sistema de solvente cloroférmio:acetato de etila (95:5, v/v). As placas

desenvolvidas foram visualizadas sob luz ultravioleta (A = 254 e 365 nm) e, os
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compostos foram revelados por pulverizagdo com revelador anisaldeido (acido acético
glacial, acido sulfurico concentrado e anisaldeido; 50:1:0,5, v/v/v), seguido de
aquecimento a 105 °C (Wagner e Bladt, 1996). O método de pulverizagdo com
anisaldeido foi preferivel frente ao de vaporizagao por iodo, uma vez que este ultimo
nao é adequado para a identificacdo de ceras, ja que as mesmas possuem poucas
ligagdes duplas (Hwang et al., 2002b).

Para identificar corretamente as bandas de alcoois graxos, foi utilizada a
mistura comercial de alcoois graxos (C24-C34) (Lesstanol® - Garuda International, Inc.
Exeter, CA, EUA). O fator de retengao (Rr) de cada composto separado foi calculado

a partir da Equagao 9, e comparado com os valores das amostras de referéncia.

__ distancia percorrida pelo soluto (9)

f = distincia percorrida pelo solvente

3.8.2 Cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas

Para a identificagcdo dos alcoois graxos e quantificagdo do octacosanol, foi
utilizada a cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), uma
vez que esta técnica tem sido amplamente utilizada para identificar alcoois, acidos

graxos, ésteres, além de outros constituintes encontrados em ceras naturais.

3.8.2.1 Derivatizagao

Foram avaliados dois métodos de derivatizagado para analise do material de
estudo: a alquilagdo (metilagdo), onde os acidos graxos sao convertidos em seus
respectivos ésteres metilicos e; a sililagdo, que consiste na substituicdo do hidrogénio
ativo da hidroxila (-OH) por um substituinte mais apolar e volatil.

A metilacdo foi realizada conforme meétodo oficial AOCS Ce 2-66 e
procedimento proposto por Hartman e Lago (1973) (com modificagbes no tempo de
saponificagao e esterificagdo), que consiste nas etapas de saponificagao, seguida por
esterificacdo e adicdo de solugao de cloreto de sédio saturado e éter de petrdleo,

conforme apresentado na Figura 3.11.
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Figura 3.11 - Procedimento de derivatizagdo (metilagédo)
50 mg de amostra
v

Adicao de 4 mL de reagente de saponificacao
(28,5 g de KOH dissolvido em 1 L de metanol)

v
Agitagao no vortex por 30 s
v
Aquecimento no banho-maria a 90 °C (60 min)
v
Resfriamento

v

Adicao de 5 mL de reagente de esterificacao
(20 g de NH4Cl + 300 mL de metanol + 30 mL de H2S04)
v

Agitacao, aquecimento (40 min) e resfriamento
v

Adicao de 4 mL de solugao saturada de NaCl + 5 mL de
éter de petroleo (aaitacdo por 30 s)

v

Utilizacdo da fase oradnica sobrenadante

Optou-se também por fazer a derivatizagcdo por meio da sililacdo, que consiste
na substituicdo nucleofilica do hidrogénio ativo do grupo -OH por um grupo trimetilsilil
[-Si(CHs)s], que sao derivados mais volateis e estaveis, possibilitando a geragao de
picos mais estreitos e simétricos. As amostras (10 mg) foram solubilizadas em 5 mL
da mistura de hexano:cloroférmio (1:1, v/v) e silladas com 200 yL de N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), a 50 °C durante 30 min.

3.8.2.2 Condigdes da CG-EM

3.8.2.2.1 Identificacdo dos constituintes

Para a realizagdo dos ensaios foi utilizado um cromatografo a gas modelo 6890
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA - EUA), equipado com um espectrémetro de
massas modelo 5975 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA - EUA) e coluna capilar de
silica fundida (HP-5MS: 5% de fenil - 95% de dimetilpolisiloxano), com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 ym de espessura de filme. Foram
injetadas aliquotas de 2 uL, com modo split (50:1) e utilizando hélio como gas de
arraste com vazao de 1,0 mL.min-'. 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™"), permanecendo a 300 °C por 25 min,
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totalizando assim 60 min de corrida. O espectrémetro 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 aquisicdo de massas na faixa de
30-600 u.m.a. (unidade de massa atomica).

A identificacdo dos picos foi realizada a partir da comparagao 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 quantificacdo de octacosanol foi realizada com base
na curva de calibracdo obtida a partir de diferentes concentracbes de padrdes de
octacosanol (Czs) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO - EUA).

3.8.2.2.2 Curva de calibragdo

O calculo das concentracdes de octacosanol foi determinado por calibragao
externa. Inicialmente foi realizada a sililagdo do padrao de octacosanol (30 mg),
juntamente com 4 mL de hexano:cloroférmio (1:1, v/v) e 300 pL do agente sililante N-
metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), com agitacdo a 50 °C por 30 min.

O octacosanol sililado foi transferido para um baldo de 25 mL avolumado com
hexano:cloroférmio (1:1, v/v), para formar a solugdo estoque do padrdo de
octacosanol. A curva de calibragdo foi preparada por meio da diluigdo da solugao
estoque, com a transferéncia de aliquotas de 1 mL, 2 mL, 3 mL, 5 mL e 7 mL para
baldes volumétricos de 10 mL, e estes foram avolumados com hexano:cloroférmio
(1:1, viv).

A fungao da concentracao versus intensidade do pico da curva de calibracéo
do octacosanol sililado foi correlacionado com os diferentes niveis de concentragao
de octacosanol sililado nas amostras. O teor de octacosanol foi expresso como
mg.g"' de amostra ou mg.100g™" de casca da cana-de-aglcar. Para cada lote de
amostra injetada foi feita uma nova curva de calibrag&o do analito, sendo observados
valores de coeficientes de correlagdo (r?) das areas de pico em comparagdo com a
concentracdo do padrao de octacosanol superiores a 0,993, conforme apresentado
no Apéndice A (Tabela A1 e Figura A1).
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Capitulo 4
EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACOES

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos, conforme as etapas descritas no
capitulo 3, os rendimentos obtidos a partir da extragao e purificacdo da cera, além da
caracterizagcao destas amostras.

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A casca obtida a partir da raspagem da cana-de-agucar destinada a moagem
para obtengdo da garapa, foi caracterizada em relacdo a sua distribuicdo
granulométrica, umidade e teor de lipidios totais.

Embora ndo tenha sido realizada, a extracao de cera a partir da torta do filtro
rotativo apresenta um grande potencial industrial, uma vez que este residuo € obtido
a partir da produgéo do alcool e agucar, sendo gerado em maiores volumes quando
comparado a casca e; durante o processamento da cana-de-agucar, cerca de 40% da
cera em po presente na superficie da casca € misturada ao caldo e retida na torta do
filtro rotativo concentrada com 95% dos lipidios (Laguna-Granja et al., 1997; Qi et al.,
2017).

4.1.1 Distribuigcao granulométrica

O comportamento da distribuicdo granulométrica das particulas da casca da
cana-de-agucar em relagdo ao didmetro médio das mesmas esta apresentado na
Figura 4.1(a). O histograma obtido apresentou comportamento unimodal
(aproximadamente gaussiano), com maior frequéncia de particulas ocorrendo no
diametro médio (dm) de 0,1875 mm, o que representa aproximadamente 40% da
frequéncia das particulas. Os dm de 0,3750 e 0,9935 mm, apresentaram uma diferenca
da frequéncia de ocorréncia das particulas inferior a 3%. A partir da analise da Figura
4.1(b) foi constatado os valores de 0,04, 0,08 e 0,21 mm para os parametros d1o, dso
e doo, respectivamente.

Conforme observado por Henriques et al. (2018), a distribuigcdo do tamanho de
particulas interfere diretamente no rendimento de cera bruta a partir da casca da cana-
de-acgucar. Foi observado que particulas menores favorecem a obtencdo de maiores
rendimentos de cera bruta, entretanto apds processo de purificagao, foi constatado

que estas particulas com menores dimensdes favorecem também a extragcdo de
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outros componentes que ndao compdem as ceras. Logo, como era de interesse a
obtencao de cera purificada em maiores quantidades, ndo foram adicionadas etapas
de cominuicdo de particulas, que poderiam acrescentar um aumento consideravel de
tempo e energia no processo. Desta forma, a matéria-prima foi utilizada conforme

fornecida pelo produtor rural.

Figura 4.1 - (a) Distribuicdo do tamanho meédio e, (b) frequéncia acumulada das
particulas passantes da casca da cana-de-acgucar
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4.1.2 Teor de umidade e lipidios totais

Dada a caracteristica polar da agua, a sua presenga na matriz pode prejudicar
ou mesmo impossibilitar o processo de extracdo da cera, j4 que os principais
constituintes da cera e também o solvente empregado no processo de extragao
(hexano) apresentam caracteristica apolar. Recomenda-se trabalhar com materiais
apresentando teor maximo de 9 a 11% de umidade (Akoh e Min, 2002; Sluiter et al.,
2005). Como o hexano e agua sao praticamente imisciveis, um maior teor de umidade
interfere na penetracao do hexano no substrato e, consequentemente, afeta a taxa de
extracdo (Akoh e Min, 2002). Neste contexto, foi observado que a casca da cana-de-
acucar 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-agucar avaliada (safra 2018/2019) apresentou teor de
lipidios 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

lipidios proximo a 7,73%, evidenciando que diferentes condi¢des de cultivo e extragao
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pode resultar em um material com caracteristicas distintas. A safra de 2014/2015 foi
grandemente impactada por condigdes adversas de chuvas abaixo da média e altas
temperaturas, o que promoveu uma reducdo da produtividade dos canaviais e,
consequentemente na qualidade da cana obtida (CONAB, 2017a e 2017b), o que

pode ter contribuido com a observancia de materiais com caracteristicas distintas.

4.2 EXTRACAO E PURIFICACAO DA CERA

4.2.1 Extragcao exaustiva

Inicialmente foi realizada a extragdo de 100 g £ 0,01 g de casca (Figura 3.1), a
partir de 800 mL de hexano por 2 h e com uma poténcia que possibilitasse a contagem
de 100 gotas.min'. Nestas condigbes 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 possivel extrair maiores quantidades de cera (7,22
- 8,34%) (Oliveira, 2018), optou-se pela realizagao da extragdo exaustiva, uma vez
que esta técnica indica uma melhor condi¢do na qual uma porgdo mais significativa
de cera bruta pode ser extraida.

A extracdo exaustiva consiste na realizacao de trés extragdes consecutivas da
mesma matriz e, para fins ilustrativos, os extratos obtidos a partir da primeira condicao
de extragdo exaustiva analisada (100 g, 800 mL, 2 h e 100 gotas.min') s&o
apresentados na Figura 4.2, na qual se nota que uma unica etapa nao foi suficiente

para realizar o esgotamento da matriz.

Figura 4.2 - Massa dos extratos resultantes da extracdo exaustiva

Legenda: Co’hdigéo de extrag&o:100 g, 800 mL, 2 h e 100 gotas.min™'; onde m1, m; e
m3 correspondem as massas de 2,32+ 0,23 g, 0,38 £ 0,12 g e 0,24 £ 0,08 g, respectivamente.
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Apos analisar os resultados deste primeiro ensaio de extracao exaustiva, foi
investigado se o aumento de fluxo de solvente para 200 gotas.min"' e do tempo de
extragao favoreceria o processo de extragdo. Na Figura 4.3 sao apresentados os
rendimentos bruto (r1, r2 e r3) para as diferentes condigbes avaliadas. Sao
apresentados também o desvio padrao obtido a partir da média de trés replicatas. As
amostras referentes a extragdo com gotejamento de 100 gotas.min' e 200 gotas.min-

', sd0 apresentadas em tons variantes da cor azul e verde, respectivamente.

Figura 4.3 - Rendimento bruto (r) da extragdo exaustiva da cera em func¢ao do

tempo e da vazao de solvente
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Legenda: ri (JJf), r= (8)) e r (1), para a condig&o de 100 gotas.min™ e; ri (), 2 (W) e 1
(), para a condigao de 200 gotas.min™.

Observou-se 0 aumento do rendimento de extragéo (r) tanto com o tempo de
extragdo quanto a vazdo de solvente/gotejamento. A utilizacdo de um maior
gotejamento propicia uma maior circulagdo de solvente e, por sequéncia, um maior
esgotamento da matriz; podendo ser observado um r1 bem mais expressivo na
condigdo de 200 gotas.min".

Oliveira (2018) obteve rendimentos de cera bruta variando de 7,26 a 8,34% ao
realizar extragbes com hexano durante 0,5 h, 1 h, 2 h e 4 h, alcangando resultados
muito préximos ao de teor de lipidios totais (7,85%). O autor observou que nas
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condigbes estudadas, o aumento de rendimento causado pelo prolongamento do
tempo de extragao (cerca de 1%), nao justificava o emprego de maiores tempos de
extragdo e, consequentemente, o gasto energético necessario para manter tais
extragdes.

Uma vez que a melhor condigdo de extragdo (5 h a 200 gotas.min'), com r1
igual 2 6,48 + 0,31% e soma dos trés extratos nesta condigéo (r1+ r2+ r3) de 7,15%,
tenha possibilitado rendimento superior ao teor total de lipidios (6,20 + 0,07%), optou-
se por nao adicionar mais tempo de extracdo e, consequentemente, gastos
energéticos associados, uma vez que se tratava de um processo em maior escala. A
partir da determinacdo da melhor condicdo, todas as demais extracbes foram
realizadas durante 5 h e 200 gotas.min', com rendimento médio de 6,48 + 0,31%. O

material obtido a partir desta extragao esta apresentado na Figura 4 .4.

Figura 4.4 - Cera bruta da cana-de-agucar

O residuo obtido apdés a extragdo da cera da casca da cana-de-agucar
apresenta um grande potencial de empregabilidade como adubo organico em campos
de cultivo, uma vez que apos a extragao lipidica, os macro e micronutrientes presentes
na matriz se tornam mais disponiveis no solo na auséncia de lipidios (Gongalves,
1998; Bhosale et al., 2012).

4.2.2 Purificagao
Enquanto a cera bruta apresentou coloragao verde, a cera purificada a partir da
cristalizagdo com acetona e hexano apresentou coloragao ligeiramente esverdeada e
com aspecto esbranquigado, conforme Figura 4.5. Foi obtido rendimento de 60,98 +
0,98% de cera purificada (com base na quantidade de cera bruta utilizada).
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Figura 4.5 - Cera purificada da cana-de-agucar

4.3 CARACTERIZACAO DA CERAS BRUTA E PURIFICADA

Como a composi¢cao da cana-de-agucar depende de muitos fatores, como
variedade da planta, condi¢cbes de cultivo, método de extracdo ou tipo de solvente
empregado, consequentemente a cera produzida a partir da mesma pode apresentar
propriedades fisico-quimicas muito distintas. Logo, a caracterizagdo da cera com
relacdo aos indices analiticos (indice de acidez, saponificacdo, iodo e de matéria
insaponificavel), teor de acidos graxos livres (AGL), espectro de absorgao no
infravermelho, solubilidade e propriedades térmicas (analise granulométrica e
calorimetria exploratoria diferencial), € de suma importadncia para se conhecer o
material com o qual esta se trabalhando.

4.3.1 indices analiticos

Os indices analiticos da cera bruta da cana-de-acucar obtidos neste trabalho e

por diferentes autores estdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - indices analiticos da cera bruta da cana-de-actcar

Parametros
Referéncia IA 1S Il - Wijs MI
(mg KOH.g") (mg KOH.g") (mg1.100 g") (%)
Este trabalho 33,4+0,9 118,4 + 3,3 29,0+1,0 294+28
Garcia e Garcia (1996) 32,0 98,0 28,0 -
Vieira (2003) 52,4+1,6 123,5+ 3,6 229+23 35,5+1,6
Gandra (2006) 36,2+1,3 116,4 + 1,6 48,1+0,5 -
Rozario (2006) 27,3+1,0 105,2 + 3,0 33,3+0,6 324+22
Bhosale et al. (2012) 5,0-5,9 202,6 - 263,8 22,6 - 29,3 -

Nota: IA: indice de Acidez; IS: indice de Saponificacéo; Il indice de lodo. MI: indice de Matéria
Insaponificavel.
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O valor de indice 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 acidos 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™'. Os autores associaram os altos valores
a presenca de uma fragdo resinosa na cera extraida com cloroférmio. Buttar et al.
(1999) avaliaram a cera bruta da cana-de-agucar extraida a partir dos solventes
apolares hexano, tolueno e cloroférmio, observando que os valores de indice de
acidez e de saponificagdo variaram de 29 a 37,4 mg.g”' e de 109,4 a 115,3 mg.g™,
respectivamente, faixa esta que compreende os valores obtidos neste trabalho a partir
da extracao da cera bruta com hexano.

O indice de acidez e, consequentemente, a quantidade de acidos graxos livres
presentes na cera bruta da cana-de-agucar é dependente da variedade da planta, do
cultivo, das condi¢des e do tipo de solvente utilizados na extragdo da cera (Balch,
1953). Esta dependéncia relativa as condi¢des de operagao foi observada por alguns
autores (Warth, 1956; Azzam, 1986; Bhosale et al. 2012; Oliveira, 2018). Bhosale et
al. (2012) avaliaram as caracteristicas da cera oriunda da utilizagdo da torta do filtro
rotativo proveniente de 4 diferentes industrias sucroalcooleiras, a partir da extragcéo
com os solventes tolueno e benzeno. Os autores observaram valores de indice de
acidez variando de 4,99 a 5,95 mg.g™, indice de saponificagdo de 202,6 a 263,8
mg.g™! e indice de iodo de 22,64 a 29,27 mg.100g™", respectivamente.

Warth (1956) também observou que dependendo da procedéncia da cera bruta
(Filipinas, india e Java), as suas caracteristicas podem ser afetadas, observando
valores de indice de saponificagéo e acidez variando de 128 a 177 mg.g”' e de 24 a
57 mg.g’', respectivamente. De acordo com Azzam (1986), as caracteristicas da cera
egipcia de cana-de-agucar também s&o alteradas dependendo das diferentes origens
da mesma, observando valores de IS variando de 66,20 a 130,70 mg.g™".

O valor de indice de iodo obtido também ficou na faixa de valores encontrados
na literatura. Ao se comparar a cera bruta da cana-de-agucar com a das ceras de
abelha e carnauba, que possuem indice de iodo variando de 7 a 16 e de 7 a 14
mg.100g™", respectivamente; percebe-se que as ceras brutas da cana-de-aglcar séo
mais insaturadas que as ceras abelha e carnauba, uma vez que apresentam maiores
valores de Il (Hamilton, 1995; Gunstone e Padley, 1997).
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O indice de matéria insaponificavel encontrado, se assemelha aos valores
relatados por Vieira (2003) e Rozario (2006), a medida em que o baixo valor do indice
de matéria insaponificavel observado seja coerente com o alto valor de indice de
saponificagcao que a cera bruta apresentou.

Ao se comparar os parametros fisico-quimicos da cera bruta (Tabela 4.1) e os
da cera purificada (Tabela 4.2), verifica-se que houve um decréscimo dos indices de
acidez, saponificacio e iodo apés a etapa de purificacao. Este mesmo comportamento
foi observado por Garcia e Garcia (1996), Vieira (2003) e Gandra (2006). Para a cera
bruta foi encontrado teor de acidos graxos livres (AGL) de 16,8 £ 0,5%, enquanto para
a cera purificada foi de 8,7 + 0,6%. Esta tendéncia de redug¢do do indice de acidez,
saponificagao, iodo e teor de acidos graxos livres, além do aumento do indice de
matéria insaponificavel, ocorre devido a etapa de purificagdo, que promove a remocao
da fragdo oleosa e, consequentemente, dos ésteres, triglicerideos, acidos graxos
livres e esterificados que compde a cera bruta (Vieira, 2003; Wada, 2008).

As diferencas das caracteristicas obtidas a partir de diferentes métodos de
purificacdo sdo bem evidentes. O valor de indice de acidez obtido neste estudo
(17,3 mg.g™") foi proximo aos obtidos por Vieira (2003) (20,5 mg.g™') e Oliveira (2018)
(22,6 mg.g™"), que realizaram a extragdo da cera com hexano e utilizaram o mesmo

procedimento de purificagdo empregado neste.

Tabela 4.2 - Parametros fisico-quimicos da cera purificada da cana-de-agucar

i Parametros
Referéncia Q’:ﬁtl:g:gii 1A IS Il - Wijs M
(mg KOH.g") (mg KOH.g") (mgl.100g™) (%)
Este trabalho Hexano e acetona 17,3+ 1,2 98,7+ 3,4 136+1,3 351127
Garcia e Garcia (1996) Alcool a quente 27,0 106,0 21,0 -
Vieira (2003) Hexano e acetona 20,5+0,9 779+19 126+09 556+1,9
Gandra (2006) Alcool a frio 23,2+ 0,6 79,1+11 22,3+0,6 -
Rozario (2006) Alcool a quente 396+14 118,3+1,2 55,7+0,3 50,8+29
Wada (2008) Alcool a frio 13,0+ 0,1 96,0+ 0,3 21,0+0,2 48,5+1,9
Paixao (2008) Alcool a frio 13,2+0,2 96,2+ 0,3 21,5+0,2 48,5+1,9
Lopes (2010) Alcool 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: Indice de Acidez; IS: indice de Saponificacéo; Il indice de lodo. MI: Indice de Matéria

Insaponificavel.

Rozario (2006) e Garcia e Garcia (1996) realizaram a purificagdo com alcool a

quente, observando os maiores valores de acidez, associado a presenca da fragao

oleosa. Ao invés de uma diminuigdo, o processo de purificagdo empregado por
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Rozario (2006) propiciou um aumento do IA, indicando que a purificagdo promoveu
uma concentragcdo na cera dos acidos graxos livres presentes no 6leo ou favoreceu a
hidrdlise de alguns ésteres e triglicerideos presentes na cera.

Wada (2008), Paixao (2008) e Lopes (2010) caracterizaram a cera da cana-de-
acucar clarificada e purificada com etanol a frio e, encontraram valores inferiores de
IA (13,0, 13,2 e 18,1 mg.g™', respectivamente), ocasionado devido a alta eficiéncia na
extracdo da fracdo oleosa da etapa de purificagcdo. Embora também tenha realizado a
purificacdo com etanol a frio, Gandra (2006) obteve valores um pouco superior (23,2
mg.g™"), provavelmente em decorréncia da cera estudada ter sido composta apenas
da fragédo de ésteres de cera, sem a presencga de resinas (fragcao dura).

O valor do indice de saponificagdo encontrado na cera purificada deste estudo
€ um indicativo de alto teor de ésteres, triglicerideos, acidos graxos livres e
esterificados presentes na mesma.

Os valores de Il apresentam uma grande variagédo (12,6 - 55,7 mg.100g™),
possivelmente devido ao método de purificagdo empregado. O processo de
purificacdo favorece a remocédo da fase oleosa (triglicerideos e acidos graxos)
presente na cera, além também de substancias saponificaveis, razao pela qual a cera
purificada apresenta maior teor de matéria insaponificavel quando comparado a cera
bruta, o que é um indicativo de que a etapa de purificagdo promoveu uma maior
concentragao da fragao de éster na amostra (Vieira, 2003; Rozario, 2006).

A cera purificada também apresentou indices analiticos comparaveis aos das
ceras comerciais de abelha, candelila, carnauba, lanolina, ouricuri (Syagrus coronata)

e jojoba (Simmondsia chinensis), conforme observado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Propriedades fisico-quimicas de diferentes ceras comerciais

Cerade Cerade Cerade Cerade Cerade Cerade

Propriedades Abelha Carnatiba Candelila Lanolina Ouricuri Jojoba

indice de Acidez

(mg KOH.g™) 17 - 36 3-10 12 -22 7-15 8-20 2
Indice de

Saponificagdo  90-149 79-95  35-87 100-110 70-100 92

(mg KOH.g™)

Indice de lodo

(mg 1.100g™") 7-16 7-14 14-45 15-30 6-8 82

Fonte: Adaptado de Hamilton (1995), Gunstone e Padley (1997) e Sin (2012)
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4.3.2 Solubilidade da cera bruta

Os dados de solubilidade da cera da cana-de-acucar sdo muito escassos € o
conhecimento desta propriedade € essencial para sua aplicacdo em diferentes
segmentos industriais. De acordo com Warth (1956), a cera bruta da cana-de-agucar
apresenta solubilidade parcial em diferentes solventes, conforme apresentado na
Tabela 4.4; e é soluvel em cloroféormio, alcool amilico e éter etilico quente, uma vez
que estes solventes sdo capazes de promover a dissolucdo até certo ponto,

depositando pequenos gréos de cristal no resfriamento.

Tabela 4.4 - Solubilidade parcial da cera bruta da cana-de-agucar
Volume Temperatura Massa de cera

Solvente (mL) (°C) ()
Etanol USP (95%) 100 25 59
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

Fonte: Warth (1956)

Neste estudo foi avaliada a dissolugao da cera bruta em diferentes solventes
para se ter um indicativo de tal propriedade, e o comportamento de solubilidade das
amostras analisadas esta apresentado na Figura 4.6.

Observa-se que apos 72 h a cera bruta foi melhor dissolvida em limoneno,
terebentina e cloroformio @ medida em que a ocorréncia de granulos ou particulas ndo
dissolvidas do material foi menor quando comparadas as demais imagens. Vale
salientar que as placas utilizadas na analise do microscopio possuiam alguns
arranhdes, entretanto o mesmo perfil de ranhuras foi observado em todas as imagens.

Dentre os solventes que apresentaram a maior capacidade de dissolucao da
cera, o limoneno e a terebentina apresentaram maior eficiéncia além de serem os mais
recomendados, uma vez que sao classificados como “amarelos”, enquanto o
cloroférmio é classificado como um solvente “vermelho”, de uso perigoso (Byrne et al.,
2016). Devido a natureza do cloroférmio, n&o foram realizados testes envolvendo o

aquecimento deste. A microscopia Optica foi utilizada para fornecer uma
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representacao da tendéncia 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 6ptica (100x a 30 °C) da
solubilidade da cera bruta da cana-de-agucar em diferentes solventes

d

e

Cc

ege a: a) m et nol, (c) decanol, (d) dimetilsulfoxido, (e) acetato de etila, (f)
hexano, (g) acetona, (h) cloroférmio, (i) terebentina, (j) limoneno, (k) agua, (l) acetonitrila, (m)
etanolamina-mono, (n) acido acético, (0) acido octandico, (p) acido latico, (q) éter etilico.

A 30 °C, a cera bruta nao foi completamente dissolvida na menor concentragao
avaliada (0,83 mg.mL"), sendo necessarios mais estudos para determinar a maxima
solubilidade da cera nessa condigao. 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 isébmeros (a e B pineno). O aumento da temperatura permitiu um
aumento na energia cinética, favorecendo uma maior separagao das moléculas de
cera e, consequentemente, maior solubilidade. Esse comportamento é caracteristico
da regra geral de solubilidade, o que implica que se trata de um processo de

dissolugao 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-agucar em
limoneno(==) e terebentina(=)

P4
G soluvel
30 40

Temperatura (°C)

Concentragdo (mg.mL-")
O =~ N W d OO0 O N ©©
N\
N\
N\

B o)
insoluvel )
/ o)
™
o)
;
50

Legenda: (O)concentragbes nas quais a cera pode ser completamente dissolvida em
limoneno e (/\)terebentina; (X)concentragao nas quais a dissolugao nao € mais possivel em
limoneno e (* )terebentina. A linha sdlida é para guiar o olho como um limite maximo
aproximado de concentracao de cera possivel 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 analise das amostras, foram realizadas
analises da espectroscopia de transmissao por pastilhas de brometo de potassio (KBr)
e espectroscopia de Reflexdo Interna ou Refleténcia Total Atenuada (ATR), conforme
espectros apresentados na Figura 4.8. Para todas as analises a linha base foi corrigida
e o espectros normalizados em relagéo a altura do maior pico (CH em 2920 cm™),
para assegurar que a intensidade do infravermelho fosse a mais semelhante possivel
entre os espectros registrados.

Inicialmente foi realizada a analise no modo ATR, uma vez que este método é
amplamente utilizado por ser rapido, facil, ndo destrutivo, com espectros de alta
qualidade e mais eficiente em termos do tempo de analise, quando comparada a
técnica de transmitancia (Chen et al., 2015), sendo empregado também por diferentes
autores para analise de constituintes de ceras vegetais (Gandra, 2006; Athukorala et
al., 2009; Ipatzi, 2016; Oliveira, 2018; Ramos-Zambrano et al., 2019). Entretanto, a
nao observancia de uma banda larga caracteristica de OH, que indica a presenca de
alcoois (entre 3650 e 3200 cm™") ou acidos carboxilicos (3400 - 2400 cm-"), induziu a

realizacdo de uma nova analise no modo de transmitancia com pastilhas de KBr
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também utilizado para analise 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).

Figura 4.8 - Espectros do FTIR da cera bruta analisada no modo ATR (=) e por
transmiténcia (pastilha de KBr) (=)
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Embora os espectros sejam parecidos, pequenas variagdes em relagdo a
intensidade e posicdo dos picos podem ocorrer. Como na espectroscopia de
transmitédncia o infravermelho interage diretamente com a matriz, ndo ocorrendo
nenhum fendmeno de reflexdo; em muitos casos os espectros apresentam qualidade
superior aos espectros por ATR (Smith, 2011; Chen et al., 2015), justificando a maior
acuracia da técnica de transmitancia para a analise dos componentes de cera. Para
fins comparativos, o FTIR do padrédo de octacosanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO -
EUA) analisado em modo ATR e transmitancia (pastilha de KBr), juntamente com um
espectro do octacosanol encontrado na literatura (modo transmiténcia, pastilha de
KBr) (Guidechem, 2021) s&o apresentados no Apéndice B (Figura A2).

Por apresentar maior estabilidade da linha base e melhor definicdo da banda
referente a presenga de OH, optou-se por conduzir as demais analises a partir da
técnica de espectroscopia por transmitancia utilizando pastilhas de KBr. Os espectros
comparativos entre a ceras bruta e purificada da cana-de-agucar sdo apresentados
na Figura 4.9 e, os valores e atribuicbes destas bandas, com absorgao na regido de
4000 a 400 cm', na Tabela 4.5.
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Figura 4.9 - Espectros do FTIR da cera bruta (=) e purificada (=)
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Os alcanos sao caracterizados por apresentarem espectros geralmente
simples e com poucos picos; ocorrendo nas formas de CH, CHz, CHs e 24CHz2, que
estdo associados, respectivamente, a presenca da fragdo alifatica da cera (2920 e
2840 cm™), grupo metileno (1460 cm™"), grupo metila (1375 cm™') e grupos com pelo
menos 4 CH2 ligados entre si (724 cm™), que também é observada em dleos e
triglicerideos (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

interpretacdo ndo é comumente realizada (Pavia et al., 2008).

Tabela 4.5 - Analise de componentes de banda dos espectros de FTIR da cera da
cana-de-agucar

Grupo Funcional v-li-:)r:'(;gdéi (n° deBoar:l:a: cm™) Intensidade
CH Estiramento 3000 - 2800 Forte
C-H CHs Dobramento 1450 e 1375 Médio
CH: Dobramento 1460 - 1465 Médio
24CH; Dobramento 720 Médio
c=0 Acido carboxilico Estiramento 1730 - 1700 Forte
) Ester Estiramento 1750 - 1735 Forte
C-O A I.COO'S’ estergs ©  Estiramento 1320 - 1000 Forte

acidos carboxilicos

OH ] Alcool Estiramento 3650 - 3200 Médio
Acido carboxilico Estiramento 3400 - 2400 Médio
C-O-H Alcool Dobramento 1440 - 1220 Fraco

Fonte: Silverstein, et al. (2005) e Pavia et al. (2008).
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Nos espectros da Figura 4.9 observa-se uma banda de absorgéo na regido de
3440 cm, que é caracteristica da ligagdo OH, correspondente ao policosanol com
ligagbes de hidrogénio intermolecular. Os alcoois aparecem em bandas intensas
centradas entre 3400 e 3200 cm™'. Quando o alcool analisado estd em uma solugao
(o que néo se aplica para este caso), é possivel observar uma banda nitida e fraca de
alcool livre a esquerda da banda de OH com ligagdes de hidrogénio intermolecular,
na regido de 3650 a 3600 cm™' (Pavia et al., 2008).

A deformacgao angular do C-O-H, também denota a presenga de alcoois, porém
na forma de picos amplos, fracos e de dificil visualizagdo na regido de 1440 a 1220
cm'. Esses picos geralmente ficam sobrepostos pelo pico correspondente a
deformagéo angular do CHs, que apresenta forte intensidade proximo a 1375 cm™ e é
adjacente a carbonila (Silverstein et al., 2005). No espectro também pode ser
observada a presenga do estiramento em 1160 cm-', caracteristico de C-O, que
denota a presenga de ésteres, alcoois e/ou acidos graxos. O grupo carbonila (C=0)
existente no espectro pode apresentar-se na forma de acidos carboxilicos, ésteres,
aldeidos, cetonas, amidas, cloretos acidos e anidridos. Por terem sido observados
estiramentos C=0 com valores de 1737 e 1713 cm, associa-se os mesmos a
presenga dos grupos éster e acido carboxilico, respectivamente. A vibragdo de
estiramento deste grupo absorve fortemente na faixa de 1820 a 1660 cm™' por causa
de sua grande mudanga no momento dipolar (Pavia et al., 2008).

Os espectros da Figura 4.9 apresentaram bandas de absorc¢ao similares as da
cera de abelha (Knuutinen e Norrman, 2000), palha de linho (Athukorala et al., 2009),
bagaco (Qi et al., 2017) e casca da cana-de-agucar (Inarkar e Lele, 2012; Oliveira,
2018), além das ceras comerciais de carnauba e candelila, conforme apresentado na
Figura 4.10, o que indica a presenca de caracteristicas estruturais semelhantes as
encontradas em 6leos e gorduras (Guillén e Cabo, 1997; Albuquerque et al., 2003).

Embora a técnica de FTIR indique a presenga de bandas caracteristicas de
alcool e éster, a mesma possui algumas limitagdes uma vez que nao possibilita aportar
mais informacgdes a respeito dos teores destes constituintes, sendo requerida a
utilizagdo de outras técnicas de caracterizagdo, como a cromatografia a gas que
tambeém foi abordada neste trabalho.
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Figura 4.10 - Espectros do FTIR da cera bruta da cana de agucar (=) e das
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ceras comerciais de candelila (=) e carnauba (—)
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4.3.4 Propriedades térmicas
O comportamento térmico da cera foi investigado a partir da determinagéo de
sua temperatura de decomposicao, solidificagao, fusao, assim como as entalpias de

transicao do material.

4.3.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial

A analise de termogramas € muito util para a caracterizagédo de ceras, uma vez
que o formato das curvas, a faixa de fusao e as diferencgas na transicao de fases estao
relacionados com a composi¢cao quimica da cera e sua historia térmica (Nassu, 1994;
Vieira, 2003). Para a analise via DSC, as amostras foram incialmente aquecidas, para
remogao de qualquer historico térmico anterior e, em seguida, resfriadas e submetidas
a um novo aquecimento. Os termogramas de fusédo apresentados (Figura 4.11, 4.12a
e 4.13a) sao correspondentes a etapa do segundo ciclo de aquecimento da amostra.

Para fins comparativos, os termogramas de fusdo das ceras comerciais de

carnauba e candelila também foram avaliados, conforme apresentado na Figura 4.11.
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Figura 4.11 - DSC de fusao da cera bruta da cana-de-agucar (==) e das ceras
comerciais de candelila (----) e carnauba (----)
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A cera bruta da cana-de-acucar apresenta um pico de fusdo mais estreito e
bem definido quando comparado as ceras de candelila e carnauba, que compreende
a faixa de 40 a 80 °C, o que é indicativo de maior homogeneidade e pureza quando
comparada as ceras comerciais. A alta abundancia de tipos especificos de compostos
na cera, como alcoois e aldeidos de cadeia longa, pode ser responsavel pela
observagdo destes picos mais estreitos e altos (Attard et al., 2015). Para fins
comparativos, no Apéndice B (Figura A3) é apresentando o termograma de fusao do
padrao octacosanol, que apresenta pico estreito e de alta intensidade, o que é
caracteristico de amostras mais puras.

Como a transicédo de fase da fusao € endotérmica, sao observados fluxos de
calor negativos nos termogramas. A cera bruta da cana-de-agucar apresentou
temperatura de pico de fusdo de 76,25 °C, enquanto as ceras de candelila e carnauba
apresentaram temperaturas de 66,55 e 82,62 °C, respectivamente. Também é
possivel observar um pico de menor intensidade, principalmente na amostra de cera
de candelila, o que evidencia a presenca de outros componentes na amostra.

A cera bruta da cana-de-agucar apresentou ponto de fus&o 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), carnauba (78 - 85 °C), ouricuri
(82 - 84 °C) e, superior a 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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Os valores de temperatura de fusdao da cera bruta da cana-de-agucar
observados sao similares aos relatados por Azzam (1984), que determinou uma faixa
de fusédo de 74 a 81 °C para a cera egipcia de cana-de-agucar. Outros pesquisados
também observaram valores de ponto de fusdao da cera bruta dentro da faixa
anteriormente apresentada, como foi o caso de Vieira (2003) (77,7 °C) Gandra (2006)
(75,6 °C) e Rozario (2006) (71,6 °C).

O solvente empregado na etapa de extragdo também promove significativa
influéncia no ponto de fusdo da amostra de cera, pois dependendo do solvente outras
espécies quimicas podem ser extraidas. Garcia et al. (2003) observaram ponto de
fusdo de 89,4 e 73,7 °C, para cera bruta da cana-de-agucar extraida com tolueno e
tricloroetileno, respectivamente. Oliveira (2018) também observou alteragdes nas
propriedades térmicas da cera extraida utilizando limoneno e pineno, que
apresentaram temperaturas de fusao de 50,6 e 50,4 °C, respectivamente, enquanto a
cera extraida com hexano apresentou temperatura de fusao de 75,9 °C.

A energia a ser fornecida a amostra para que ocorra uma completa fusao, que
corresponde ao calor latente, também foi avaliada. O valor de entalpia € determinado
a partir da area do pico e foi observado valor de entalpia de fusdo de -130,49 J.g™,
valor este proximo ao observados por outros autores na literatura, como Vieira (2003)
(-125,87 J.g™"), Gandra (2006) (-101,6 J.g™") e Oliveira (2018) (-129,82 J.g™").

Foram avaliados 4 métodos para conduzir a analise da cera purificada, variando
as rampas de temperatura e os periodos das isotermas. Os termogramas assim como
as temperaturas e entalpias de fusdo e solidificagdo obtidos a partir dos métodos
avaliados estdo apresentados na Figura 4.12 e Tabela 4.6, respectivamente. O
comportamento das ceras nao apresentou variagdes muito significativas entre os
métodos avaliados, com temperaturas de fusdo e solidificagao 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', respectivamente, no intuito de observar se a
solidificacdo da cera poderia sofrer alteracbes de acordo com a taxa utilizada. O
emprego de menores taxas de resfriamento pode favorecer a organizagdo das
moléculas que tendem a se dissolver com maior facilidade em amostras liquidas
devido a maior area 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 fusdo. A mesma tendéncia foi observada por Liu et al. (1994), ao
analisar o comportamento de fusdo da cera isolada do 6leo de canola.

Figura 4.12 - DSC de (a) fuséo e (b) solidificacdo da cera purificada sob diferentes
condicdes de analise
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Legenda: Método 1 (==): 25 a 105 °C (1 min); 105a-10 °C
Método 2 (---): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min)
Método 3 (-+-): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min)
Método 4 (=): 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min)

1 min); -10 a 105 °C a 10 °C.min"";

5 °C.min""); -10 a 105 °C a 10 °C.min";
1 °C.min""); -10 a 105 °C a 10 °C.min";
10 °C.min"); -10 a 105 °C a 10 °C.min"".

—~ e~~~

Tabela 4.6 - Temperaturas e entalpias de fusao e solidificagdo da cera purificada
sob diferentes condicbes de analise

Fusao Solidificagao
Tonset Tpico Enta|p|a AH Tonset Tpico Enta|p|a AH
(°C)  (°C) (J.g" (°C) (°C) (J.g"

Método1 70,17 77,81 -149,33 72,36 70,87 189,51
Método2 70,92 77,34 -155,08 7291 71,81 204,12
Meétodo3 71,82 77,35 -161,35 73,48 73,04 204,86
Método4 70,53 76,98 -150,84 72,67 70,96 197,67

Nota: Método 1: 25 a 105 °C (1 min); 105 a -10 °C (1 min); -10 a 105 °C a 10 °C.min";

Método 2: 25 a 105 °C (20 min); 105 a-10 °C (20 min) (5 °C.min""); -10 a 105 °C a 10 °C.min"";
Método 3: 25 a 105 °C (20 min); 105 a-10 °C (20 min) (1 °C.min""); -10 a 105 °C a 10 °C.min"";
Método 4: 25 a 105 °C (20 min); 105 a -10 °C (20 min) (10 °C.min"'); -10 a 105 °C a 10 °C.min"".
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De forma geral, o perfil dos termogramas nao se alterou significativamente, ndo
sofrendo alteragdes significativas de acordo com o emprego de diferentes métodos de
analise. De posse destas consideracdes, conclui-se que a partir do método 1 foram
alcangados os melhores resultados em termos de rapidez e custo do processo de
analise, a medida em que se utilizou isoterma de 1 min e maior taxa de resfriamento
e aquecimento (10 °C.min"); além também da observagdo de um elevado ponto de
fusdo, o que pode possibilitar a utilizacdo da cera purificada para diferentes
aplicacées.

Os valores de ponto de fusdo da cera purificada da cana-de-agucar foram
comparaveis aos valores observados por diferentes autores, com valores de 81 °C
(Vieira, 2003), 70 °C (Rozario, 2006), 72 - 75 °C (Phukan e Boruah, 1999), 75 °C
(Wada, 2008; Paixao, 2008), 72 - 77 °C (Oliveira, 2018), 78 °C (Lopes, 2010),
77 - 78 °C (Garcia 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 fus&o

e solidificagdo das ceras bruta e purificada estao apresentados na Figura 4.13.

Figura 4.13 - DSC de (a) fus&o e (b) solidificagdo da cera bruta (=) e purificada (=)
da cana-de-agucar
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E notavel uma ligeira diferenga entre as temperaturas de fusdo das amostras,
uma vez que esta propriedade € dependente principalmente da propor¢do dos
constituintes nas ceras e do processo de purificagdo (Frutuoso, 1989; Paixao, 2008).

O comportamento das curvas no termograma de solidificagao (Figura 4.13b),
segue a mesma tendéncia do termograma de fusao (Figura 4.13a), com maior Tpico €
intensidade nas amostras de cera purificada. Este comportamento indica que o
processo de purificagdo empregado promoveu a obtengdo de um material mais
resistente termicamente, mais homogéneo e com maior pureza em relagdo a
composicao dos lipidios (Vieira, 2003).

4.3.4.2 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica da
cera da cana-de-agucar e, os termograma expressos em termos da porcentagem da
massa perdida e da temperatura estdo apresentados na Figura 4.14.

Figura 4.14 - Termogramas das ceras (a) bruta (==) e purificada (==) da cana-de-
acucar, além das ceras comerciais de (b) carnauba (—) e candelila (=)
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As ceras bruta e purificada (Figura 4.14a) apresentaram padrédo de
decomposicdo muito semelhante, sendo observadas perdas mais apreciaveis a
temperaturas superiores a 210 °C, e completa pirdlise a partir de 580 °C.

Para fins comparativos, as ceras comerciais de carnauba e candelila também
foram analisadas (Figura 4.14b), apresentando comportamento similar ao da cera

bruta da cana-de-acucar, entretanto com uma menor estabilidade térmica desta. Foi
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observada uma maior estabilidade da cera de carnauba, seguida pela de candelila e
cana-de-agucar, com decomposicdo iniciada a partir de 270, 240 e 210 °C,
respectivamente.

O principal objetivo deste capitulo foi realizar a caracterizagdo da matéria-prima
utilizada (casca da cana-de-agucar), identificar a melhor condigdo de extragao, e entao
caracterizar as ceras brutas e purificadas quanto as suas propriedades fisico-quimicas
e térmicas. Esta etapa foi muito importante para a realizagdo deste trabalho pois
permitiu conhecer as caracteristicas do material de estudo e compara-las as
propriedades de ceras relatadas por outros autores da literatura.

Para avaliar o teor de octacosanol, foi necessario conduzir uma reagao de
derivatizagao, de modo a modificar um determinado grupo funcional contido nas ceras
e permitir a separagao cromatografica do octacosanol. Os métodos de derivatizagéo
avaliados assim como os resultados pertinentes a estas analises sdo apresentados

no topico a seguir.

4.4 CROMATOGRAFIA A GAS ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

4.4.1 Derivatizagao
Foram avaliados dois métodos de derivatizagdo (alquilacdo e sililagdo), que

consistem em uma modificagdo quimica de um determinado grupo funcional de um
analito, de modo a permitir separag¢des cromatograficas mais eficientes. Lopes (2010)
avaliou trés diferentes métodos de alquilagao (metilagdo), observando que o utilizado
por Hartman e Lago (1973) possibilitou a obtengdo dos maiores rendimentos de
alcoois 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 derivatizagado na forma de metilagdo conforme procedimento proposto por
Hartman e Lago (1973).

O outro método avaliado consistiu na sililagdo com o reagente MSTFA, para
promover a substituicdo do hidrogénio ativo do grupo hidroxila (-OH) do alcool por um
grupo trimetilsilil [-Si(CH3)3], que possibilita uma reducao de polaridade do composto
e de suas ligagdes de hidrogénio. Neste sentido a metilagdo foi empregada para
avaliar a presenga de acidos graxos que poderiam interferir na analise das amostras,
possibilitando também analisar os alcoois graxos, enquanto a sililacao foi utilizada
para analisar efetivamente a presencga de alcoois graxos. Os cromatogramas obtidos
a partir dos métodos de derivatizagao avaliados estdo apresentados na Figura 4.15.



EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZAGCOES 112

Figura 4.15 - Cromatograma da cera purificada apés (a) metilagao e (b) sililagéo
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De acordo com Figura 4.15a (amostra metilada), os picos que apresentam
maiores intensidades sao referentes ao octacosanol (tr = 31,139 min) e éster metilico
do acido octacosandico (tr = 31,662 min).

Embora tenha sido utilizada a mesma programagao de temperatura, no
cromatograma da amostra sililada (Figura 4.15b) s&o observados picos mais estreitos,
simétricos, e com a linha base mais uniforme, promovidos pela maior volatilidade e
estabilidade dos derivados sililados dos alcoois graxos. O pico referente ao
octacosanol nas amostras metilada e sillada (tr de 31,139 a 31,956 min,
respectivamente) teve sua abundancia aumentada em aproximadamente 45 vezes a

partir da reacao de sililacdo. Diante do exposto, optou-se por realizar a derivatizagao
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por meio da sililagdo para conduzir as analises subsequentes, uma vez que o detector
do cromatografo a gas € mais sensivel a presenga dos alcoois sililados em

comparacgao aos alcoois livres.

4.4.2 Analise da mistura comercial de alcoois graxos (Lesstanol®)
A mistura comercial de alcoois graxos (C24-C32) (Lesstanol®) foi sililada e

analisada, conforme apresentado na Figura 4.16, sendo confirmada a presenca dos
alcoois graxos apds comparagao entre o padrdao de fragmentagdo 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 padrbes de fragmentos de massa dos espectros dos derivados de
trimetilsilil, que tem por caracteristica um ion molecular mais abundante e a perda de

uma unidade de CHs.

Figura 4.16 - Cromatograma do Lesstanol® sililado
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Legenda: Co4 (tetracosanol), Czs (hexacosanol), Cy7 (heptacosanol), Cas (octacosanol), Cag
(nonacosanol), Csq (triacontanol) e Cs. (dotriacontanol)

A identificagdo dos compostos, porcentagens relativas, férmulas e massas
moleculares dos alcoois graxos oriundos da mistura comercial Lesstanol® s&o
apresentados na Tabela 4.7. Nao foi possivel identificar 2 analitos (porcentagem
relativa de 2,11%), visto que o Lesstanol® apresenta pureza minima de 90%, conforme

especificacao apresentada no Apéndice C.
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Tabela 4.7 - Analitos presentes no Lesstanol® sililado

Foérmula MM
molecular (u.m.a.)

25,143 Tetracosanol trimetilssilano 1,75 C24H490Si(CHs3)3 426
28,553 Hexacosanol trimetilssilano 14,37 C26H530Si(CHa)s3 454

30,112 Heptacosanol trimetilssilano 0,96 C27Hs50Si(CH3)3 468

30,875 n.i. 0,89 - -
30,932 n.i. 1,22 - -

31,823 Octacosanol trimetilssilano 60,41 C2gHs570Si(CHa)s 482
33,191  Nonacosanol trimetilssilano 2,26 C29Hs500Si(CH3)3 496
34,705  Triacontanol trimetilssilano 17,10 C30Hes10Si(CH3)3 510

37,848 Dotriacontanol trimetilssilano 1,06 C32HesOSi(CHa)s 538
Nota: n.i. (analito ndo identificado)

tr (Min) Identificagao % Relativa

)
)
)
)

4.4.3 Anadlise da composi¢ao das ceras bruta e purificada

Os cromatogramas representativos das analises das ceras bruta e purificada
sdo apresentados na Figura 4.17. A partir da comparagao entre os tempos de retencéo
dos compostos presentes nas ceras foi possivel identificar a presenca de derivados
sililados de alcoois graxos, além de outros constituintes.

Na amostra cera purificada sdo encontrados analitos (trs de 28,502, 31,734,
33,184 e 34,635 min) com um fragmento de massa 73, referente ao grupo trimetilsilil
[Si(CHs)3s] e ion molecular mais abundante de 439, 467, 481 e 495 m/z
respectivamente. Estes analitos sdo correspondentes aos alcoois graxos hexacosanol
(Ca2s), octacosanol (Czs), nonacosanol (Cz29) e triacontanol (Cao). Para os 4 analitos,
adicionando-se mais 15 unidades de massa (um radical CHs) aos ions moleculares
mais abundantes, sdo obtidas as massas moleculares dos alcoois graxos sililados,
sendo de 454, 482, 496 e 510 u.m.a. para o hexacosanol, octacosanol, nonacosanol

e triacontanol, respectivamente.
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Figura 4.17 - Cromatogramas das ceras (a) bruta e (b) purificada sililadas
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Legenda: C26A (hexacosanal), Czs (hexacosanol), C2sA (octacosanal), Czs (octacosanol),
Cs0A (triacontanal), C29 (nonacosanol), Cap (triacontanol), Cs,A (dotriacontanal) e CasA
(tetratriacontanal)

Como exemplificagao, na Figura 4.18a esta apresentado o espectro de massas
do octacosanol sililado (MM 482 u.m.a.), com ion molecular mais abundante de 467
m/z (perda de um grupo CHs). Uma analise 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 sdo apresentados no Apéndice D (Figura A4 a A13), enquanto informagdes
acerca da identificacdo dos mesmos, féormulas moleculares, tempos de retencao e
composigao percentual sdo apresentados nas Tabelas 4.8 e 4.9. As composigdes dos
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constituintes das ceras foram estimadas com base na porcentagem relativa da area

de cada pico, de modo que as areas 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)
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Tabela 4.8 - Analitos presentes na cera bruta sililada
. ig: n . Férmula MM
tr (min) Identificagao % Relativa
Molecular (u.m.a.)
24,061 n.i. 2,45 - -
29,857 Octacosanal 52,24 C2sHs60 408
30,818 n.i. 3,17 - -
31,524 Octacosanol trimetilssilano 27,85 C2sHs570Si(CHs3)3 482
33,006 Triacontanal 12,03 C30He0O 436
36,028 n.i. 2,27 - -

Nota: n.i. (analito nao identificado)

A cera bruta € composta majoritariamente por aldeidos (64,27%), alcoois
graxos (27,85%), além de outros constituintes ndo identificados (7,89%). Estes

mesmos constituintes foram observados na cera purificada, com porcentagem de
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alcoois, aldeidos e analitos n&o identificados, com valores de 51,59, 40,20 e 8,21%,
respectivamente; evidenciando que o processo de purificagdo empregado foi muito util

para promover um maior enriquecimento de alcoois graxos na amostra.

Tabela 4.9 - Analitos presentes na cera purificada sililada

tr (min) Identificagao % Relativa IVII:c(:I:an;::::r (u!\:lnl\.lla')
24,188 n.i. 1,11 - -
26,593 Hexacosanal 0,78 C2sHs20 380
28,502 Hexacosanol trimetilssilano 3,76 C26H530Si(CHa)s3 454
30,054 Octacosanal 33,05 Ca2sHs60 408
31,734 Octacosanol trimetilssilano 36,03 C2gHs570Si(CHa)s 482
33,127 n.i. 6,35 - -
33,184 Nonacosanol trimetilssilano 9,50 C29Hs500Si(CH3)3 496
34,635 Triacontanol trimetilssilano 2,30 Cs0He10Si(CHs)s 510
36,060 n.i. 0,75 - -
36,219 Dotriacontanal 3,73 Cs2HesO 464
40,081 Tetratriacontanal 2,64 C34HesO 492

Nota: n.i. (analito nao 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 majoritario encontrado
na amostra de cera purificada da cana-de-agucar, representando 69,84% dentre todos
os alcoois graxos existentes (Tabela 4.9). No trabalho desenvolvido por Oliveira
(2018), a cera metilada da casca da cana-de-agucar extraida 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 alcoois graxos (Cze, C2s, C29 € Cs30), nas
Tabelas 4.8 e 4.9 observa-se também a presencga de aldeidos (Czs, C2s, C3o, C32 €
Cs4). Nos aldeidos de cadeia linear, alguns picos do ion molecular podem ser
utilizados como evidéncia para a identificagao do perfil de fragmentacao da amostra,
ocorrendo a M-18 (perda de agua), M-28 (perda de etileno), M-43 (perda de
CH2=CH-0O) e M-44 (perda de CH2=CH-OH) (Skooge et al., 2002; Silverstein et al.,
2005; Vieira et al., 2012).

Os aldeidos tém padrao de fragmentacao semelhante para os fragmentos de

menor massa molar e, no caso da cera da cana-de-acgucar, é caracterizado pela perda
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Abundancia

de uma molécula de H20 (18 u.m.a.), conforme exemplificado nas Figuras 4.19 e 4.20,
a partir do espectro de massas do dotriacontanal (Cs2), com massa molecular igual a
464 u.m.a.

Figura 4.19 - Padrdo de fragmentacdo Figura 4.20 - Padrado de fragmentagédo do
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Perfis de fragmentagdes semelhantes de alcoois e aldeidos 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-agucar era composta majoritariamente por aldeidos e alcoois de cadeia
longa com teores de 56 e 27%, respectivamente. O cromatograma obtido pelo referido
autor esta apresentado na Figura 4.21, para fins ilustrativos. Vale salientar que n&o foi
possivel observar as mesmas classes de componentes, como acidos graxos (Cs - C3o)
e ésteres de cadeia longa (Css - Css), uma vez que Attard et al. (2015) utilizou coluna
especifica para altas temperaturas (HT-GC de 360-380 °C).

Além do octacosanol (Cz2sHssO), o aldeido de cadeia longa octacosanal
(C2sHs60), também apresenta efeitos benéficos na promogdo da saude,
principalmente como agente na prevencédo e tratamento de osteoporose (Chinen,
2006), podendo ser utilizado de forma segura e eficaz na administragao de bebidas e

suplementos.
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Figura 4.21 - Cromatograma da cera da cana-de-agucar sililada de referéncia
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Fonte: Attard et al. (2015)

A quantificacdo do octacosanol foi realizada por CG-MS a partir da construgéo
de uma curva de calibracdo com padrao externo, comparando-se o seu tempo de
retencao com o do padrao auténtico de octacosanol. Realizada a curva de calibracéao,
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' de cera e; 628,03 e 1175,15
mg de octacosanol.100g-! de casca da cana-de-agucar, respectivamente. Os célculos
foram realizados considerando os rendimentos de cera bruta em relagao a casca e da
etapa de purificagdo da cera bruta, com valores 6,48% e 60,98%, respectivamente,
conforme apresentado no item 4.2 deste capitulo.

Os resultados obtidos com a realizagdo deste estudo corroboram com os
observados por outros autores ao analisarem a cera de diferentes residuos da
cana-de-aglcar, com valor de policosanol variando de 1,7 a 27,0 mg.100g™
(Irmak et al., 2006); 8,5 a 33,0 mg.100g™! (Del Rio et al., 2015); 6,7 a 85,7 mg.100g™’
(Asikin et al., 2008); 2,0 a 141,5 mg.100g™' (Weerawatanakorn et al., 2016 e 2017);
61,4 a220,8 mg.100g™" (Attard et al., 2015) e 150 a 500 mg.100g™" de biomassa (Asikin
et al., 2012). O teor de octacosanol obtido por alguns destes autores também foi
indicado, sendo de 2,97 mg.100g™" (Ou et al., 2012); 4,80 a 19,40 mg.100g™" (Del Rio
et al., 2015); 3,82 a 65,99 mg.100g™! (Asikin et al., 2008); e 0,14 a 46,04 mg.100g""
(Weerawatanakorn et al., 2016 e 2017).
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Capitulo 5
REACOES DE CLIVAGEM DOS ESTERES

Como as ceras naturais sdo compostas majoritariamente por ésteres, acidos e
alcoois graxos livres e esterificados, para se obter uma amostra concentrada em
policosanol, faz-se necessaria a clivagem dos ésteres da cera purificada. Diante disto,
neste capitulo sdo apresentadas as diferentes metodologias de clivagem dos ésteres
(saponificagao e transesterificagdo) empregadas (Tabela 5.1), visando a obtengao de

elevados teores de octacosanol.

Tabela 5.1 - Resultados obtidos das reagdes de clivagem dos ésteres da cera

purificada
Rendimento T Octacosanol Octacosanol
" . eor de . .
, Referéncia do de contido na cera contido na
Método . . octacosanol el
método policosanol (%) purificada casca
(%) ° (mg.g*) (mg.100 g*')
Laguna-Granja et
al. (1997 e 1999) 53,27 22,58 120,29 475,34
Transesterificagao Irmak et al. 4,83 8,82 4,32 17,06
. (2006)
alcalina Wang et al
(2007) 2,39 47,50 11,35 44 .86
Liang et al. (2017) 2,55%-3,62° 22,902- 32,41 8,252 - 8,29P 32,612 -32,76°
Transesterificagao Jesus et al.
acida (2019) 11,43 11,28 12,89 50,93
e Ramos-Zambrano
Saponificagao et al. (2019) 21,42 14,96 32,03 126,58

Nota:?extracdo com hexano
bextragdo com cloroférmio

Os teores de octacosanol apresentados na Tabela 5.1 sdo compativeis 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 reag¢des tenham sido realizadas com a cera purificada, nota-
se que o teor de octacosanol presente no produto da reagdo de algumas destas
amostras foi inferior ao teor contido na amostra de partida (29,74%). Provavelmente a
observancia de menores teores de octacosanol, nas reacdes de transesterificagcao
alcalina, deu-se em decorréncia da dificuldade de separac&o desse alcool graxo visto
a grande quantidade de sab&o gerada (Figura 5.1) ou da ocorréncia reagdes paralelas,

contribuindo assim com a reducéao de seu teor.
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A transesterificacédo catalisada por alcalis apresenta grande vantagem frente a
catalisada por acidos principalmente em decorréncia das altas taxas de conversao e
velocidade de reagdo. Entretanto, a realizacdo da reacdo de transesterificacao
utilizando catalisadores alcalinos, com materiais contendo teores de AGL superiores
a 0,5%, pode resultar na reagao paralela de saponificagdo dos acidos graxos livres e,
consequentemente, na reducdo do rendimento da reacdo e em dificuldades na
separacgao e purificagdo do material de interesse (Lotero et al., 2005; Miao et al., 2009;

Ehimen et al., 2010), conforme apresentado na Figura 5.1.

Figura 5.1 - Produto da reagao de transesterificagédo alcalina
r "-‘ ~5

O teor de acidos graxos livres (AGL) da cera purificada da cana-de-agucar foi
de 8,7+0,6%, valor este muito superior ao recomendado (<0,5%) para evitar a reagéo
parcial de saponificagdo da amostra (Miao et al., 2009; Ehimen et al., 2010),
justificando o uso do catalizador acido na reagéo de transesterificagdo, uma vez que
o desempenho destas reacdes nao € fortemente afetado pela presenca de AGLs e
possibilita conduzir simultaneamente as reacdes de esterificagao e transesterificacdo
(Goff et al., 2004; Lotero et al., 2005). Entretanto, o teor de octacosanol observado
com o emprego da transesterificacdo catalisada por acido, conforme proposto Jesus
et al. (2019) (11,28%), também foi inferior ao teor do material de partida, sugerindo a
ocorréncia de possiveis reacdes paralelas também nesta reacgao.

Embora seja considerado um catalisador muito promissor na transesterificagao
de diferentes matérias-primas, principalmente por sua alta atividade e baixo custo
(Sebastian et al., 2016), o uso do acido sulfurico esta associado a alguns
inconvenientes (Marchetti e Errazu, 2008; Brinks et al., 2013), uma vez que pode
promover nao so a esterificagcdo, mas também reagdes colaterais como oxidacao e

formacao de metil sulfatos e éter dimetilico (Keyes, 1932; Suwannakarn et al., 2009;
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Pisarello et al., 2010). A obtengéo de alcoois graxos também pode ter sido prejudicada
pela presenga de agua no meio reacional, uma vez que esta favorece a ocorréncia de
possiveis reagdes secundaria de hidrolise do éster formado que, consequentemente,
leva a formacido de acidos carboxilicos, fazendo com que esta reacdo competitiva
reduza significativamente o rendimento em alcoois (Lee et al., 2009; Leca et al., 2010).

Devido a complexidade destas matrizes que requerem o uso de ferramentas
analiticas como a Cromatografia Gasosa de Alta Temperatura Acoplada a
Espectrometria de Massas (HT-GC-MS) ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-MS) com detectores especificos
(Rezanka e Sigler, 2006; Del Rio et al., 2015; Attard et al., 2015), ndo foi possivel
verificar a possivel formacao de coprodutos nestas reacgoes.

Apesar destas metodologias de clivagem de ésteres terem sido exaustivamente
empregadas por muitos pesquisadores, até este momento a eficiéncia das mesmas
nao havia sido comparada. Deste modo, dentre as metodologias avaliadas, a
transesterificagao alcalina proposta por Wang et al. (2007) foi a que forneceu o maior
teor de octacosanol (47,50%), provavelmente em decorréncia da realizagdo de
sucessivas filtracbes a quente (com etanol e acetona). Como os alcoois graxos
apresentam uma alta temperatura de fusdo, sendo solidos a temperatura ambiente, o
aumento da temperatura permitiu uma maior solubilizagao do alcool graxo e migragéo
para o filtrado.

Os ensaios de clivagem visaram obter fragées concentradas de alcoois graxos
policosanol (octacosanol) para serem conduzidas as etapas subsequentes deste
trabalho com uma amostra mais enriquecida e, na sequéncia, estender o
procedimento para uma amostra mais bruta. Entretanto, os métodos avaliados nao
foram capazes de aliar elevados rendimentos de policosanol e teor de octacosanol.
Considerando que mesmo a amostra enriquecida em octacosanol apresentou
problemas de solubilizacdo, 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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Capitulo 6
DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE SOLVENTES PARA PARTICAO LiQUIDO-
LIQUIDO DA CERA PURIFICADA

Ensaios preliminares de parti¢cao liquido-liquido foram realizados com sistemas
de solventes de diferentes polaridades visando avaliar a aplicabilidade do
fracionamento dos componentes da cera purificada de cana-de-agucar por
cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC). Os sistemas de solventes

avaliados sao apresentados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 - Teste de particao liquido-liquido
Proporgao de
Proporgao amostra

Identificagdo Sistema bifasico de

solventes F.sup. F.inf.
E1* Hex:ACN:EtOH:H.O (10:3:4:0)
E2 Hex:ACN:EtOH:H.O (10:4:4:0) +4** +
E3 Hex:AcOEt:EtOH:H.O (1:1:1:1) ++ +
E4 Hex:AcOEt:EtOH:H.0 (7:1:7:1) ++++ +++
ES Hex:AcOEt:MeOH:H.0 (7:1:7:1) ++++++ ++
E6* Hex:AcOEt:BuOH:HO (7:1:7:1)
E7* Hex:CHCI3:EtOH:H20 (5:2:5:2)
E8* Hex:AcOEt:EtOH:H,O  (19:1:19:1)
E9 Hex:AcOEt:MeOH:H.O  (19:1:19:1) +++ +
E10 Hex:ACN (1:1) ++ +

Nota: *Nao houve separacao de fases ou ficou turvo na fase inferior (E7);
**onde “+” representa a propor¢cao de amostra observada em cada fase através da
analise por CCD;
Legenda: Hex: hexano; ACN: acetonitrila; AcOEt: acetato de etila; CHCls: cloroférmio; MeOH:
metanol; EtOH: etanol; BuOH: butanol; H;O: agua; F. sup.: fase superior; F. inf.: fase inferior.

A distribuicdo 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 proporgao que viabilizasse a reagao de sililagcéo e identificacao do
octacosanol por CG-EM. Para aqueles sistemas de solventes em que a concentragao
dos solutos em ambas as fases era mais equivalente, foi determinado o coeficiente de
distribuicdo (Kp) por CG-EM a partir da razéo entre as areas dos picos da fase superior
e inferior. N&o foi possivel realizar a etapa de particdo de alguns sistemas avaliados
uma vez que ndo houve separagdo de fases, ja que alguns sistemas sado muito

sensiveis a alteracado de temperatura, especialmente aqueles contendo acetonitrila.
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Dentre os sistemas de solventes bifasicos avaliados, o que possibilitou uma
extragdo mais equivalente da amostra em ambas as fases foram os sistemas E4 e ES5,
formados por hexano:acetato de etila:etanol:agua (7:1:7:1, v/viviv) e hexano:acetato
de etila:metanol:agua (7:1:7:1, vi/vivlv), 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 distribuicao (Kp) 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 distribuigdo mais equivalente do analito de interesse em ambas as fases, mesmo
que com baixos teores de octacosanol e, possibilitasse a conducdo dos ensaios de
HSCCC, foi observada a existéncia de uma interface persistente neste e em todos os

demais sistemas de solvente avaliados (Figura 6.1a).

Figura 6.1 - Particao quuirdo—ll'qu'ido da cera purificada

Legenda: Particao da cera purificada no sistema E4 (a) antes e (b) apds aquecimento

Na tentativa de contornar o problema da interface, aliquotas 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 bifasico e desta forma a interface foi eliminada (Figura 6.1b). Entretanto, apos
analise 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 diminuicdo na fase inferior. O aumento de temperatura permitiu o

aumento da energia cinética, favorecendo assim uma maior solubilizagdo das
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moléculas de cera e uma maior migracdo do material para a fase orgéanica (superior).
Embora o problema de solubilidade aparentemente tivesse sido contornado a partir
do aquecimento, os alcoois graxos contidos nas fragdes obtidas a partir da HSCCC
ainda necessitariam ser convertidos a derivados sililados para serem analisados por
CG-EM. Logo, n&o seria conveniente trabalhar com pouca quantidade de amostra,

como o que foi encontrado na fase inferior do sistema.

Figura 6.2 - Analise por CCD do teste de particdo com o sistema E4 (a) antes e (b)
apo6s aquecimento
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Legenda: (1) amostra de referéncia (cera purificada); (2) fase superior; (3) fase inferior; (4)
mistura de alcoois graxos (Lesstanol®)

Ainda que fosse de conhecimento prévio que a amostra apresentava problemas
de solubilidade a temperatura ambiente, os testes foram conduzidos na tentativa de
verificar se a utilizacdo de sistemas de solventes bifasicos complexos poderia
favorecer a solubilizagdo 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 atencdo a esta interface, na tentativa de
entender do que se tratava a natureza deste material e de como remové-lo. Com a
realizacdo de ensaios em paralelo, a ocorréncia desta interface inicialmente foi
associada a presenca de ésteres ou acidos graxos, uma vez que a partir da analise
por CCD foi observada a presencga destes constituintes juntamente com os alcoois

graxos.
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Capitulo 7

COMPLEXACAO COM UREIA E FRACIONAMENTO POR CROMATOGRAFIA EM
COLUNAS

Neste capitulo foi abordada a purificagdo da cera por cromatografia em coluna
(seca e flash). E importante salientar que a baixa solubilidade da cera induziu a ser
realizado o fracionamento da mesma por coluna cromatografica de silica gel, uma vez
que esta técnica permitiria avaliar a solubilidade dos compostos majoritarios
separadamente, de forma rapida, eficiente e de baixo custo.

Entretanto, os resultados revelaram que além da baixa solubilidade dos
compostos separados, o objeto da pesquisa, os alcoois graxos, ficaram parcialmente
retidos junto aos acidos graxos na silica. Neste sentido, uma revisao rapida da
literatura, indicou a possibilidade de separar os acidos graxos da cera através de uma
complexacdo com ureia. A partir do produto desta reagdo de complexacdo, caso
fornecesse um bom rendimento, teriamos uma amostra enriquecida em ésteres e
alcoois graxos para posteriores ensaios. Com isso, este capitulo aborda inicialmente

a complexacdo com ureia e posteriormente as técnicas cromatograficas em silica gel.

7.1 Remocgao de acidos graxos por complexagdo com ureia

A ureia possui uma estrutura cristalina tetragonal de cadeia linear (Figura 7.1a),
e quando a mesma se cristaliza na presencga de acidos graxos de cadeias alifaticas,
sdo formados complexos que apresentam estrutura cristalina de forma hexagonal
(Figura 7.1b) (Hayes et al., 1998; Guo et al., 2017b).

Figura 7.1 - Estrutura cristalina (a) tetragonal e (b) hexagonal da ureia [(NH2)2CO]

(a)
@ Carbono € Hidrogénio @ Oxigénio @ Nitrogénio
Fonte: Guo et al., 2017b

Os dutos formados pelos cristais hexagonais sdo grandes o suficiente para

acomodar cadeias alifaticas (Shahidi e Wanasundara, 1998); porém, esses canais néo
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conseguem acomodar cadeias carbdnicas que contenham insaturagdes, devido ao
maior volume ocupado pelas suas insaturagbes (Harris, 1996; Shahidi e
Wanasundara, 1998), fazendo com que estes sejam facilmente aduzidos.

Dada a natureza do alcool graxo, esperava-se que 0 mesmo migrasse para a
fragdo ndo complexada (filtrado), mas de acordo com o monitoramento por CCD
(Figura 7.2), isto ndo foi observado e o alcool graxo ficou retido junto ao acido graxo

na fragdo complexada.

Figura 7.2 - Analise por CCD das fracbes apds complexacao com ureia
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Legenda: (a) amostra de referéncia (cera purificada); (b) extrato obtido a partir do filtrado
(ndo complexado); (c) extrato obtido a partir do complexo com ureia; (d) mistura de alcoois
graxos (Lesstanol®).

A partir da analise por CCD observa-se a presenga de alcool graxo na fragao
correspondente a parte do extrato complexada, enquanto no extrato ndao complexado
sao observados componentes de mesmo coeficiente de retengcdo. Dependendo das
quantidades relativas de ureia e acidos graxos livres, outros complexos podem se
formar no filtrado (Hayes et al., 1998), mas nao foram realizados ensaios adicionais
visando a remocao destes. Vale salientar que a partir dos ensaios complexagao por
ureia foram identificados os acidos graxos complexados e n&o os acidos graxos livres.
Para a obtencgao dos acidos graxos em sua forma livre seria necessario adicionar uma
nova etapa de adicdo de agua e acidificagdo com HCI (Ratnayake, et al., 1988;
Wanasundara e Shahidi, 1999), o que n&o era o foco deste trabalho.

A regido imediatamente abaixo dos alcoois graxos, presente tanto na fase
complexada quanto na ndo complexada, € caracteristica dos acidos graxos e pode

ser confirmada a partir da comparacao da analise de CCD realizada por Srisaipet et
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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:acido acético (90:9:1,

v/viv), com revelagao por vapor de iodo.

Figura 7.3 - Analise por CCD da cera de abelha

L
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Alcool graxo -D[ ]
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Fonte: Srisaipet et al. (2016)

Além dos acidos graxos, o complexo de ureia reteve também os alcoois graxos
e, para remové-los, foi necessaria realizar extragdo com agua e hexano. Alguns
autores relataram dificuldades para remover todos os acidos graxos saturados
encontrado em lipidios, sendo em alguns casos impossivel, uma vez que alguns
acidos graxos saturados de cadeia mais curta ndo complexam com a ureia durante o
processo de cristalizagdo (Ratnayake, et al. 1988; Shahidi e Wanasundara, 1998).
Diante disto, as analises de CG-EM foram realizadas apenas para o extrato obtido a
partir da extracdo da amostra complexada.

O primeiro ensaio de complexacéao foi baseado no estudo de Schroder e Vetter
(2013), que utilizaram razdo de amostra:ureia:alcool (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”', respectivamente. O produto da
complexacdo com proporgao de amostra:ureia:alcool (1:3:40, m/m/v) (Ratnayake, et
al. 1988) identificado como U2, apresentou rendimento de reagao de 4,57% e, com
teor e rendimento de octacosanol de 26,38% e 12,02 mg.g™', respectivamente. Este
valor foi inferior ao da prépria cera purificada (29,74%), indicando a inviabilidade da

complexacado com ureia para a obtencao de uma fragao enriquecida em octacosanol.
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7.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNAS

Considerando os baixos rendimentos de varios métodos anteriores avaliados,
como também, a observacgao de que os alcoois graxos ficavam retido junto aos acidos
graxos, foi avaliada a purificagdo do policosanol a partir do fracionamento da cera por
coluna, sendo apresentado neste topico 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 separagao
rapida e satisfatoria dos seus componentes em 7 fragdes, conforme observado na

Figura 7.4.

Figura 7.4 - Coluna seca com marcagéo das fragoes

,
TR q 4
r ) Y
- e "4 S e i
R, g )
T e A e . ikl b ; ¥
)3

A partir do monitoramento por CCD, foi identificada a presenca de alcoois
graxos (R=0,38) em 4 fracbes (F4, F5, F6 e F7), conforme apresentado na Figura 7.5,
onde “P” é a amostra de referéncia (cera purificada). Vale salientar que na fracdo F5
foi encontrado alcool graxo com maior abundéancia, e ndo foi detectada a partir da
CCD a presenga de acidos graxos (Rr=0,19) ou ésteres (R=0,72).

As fragdes 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 fracbes F6 e F7 foram eluidos componentes mais polares, sendo possivel
observar a presenga de acidos graxos; estando de acordo com a literatura (Srisaipet
e Aoopkham, 2015; Srisaipet et al., 2016, 2017 e 2019). A fragdo F7, ou seja, a
amostra residual, ainda continha componentes apolares, além de alcoois e acidos
graxos que puderam ser removidos parcialmente na filtragcdo juntamente com
componentes mais polares, sendo que estes componentes permaneceram

depositados no ponto de aplicagao das amostras no CCD. Ainda com relacao a fragao
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F7, a remocao dos constituintes foi parcial em fungcédo do entupimento no processo de
filtragcdo que pode ser atribuido a presenca de 8,7 + 0,6% de acidos graxos livres
(AGL) na amostra, determinado de acordo com o0 método AOCS Ca 5a-40 (2004).

Figura 7.5 - Analise por CCD das frages da coluna seca
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Legenda: (P) amostra de referéncia (cera purificada); (1), (2), (3), (4), (5), (6) e (7),
correspondem as fragbes F1, F2, F3, F4, F5, F6 e F7, respectivamente.

Os teores de octacosanol sililado encontrados em cada uma das fracdes
contendo alcoois graxos sao 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-agucar, a medida que possibilitou a

obtencao de fragbes enriquecidas em octacosanol com teor de 44% (F5).

Tabela 7.1 - Teores de octacosanol sililado contidos nas fragdes da coluna seca por

CG-EM
Rendimento Teor de Octacosanol_c.ontido Octacosanol contido
Amostra (%) octacosanol na cera purificada na casca
(%) (mg.g”) (mg.100 g”)
Fracao 4 1,14 23,97 2,73 10,77
Fracdo 5 1,85 44,00 8,14 32,15
Fracdo 6 3,11 10,78 3,35 13,23
Fragao 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, 0 emprego da técnica de

cromatografia por coluna seca provou ser extremamente util na separagdo dos
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componentes da cera da cana-de-agucar, possibilitando se obter fracdes
concentradas de octacosanol de forma rapida, visual e barata.

De posse da fragdo concentrada em octacosanol (F5), foi realizado novo teste
de extragao no sistema bifasico previamente escolhido como a melhor condigédo (E4)
(hexano: acetato de etila: etanol:agua, 7:1:7:1, v/vivlv), conforme apresentado no
capitulo 6, na tentativa de contornar o problema de solubilidade previamente
encontrado. Entretanto, ainda foi observada a formagao de interface. A partir deste
ensaio pode-se constatar que a interface formada nao se dava em decorréncia da
presencga de acidos graxos ou outros constituintes da cera, e sim devido a limitagao
de solubilidade intrinseca a amostra. Diante da n&o solubilizagdo da amostra
enriquecida em octacosanol no sistema de solvente bifasico analisado, optou-se por
nao dar continuidade aos ensaios de cromatografia contracorrente, ja que a insergao
de amostras insoluveis poderia levar a sua retengao dentro da coluna, ocasionando
assim o entupimento da mesma e dano irreversivel do equipamento de HSCCC.

Como a obtencdo de fragbes enriquecidas em alcoois graxos a partir da
cromatografia em coluna seca de silica gel apresentou limitagdes; devido ao baixo
rendimento e a retengdo parcial da amostra na silica gel, conforme foi observado
através do entupimento no processo de filtracdo da fracdo F7 associado a presencga
de acidos graxos que também reteve parte do octacosanol, buscou-se por outras
técnicas de purificacdo de produtos naturais que apresentasse um principio de
separagao 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-agucar.

7.2.2 Coluna flash

Um levantamento da literatura com foco na separagéo de acidos orgéanicos
indicou o uso de silica modificada, no caso, silica 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 combinagao
de coluna cromatografica flash, emprega uma silica gel de menor granulometria e, o
emprego de um adsorvente que retém acidos orgénicos, no caso, silica gel
impregnada com KOH, permite purificar amostras contendo acidos organicos. Com
isso, foi realizado um primeiro ensaio de fracionamento de cera purificada de cana-

de-agucar empregando coluna flash e silica impregnada com KOH, utilizando como
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fase movel hexano (F1 e F2), hexano:cloroférmio (1:1, v/v; F3 e F4), cloroférmio (F5
e F6) e metanol (F7 e F8).

Apods analise por cromatografia em camada delgada, observou-se que a técnica
cromatografica, anteriormente empregada no isolamento de acidos diterpénicos a
partir de oleorresina de copaiba (Pinto et al., 2000), conhecida como coluna flash em
silica impregnada com KOH, possibilitou fracionar a cera purificada em fragdes
contendo ésteres (F1, F2, F3 e F4 - R=0,75), alcoois (F5, F6 e F7 - Ri= 0,41) e acidos
graxos (F6, F7 e F8 - R= 0,20), conforme observado na Figura 7.6.

I_=igura 7.6 - Analise por CCD de fracdes da coluna flash da cera purificada
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Regiédo de
acido graxo

Legenda: (P) amostra de referéncia (cera purificada); (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7) e (8),
correspondem as fragbées F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8, respectivamente; e (OH) mistura
de alcoois graxos (Lesstanol®)

O comportamento da amostra na coluna de silica segue 0 mesmo principio de
separagao da placa cromatografica de CCD. A separagdo dos compostos quimicos
ocorre em fungédo de sua compatibilidade com o eluente e da afinidade com a silica
gel. Uma vez que fragdes menos polares foram removidas com hexano, a polaridade
do solvente foi aumentada gradualmente para que mudangas abruptas na polaridade
nao resultasse em baixa resolugédo cromatografica. A utilizagao de hexano:cloroférmio
(1:1, vlv), promoveu a eluicdo de componentes menos polares similares aos
encontrados nas fragcoes F1 e F2. Devido a sua maior afinidade, o uso de cloroférmio

como eluente promoveu a separagao de fragdes de alcoois graxos, principalmente nas
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fragdes F5 e F6, que apresentaram massa igual a 170,30 £ 25,60 e 52,40 £ 7,92 mg,
respectivamente.

A partir da utilizagdo de metanol como eluente da coluna flash, foram removidas
as fragdes mais polares, como € o caso dos sais de acidos graxos. De acordo com
Santos et al. (2020), o KOH impregnado na silica flash promove a retengao dos acidos
graxos na forma de sais de potassio, sendo necessaria etapas de adigdo de agua,
além da acidificagdo com HCI e extracao liquido-liquido para se obter de fato uma
fragdo de acidos graxos livres. Uma vez que o foco deste trabalho € a obtencgéo de
alcoois graxos, nao foi realizada a etapa adicional de acidificacdo dos acidos graxos
presentes na forma de sais de potassio.

Os componentes encontrados nas fracbes F7 e F8 eram polares a ponto de
nao serem completamente eluidos e ficarem retidos na origem de aplicagdo da
amostra devido a alta concentragao de sais de potassio. Nestas fragcdes ainda foi
observada a presenca de alcoois graxos, porém com uma concentragdo bem inferior
as obtidas nas fracdes F5 e F6. Com base na discussao anterior e no resultado da
analise por CCD da Figura 7.6 pode-se observar uma excelente separacao
cromatografica, cuja eficiéncia foi avaliada posteriormente.

De posse dos resultados obtidos a partir da CCD, as amostras que
apresentaram alcoois graxos (F5, F6 e F7) foram sililadas (MSTFA) e, posteriormente
analisadas por CG-EM, conforme apresentado na Tabela 7.2. Embora a fracido F8
indicasse a presenca de alcoois graxos, nao foram realizadas analises quantitativas
para esta fragéo, visto a baixa distribuigdo de alcoois graxos e alta concentracéo de

componentes polares contidos na mesma.

Tabela 7.2 Teores de octacosanol sililado contido nas fragées da coluna flash da
cera purificada por CG-EM

. Teor de Octacosanol Octacosanol contido
A Rendimento .
mostra (%)* octacosanol contido na cera na casca
° (%) purificada (mg.g™) (mg.100 g-')
Fracdo 5 16,68 +2,21 55,66+ 4,78 92,34 £4,35 364,87 £ 17,20
Fracago6 5,15+0,87 29,80+7,18 15,65 £ 6,29 61,83 £ 24,84
Fracdo7 27,18+8,84 2,40+1,08 6,04 £+ 0,81 23,85+ 3,19

*O rendimento determinado em relagao a massa inicial de cera purificada utilizada

As analises de CG-EM confirmaram a maior concentragdo de alcoois graxos,

na fracao F5, seguida pela F6 e F7, conforme observado na analise por CCD (Figura
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7.6). Ao se comparar as fragdes mais concentradas de octacosanol obtida a partir da
utilizagcado da coluna flash (fracédo F5, Tabela 7.2) em relagdo a coluna seca (fragao
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 concentragdo de octacosanol contido na casca. A
concentragdo de octacosanol em relagédo a casca obtida para a fragdo F5 (364,87
mg.100 g') foi muito superior aos resultados encontrados por outros autores na
literatura que empregaram diferentes métodos para a obtengao de octacosanol, com
valores de 8,4 - 21,9 mg.100 g! (Irmak et al., 2006), 52,4 - 100,5 mg.100 g™! (Asikin et
al., 2012), 11,0 - 190,3 mg.100 g™' (Attard et al., 2015) e 4,8 - 19,4 mg.100 g™' (Del Rio
et al., 2015).

Para avaliar a eficiéncia da técnica de cromatografia em coluna flash com silica
impregnada com KOH para o isolamento de octacosanol, também foi realizado um
fracionamento da cera bruta empregando as mesmas condigbes cromatograficas. O
perfil quimico das fragdes da cera purificada foram muito parecidos com os da cera
bruta, a medida em que apresentou Rfde 0,67, 0,42 e 0,18 para as fragdes de ésteres,

alcoois e sais de acidos graxos, respectivamente, conforme Figura 7.7.

Figura 7.7 - Analise por CCD de fragbes da coluna flash da cera bruta
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Legenda: (B) amostra de referenma (cera bruta (1) (2), (3), (4), (5), (6), (7) e (8),
correspondem as fragdes F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 e F8, respectivamente; e (OH) a mistura
de alcoois graxos (Lesstanol®)

Assim como ocorreu para as fragdes da cera purificada, para a cera bruta foram

analisadas por CG-EM apenas as fracdes F5, F6 e F7, que foram as que indicaram a
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presenca de alcoois graxos. O resultado destas analises esta apresentado na Tabela
7.3, onde é possivel observar uma mesma tendéncia de comportamento da cera

purificada, com ligeiro aumento de concentragao de octacosanol em relagéo a casca.

Tabela 7.3 - Teores de octacosanol sililado contido nas fragées da coluna flash da
cera bruta por CG-EM

. Teor de Octacosanol Octacosanol contido
Rendimento .
Amostra (%) octacosanol contido na cera na casca
° (%) bruta (mg.g") (mg.100 g*)
Fracado 5 13,43 51,41 69,07 447,55
Fracao 6 4,76 33,82 16,09 104,26
Fracdo 7 17,12 1,50 2,56 16,61

Considerando que, a partir da analise por CG-EM a cera bruta apresentou
concentragdo de octacosanol de 628,03 mg.100 g' de casca, o elevado valor de
octacosanol (447,55 mg.100 g' de casca) obtido na fragdo F5, proveniente do
fracionamento da cera bruta de cana-de-agucar, pode ser considerado um resultado
muito expressivo em relacéo & eficiéncia da técnica cromatografica empregada. E
relevante observar que este valor, 447,55 mg.100 g-', esta acima do obtido para a
fragao F5 proveniente do fracionamento da cera purificada, 364,87 mg.100 g' (Tabela
7.2). Lembrando que além de ser um valor mais expressivo, o fracionamento da cera
bruta reduz significativamente o custo com etapa de purificagdo da cera de cana-de-
acgucar. Ao se comparar as cromatoplacas de CCD das fragcdes obtidas a partir da cera
purificada e da cera bruta, observa-se que nesta ultima n&o foram visualizadas areas
caracteristicas de alcoois graxos (R~= 0,42) nas fragcbes F7 e F8, como visto nas
fragbes da cera purificada, indicando que a eluicdo do alcool graxo tenha ocorrido
majoritariamente nas fragdes F5 e F6.

A utilizagao de cromatografia flash e silica 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, apds fracionamento, foi
possivel obter fragdes enriquecidas com 55,66 e 51,51% de octacosanol,
respectivamente.

Como a avaliagao inicial dos alcoois graxos nas fragdes foi feita por analise 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 cromatografica flash com silica
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impregnada com KOH também se mostrou muito satisfatorio 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 purificacéo, se
apresentando muito viavel 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 fragdes oriundas da cera
purificada, vale salientar que esta técnica alcangou seu objetivo visto que a repeticao
em triplicata forneceu um valor baixo de desvio para a fracdo enriquecida em
octacosanol (fragdo F5, Tabela 7.2).

Os resultados obtidos a partir da utilizagdo da técnica de cromatografia flash
com silica impregnada com KOH possibilitaram a obtencdo de fragcbes com
composicdo comparavel a encontrada na mistura comercial de alcoois graxos
Lesstanol® de pureza minima em alcoois graxos (Cz4 - C32) de 90% (especificagédo no
Apéndice C). As porcentagens relativas dos analitos contidos nas fragoes

provenientes da coluna flash e do Lesstanol® estéo apresentados na Tabela 7.4.

Tabela 7.4 - Porcentagens relativas dos constituintes das fragdes 5 das colunas
flash com cera purificada e bruta, além da mistura de alcoois graxos (Lesstanol®)

Cera Cera

®
Identificacdo purificada bruta Lesstanol
% Relativa
Tetracosanol trimetilssilano (C,,) - - 1,75
Hexacosanol trimetilssilano (Cazs) 6,31 4,94 14,37
Heptacosanol trimetilssilano (Cz7) 2,29 2,15 0,96
Octacosanal (Czs) 3,32 5,29 -
Octacosanol trimetilssilano (Cazs) 71,37 69,28 60,41
Nonacosanol trimetilssilano (ng) - - 2,26
Triacontanal (Cao) 1,86 2,20 -
Triacontanol trimetilssilano (Cao) 4,27 4,19 17,10
Dotriacontanol trimetilssilano (C,,) - - 1,06
n.i. 10,60 11,96 2,11

Nota: n.i. (analito ndo identificado)

As fragbes obtidas a partir das colunas flash apresentaram porcentagens
relativas de octacosanol aproximadamente 10% superior a encontrada na mistura
comercial de alcoois graxos, evidenciando a eficiéncia da técnica desenvolvida neste
estudo para a obtencéo de fragcdes enriquecidas de octacosanol e a potencialidade do

seu emprego para possibilitar a produgéo nacional de octacosanol.
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Como mencionado anteriormente, o uso do policosanol esta associado a
diversos efeitos benéficos para saude humana, com destaque para a sua agao
anticolesterolémica. Para a utilizagao das fracbes concentradas em policosanol como
farmaco, faz-se necessaria a analise do perfil toxicolégico e efeitos adversos
decorrentes da presenca de solventes residuais (USP 467, Residual Solvents) e
impurezas (ICH Q3D, Guideline for Elemental Impurities); especialmente porque a
obtencdo da fracdo concentrada de policosanol envolve multiplos passos e estas
impurezas podem estar associadas com a pureza do material de partida, condi¢cées
de processamento, armazenamento e os métodos de isolamento e purificagédo (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-agucar) e isolar fragdes
de policosanol, ndo foi possivel realizar os ensaios de determinagao de solventes
residuais e impurezas, uma vez que a etapa de fracionamento foi realizada partindo-
se de 1,0 g de cera, ndo sendo obtida quantidade de amostra suficiente para conduzir
as referidas analises. De acordo com o orgamento obtido junto a Central Analitica do
Instituto de Quimica (1Q - UNICAMP), seria necessario utilizar quantidade minima de
5,0 g da fragdo concentrada de policosanol para a realizagcdo de cada ensaio de
determinagdo do solvente residual (USP<467>; valor unitario: R$ 657,40) e de
impurezas (ICH 3QD; valor unitario: R$ 1.105,08).

De forma geral, considerando os volumes usados de fase modvel e as massas
de adsorvente, pode-se concluir que os resultados obtidos a partir do fracionamento
da cera por cromatografia em coluna flash com silica gel impregnada com KOH
indicaram que esta técnica foi eficaz para promover a separacao de fracbes contendo
diferentes constituintes (ésteres, alcoois e sais de acidos graxos), além de concentrar
em policosanol, possibilitando também solucionar a limitagdo de solubilidade da
amostra. O uso desta técnica para o fracionamento da cera da cana-de-agucar € uma
abordagem inédita e com grande potencial de aplicabilidade a medida que permite
obter fracdes enriquecidas em diferentes classes quimicas de forma simples, eficiente,
rapida e barata, principalmente por ndo querer o uso de equipamentos de alto valor
agregado como ocorre em outros tipos de cromatografia de purificacdo (ex. CCC,
HPLC, cromatografia flash, dentre outros).
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Capitulo 8
CONCLUSAO

Neste trabalho foram avaliadas diferentes abordagens visando a obtengao de
fragbes concentradas do policosanol (octacosanol) presente na cera da cana-de-
agucar, de modo que os resultados alcangados contribuiram significativamente com a
ampliacdo do conhecimento técnico e cientifico na area de processos de separagao
para aplicagdes industriais e analiticas.

Inicialmente, a partir da casca da cana-de-agucar foi avaliada a obtencao 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
fisico-quimicas, apresentando valores comparaveis com a literatura.

Foram avaliados diferentes métodos de clivagem dos ésteres de cera por meio
de reagdes de transesterificagdo catalisada por alcali e acidos e, saponificagao.
Considerando os baixos teores de octacosanol obtido a partir da realizagao destas
reacdes, 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 particao liquido-liquido que indicaram
um melhor sistema de solventes (Hex:AcOEt:EtOH:H20, 7:1:7:1 v/iviviv). Entretanto,
a baixa solubilidade da cera purificada na quantidade a ser utilizada, inviabilizou a
realizagao do fracionamento por HSCCC, visto que a inser¢ao de amostras insoluveis
poderia levar a sua retencao dentro da coluna, ocasionando assim o entupimento da
mesma e dano irreversivel do equipamento.

Também foi explorada a obtencao de fragdes concentradas em octacosanol por
meio do uso de colunas cromatograficas com silica gel. A técnica de coluna seca
possibilitou obter fragdes enriquecidas em até 44% de octacosanol, indicando que
esta poderia ser uma rota viavel para alcancgar o objetivo proposto.

Neste sentido foi realizada uma nova abordagem de fracionamento dos
constituintes da cera utilizando coluna cromatografica flash com silica gel impregnada
com KOH, que era uma técnica até entdo inexplorada para este fim. O uso desta
técnica permitiu fracionar os dos ésteres, alcoois e sais de acidos graxos da cera da
cana-de-agucar, apresentando teor de octacosanol superior a 51 e 55%, quando

utilizada a cera bruta e purificada, respectivamente. Estas fracbes apresentaram
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porcentagens relativas de octacosanol superior a encontrada na mistura comercial de
alcoois graxos (Lesstanol®), com valores de 69,28, 71,37 e 60,41% para as fragdes
das ceras bruta, purificada e Lesstanol®, respectivamente.

Finalmente, com a realizacido deste estudo pode-se concluir que a obtencao de
fragbes concentradas de alcoois graxos oriundos da cera da cana-de-agucar foi um
grande desafio, principalmente em decorréncia da baixa solubilidade da cera, o que
impossibilita com que a mesma seja melhor explorada. Ainda assim, considerando
todas as limitacdes, foi possivel desenvolver uma técnica capaz de separar fracoes
de diferentes grupos quimicos presentes na cera da cana-de-agucar, com a obtengéo
de fragdo enriquecidas de octacosanol. O uso da cromatografia com silica flash
impregnada com KOH pode ser considerado um campo com potencial para a
realizacao de estudos futuros de fracionamento de matérias-primas oriundas de ceras
vegetais, uma vez que este € um método simples, rapido, de baixo custo, eficiente e

reprodutivo.
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Capitulo 9
SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros propde-se:

e Avaliar o fracionamento da cera oriunda da torta do filtro a partir do uso de
cromatografia em coluna flash.

e Avaliar o fracionamento da cera a partir da impregnacéo da silica com bases
mais fracas, como carbonato de potassio por exemplo.

e Otimizar condi¢des de fracionamento por coluna flash a partir do uso de outros
adsorventes e/ou solventes, desde que impregnados com KOH ou outras
bases.

e Apds a obtengao de um produto enriquecido em octacosanol, conduzir analises
de solventes residuais e impurezas.

¢ Realizar a analise econémica do processo de obteng¢ao da fragao enriquecida
de octacosanol a partir do fracionamento por coluna flash.

e Estudar outras alternativas de sistemas bifasicos capazes de solubilizar a cera
a temperatura ambiente usando solventes verdes e entdo fazer o
fracionamento por cromatografia contracorrente (HSCCC).

e Avaliar outras técnicas de purificagdo e analise do policosanol, como por

exemplo o emprego da destilagdo molecular e HPLC-HT.
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Tabela A1 - Equacobes da reta e linearidade do padrao de octacosanol sililado

Curva de Calibragao do octacosanol r
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 analitica do padrao de octacosanol sililado
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APENDICE B - FTIR e DSC do padrao octacosanol

Figura A2 - Espectros do FTIR do padrao de octacosanol analisado no modo ATR (=) e por
transmitancia (pastilha de KBr) (=), além do espectro de referéncia da literatura (pastilha de

KBr) (Guidechem, 2021)
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gorudoy

INTERNATIONAL, INC.

Product Data Sheet

Product Code: OCTA-60
Revision Date: 02/15/2013

LesstanoL Policosanol 60 (Polycosanol) Raw Material

PHYSICAL
Appearance:

Raw Material
Manufacturing Method

Shelf Life
Loss on Drying

TYPICAL NUTRITIONAL PROXIMATES

CHEMICAL
Arsenic(As:0a):
Lead:
Cadmium(Cd):
Copper(Cu):
Mercury(Hg):

Alcohols (Policosanol):
1-Tetracosanol
1-Hexacosanol
1-Heptacosanol
1-Octacosanol
1-Nonacosanol
1-Triacontanol
1-Dotriacontanol
1-Tetratriacontanol

MICROBIOLOGICAL
Total Aerobic Plate Count:
Yeast:

Mold:

Coliform:

E. Coli:

Salmonella:
Staphylococcus aureus:

STORAGE

Fine granular powder, white to beige.
Natural Vegatable Waxes from Sugar Cane (Saccharum officinarum)

Extraction, purification and distillation of sugar cane wax raw
material, with no excipients or preservatives added.

Minimum 3 years
<1.0%

< 100 ppb
< 200 ppb
< 100 ppb
<10 ppm
<100 ppb

90% minimum (wet basis)

0-10%
2-15%
0-2.0%
55-70%
0-10%
5-24%
0.1-10%
0.1-10%

<1,000CFU/g
<100CFU/g
<100CFU/g
<10 MPN
Negative / g
Negative / 259
Negative / g

Store this raw material in a cool, dry environment protected from heat sources and sunlight.

PACKAGING

This raw material is packed in multiwall poly-barrier bags containing 1 kg., 5 kg. and 10 kg. net weights. Bags are packed in

cardboard boxes or fiber drums.

Warranty: To our knowledge, the above information is accurate and reliable, but we offer no warranty other than that the product conforms to these specifications. Statements
concerning use of this product are not intended to suggest suitability for any formulations or use of the product violating any patent or as a warranty of non-infringement on any
product. Analytical methods and specifications are subject to change without notice. Product statements have not been evaluated by the Food and Drug Administration. These
products are not intended to diagnose, treat, cure or prevent any disease.

Page 1

http://garudaint.comiprodspec_pdf.php?user_key=garuda&prod code=QCTA-60
MAIL ADDRESS: P.O. Box 158, Exeter, CA 83221-0159 USA - EMAIL: garudainfo@garudaint.com
PHONE: +1 559-504-4380 - FAX: +1 559-594-4689 - INTERNET WEBSITE: http://www.garudaint.com



APENDICE D - Espectros de massas

173

APENDICE D - Espectros de massas

Figura A4 - Espectro de massas do hexacosanal (C2sHs20) (362 u.m.a), com tr: 26,860 min
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Figura A5 - Espectro de massas do octacosanal (C2sHs6O) (408 u.m.a) com tr: 30,295 min
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Figura A6 - Espectro de massas do triacontanal (CsoHesoO) (436 u.m.a.) com tr: 33,428 min
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Figura A7 - Espectro de massas do dotriacontanal (Cs2HesO) (464 u.m.a.) com tr: 36,494
min
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Figura A8 - Espectro de massas do tetratriacontanal (CssHesO) (492 u.m.a.) com tr: 40,486
min
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Figura A9- Espectro de massas do hexacosanol trimetilssilano (C2sHs30Si(CHa)s) (454
u.m.a.) com tr: 28,744 min
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Figura A10 - Espectro de massas heptacosanol trimetilssilano (C27Hss0Si(CH3)3) (468
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Figura A11- Espectro de massas do octacosanol trimetilssilano (C2sHs7OSi(CHs)3) (482
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Figura A12 - Espectro de massas do octacosanol trimetilssilano obtido da biblioteca NIST-
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Figura A13 - Espectro de massas do triacontanol trimetilssilano (CzoHe1OSi(CHa)3) (510
u.m.a.) com tr: 34,866 min
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