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RESUMO

ESTUDO DA VIABILIDADE TECNICA DA PRODUCAO DE BIODIESEL A PARTIR
DO OLEO DE CERA DE CANA-DE-ACUCAR

O oleo de cera de cana-de-acUcar constitui 25% da cera bruta. O aproveitamento da
fracdo Oleo representa uma necessidade urgente que garanta o destino deste material
e sua valorizagao, pois se trata da fragcdo menos nobre e de menor valor agregado em
relacdo as fragcdes contidas na cera. O programa de biocombustiveis brasileiro requer
grandes quantidades de Oleos para a producéo de biodiesel. A proposta deste trabalho
foi estudar a viabilidade em transformar o 6leo de cera de cana-de-acUcar em ésteres
etilicos (Biodiesel) através de uma catdlise acida. Este estudo envolveu as etapas de
caracterizacdo do 6leo de cera de cana-de-acucar, reacdo de esterificacdo, otimizacao
da reacdo de esterificacdo pelo monitoramento da reducdo da acidez, tentativa de
determinacdo dos ésteres etilicos e a investigacdo de outros componentes lipidicos
presentes no 6leo de cera de cana-de-acgucar que poderiam ter efeito na eficiéncia da
reacdo de esterificacdo. O Oleo apresentou como principais acidos graxos, os acidos
palmitico (31,8%), linolénico (28,7%), linoléico e oléico (21,2%) e triacontandico (7,8%).
Os monoacilglicerdis e os acidos graxos livres sdo predominantes neste material,
representando juntos 66,6% das classes lipidicas. Ap6s a reacdo de esterificacao,
utilizaram-se as técnicas de RMN-'H, ésteres etilicos totais e familias de lipidios por
CG além de espectroscopia por infravermelho para determinacdo dos ésteres etilicos
totais, porém sem resultados positivos. A técnica de espectrometria de massa (ESI-MS
e ESI-FT-MS) revelou a existéncia de componentes lipidicos oxidados, além de outros
nao identificados no 6leo de cera de cana-de-acucar. Os resultados indicam que o 6leo
de cera de cana-de-agucar é uma amostra complexa, altamente hidrolisada, de
insaturacdo média, mas com baixa estabilidade oxidativa, indicativo, portanto, de uma
matéria-prima inadequada para a producao de biodiesel. A determinacdo de ésteres
etilicos totais em Oleo de cera de cana-de-agUcar apOs esterificacdo pelas trés
metodologias testadas mostrou-se ineficiente, sendo necessaria a revisao das técnicas

para contar com um método confiavel para esta determinagéo neste tipo de amostra.



Palavras-chave: Oleo de cera de cana-de-acucar, biodiesel, catélise &cida,

esterificacao.



ABSTRACT

STUDY ON THE TECHNICAL FEASIBILITY OF BIODIESEL PRODUCTION FROM
SUGAR CANE WAX OIL

Sugar cane wax oil makes up 25% of crude wax. The exploitation of the oil fraction
represents an urgent need to ensure a destination for this material and its valorization,
for it is the less noble and less valuable fraction contained in the wax. The Brazilian
biofuels program requires large amounts of oils for biodiesel production. The purpose of
this study was to investigate viability of the transformation of sugar cane wax oil into
ethyl esters (Biodiesel) through acid catalysis. This study comprised the stages of
characterization of sugar cane wax olil, esterification reaction, esterification reaction
optimization by means of reducing the acidity, attempt at ethyl esters characterization
and investigation of other lipidic components present in the sugar cane wax oil that
could possibly have an effect on the efficiency of the esterification reaction. The oll
presented its major fatty acids as palmitic (31.8%), linolenic (28.7%), oleic and linoleic
(21.2%) and triacontanoic (7.8%). The monoglycerides and free fatty acids are
predominant in this fraction, together representing 66.6% of lipid classes. After the
esterification reaction, the following techniques were used: *H-NMR; ethyl esters and
total lipids by GC families; infrared spectroscopy for determination of total ethyl esters in
oil after esterification. However, none yielded positive results. Mass spectometry (ESI-
MS and ESI-FT-MS) revealed the existence of presence of oxidated lipid components
as well as unknown lipid components. The results indicated that sugar cane wax oil is a
complex sample, highly hydrolyzed, of medium unsaturatation and with low oxidative
stability, indicating not to be a suitable source material for biodiesel production. The
determination of total ethyl esters in sugar cane wax oil after esterification by three
tested methods proved itself inefficient, requiring a review of the techniques in order to

achieve a reliable method for such determination in this type of sample.

Keywords: sugar cane wax oil, biodiesel, acid catalysis, esterification.
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Introducéo

1 Introducéo

O Brasil € um grande produtor de cana-de-acucar e um potencial fornecedor de
ceras obtidas com o subproduto bagacilho da industria sucroalcooleira. A utilizacdo dos
produtos e subprodutos da cana permite um desenvolvimento industrial dentro de um
ciclo fechado de aproveitamento integral, que abrange até os residuos, utilizando-os
estes de forma tal que nao prejudiguem o meio ambiente e ao mesmo tempo tenham

importancia econémica para o pais.

A cera de cana-de-acUcar, assim como outras ceras vegetais, consiste em uma
mistura de ésteres de cera, acidos graxos livres, alcoois graxos livres e triacilglicerdis (
PATURAU, 1989; NUISSIER et al.,, 2002). A presenca destes componentes varia
quantitativamente e qualitativamente dependendo de um grande numero de fatores
como a variedade da cana, tipo de solo, processo de extracdo, processo de purificagdo

e operacao de tratamento final para aplicacao industrial.

A cera bruta extraida por solventes organicos contém uma grande quantidade de
matériais graxos. S&o estes compostos lipidicos que conferem a cera bruta
propriedades indesejaveis, tais como, carater viscoso, consisténcia pegajosa e baixo
ponto de fusdo. Esta cera apresenta cor escura e geralmente odor desagradavel
(FRUTUOSO, 1989; ICIDCA, 1999). Devido a presenca de grandes quantidades de
matérias graxas, resinas e algumas impurezas, a cera bruta deve passar por um
processo de refino para se obter um produto que possa ter aplicacdes industriais
(FRUTUOSO, 1989; PHUKAN & BORUAH, 1999).

No processo de purificacio desenvolvido no Laboratério de Oleos e Gorduras da
UNICAMP por Gandra (2006) utilizando etanol se obtem trés fragbes denominadas de
“cera purificada”, “cera dura” e “6leo”. O 6leo apresentou uma coloracdo verde escura,
sendo os rendimentos do processo de purificacdo para a cana orgénica (sem queimada

antes do corte) e mista (mistura de 30% de cana queimada e 70% de cana nao
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gueimada antes do corte) foram de 57,8 e 63,8 % em cera purificada, 10,4 e 15,8% em

cera dura e 25,2 e 25,4% em 6leo.

Atualmente, o Brasil consome cerca de 34 milhdes de m®ano de 6leo diesel, dos
guais quase 30 milhdes séo destinados ao setor de transporte. Para adicionar 5% de
biodiesel a esse combustivel (mistura de 5% de biodiesel com 95% de diesel — B5) é
necessario produzir em torno de 1,5 milhdes de m®ano de biodiesel. A substituicdo ira
gerar uma economia de divisas bastante razoavel para os cofres nacionais. Importa-se
cerca de 6 milhdes de m3/ano de diesel, a um custo proximo dos US$ 1,22 bilhGes. Em
janeiro de 2010 foi adotado esse percentual de 5% (B5) o qual reduziu as
necessidades de importacdo em 25%. Com a previsédo de 20% de substituicdo (mistura
de 20% de biodiesel com 80% de diesel — B20), as importacdes seriam desnecessarias
(PACHIONE, 2009; BIODIESELBR, 2010).

Em termos ambientais, a adoc¢ao do biodiesel, mesmo que de forma progressiva,
resultara em uma reducao significativa no padrdo de emissdes de 6xidos de enxofre e
gases que contribuem para o efeito estufa. Comparado ao 6leo diesel derivado de
petréleo, o biodiesel (100% de biodiesel - B100) pode reduzir em 78% as emissdes de
gas carbbnico, considerando-se a reabsorcao pelas plantas. Além disso, o biodiesel
reduz em 90% as emissfes de fumaca e praticamente elimina as emissdes de oxido de
enxofre. E importante frisar que o biodiesel pode ser usado em qualquer motor de ciclo

diesel, com pouca ou nenhuma necessidade de adaptacao (LIMA, 2004).
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1.1 Objetivos

1.1.2. Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi investigar o potencial do 6leo de cera de cana-de-
acucar como matéria-prima para a producéo de biodiesel.
1.1.2. Objetivos Especificos

e Caracterizacdo tecnologica do 6leo de cera de cana-de-acucar;
e Otimizacdo da reacdo de esterificacdo do 6leo da cera de cana-de-acUcar
utilizando catalise &cida.
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2 Revisao Bibliogréfica
2.1 Cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Saccharum ssp.) pertence a familia Gramineae (Poaceae), e
€ considerada originaria do sudeste Asiatico na grande regido central da Nova Guiné e
Indonésia (DANIELS & ROACH, 1987). Inicialmente cultivava-se principalmente a
espécie Saccharum officinarum (L.), entretanto, os cultivares desta espécie passaram a
sofrer dificuldades de adaptacao ecoldgica e severos danos provocados por doencgas.
Hibridos interespecificos, oriundos dos programas de melhoramento genético,
resistentes e melhor adaptados para diversas condicdes ambientais, permitiram a
expanséo da cultura pelo mundo (FIGUEIREDO et al., 1995; MATSUOKA et al., 1999).

Inicialmente utilizada quase exclusivamente para a producdo de acuUcar, nas
Gltimas trés décadas a cana se tornou um novo paradigma de energia limpa e
renovavel. Ela contribui decisivamente para a sustentabilidade do planeta e para a luta
contra 0 aquecimento global, j& que hoje € a matéria-prima mais eficiente para a
producéo de etanol, obtido do caldo da cana, e bioeletricidade, obtida da biomassa
formada pelo bagaco (residuo fibroso gerado apos a extracdo do caldo) e a palha
(pontas e folhas) da cana. A producdo mundial de cana-de-acucar totaliza quase 1,5
bilhdo de toneladas e estéa localizada predominantemente na faixa tropical do planeta,
nos paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e do Sudeste Asiatico
(UNICA, 2010).

Desde os tempos do Brasil colénia até os dias de hoje, a cultura da cana-de-
acucar tem sido uma fonte de riquezas para a economia brasileira. O Brasil € o maior
produtor mundial de cana-de-acucar e um dos principais exportadores de acucar, junto
com a Austrélia, Cuba e Tailandia (FNP CONSULTORIA & AGRO-INFORMATIVO,
2003). Em 2009/2010 a producéo de cana-de-agucar atingiu 686 milhdes de toneladas
e espera-se uma safra de 700 milhdes de toneladas para 2010/2011 (IBGE, 2010)
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O Brasil processou aproximadamente 569 milhGes de toneladas na safra

2008/2009, cerca de 90% do total na principal regido produtora do Pais, a Centro-Sul, e

10% no Nordeste (Tabela 1).

Tabela 1 Producado de cana-de-agucar no Brasil da safra de 2008/2009.

Estados/Safra Toneladas
Acre -
Rondonia 106.292
Amazonas 303.350
Para 626.865
Tocantins 55.456
Maranhéo 2.280.160
Piaui 900.181
Ceara 122.355
R. G. Norte 3.186.768
Paraiba 5.885.978
Pernambuco 18.949.518
Alagoas 27.309.285
Sergipe 1.831.714
Bahia 2.541.816
Minas Gerais 42.480.968
Espirito Santo 4.373.248
Rio De Janeiro 4.018.840
Séo Paulo 346.292.969
Parana 44.829.652
Santa Catarina 0

R. G. Sul 107.184
Mato Grosso 15.283.134
Mato Grosso Do Sul 18.090.388
Goias 29.486.508
Regido Centro-Sul 504.962.891
Regido Norte-Nordeste 64.099.738
Brasil 569.062.629

Fonte:UNICA, 2010

A ampliagéo da produgédo, do consumo e principalmente do comeércio mundial de

etanol, especialmente o produzido a partir da cana-de-acUcar, deve gerar renda e

beneficiar os produtores rurais dos paises mais pobres. O faturamento anual bruto do
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setor sucroenergético brasileiro & de cerca de US$ 23 bilhdes, sendo que do total de
acucar produzido, 67% foi exportado, situacdo inversa a do etanol, que teve apenas

17% do total produzido voltado para a exportacado (UNICA, 2010).

A producéo de cana-de-agucar se concentra nas regides Centro-Sul e Nordeste
do Brasil. A Figura 1 representa 0 mapa da producdo sucroenergética onde as areas
em vermelho concentram as plantacbes e usinas produtoras de acucar, etanol e
bioeletricidade, segundo dados oficiais do IBGE, UNICAMP (Universidade Estadual de
Campinas — SP) e do CTC (Centro de Tecnologia Canavieira) (UNICA, 2010).

' 2.000 Km

Yeroa o - SR .- - - - -

Fonte: NIPE-Unicamp, IBGE e CTC

Figura 1 Grandes é&reas de plantacdo de cana-de-agUcar e usinas produtoras de

acucar, etanol e bioeletricidade no Brasil (UNICA, 2010)

A cana-de-acucar é uma matéria-prima de grande flexibilidade. Além da
importancia nas industrias de acucar e alcool, esta graminea constitui base de

producdo de matérias-primas como bagaco, torta, melago e residuos da colheita (LUTZ

7
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et al., 1998). A utilizacdo dos produtos e subprodutos da cana permite um
desenvolvimento industrial dentro de um ciclo fechado de aproveitamento integral, que
abrange até os residuos, utilizando-os de forma tal que ndo prejudiquem o meio

ambiente e a0 mesmo tempo tenham importancia econémica (GARCIA et al., 2003).

O processamento da cana-de-agUcar para a producdo de acucar e alcool
compreende as etapas iniciais de extracdo e purificacdo do caldo. Atualmente, os
processos basicos de purificacdo estdo baseados no peneiramento do caldo e numa
clarificacdo posterior utilizando-se reagentes quimicos e o efeito da alta temperatura. A
clarificacdo tem por objetivo a remocao de impurezas solUveis. Estas permanecem no
caldo apés as etapas de peneiramento realizadas para a remocdo de impurezas
grosseiras em suspensao como areia, argila, bagaco, etc. (PULZATTO, 1995). Do
processo de clarificacdo sao obtidos caldos claros e limpidos mediante coagulacgéo,
floculacdo e precipitacdo maxima dos coléides formados, que sado eliminados por
sedimentacao e filtracdo (COSTA, 2002). O lodo obtido na decantacao é filtrado em
filtros do tipo tambor rotativo a vacuo ou filtros-prensa. A torta resultante do filtro-prensa
geralmente tem maior umidade (cerca de 80%) em comparacdo com a torta resultante
de filtro rotativo (cerca de 65%) (LEME JR. & BORGES, 1965; PATURAU, 1989).

A quantidade e composicao das tortas de filtro variam conforme o processo de
moagem, métodos de clarificacdo e filtracdo empregados, variedade da cana e safra
(PATURAU, 1989). A Tabela 2 apresenta os componentes normalmente presentes em
tortas de filtro de cana-de-agucar.

As industrias agucareiras concordam que para manter a viabilidade do setor, o
lucro adicional gerado para a empresa tem que advir da utilizacdo adequada dos
subprodutos da cana-de-acucar (BEEHARRY, 1996). A torta de filtro € geralmente
descartada, utilizada como fertilizante ou em ragdo animal (LEME JR. & BORGES,
1965; PATURAU, 1989; LUTZ et al., 1998; MENCHANG et al., 2004), pode ganhar um
destino mais nobre e gerar lucros adicionais para o setor, se for utilizada para a
producdo de cera, pois estas apresentam propriedades fisico-quimicos préoximos da
cera de carnauba (VIEIRA, 2003).
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Tabela 2 Composicéo tipica de torta de filtro de cana-de-acucar.

Composicao Base seca (%)
Cera, 6leo e resinas 10-14
Fibras 15-30
Aclcares 10-14
Proteina 12-16
8-12

Cinzas totais

Fonte: DELGADO & DE ARMAS CASA NOVA,2001

2.2 Cera de cana-de-acUcar

O termo cera de cana (cera bruta) é normalmente usado como referéncia a uma
mistura de diferentes classes de lipidios da cana-de-acucar, incluindo ésteres de cera,
esterbis e ésteres de esterdis, alcoois e acidos graxos livres, cetonas, aldeidos,
triacilgliceréis e componentes resinosos (; ALVAREZ et al., 1988 PATURAU, 1989). A
cera bruta representa uma pequena proporcdo em peso na planta (cerca de 0,18%) e
consiste de duas fracles, a fracdo de cera dura escura e a fracdo de Oleo (AZZAM,
1986; PATURAU, 1989;).

A fracdo de cera dura escura forma-se em depdsitos, principalmente perto dos
nds e das bainhas foliares, e tem a funcédo de protecao contra a perda de agua por
evaporacéo (PATURAU, 1989; GARCIA et al., 2003). A matéria graxa encontra-se em
guantidades variaveis no interior do colmo e em outras partes da planta, sendo o
constituinte essencial do protoplasma celular. Quando a cana é moida, uma parte do
material lipidico permanece no bagaco. Porém, cerca de 40% é arrastado como
impurezas e permanece em suspensao no caldo, concentrando-se na torta de filtro
(ADAMENAS, 1982; PATURAU, 1989).
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2.3 Extracéo de cera de cana-de-agucar

A primeira tentativa de isolar a cera de cana-de-acUcar da torta de filtro foi
reportada em 1841 por Avequin, em New Orleans. Em 1909, um método bésico de
recuperacéo de cera de torta de filtro com solvente foi patenteado. Somente em 1916,
na Africa do Sul, a cera de cana-de-aclicar comecgou a ser produzida industrialmente.
Em 1924, a exportacéo de cera da Africa do Sul para os Estados Unidos e Inglaterra
atingiu cerca de 6.000 toneladas. No entanto, a producédo foi encerrada alguns anos
depois. Em 1958, trés unidades de producdo de cera de cana estavam em operacao:
duas em Cuba e uma na Australia. A Austrélia encerrou as atividades em 1960 devido
aos altos custos de producéo (ALVAREZ et al., 1988; PATURAU, 1989).

A cera bruta contida na torta de filtro pode ser recuperada através do processo
de extracdo com solvente, que pode ser continua (por percola¢do) ou intermitente. O
rendimento depende dos procedimentos de extracao utilizados (tipo de solvente, tempo
e temperatura de extracdo, relacdo entre solvente e soluto) e das caracteristicas da
matriz que esta sendo extraida (tamanho de particula e umidade). A composicao dos
lipidios extraidos varia, de acordo com o tempo de extracdo. Varios solventes (n-
hexano, ciclohexano, tolueno, naftaleno, isopropanol e etanol) foram utilizados para a
extracdo de cera de torta de filtro de cana-de-acucar (ABDAL-AKHER, 1977, citado por
AZZAM, 1984; VIEIRA, 2003).

A extracdo industrial de cera de cana a partir de tortas de filtro pode ser
realizada em unidades de extracdo de 6leo adaptadas, em equipamentos para extracao
continua como “Rotocell” (PATURAU, 1989; PHUKAN & BORUAH, 1999). Entretanto, a
eficiéncia da extracdo de cera € baixa, cerca de 70% (PATURAU, 1989). Segundo
Azzam (1984), o método de extracdo continua de cera de cana-de-agUcar pode trazer
dificuldades mecanicas relacionadas a transferéncia do material, devido ao alto ponto

de fusdo da cera.

2.4 Purificacdo de cera de cana-de-acucar

A cera bruta extraida pelos solventes organicos apresenta grande quantidade de

matérias graxas. Sao estes compostos lipidicos que conferem a cera bruta

10
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propriedades indesejaveis, tais como, carater viscoso, consisténcia pegajosa e baixo
ponto de fusdo. Esta cera apresenta cor escura e geralmente odor desagradavel
(FRUTUOSO, 1989; ICIDCA, 1999). Devido a presenca de grandes quantidades de
matérias graxas, resinas e algumas impurezas, a cera bruta deve passar por um
processo de refino para se obter um produto adequada a aplicagBes industriais
(ALVAREZ et al., 1988; FRUTUOSO, 1989; PHUKAN & BORUAH, 1999).

Os processos geralmente empregados para refinar a cera bruta consistem em
dissolvé-la em um solvente organico no qual a fracdo graxa € sollvel, enquanto que a
cera e matéria resinosa sao precipitadas. A suspensdo formada é filtrada e a parte
sélida é misturada com mais solvente e aquecida, a resina é separada da cera em
solucéo e eliminada pelo processo de decantacao.

Vérios pesquisadores vém estudando e propondo diferentes solventes para a
purificacdo da cera bruta, tais como, metil-etil-cetona, alcool etilico, metanol e benzeno.
O uso de solvente de baixo ponto de ebulicdo, como metanol e acetona, requer
aguecimento da mistura de cera e solvente sob pressdo para manter a cera em fase
liguida na etapa de separacao de resina. Na Australia estudou-se um processo de
refino no qual foi empregada uma mistura de 80% de alcool etilico absoluto e 20% de
heptano. A separacdo de resina foi realizada a pressao atmosférica. Outros processos
de refino empregam a destilacdo a vacuo para eliminar os lipidios de menor massa
molecular (ALVAREZ et al, 1988; FRUTUOSO, 1989).

O solvente mais utilizado para o fracionamento de lipidios é o hexano. Este
solvente é utilizado na industria de 6leos e gorduras para a extracao do 6leo de gréos
e, por esse motivo, é facilmente aceito pela industria (THOMAS, 1985). Fracfes mais
especificas podem ser obtidas com o0 uso de solventes seletivos, como a acetona ou o
isopropanol. Apo0s a cristalizacdo, as fracbes sdo separadas por filtracdo e a
recuperacéo do solvente realizada por destilacdo (DEFFENSE, 1985).

De acordo com Vieira & Barrera-Arellano (2002), a purificacdo da cera pode ser
feita através do resfriamento controlado da temperatura, de 50°C a 0°C, de uma
mistura de cera bruta com solvente organico, em conjunto com a separacao da fracao
precipitada de cera por centrifugagao ou filtragdo. A purificacdo ainda pode ser feita

diretamente sobre a micela resultante da extracdo, de forma que diferentes fracdes de

11
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cera precipitada podem ser obtidas através do controle da temperatura durante o
resfriamento, e em seguida, a cera precipitada é lavada com solventes e separada por
filtracdo e/ou centrifugacado, obtendo-se a cera purificada.

Um processo de purificacdo aplicado a cera bruta de cana-de-agUcar extraida
em escala piloto foi desenvolvido no Laboratério de Oleos e Gorduras UNICAMP

(GANDRA, 2006) pelo método alcool a frio € apresentado na Figura 2.

Através do meétodo de purificacdo com etanol sdo obtidas fragBes cujos
rendimentos encontram-se na Tabela 3 (GANDRA, 2006).

A UNICAMP é co-proprietaria, junto com as empresas, Usina Sao Francisco
S.A. (Sertdozinho, SP) e MEGH — Ceras e EmulsGes (Sdo Paulo) de 4 patentes
referentes a producéo e purificacdo de cera de cana-de-acgucar (VIEIRA et al., 2002;
ROZARIO et al.,2007a,b; BARRERA-ARELANO et al., 2007).

CERABRUTA

l

EXTRACAO COM ETANOL FRIO

Solucao
ue l l Precipitado

OLEO
CERAE RESINA

<«— Alcool Quente

Precipitado l l Solugéo
CERADURA CERAPURIFICADA

Figura 2 Método de purificacdo com etanol (GANDRA, 2006)

12
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Tabela 3 Rendimento das fracBes obtidas a partir de cera bruta de cana-de-agUcar

purificadas com etanol.

Fracdes Orgéanica Mista

Cera Purificada 57,8% (x1,1) 63,8% (+1,2)
Cera Dura 15,8% (z0,6) 10,4% (z0,5)
Oleo 25,4% (+0,7) 25,2% (+0,8)

Cana Orgénica: sistema orgéanico, ndo queimada antes do corte
Cana Mista: 30% de cana queimada antes do corte + 70% de cana organica

Fonte: GANDRA, 2006

2.5 Clarificacao da cera de cana-de-acucar

A cera de cana-de-acUcar possui como caracteristica uma cor escura e um
odor forte. Devido a estes fatores tornando-se uma matéria-prima de dificil aplicacéo
em seu estado natural, sendo assim necessaria uma etapa de clarificacdo.
Tratamentos com adsorventes como terras e métodos quimicos tém sido testados,
porém, a clorofila, presente em grande quantidade na cera, néo é facilmente separada
(WARTH, 1947; PATURAU, 1989).

Atualmente, muitos processos comerciais utilizam métodos quimicos ou filtros
adsorventes especiais para a clarificagao das ceras, como carvao ativo, terras Fuller’s
ou diatomaceas . Azzam (1986) fez um estudo com varios a agentes clarificantes e
verificou que as ceras de cana podem, apés um processo de clarificacdo, passar de
uma coloracédo verde escura a uma coloracdo amarelo-palida. O autor testou processos
de clarificacdo de cera de cana-de-acgucar utilizando acido crémico, acido nitrico,
cloreto de sodio, cloreto de potassio e obteve melhores resultado com o acido crémico.
Berthold (1993, apud KRELL,1996), empregou acido oxalico ou peréxido de hidrogénio

dissolvidos em agua para a clarificagcdo da cera.
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Barrera-Arellano e colaboradores (2007) fizeram um estudo de clarificacdo da
cera de cana-de-acucar utilizando peréxido de hidrogénio. As ceras clarificadas obtidas
apresentaram reducéo, em relacdo a cera bruta, de 5 para 2 unidades de cor Gardner e
de 70,23 (mg/kg) para zero, no teor de clorofila.

2.6 Oleo de cera de cana-de-aglicar

O 6leo da cana de acucar pode ser obtido pelo fracionamento da cera bruta com
acetona (ou outro solvente apropriado). Consiste em uma mistura complexa de
glicerideos, esterdis e outros esteres, acidos e alcoois graxos livres, hidrocarbonetos e
compostos de fosforo e nitrogénio (PATURAU, 1989).

O d6leo de cana-de-acUcar representa uma fonte para obtencdo de fitoesterois,
contendo cerca de 20% destes compostos (20% de estigmasterol e 80% de sitosterol)
(PATURAU, 1989).

Os fitoesterbis sdo alcoois de origem vegetal que se encontram presentes no
O0leo da torta, livres ou esterificados. A mistura de fitoesteréis é composta por
stigmasterol, B-sitosterol e campesterol (32, 42 e 45%, respectivamente). A
concentracdo da mistura de fitoesterdis no Oleo de torta varia entre 4 e 8%,
dependendo das condicbes empregados no processo de refinacdo. Os fitoesterdis,
oriundos do Oleo da torta, podem ter um amplo uso na industria farmacéutica, para
obtencdo de hormdnios esteroidais tais como: progesterona, pregnelonona,

testosterona e seus derivados (ICIDCA, 1999).

Conforme o estudo de Gandra (2006), o 6leo obtido pela purificacdo da cera

bruta com etanol apresenta as caracteristicas fisico-quimicas mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4 Caracteristicas do 0leo de cera de cana-de acucar

Determinagdes Orgéanica Mista
indice de Acidez (mg KOH.g™) 58,62 55,8°
indice de Saponificacdo (mg KOH.g™) 178,82 174,4°
indice de lodo — Wijs (mg 1.100g™) 64,42 68,3"
Viscosidade (cP), 25°C 364,5° 371,4°

Cana Organica: sistema orgéanico, ndo queimada antes do corte
Cana Mista: 30% de cana queimada antes do corte + 70% de cana organica

Fonte: GANDRA, 2006

Na tabela 5, observa-se que os Oleos de cana-de-aglUcar sdo compostos
basicamente por cinco acidos graxos principais: palmitico (C16:0), linolénico (C18:3),
linoléico e oléico (C18:2 + C18:1) e triacontandico (C30:0), os quais representam
aproximadamente 90%. A presenca do acido triacontandico na composi¢ao dos 6leos é
atribuida a uma pequena quantidade de cera remanescente da purificacdo. O 6leo de
cana organica apresentou em sua composicao 53,7% de acidos graxos saturados e
46,3% de acidos graxos insaturados, enquanto o 6leo de cana mista apresentou 51,8%
e 48,2%, respectivamente. Conforme a Tabela 5, observa-se que a composi¢éo do 6leo
de cana mista e organica difere estatisticamente (p<0,05) na proporcéo relativa dos
acidos miristico (C14:0), linolénico (C18:3), linoléico e oléico (C18:2 + C18:1) e
eicosendico (C20:1) (GANDRA, 2006).
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Tabela 5 Composicdo percentual de acidos graxos dos o6leos de cera de cana-de-

acucar.

%

Acido Graxo

Oleo de cana organica Oleo de cana mista
14:0 1,12 0,9°
16:0 33,12 33,72
18:3 23,62 24,4°
18:1 + 18:2 20,62 22.4°
18:0 4,82 4,82
20:1 2,12 1,4°
20:0 1,12 1,12
22:0 0,62 0,62
24:0 0,72 0,62
30:0 12,32 10,12

Cana Organica: sistema organico, ndo queimada antes do corte
Cana Mista: 30% de cana queimada antes do corte + 70% de cana organica

Fonte: GANDRA, 2006

2.7. Oxidacéao lipidica

A oxidacgdo de lipidios € um problema sério em muitos setores da industria, por
causar efeitos negativo nos atributos sensoriais e na qualidade fisico-quimica dos
Oleos. A rancidez oxidativa de lipidios € bastante complexa e envolve um grande
namero de reacles interligadas com a formagdo de inUmeros compostos
intermediarios. A velocidade de autoxidacdo extremamente afetada composicdo em
acidos graxos, grau de insaturacdo, presenca e atividade de pro e antioxidantes,
pressao parcial de oxigénio, natureza da superficie exposta ao oxigénio e condi¢bes de
estocagem (temperatura, exposicdo a luz, teor de umidade, etc) dos alimentos
contendo Oleo ou gordura em sua composicédo (ALLEN & HAMILTON,1983; BELITZ &
GROSCH, 1999; BOZAN et al., 2008).
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A deterioracdo oxidativa de Oleos comestiveis envolve o0 autoxidagcéo
acompanhado pelas reacdes oxidativas e ndo-oxidativas. Os produtos da oxidac&do dos
Oleos, que incluem hidroperéxidos, decompdem-se para produzir uma variedade dos
compostos temporarios que resultam no off-flavor nos o6leos (SENANAYAKE &
SHAHIDI, 2002).

A complexidade das reacbes envolvidas na oxidacédo lipidica e da ampla
guantidade de compostos produzidos causa grandes dificuldades em avaliar as
alteracbes. Os acidos graxos insaturados sdo facilmente oxidados, em virtude da
presenca de duplas ligacdes nas cadeias de carbono de sua estrutura quimica e que
podem sofrer oxidacdo, degradacdo e polimerizacdo por um mecanismo de radicais
livres. Destas transformacbes resultam aldeidos, cetonas, &cidos, alcodis,
hidrocarbonetos, etc., responsaveis pelas caracteristicas organolépticas e fisico-
guimicas associadas a este tipo de rancificacdo. O processo de oxidacao lipidica é a
principal causa da perda de qualidade do alimento, afetando seu sabor, aroma, cor e
textura, além de resultar na producdo de compostos toxicos e em sério decréscimo de
seu valor nutritivo (RACANICCI et al., 2004).

A rancificacdo oxidativa ndo ocorre normalmente com &cidos graxos saturados
porque, neste caso, a formacdo do radical livre é energicamente desfavoravel.
Somente sob condi¢cdes drasticas de temperatura, dificlmente encontradas nas
praticas normais da tecnologia de alimentos, a formacao do radical livre por ruptura
homolitica da ligacdo C-H de uma cadeia carb6nica saturada poderia ocorrer, ja que
esta ruptura exigiria aproximadamente 100 kcal/mol. Entretanto, a presenca de duplas
ligacdes na cadeia carbdnica do &cido graxo, necessita de baixa energia para ruptura
homolitica das ligacdes C-H na posicéo alilica, aproximadamente 60 kcal/mol (BOBBIO
& BOBBIO, 1992).
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2.8 Espectrometria de massas para caracterizacéo lipidica

A espectrometria de massas (MS) tornou-se uma poderosa técnica na analise de
analiticos e bioanaliticos. Este enorme éxito e abrangéncia resultaram principalmente
da capacidade inigualdvel de MS para detectar, contar e caracterizar os atomos e as
moléculas de diversos tipos, composicdo e tamanhos (HOFFMANN & STROOBANT,
2007).

A MS constitui uma técnica comumente utilizada para identificar a férmula
molecular de inUmeros compostos da relagdo massa/carga (m/z) de cada espécie
analisada. O espectdmetro de massas analisa apenas moléculas carregadas
(ionizadas) (WATSON & PARKMAN, 2007) que é gerado por um sistema de ionizacao
ou fonte de ions (HAM, 2008).

A fonte de ionizacao por electrospray (ESI) € uma das mais usadas atualmente.
Neste tipo de ionizacdo, ions sdo gerados a pressdo atmosférica. Esta fonte transfere
para a fase gasosa moléculas polares de pequenas até grandes massas, que
freqlientemente sdo termicamente instaveis. Como ESI consiste em um método brando
de ionizacao, as moléculas de até 600 Daltons sdo observadas principalmente na sua
forma mono-carregada, sem fragmentacdo, permitindo a visualizacdo de ions
individuais mesmo em misturas complexas. lons multi-carregados podem ser

observados em casos de moléculas maiores.

A espectrometria de massas também forneceu uma poderosa técnica para
caracterizacdo de Oleos vegetais. Métodos de ionizagcdo suave, como a espectrometria
de massas com ionizagdo (ESI-MS), foram mostrados para fornecer informacdes
estruturais sobre as biomoléculas em misturas complexas sem métodos de pré-
separacao. A infusdo direta ESI-MS, por exemplo, tem sido utilizada para anélise de
Oleos vegetais, apos a diluicdo da amostra com cloroférmio ou diclorometano, e fornece
perfis TG e AGL, entretanto, com substanciais efeitos residuais (GOODACRE et al.,
2002; WU et al., 2004).
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A ESI-MS também tem sido utilizada para detectar adulteracdo de O6leos
vegetais apds extracdo seletiva com solventes metanol-agua (1:1). Estes extratos
diluidos séo enriquecidos em constituintes mais polares e &acidos, principalmente AGL e
fendis, e foram diretamente submetidos a ESI (-)-MS, com efeitos residuais muito
reduzidos (CATHARINO et al., 2005).

A MS também tem conseguido determinar perfis de Oleos vegetais sem
fragmentacdo dos ions de triacilgliceréis (TG), portanto, diacilgliceréis (DG) e
monoacilglicerdis (MG) podem ser analisados simultaneamente (ALBERICI et al., 2010,
SIMAS et al., 2010).

Um método facil e confiavel foi estudado por Simas e colaboradores (2010),
onde utilizou espectdbmetro de massas com ionizacao por sonic-spray ambiente (EASI)

e verificaram os perfis de TG e AGL de varios 6leos vegetais de forma rapida e pratica.

Além disso, a MS tem sido utilizada para determinar o nivel de oxidacdo de
Oleos e proposta para analise de biodiesel (ALBERICI et al., 2010, SIMAS et al., 2010).

2.9 Biodiesel

Biodiesel pode ser definido como o derivado mono-alquil éster de acidos graxos
de cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis como 0Oleos vegetais (tais como
dendé, babacu, soja, palma, mamona, cana-de-acuUcar, entre outras) ou gordura
animal, cuja utilizacdo esta associada a substituicio de combustiveis fésseis em
motores (LIMA, 2004).

No Brasil, ha diversas experiéncias sobre o uso de biodiesel, oriundo de 6leos
novos e reultilizados, puros ou misturados ao diesel. Entretanto, apenas em 1998 o
orgao regulamentador do setor, a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP), publicou a
Resolucdo n 180, sobre a necessidade de realizacdo de testes pré-aprovados para a

homologacao de combustiveis ndo especificados (SALES et al, 2006).
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Na década de 70 foi implementado o Programa Nacional do Alcool —
PROALCOOL para abastecer com etanol, de forma extensiva, veiculos movidos
normalmente a gasolina. Esse programa apresentou um saldo positivo, pois as metas,
apesar de muito ambiciosas, foram atingidas e superadas, demonstrando a
potencialidade brasileira em producdo de biomassa para gerar energia. Em 1983, o
Governo Federal, motivado pela alta nos precos de petroleo, lancou o Programa de
Oleos Vegetais — OVEG, no qual foi testada a utilizacdo de biodiesel e misturas
combustiveis em veiculos que percorreram mais de 1 milhdo de quildmetros. (LIMA,
2004).

O Programa Brasileiro de Biocombustiveis (Probiodiesel) nhasceu em 2002 com
metas ambiciosas. O projeto estimava que dentro de um prazo aproximado de trés
anos o pais ja estivesse utilizando uma mistura chamada B5, composto por 5% de
biodiesel e 95% de diesel comum, para abastecer picapes, 6nibus, caminhdes e
demais veiculos hoje movidos apenas pelo 6leo diesel convencional. No futuro, a idéia
€ que o B5 dé lugar ao B20 (20% de biodiesel + 80% de diesel comum) (PACHIONE,
2009).

Em 23 de Outubro de 2009, o presidente do Brasil, Luiz Indcio Lula da Silva,
participou do anuncio da adicdo de 5% de biodiesel ao diesel consumido no Brasil. O
chamado B5, que estava previsto em lei para comecar a vigorar em 2013, tornou-se
obrigatorio a partir de janeiro de 2010 em todo o Pais. Esta lei aumentou a producéo de
biodiesel para 4,7 bilhdes de litros em 2010, fortalecendo a posi¢do do Brasil na
lideranca mundial de energias renovaveis em escala comercial. Segundo o Ministério
de Minas e Energia (MME), a nova mistura também ajudou o Pais a reduzir a
importacao de diesel (BIODIESELBR, 2009, ANP, 2011).

Entre as fontes de energia ecologicamente corretas pode-se destacar o
biodiesel, pois além de diminuir a emissdo de gases do efeito estufa, reduz a emissao
de outros contaminantes, pode gerar emprego e renda em comunidades socialmente
desfavorecidas, contribui para a segurancga energética do pais no longo prazo e reduz a

importacdo de Oleo diesel feita pelo Brasil. O biodiesel esta praticamente isento de
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compostos de enxofre, assim como de compostos aromaticos, e contém cerca de 11%
de oxigénio em peso. Estas caracteristicas indicam que as emissfes de gases
contaminantes e produtos cancerigenos serdo menores com a utilizacdo do biodiesel
(BIODIESELBR, 2009).

2.9.1 Producéao de Biodiesel

A sintese de biodiesel normalmente ocorre a partir de uma reacdo de
transesterificacdo de um 6leo vegetal com um é&lcool de cadeia curta (como metanol ou
etanol) usando um catalisador (acido, basico ou enzimatico) produzindo uma mistura
de ésteres monoalquilicos de acidos graxos e glicerol (NOUREDDINI et al, 1998;
CANAKCI &VAN GERPEN, 2001; MONYEM & VAN GERPEN, 2001; ENCINAR et al.,
2002; CHOMSIRI, 2009).

O processo global de sintese de biodiesel é uma sequéncia de trés reacdes
consecutivas e reversiveis nas quais diacilgliceréis e monoacilgliceréis sdo formados e
denominados como intermediarios. A estequiometria da reacdo requer um mol de
triacilglicerol para trés de alcool. No entanto excesso de alcool é utilizado para
aumentar a conversdo em eésteres monoalquilicos de acidos graxos (MEHER et al.,
2006).

InvestigacBes e otimizacdes dos parametros da reacdo de transesterificacdo
(tipos de catalisadores, concentracdo do catalisador, fracdo molar do é&lcool e 6leo,
temperatura da reacdo e tempo de reacdo) estdo sendo bastante estudados (MEHER
et al., 2006; MARCHETTI et al., 2007).

Normalmente, o biodiesel é produzido usando catalisadores basicos, pois a
reacdo € mais rapida do que empregando catalisadores acidos. Além disso, a catalise
basica € menos corrosiva que a catalise acida. Os catalisadores basicos mais comuns
para esta finalidade sdo o NaOH, KOH, NaOCHg3, Na,CO3 e K,SO3 (PINTO et al, 2005).

A desvantagem da preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos

empregando catalisadores basicos é a formacédo de sabdes oriunda da saponificacéo
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dos acidos graxos livres presentes em 6leos com alta acidez. O sabéo dificulta e as
vezes impedem a separacdo da fracdo glicerina com ésteres metilicos de acidos
graxos. Sendo assim, catalisadores acidos sdo mais indicados neste tipo de material
(SCHUCHARDT et al., 1998; MEHER, et al., 2006; MARCHETTI, 2007; OZBAY et al,
2008).

A transesterificacdo acida pode ser catalisada por acidos como HCI, H2S04,
BF3, H3PO4, e &cidos sulfénicos organicos. Quando o catalisador acido é utilizado
para catalisar a reacdo, a esterificacdo direta dos acidos graxos livres ocorre
simultaneamente com a reacdo de transesterificacdo. A reacdo de esterificacdo € a
reacdo de acidos graxos com alcodis para produzir ésteres de alcodis e agua como
produtos. Quando Oleos acidos sdo usados para a producdo de biodiesel, a
esterificacdo direta dos &cidos graxos ocorre simultaneamente com a
transesterificacdo. A reacdo de esterificacdo direta € importante no aumento da
producdo de biodiesel. As duas equacOes das reaclGes de transesterificacdo e
esterificacdo estao presentes na Figura 3 (MARCHETTI & ERRAZU, 2008).

0
HZ(E_OOCRl Catalisador 0 H2C|:_OH
HC—OOCR, +3R,~OH = = Rz_e_OR4 + HC—OH

Il

) R3_C_0R4
TAG Alcool Ester Glicerol
O Catalisador Acido O

AGL Alcool Ester Agua

Figura 3 Reacgbes de transesterificagdo de triacilglicerois e esterificacdo direta de
acidos graxos com alcool (MARCHETTI & ERRAZU, 2008).
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A reacdo de transesterificacdo usando catalisador acido € muito lenta,
requerendo tempos mais longos que a catalise basica. Também requer temperaturas,
pressdes extremas e uma alta razdo molar alcool/6leo para a completa reacdo (PINTO
et al., 2005; MARCHETTI, 2007). Normalmente, a reacdo de catalise 4cida € aplicada
em Oleos contendo alto teor de acidos graxos livres para formar produtos de ésteres de
alcoois (MEHER, et al., 2006).

Marchetti & Errazu (2008) estudaram a esterificacdo dos AGLs em Oleo de
girassol utilizando acido sulfurico como catalisador (1 a 5%), etanol anidro (razdo
etanol/6leo: 4:1-10:1) e temperatura (35 a 55°C). Verificaram que utilizando 2% de
catalisador e 6:1 razao etanol/éleo a 55°C, conseguiam uma converséo final da acidez
de 96%.

2.9.2 Rota etilica

O metanol e o etanol sdo os alcodis primarios mais produzidos em escala
industrial e seus usos nas reacdes de transesterificacdo tém sido frequientes (GERPEN
et al., 2004).

O biodiesel utilizado em vérios paises da Europa, nos Estados Unidos e no
Brasil € uma mistura de ésteres produzidos pela rota metilica. O metanol geralmente é
obtido de fontes fésseis ndo renovaveis, mas também pode ser obtido por destilacdo
seca da madeira; esta rota metilica ja € totalmente dominada, porém, apresenta como
desvantagem da extrema toxicidade do metanol, podendo causar cegueira e morte
(LIMA, 2004; GARCIA, 2006).

A transesterificacdo utilizando etanol é bem mais trabalhosa, pois 0 uso deste
alcool, ainda que anidro, implica em problemas na separacdo da glicerina do meio
reacional. Entretanto, o uso do etanol € vantajoso, pois o Brasil, ainda, € o maior
produtor mundial de etanol sintetizado a partir da cana-de-acucar (LIMA, 2004). Além
de ser proveniente de fonte renovavel, a utilizagdo do etanol resultara em maiores
ganhos no mercado de carbono. Quanto as dificuldades na separacédo de fases em
reacdes que empregam etanol na sintese do biodiesel, as mesmas podem ser

contornadas por ajustes nas condi¢des reacionais. De acordo com Marchetti & Errazu
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(2008), quando o etanol € empregado na reacdo de esterificacdo, o produto do
combustivel final pode ser considerado 100% natural e renovavel.

Na literatura sdo reportadas varias razbes molares de etanol/6leo e as mais
citadas variam entre 6:1 a 30:1 (MA & HANNA, 1999).
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3 Materiais e Métodos e Procedimento Experimental

3.1 Material

3.1.1 Matéria Prima

O Oleo de cera de cana-de-acucar foi gentilmente cedido pela Usina Séo
Francisco — Sertdozinho, SP. Esta fracéo foi obtida pelo processo de purificacdo com

etanol anidro a frio da cera bruta clarificada da cana-de-agticar (ROZARIO et al.,2007).

3.1.2 Reagentes, vidrarias e solventes

Foi utilizada vidraria de uso rotineiro em laboratorios de pesquisa. Todos 0s
reagentes e solventes utilizados nas andlises quimicas apresentaram especificacfes

de qualidade e pureza requeridas pelas metodologias empregadas.

3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Acidos Graxos Livres e Indice de Acidez: AOCS (2004) - Método Oficial Ca
5a-40

Aproximadamente 7,00 g de amostra e 75 mL de alcool etilico 95% aquecido e
previamente neutralizado foram transferidos para um Erlenmeyer de 250 mL. A mistura
foi titulada com solugcéo padronizada de NaOH 0,25 N, utilizando fenolftaleina 1% (em
alcool) como indicador. O indice de acidez, expresso em mg de KOH necessarios para

neutralizar 1 g de amostra, foi calculado a partir da seguinte féormula:

VXNX25,6
m

IAmgKOH.g ™) =
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sendo:
V = volume gasto com a titulacdo da amostra (mL)
N = normalidade da solugao

m = massa da amostra (g)

O percentual de acidos graxos livres foi calculado em termo do acido palmitico.

A determinagéo foi realizada em triplicada.

3.2.2 indice de peréxido pelo método acido acético — cloroférmio AOCS (2004) -
Método Oficial Cd 8-53

Pesou-se aproximadamente 5 g da amostra e adicionou-se 30 mL da solucao de
acido acético — cloroférmio 3:2. Adicionou-se 0,5 mL da solucéo saturada de Kl, agitou-
se vigorosamente durante 1 minuto e adicionou-se 30 mL de 4gua para interromper a
reacdo. Adicionou-se o indicador de amido e titulou-se a amostra com a solucdo de
tiosulfato de sodio 0,01 N.

Para calcular o valor de perdxido utilizou-se a seguinte equacao:

(S — B)xNx1000
m

IP (miliequivalente/kg de amostra) =

Onde:
B = volume do titulante em mL do branco
S = volume do titulante em mL da amostra

N = normalidade da solucéo de tiosulfato de sodio
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m = massa da amostra em g

3.2.3 Indice de saponifica¢do: AOCS (2004) - Método Oficial Cd 3-25

Pesou-se aproximadamente 1,0 g de amostra em baldo de 250 mL e adicionou-
se 25 mL de solucdo de KOH etandlica 0,7 N. A solucdo foi mantida sob refluxo por 8
horas e, apés resfriamento, titulada com solugéo padronizada de HCI 0,5 N, utilizando

fenolftaleina 1% (em alcool) como indicador.

Preparou-se um branco sob as mesmas condicfes, sem a amostra. O indice de

saponificagdo em mg KOH /g foi calculado a partir da seguinte férmula:

IS (mg KOH.gh) = B=VIN
m

561

sendo:
B = volume gasto na titulagcdo do branco (mL)
V = volume gasto na titulagcdo da amostra (mL)
N = normalidade da solucéo de HCI
m = massa da amostra (Q)

A determinagéo foi realizada em triplicada.

3.2.4 indice de iodo pelo método de acido acético ciclohexano: AOCS (2004) -
Método Oficial Cd 1d-92

Aproximadamente 0,5 g da amostra foram dissolvidas em 15 mL de ciclohexano
e acido aceético (1:1) e adicionou-se 25 mL de solucao de cloro-iodo segundo Wijs. O
frasco foi tampado e mantido no escuro por 1 hora. Foram adicionados 20 mL de
solucdo de Kl 10% e 100 mL de agua destilada. A amostra foi titulada com solucéo

padronizada de tiossulfato de soédio 0,1 N, utilizando solucdo de amido 1% como
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indicador. Preparou-se um branco sob condicfes idénticas, sem a amostra de analise.
O indice de iodo, expresso em mg de iodo absorvido por 100 mg de amostra, foi
calculado a partir da seguinte formula:

Il (mg 1.100 mg'?) = B~ SPNx12,69
m

sendo:
B = volume gasto na titulagcdo do branco (mL)
V = volume gasto na titulacdo da amostra (mL)
N = normalidade da solucéo
m = massa da amostra (Q)

A determinagéo foi realizada em triplicada.

3.2.5 Teor de matéria insaponificavel AOCS (2004) - Método Oficial Ca 6b-40

Cerca de 2,0 g da amostra foram dissolvidos em 25 mL de alcool etilico 95% e
adicionou-se 1,5 mL de solucéo de KOH 50%. A mistura foi mantida em refluxo por 30
minutos, posteriormente, transferida para um funil de separacdo de capacidade de 250
mL, adicionando-se 50 mL de solu¢éo salina 5% e 50 mL de éter etilico. A fase etérea
foi separada e, antes de ser transferida para um segundo funil, foi filtrada para a
retirada de insolUveis concentrados na interface. Ao final de 5 extracdes, as fases
etéreas foram lavadas 3 vezes com por¢des de 20 mL de solugéo salina e, em seguida,
mais 3 vezes com porgdes de 20 mL de solugdo de KOH 0,5 M, intercaladas com
porcdes de agua destilada. Apos a terceira lavagem com KOH, a fracdo etérea foi
lavada com agua até teste negativo com fenolftaleina e transferida para um baldo
tarado. O solvente foi evaporado da fracdo. O material foi seco em estufa a 105°C, até
peso constante (A) e o residuo foi dissolvido em 2 mL de éter etilico e 10 mL de alcool

etilico 95% previamente neutralizado e titulado com NaOH 0,02 M, para corre¢do dos
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acidos graxos livres (B). Foi feito o mesmo procedimento com um branco (sem
amostra) (C). A matéria insaponificavel foi calculada utilizando-se a formula:

MI (%) =

wxloo
m

sendo:
A = massa do residuo (g)
B = massa dos acidos graxos (g)
C = massa do teste branco (g)
m = massa da amostra (g)

A andlise foi realizada em triplicada.

3.2.6 Quantificacdo das familias de compostos por cromatografia liquida por

excluséo de tamanho (HPSEC).

As amostras foram diluidas na proporcdo de 1:100 em tetrahidrofurano e
analisadas(20 pyL) em cromatdgrafo liquido equipado com injetor Rheodyne 77251 e
bomba Waters 510 (Waters Associates, Milford, Mass., USA), com duas colunas
Ultrastyragel (100 A and 500 A) (Waters Associates, Milford, Mass., USA), 25 cm x 0.77
cm 1.D., empacotadas com copolimero de estireno-divinilbenzeno (~10 mm),
conectadas em série, e com um detector de indice de refracdo (Hewlett Packard,
Califérnia, EUA). A fase modvel foi tetrahidrofurano (grau HPLC) (1 mL/ min)
(MARQUEZ-RUIZ et al.,1996).

As familias de compostos foram identificadas por comparacdes dos tempos de
eluicdo com padrdes de: Triacilglicerdis (TG), Diacilgliceréis (DG) e Monoacilglicerois
(MG) e acidos graxos livres (AGL). Estes ultimos compostos aperecem juntos no

mesmo tempo de eluigéo.
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A analise foi realizada em duplicada.

3.2.7 Extracdo e identificagcdo dos componentes polares — Método Oficial IUPAC
2507.

A determinacdo quantitativa de compostos polares foi realizada através da
cromatografia de adsor¢cdo em coluna, segundo o método oficial da IUPAC 2.507
(IUPAC, 1992), utilizando a mistura éter de petroleo: éter etilico (90:10) como solvente
de eluicdo da fragdo néo polar (MARQUEZ-RUIZ et al., 1996).

Pesou-se 50 mg do 6leo o qual foi dissolvido em 2 mL de tetrahidrofurano e
submetido a separacdo em coluna Sep-Pak® (1g) contendo silica de, previamente
condicionada com 10 mL da mistura de éter de petréleo: éter etilico (90:10), utilizando
para a eluicdo da fragdo nao polar 15 mL da mesma mistura de solventes. Para a
eluicdo da fracdo polar, foram utilizados 15 mL de éter etilico e mais 8 mL de metanol,
garantindo que todo o material polar fosse retirado. Esta ultima fracéo foi evaporada a
secura em um baldo péra previamente tarado, em evaporador rotativo a vacuo a
temperatura inferior a 60 °C e para garantir a evaporacao total do solvente, secou-se
em nitrogénio. O baldo foi pesado e obteve-se o percentual de polares na amostra . Em
seguida as amostras foram dissolvidas em solvente tetrahidrofurano (proporcdo de

1:100) e analisadas por cromatografia liquida por exclusédo de tamanho (HPSEC).

A condicdo cromatogréfica utilizada foi a mesma descrita no item 3.2.6.

3.2.8 Composicdo em Acidos Graxos - AOCS (2004) - Método Oficial Ce 62,

Cromatografia gasosa dos ésteres metilicos.

A determinacao da composicdo em acidos graxos foi realizada por cromatografia
em fase gasosa dos ésteres metilicos de acidos graxos. As amostras foram preparadas
na forma de metil ésteres de acidos graxos, de acordo com a metodologia proposta por
Hartmann & Lago (1973).
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Utilizou-se cromatdgrafo gasoso (CGC Agilent 6850 Series - GC System),
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e injetor “split”. Os componentes
foram separados em coluna capilar de silica fundida LM-5 (L & M,
polidifenildimetilsiloxano: comprimento, 30 m; diametro interno, 0,25 mm; espessura de
filme de 0,30 ym). Amostras de 1,0 yL foram injetadas (taxa de “split” 1:50). As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas constantes a 320° C. Hélio foi
utilizado como géas de arraste, com uma vazdo de 1,1 mL.min™. A programacéo de
temperatura na coluna foi de 180° C por 5 minutos, 180 a 300° C (4° C.min™*) e 300° C
por 35 minutos, totalizando 70 minutos de corrida. A identificacdo dos componentes foi
realizada com base nos valores de tempo de retencdo obtidos a partir de amostra de
composicdo conhecida (6leo de mostarda), injetada nas mesmas condi¢cdes. Os
valores de tempo de retencdo foram utilizados para a construcdo de curvas de numero
de carbono equivalente, que auxiliaram na identificacdo dos componentes das
amostras. A integracao por normalizacdo de areas foi realizada pelo software Agilent
GC Chemstation Plus. As determinacBes cromatograficas foram realizadas em

triplicata.

3.2.9 Determinacdo da composicdo e conteaddo de ester6is mediante
cromatografia em fase gasosa com coluna capilar - Diario Oficial de las
Comunidades Europeas - Anexo V (L248/15) 1991.

Neste trabalho, utilizou-se o0 método acima com adaptacfes realizadas por
Becker, 2004.

Foram pesados 0,5 g do 6leo em um baldo de fundo redondo. Adicionou-se 0,5
mL do padrdo interno a-colestanol 2%. As amostras foram saponificadas em uma
solucao etandlica de hidréxido de potassio 2N a temperatura de ebulicdo em refluxo por
30 minutos e adicionou-se 50 mL de agua. A matéria insaponificavel foi extraida com 4
lavagens de éter etilico. A separacdo da fracdo dos fitoesterbis da matéria

insaponificavel foi extraida mediante cromatografia de camada delgada por placas de
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silica. A banda dos fitoesterois foi separada e recuperada da silica com 10 mL de
cloroférmio, lavando 3 vezes com 10 mL de éter etilico. Evaporou completamente o
solvente e dissolveu os fitoesterdis extraidos com 1 mL de hexano para andlise

cromatografica.

Utilizou-se um cromatégrafo gasoso (CGC Agilent 6850 Series - GC System),
equipado com detector de ionizagcdo de chama (FID) e injetor split. Os componentes
foram separados em coluna capilar de silica ZB 5 (Zebron, 5% fenil 95%
metilpolisiloxano, 30 m, 0,25 mm de didmetro interno, 0,3 ym de espessura de filme);
com a temperaturas do injetor, forno e detector de 280°C, 300°C e 300°C,
respectivamente. Hélio foi utilizado como gas de arraste, com uma vazdo de 1,1
mL.min™. A press&o na coluna foi de 25,86 psi com uma velocidade média de 35 cm/s.
Amostras de 1,0 uL foram injetadas (taxa de split 1:50). Tempo de corrida total foi de

30 minutos.

A identificacdo dos picos foi realizada com base nos valores de tempo de
retencdo obtidos a partir do padréo contendo colesterol, dihidrocolesterol, campestral,
estigmasterol e B-sitosterol, injetado nas mesmas condi¢des . Os valores de tempo de
retencdo foram utilizados para a indentificacdo dos componentes dos fitoesterdis das
amostras. A integracdo por normalizacdo das areas foi realizada pelo software Agilent
GC Chemstation Plus. As determinacbes cromatograficas foram realizadas em

duplicata.

O uso de solucdo de padrdo interno (Dihidrocolesterol) desde o inicio da
preparacdo da fracdo insaponificavel constitui-se em uma medida que garante a
correcdo das perdas decorrentes das varias etapas da metodologia, o que possibilita

também a quantificacdo dos componentes esterdlicos.

3.2.10 Avaliacdo do comportamento térmico — AOCS (2004) - Método Oficial Cj 1-
94.

Obteve-se os termogramas de fusdo e cristalizacdo do Oleo através da

calorimetria diferencial de varredura (DSC - Differencial Scanning Calorimetry),
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conforme o método AOCS Cj 1-94. O equipamento utilizado foi um calorimetro DSC 7
da Perkin Elmer acoplado ao Thermal Analysis Controller Cooler TAC 7/DX. O sistema
de manuseio de dados utilizado foi o Software Pyris Series Thermal Analysis System.
As determina¢cBes foram conduzidas com aproximadamente 10 mg de amostra em
capsulas herméticas de aluminio de 30 pL. A amostra foi submetida ao seguinte
programa de temperatura para a curvas de critalizacdo e fusao, respectivamente: 10
min (80 °C), 80 °C a —40 °C (10 °C/min); 30 min a —40 °C; -40 °C a 80 °C (5 °C/min). Os

termogramas foram obtidos com base na massa de cada amostra.

Através do software do equipamento, foram determinadas a temperatura de
pico - Tpico (° C), a temperatura final de fuséo ou cristalizac@o - Tengset (° C) € a entalpia
de transicdo de fases - AH (J.g™%). A temperatura de inicio de fusdo ou cristalizacéo-
Tonset (° C) foi determinada no ponto onde a curva comeca a desviar da linha de base.

Os resultados apresentados sdo a média de duas determinacdes para cada amostra.

3.2.11 Anédlise elementar de Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio - ASTM 5291
(2001).

Este método é aplicavel a Oleos vegetais brutos, além de Oleos lubrificantes e
combustiveis.

Foi utilizado um analisador elementar de Carbono, Hidrogenio e Nitrogenio
Perkin Elmer, modelo 2400, para a determinacdo dos percentuais de carbono,

nitrogénio e hidrogénio da amostra.

A analise foi realizada em duplicada.
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3.2.12 Espectrometria de massas utilizando ionizacdo por ESI.

Para o modo positivo, 10 yL da amostra de Oleo foi transferido para um
eppendorfe e diluida com 1 mL de metanol, agitou-se e retirou uma aliquota de 10 pL e

dilui-se novamente com 1 mL de metanol contendo 0.1 % de acido férmico.
No modo negativo, apenas diluiu-se as solu¢cdes em acetonitrila.

As solucdes resultantes foram diretamente injetadas no Q-TOF (Micromass) por

uma Bomba (Havard Apparatus) com o fluxo de 10 pL/min.

Os espectros de massa por ionizacao electrospray (ESI-MS) foram realizados no
modo negativo (identifica os AGLS) e positivo (identifica os TGs, DGs, MGs e ésteres
etilicos), obtidos em um espectrobmetro no massa Q-TOF que € dotado de um

analisador de massa quadrupolo com tempo de voo (Q-TOF).
As condi¢des de ESI-MS foram as seguintes:
Temperatura da fonte: 100°C
Temperatura de Dissolvatacao: 100°C
Voltagem do capilar: +3kV

Voltagem do cone: 30V

3.2.13 Espectrometria de massas utilizando espectrémetro de massas de
ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier - ESI (+) FT-ICR
MS.

Dissolveu-se 2 mg da amostra em 1 mL de metanol e em seguida, transferiu-se
0,5 mL desta solucdo para um vial de 1 mL e diluindo-se com 0,5 mL de metanol
contendo 0,1 % (v/v) de &cido formico. Utilizou-se inser¢do direta com bomba de

seringa interna do equipamento para adquirir os espectros de massas.
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Foi utilizada ionizacdo por electrospray com espectrometria de massas de
ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier (ESI FT-ICR MS)

Para a fonte ESI utilizou-se voltagem do spray de 2,5 a 3,5 kV, voltagem do
capilar de 35V, tube lens de 10V e Sheath gas flow rate de 8 L/min. Para as andlises de
MS no ion trap linear utilizou-se fragmentacao na fonte de 30 a 80V.

Os espectros de massas foram adquiridos de m/z 200 a 1000 e tempo maximo
de injecdo no ion trap linear entre 0,1 a 10 ms. Para as analises no ICR utilizou-se a
mesma fragmentacao na fonte e a mesma faixa de aquisicdo do ion trap linear, tempo
maximo de inje¢do no ICR de 10 a 100 ms.

Cada espectro de FT-ICR MS representa a somatéria de 100 uscan. A
populacéo de ions na cela de ICR foi controlada de modo a obter os valores ESI(+) de
8,00 x 10° fons com max inject time de de 4 ms. O tempo total de aquisicdo de um
espectro foi 12 minutos.

Foi utilizado o software Xcalibur 2.0 (ThermoScientific) para o tratamento de

dados.

3.2.14 Estabilidade Oxidativa a 110°C — AOCS (2004) Cd 12b-92

O equipamento utilizado foi Oxidative Stability Instrument (OSI) - Omniom Archer

— Daniels Midland Company.

Pesou-se 5 g da amostra em tubo de reacdo do equipamento e preparou-se 0
tubo de medicdo de condutividade com 50 mL de agua deionizada atachado com o
eletrodo. Conectou-se a mangueira do ar no de tubo de medigdo de condutividade e
ajustou-se as pipetas Pasteur de vidro contendo aeracdo a 5 mm do fundo, tanto no
tubo de reacdo quanto no tubo de medicdo. As amostras ficaram a 110 °C receberam
um fluxo de ar de 9,0 L/h. A condutividade elétrica da agua é medida pelo eletrodo e
passada para o computador e o grafico € criado. O ponto de inflexdo do grafico é

chamado de tempo de inducdo onde é fornecido em horas.
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3.2.15 Analise de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN-'H)

A amostra foi colocada em tubo e dissolvida em cloroférmio deuterado.O
espectro de RMN foi registrado em espectrofotometro Bruker Avance DPX (250 MHz),
operando a temperatura ambiente. Para os nucleos de Hidrogénio-1 foram utilizados os
seguintes parametros de aquisicdo: tempo de relaxacdo: 1 s, tempo de aquisi¢ao: 3,64

s e foram acumuladas 32 repeticoes (GARCIA, 2006).

3.2.16 Determinacédo da glicerina livre e ligada por cromatografia em fase gasosa
conforme a norma EN 14105/ASTM D6584 9 (2001)

Este método determina a quantidade de glicerol (derivatizado), mono e
diacilglicerois (derivatizado), triacilglicerdis e ésteres metilicos na amostra. O glicerol
derivatizado € o primeiro material a eluir, seguido sequencialmente por ésteres de etila

e 0s monoacilglicerdis, diacilglicerois e triacilglicerois derivatizados.

Pesou-se 50 mg da amostra do 6leo de cana esterificado e da amostra do 6leo
de cera de cana-de-acucar e diluiu com 1 mL de dicloro em vials.

Para a identificacdo dos mono- di- e triacilglicerois, utilizou-se um cromatégrafo
em fase gasosa (Shimadzu GC-2010), equipado com detector de ionizacdo de chama
(FID) e injetor split. Os componentes foram separados em coluna capilar de silica
fundida HT5-SGE (SGE, 5% Phenyl Polycarborane-Siloxane: comprimento, 25 m;
didametro interno, 0,32 mm; espessura de filme de 0,10 um). Amostras de 1,0 pL foram
injetadas. As temperaturas programadas do injetor foram de 60 °© C por 1 minuto, 60 a
380° C (20° C.min™}) e 380° C por 27 minutos, totalizando 44 minutos. A temperatura
do detector foi mantida constante a 380° C. Hélio foi utilizado como gas de arraste, com
uma vazao de 3,0 mL.min™. A programacéo de temperatura na coluna foi de 180° C por
5 minutos, 180 a 300° C (4° C.min™}) e 300° C por 35 minutos, totalizando 70 minutos
de corrida. A identificacdo dos picos foi realizada com base nos valores de tempo de

retencdo obtidos a partir do padrdo contendo glicerina, butanotriol ISTD1,
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monopalmitina, monolinoleina, monoleina, monoestearina, tricaprina ISTDZ2,

diacilglicerais e triacilglicerdis injetada nas mesmas condicoes.

3.2.17 Determinacédo dos esteres etilicos totais por cromatografia em fase gasosa
(EN 14103)

Para a separacdo, identificacdo e quantificacdo de ésteres, utilizou-se um
cromatégrafo em fase gasosa (Shimadzu GC-2010), equipado com detector de
ionizacdo de chama (FID) e injetor split. Os componentes foram separados em coluna
capilar de silica fundida Stabilwax (modelo 0623 com 5% polietileno glicol,
comprimento: 30 m; diametro interno: 0,25 mm; espessura de filme de 0,25 pm). As
amostras de biodiesel e de Oleo de cera de cana-de-acucar foram injetadas no volume
de 0,2 pL. A temperatura do injetor foi mantida constante a 250°C. A temperatura do
detector foi mantida constante a 280° C. Hélio foi utilizado como gas de arraste, com
uma vazao de 3,0 mL.min™. A programacéo de temperatura na coluna foi de 100° C por
5 minutos, 100 a 220° C (5° C.min™) e 220° C por 27 minutos, totalizando 56 minutos
de corrida. A identificacdo dos picos foi realizada com base nos valores de tempo de
retencdo obtidos a partir do mix de padrbes de ésteres metilicos (C14:0, C16:0, C16:1,
C18:0, C18;1, C18:2, C18:3, C20:0, C24:0) injetada nas mesmas condi¢cdes. Os valores
de tempo de retencdo foram utilizados para a construcdo de curvas de numero de
carbono equivalente, que auxiliaram na identificacdo dos componentes das amostras.
(SCHOBER et al., 2006)

3.2.18 Espectroscopia naregido do infravermelho (FTIR).

Este tipo de analise permite identificar os grupos funcionais presentes em

compostos organicos.
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A amostra para analise espectroscopica na regidao do infravermelho foi
preparada utilizando pastilhas de KBr. Os espectros foram registrados no intervalo de
4000 a 400 cm™.

Os espectros de transmitancia das amostras foram obtidos em um
espectrofotometro de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier da marca Perkin-Elmer, modelo FT-IR1605 (SILVERSTEIN et al.,1979).

3.3 Procedimento Experimental
3.3.1 Preparacdo da amostra

A amostra de Oleo da cera de cana-de-acucar foi evaporada em rotaevaporador
para a retirada de etanol e de agua e foi armazenada em recepiente de plastico de 4
litros a temperatura ambiente e protegida da luz, até sua utilizacéo.

3.3.2 Caracterizacdo da matéria-prima (6leo da cera de cana-de-acUcar

clarificado)
A matéria-prima foi caracterizada quanto aos seguintes parametros:

+ Indice de acidez,

+ Indice de saponificacéo,

+ Indice de iodo,

» Teor de matéria insaponificavel,

+ Composicao em acidos graxos,

+ Composicéo das familias de compostos,
+ Composicéo e teor de esterdis,

« Comportamento térmico
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3.3.3 Reacéo de esterificacao e transesterificagéo

As reac0Oes para esterificacdo e transesterificacao foram realizadas empregando-
se alcool etilico anidro em excesso, acido sulfurico concentrado como catalisador e
aquecimento (MARCHETTI & ERRAZU.,2008).

As amostras foram colocadas em tubos hermeticamente fechados de 70 mL,
onde foram colocados 10 g de 6leo e as quantidades selecionadas de etanol anidro, na
temperatura do processo e 2% de &cido sulfarico como catalisador.

O monitoramento da cinética da reacao foi realizada por retiradas de amostras
nos tempos 15, 30, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos de reacdo e determinacdo da
reducdo de &cidos livres. Os produtos de reacdo foram colocados em funil de
separacdo e para interromper a reacdo, mediante a inativacdo do catalisador, os
produtos foram lavados com agua quente separando o catalisador e o alcool da fase
oleosa até a agua de lavagem atingir a neutralidade. A fase oleosa foi seca utilizando-

se sulfato de sodio.

Para a reducao de acidos graxos livres utilizou-se a seguinte equacéao:

AGL inicial(%) - AGL Final (%) X
AGL inicial(%)

Reducéo dos &cidos graxos livres (%) = 100

3.3.4 Delineamento Composto Central Rotacional — DCCR (22).

As variaveis independentes escolhidas para o delineamento foram a temperatura

e a razdo molar 6leo:etanol. O catalisador foi mantido constante a 2%.

A faixa para estudo da razdo molar de 6leo:etanol foi 1:16 e 1:40. A faixa inicial
foi assim escolhida devido ao 6leo ser extraido pelo processo de purificacdo da cera de

cana-de-aclcar nesta propor¢do de Oleo:etanol. Segundo Freedman e
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colaboradores(1986) que estudaram catalise acida em 0Oleo de soja e concluiram que

uma razéo de 1:30 de Oleo:butanol é necessaria para uma boa conversao.

A faixa de temperatura usada para o estudo foi de 80 a 100°C. Wust (2004)
recomendou temperaturas inferiores 100°C para catalise acida, obtendo uma boa

conversao em ésteres etilicos a 83°C.

O percentual de catalisador foi mantido constante e igual a 2%, pois, segundo a
otimizacdo de Marchetti & Errazu (2008), esta condicdo € ideal para uma conversao de
96% em catalise 4cida com 6éleo de girassol acidificado com acido oléico.

Foi realizado um DCCR (2°) sendo as variaveis independentes: temperatura de
reacao (X;) e a relacdo molar etanol/6leo (X;). No total foram 12 ensaios incluindo 4

ensaios nas condicdes axiais e 4 repeticdes dos pontos centrais.

Os niveis utilizados e os ensaios experimentais deste planejamento estédo

representadas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6 Niveis e valores reais do planejamento fatorial.

Nivel -1,41 -1 0 1 1,41
Temperatura °C (X31) 80 83 90 97 100
Oleo:Etanol (X») 1:16,7 1:19,7 1:28,1 1:36,6 1:40
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Tabela 7 Planejamento fatorial, valores codificados e reais de estudo (temperatura e

Oleo:etanol).
Codificado Real
Ensaios Temperatura Oleo:Etanol Temperatura Oleo:Etanol

°C (X1) (X2) °C (X1) (X2)
1 -1 -1 83 1:19,7
2 +1 -1 97 1:19,7
3 -1 +1 83 1:36,6
4 +1 +1 97 1:36,6
5 -1,41 0 80 1:28,1
6 +1,41 0 100 1:28,1
7 0 -1,41 90 1:16,3
8 0 +1,41 90 1:40
9 0 0 90 1:28,1
10 0 0 90 1:28,1
11 0 0 90 1:28,1
12 0 0 90 1:28,1

As variaveis de resposta do delineamento escolhidas foram a reducdo dos

acidos graxos livres e o teor de ésteres etilicos formados. Este seria equivalente da

reducédo de acidos graxos.

Para a andlise de teor de ésteres totais buscou-se métodos analiticos

amplamente utilizados pela

MONTEIRO et al.,2008).
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3.3.5 Determinacao do teor de ésteres etilicos.

Para a determinacéo de ésteres etilicos totais, escolheu-se o melhor ensaio do
planejamento obtido pelo critério da reducdo de &cidos graxos livres, no qual foram
empregadas as 3 metodologias a seguir:

a) Espectrometroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN-'H)

Segundo Garcia (2006) que estudou a transesterificacdo em 6leos vegetais, o
método de RMN-1H, além de identificar e quantificar a formacéo dos ésteres consegue
identificar e quantificar subprodutos da reacdo (monoacilgliceréis, diacilglicerdis e
triacilglicerdis), com a vantagem de ndo ser necessario o processo de derivatizacao

dos mesmos.

b) Determinacdo de ésteres etilicos totais e determinacédo da glicerina livre e
ligada por cromatografia de fase gasosa
O conteldo de ésteres etilicos pode ser determinado pela norma européia para
biodiesel EN 14103 através de GC-FID (SCHOBER et al., 2006) e para identificar e
guantificar os componentes graxos oleoso, pela norma EN 14105/ASTM D6584
(MONTEIRO et al.,2008).

c) Espectroscopia na regido do infravermelho

Knothe e colaboradores (2006) descreveram os métodos analiticos utilizados em
biodiesel (ésteres etilicos e metilicos), onde além de citar o método de RMN-'H, indica
para a determinacdo do rendimento da reacdo a espectroscopia na regido de

infravermelho.

As determinacfes de glicerina livre e ligada, determinacdo dos ésteres etilicos
totais e espectroscopia na regiao do infravermelho, foram aplicados na amostra original

de dleo de cera de cana-de-acucar (sem reacao) para efeito de comparacéo.
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3.3.6 Investigacdo dos componentes lipidicos existentes no 6leo de cera de cana-

de-acgucar

Para visualizar as espécies presentes neste 0Oleo, foi realizada uma
espectrometria de massas por ESI-MS (Q-TOF) tanto para o modo negativo, especial
para &cidos graxos livres, quanto para o modo positivo para compostos como
monoacilglicerdis, diacilglicerdis, triacilglicerois e ésteres de acidos graxos.

3.3.6.1 Qualidade oxidativa no 6leo de cera de cana-de-acucar.

Para a verificacdo da caracterizacdo oxidativa desse o6leo foram realizadas as

seguintes determinacdes:

 Indice de peroxido;

o Estabilidade Oxidativa;

e Extracao e identificacdo dos componentes polares

e Espectrometria de massas por ESI(+) FT-ICR MS para identificacdo dos

compostos de oxidacado por massa de alta precisao.
3.4 Anédlise Estatistica
A analise estatistica, para estudo da otimizacdo da reacdo de transesterificacédo
do 6leo de cera de cana-de-acucar, foi realizada utilizando-se o software “STATISTICA”

7.0, analisando os resultados pela Metodologia de Superficie de Resposta. O limite de
confianca utilizado foi de 95 % (p < 0,05 (RODRIGUES & IEMMA, 2005).
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacdo da matéria prima

4.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de cera de cana-de-acucar

O dleo fornecido pela industria estava dissolvido em etanol utilizado na ultima
etapa do processo de purificacdo da cera bruta clarificada. A amostra continha 55,8%

de dOleo, 34,7% de etanol e 9,5% de agua.

Na Tabela 8 encontram-se alguma das caracteristicas fisico-quimica do 6leo de
cera de cana-de-acgUcar.

Tabela 8 Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de cera de cana-de-acucar.

Determinagao Resultado e desvio padréo
indice de Acidez (mg KOH.g™) 50,8 + 0,5
indice de Saponificagéo (mg KOH.g™) 185,3+1,1
indice de lodo (mgl.100g™) 72,1+0,6
Viscosidade (cP), 25° C 55,5+1,5
Matéria Insaponificavel (%) 22,2+0,3

O 6leo de cera de cana-de-agticar apresentou um valor de acidez (50,8 KOH.g™)
préximo ao encontrado por Gandra (2006), de 55,9 mg KOH.g™, porém ,superior a faixa
reportada por Paturau (1989), entre 24 e 46 mg KOH.g™. O indice de iodo encontrado

45



Resultados e Discussao

(71,1 mg 1.100g™) foi superior ao reportado por Gandra (2006), igual a 64,4 mg 1.100g"

! mas na faixa relatada por Paturau (1989), entre 49 e 85 mg 1.100g™.

Em relac&o aos indices de saponificacdo relatados de 174,2 a 179,1 mg KOH.g™*
(Gandra, 2006) e 144 a 156 mg KOH. g* (PATURAU,1989), neste trabalho obteve-se
valor de 185,3 mg KOH. g™*.

O teor de matéria insaponificavel no valor de 22,2 % encontra-se no limite
inferior da faixa relatada por Paturau (1989), entre 23 e 59%. Sem duvida estas
diferencas nas caracteristicas entre os 6leos, relatados por Gandra (2006) e Paturau
(1989), devem-se aos métodos diferentes utilizados na extracdo, purificacdo e na

prépria origem da cana-de-acucar.

4.1.2 Composicdo em acidos graxos do 6leo de cera de cana-de-agucar

A Tabela 9 apresenta a composicao em acidos graxos do 6leo de cera de cana-
de-acucar. Observa-se que os acidos graxos predominantes sdo os acidos palmitico
(31,8 %), linolénico (28,7 %), linoléico e oléico (21,2%) e triacontandico (7,8 %),
perfazendo 89,5% dos &cidos graxos presentes. O &cido triacontanodico (C30:0)
presente deve-se a uma pequena quantidade de cera remanescente no 6leo depois da

purificacdo com etanol.

Os teores de acidos graxos saturados e insaturados de 48,7% e 51,3%,
respectivamente, representam um 6leo mais insaturado que o obtido por Gandra (2006)
gue, utilizando o mesmo método de purificacdo, porém, em escala laboratorial, reportou
46,3% de insaturados. Isto explica o pequeno aumento no valor de indice de iodo

encontrado neste presente trabalho.
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Tabela 9 Composicdo em acidos graxos do 6leo de cera de cana-de-acgucar.

Acido Graxo

% e desvio padréo

Massa Molar

L&urico

Miristico
Palmitico
Linolénico
Linoléico e Oléico
Estearico
Araquidico
Araquidbdnico

Triacontandico

C12:0

C14:0

C16:0

C18:3

C18:2 e C18:1

C18:0

C20:1

C20:0

C30:0

24+0,1

1,3+0,0

31,8+1,6

28,7+1,3

21,2+0,9

3,604

1,4+0,1

1,8+0,1

78+0,5

200

228

256

276

280 e 278

282

310

312

452

A Figura 4 mostra-se um exemplo de cromatograma da composi¢cdo em acidos

graxos obtido do 6leo de cera de cana-de-agUcar.
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Figura 4 Cromatograma dos &cidos graxos presentes no 6leo de cera de cana-de-

acucar (N.I.: acido graxo n&o identificado).

4.1.3.Composicéao das familias de compostos do 6leo de cera de cana-de-acucar
(HPSEC)

A Figura 5 apresenta-se o cromatograma das familias de compostos presentes
no 6leo de cera de cana-de-acucar, obtidos por HPSEC.

O dleo de cera de cana-de-agucar apresentou mais de 66% de monoacilglicerois

e acidos graxos livres (Tabela 10).

O percentual individual de monoacilglicerdis pode ser obtido através da
diferenca do valor do percentual de monoacilgliceréis e de acidos graxos livres
encontrados pelo HPSEC (66,6%) e do teor de &cidos graxos livres (25,5%)
determinado na andlise fisico-quimica, obtendo um valor igual a 41,1% para

monoacilglicerais.
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Figura 5 Composicao das familias dos componentes lipidicos presentes no 6leo de

cera de cana-de-acucar por Cromatrografia por Exclusdo de Tamanho(HPSEC).

TabelalO Perfil das familias dos componentes lipidicos presentes no 6leo de cera de

cana-de-acucar.

Classe Lipidica %

Triacilgliceréis (TG) 9,8
Diacilglicerois (DG) 23,6
Monoacilglicerois e acidos graxos livres (MG + AGL) 66,6
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4.1.4 Composicao dos fitoesterdis presentes no 6leo de cera de cana-de-acucar

A Figura 6 apresenta o cromatograma do perfil de esterdis (livres e esterificados)

presentes no 6leo de cera de cana-de-acucar.

B-sitosterol

Campestrol

Estigmasterol

Dihidrocolesteral (P.1.)

100

Colesterol (P.1.)

Figura 6 Cromatograma de esterois no 6leo de cera de cana de acUcar

O resultado da analise de composicdo dos esterois (obtidos apds isolamento da
fracdo de esterdis por TLC preparativa) por cromatografia em fase gasosa €
apresentado na Tabela 11. O éleo de cera de cana-de-aclcar apresentou 56,10 mg.g™
de esterdis totais, sendo o [-sitosterol (44,86%) componente presente em maior
quantidade (Tabela 11).
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Tabelall Composicéo de fitoesterdis totais em Oleo de cera de cana-de-acucar.

Fitoesterois %

Campesterol 24,2
Stigmasterol 18,8
B-Sitosterol 44,9
Outros 12,1
Esterdis totais (mg.g™) 56,1

De acordo com ICIDCA (1999), os esterbis do Oleo de cana de acglcar sédo
stigmaterol, B-sitosterol e campesterol (32, 42 e 45%, respectivamente) e a
concentracdo de fitoesterdis no 6leo de cana-de-acUcar varia entre 4 a 8%. No
presente estudo, os teores de fitoesterbéis do 6leo de cera de cana-de-acUcar
corresponderam a 5,61%.

Considerando as caracteristicas fisico-quimicas e os dados de composi¢do do
0leo de cera de cana-de-acgUcar, pode-se concluir que se trata de uma matéria prima
com alto grau de insaturacao, de alta acidez e com gliceridios parciais (DG, MG e AGL)
em grande quantidade, todos eles resultantes de uma alterac@o hidrolitica muito

severa.

4.1.5 Estudo da curva de cristalizacdo e de fusdo do Oleo de cera de cana-de-

acucar

Na Figura 7 mostra-se a curva de fuséo e cristalizacdo do 6leo de cera de cana-

de-acucar.
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As transicdes de primeira ordem sao geradas através dos eventos térmicos que
apresentam variacdo de entalpia que podem ser endotérmica ou exotérmica e dao
origem a formacéo dos picos (CANEVAROLO JR., 2004). No caso, a fusédo lipidica é

um evento térmico endotérmico e a cristalizagéo, exotérmico.

Na Tabela 12 apresentam-se os parametros do comportamento térmico de
cristalizacdo do Oleo de cera de cana-de-aclUcar. Observou-se uma temperatura
maxima de cristalizac&o (Tpico) de 28,8°C e entalpia de cristalizacdo de 7,6 J.g™ para o
primeiro pico e 35,6 J.g™ para o segundo pico. Com relacdo a temperatura de inicio de

cristalizacao onset (°C), esta foi de 31,2°C.

2.00e+0 4

|1_3-

Cristalizacao

Mormalized Heat FlowEndo Up 0Mig) ——

0o 4

02

04 4

-05 T T T T T T T T T T T

-40 -30 =20 -10 i] 10 20 30 40 50 1] 7a
Temperature (*C)

Figura 7 Curvas de fuséo e cristalizacdo do 6leo de cera de cana-de-acucar (Pico Ac e

Pico B¢ = picos de cristalizacéo; Pico Ar e Pico Bg = picos de fuséo).
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Tabela 12. Parametros do comportamento térmico (DSC) de cristalizacdo do 6leo de

cera de cana-de-acucar.

Picos Temperatura Temperatura Temperatura AH Entalpia de
onset (°C) de pico (°C) endset (°C) cristalizacao (J/g)
31,2 28,8 26,3 7,6
B 13,6 6,3 -21,8 35,6

A Tabela 13 contém os parametros do comportamento térmico de fusdo do Oleo
de cera de cana-de-acUcar. A temperatura maxima de fusdo (Tpico) foi de 38,4°C. Os
resultados obtidos foram inferiores aos encontrados por Gandra (2006) em seu estudo
com Oleo de cera de cana-de-agUcar organica e mista, onde obteve-se temperaturas

maximas de fusdo de 23,1 e 25,1°C, respectivamente, do 6leos para cada tipo de cana.

Tabela 13. Parametros do comportamento térmico (DSC) de fuséo do 6leo de cera de

cana-de-acucar.

Picos Temperatura Temperaturade Temperatura AH Entalpia de
onset (°C) pico (°C) endset (°C) fusédo (J/g)
-14,2 4,3 18,2 20,5
B 33,0 38,4 53,8 53,4

A entalpia de fusdo encontrada no Oleo de cera de cana-de-acucar foi de 20,5
J.g* para o primeiro pico e 53,4 J.g* para o segundo. Com relacdo & temperatura de
inicio de fusdo — onset (°C) — esta foi de -14,2°C. Resultado foi diferente do valor
encontrado por Gandra (2006) para o Oleo de cera de cana-de-acUcar organica (-
8,9°C). Provavelmente esta redugcao de temperatura onset tenha sido causada pelos

maiores teores de acidos graxos insaturados verificados no presente estudo.
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4.2 Cinética de reducao dos acidos graxos do planejamento fatorial do Gleo de

cera de cana-de-agUcar ap6s a reacao de esterificacao

As Figuras 8a e 8b mostram a cinética de reducdo dos acidos graxos durante a
reacdo de esterificacdo do 6leo de cera de cana-de-agucar, conforme os ensaios do

planejamento fatorial realizado.

A cinética de reducdo dos acidos graxos livres mostra que a reacdo € uma
endotérmica tipica, ou seja, com o aumento da temperatura proporciona uma maior

taxa de reducéo.

Este resultado esta de acordo com Trubiano e colaboradores (2007) que
trabalharam com acido oléico e etanol para produzir etilato utilizando uma enzima como
catalizador. Também corrobora os resultados obtidos por Marchetti & Errazu (2008)
utilizaram um sistema modelo de acido oléico na presenca de triacilgliceréis com acido

sulfurico como catalisador e etanol como alcool de esterificacao.

100

O\O
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§ 0 : . . . . . , ee=Ensaio 5
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Figura 8a Cinética de reducdo dos acidos graxos livres em diferentes tempos nos

ensaios (1 a 6) do 6leo de cera de cana-de-acucar durante a reacao de esterificacao.
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Figura 8b Cinética de reducdo dos acidos graxos livres em diferentes tempos nos

ensaios (7 a 12) do 6leo de cera de cana-de-acucar durante a reacao de esterificacao.

4.3 Matriz do delineamento e resposta de reducédo dos acidos graxos livres obtida
apdés 5 horas dareacdo de esterificacao

Na Tabela 14 encontram-se os valores reais e a resposta de reducéo de acidos
graxos livres na reacao de esterificacdo do 6leo de cera de cana-de-acUcar. A reducao
dos AGL variou entre 74 e 90%.
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Tabela 14 Valores reais e a resposta de reducdo de acidez no biodiesel do 6leo de

cera de cana-de-acucar apoés reacédo de esterificacédo (5h).

Ensaios Temperatura °C Oleo:Etanol Reducéo de AGL
(X1) (X2) (%)
1 83 1:19,7 78
2 o7 1:19,7 83
3 83 1:36,6 80
4 97 1:36,6 88
5 80 1:28,1 74
6 100 1:28,1 90
7 90 1:16,3 78
8 90 1:40 87
9 90 1:28,1 82
10 90 1:28,1 81
11 90 1:28,1 80
12 90 1:28,1 80

4.3.1 Modelo matematico para a reducdo dos acidos graxos livres na

esterificacdo do 6leo de cera de cana-de-agucar.

Através dos resultados obtidos da Tabela 14, foi possivel determinar os
coeficientes da regressado para a reducao de acidos graxos na esterificacdo do 6leo de
cera de cana-de-acucar. Estes sdo apresentados na Tabela 15 e correspondem a um

tempo de reacao constante de 5 horas.
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Para um nivel de significancia de 95%, foi observado como estatisticamente nao
significativas os termos quadraticos das variaveis temperatura e razdo molar e suas
interagcOes lineares. Entretanto, se estes termos forem incorporados aos residuos, o
coeficiente de correlacdo de R?=0,88 passa a R?= 0,92, portanto para estas resposta
sera estudado o modelo completo. O modelo codificado para a reducdo dos acidos

graxos livres, mantendo todos os termos na faixa estudada é apresentado a seguir:

Reduc&o dos acidos graxos (%) = 80,8 + 4,5 * Temperatura + 0,73 * Temperatura® +

2.5 * Razdo molar + 0,8 * Razdo molar?+ 0,8 * Temperatura *Razdo molar

Tabela 15 Coeficientes de regressdo para a reducdo de acidos graxos livres na

esterificagdo do 6leo de cera de cana-de-acuUcar.

Eator Coef. de Erro t(7) p Lim. Conf. Lim. Conf.
Regressdo Padréao 95% 95%
Média 80.75 0.88 91.71 0.0000 78.60 82.90
X1(L) 4.46 0.62 7.15 0.0004 2.93 5.98
X1(Q) 0.63 0.70 0.90 0.4047 -1.08 2.34
Xa(L) 2.47 0.62 3.96 0.0075 0.94 3.99
X2(Q) 0.88 0.70 1.26 0.2558 -0.83 2.59
X1X2(L) 0.75 0.88 0.85 0.4270 -1.40 2.90

Valores em negrito= estatisticamente significativo.

Na tabela 16 é apresentado o calculo da Analise de Variancia (ANOVA) para o

modelo de reducédo de acidos graxos na esterificacdo, contendo todos os termos.

Como o Fcalc (Tabela 16) para a regressao (167,80) € altamente significativo,
com a porcentagem de variagao (R?) explicada pelo modelo foi excelente, cerca de

92%, pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais.

57



Resultados e Discussao

Tabela 16 ANOVA para a resposta da reducdo de AGL em 5 horas de reacdo na

esterificacdo do 6leo de cera de cana-de-acucar.

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado = <F
Variagéo quadrados liberdade Médio cale tab
Regressao 215.64 5 43.13

167.80 4.39
Residuos 18.61 6 3.10
Falta de ajuste 15.86 3 5.29

5.77 9.28

Erro puro 2.75 3 0.92
Total 234.25 11

*Fap 5% : obtido pela tabela de pontos de porcentagem de distribuicdo (RODRIGUES & IEMMA, 2005).

A relacdo entre os valores preditos pelo modelo e os valores observados

experimentalmente € apresentado na Figura 9.

Yalores Observados vs. Previstos
2 factores, 1 Bloco, 12 Ensaios; MS Residual=3.101283
DV: Convers3o de acidos graxos (%)
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Figura 9 Valores observados versus previstos para reducdo dos acidos graxos na

esterificacdo do Oleo de cera de cana-de-agucar.
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Os desvios relativos entre os valores preditos pelo modelo e os valores

observados experimentalmente sdo apresentados na Figura 10.

3.00
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Ensaios

Figura 10 Desvio Relativo (%) entre os valores observados e previstos pelo modelo

para reducao dos acidos graxos na esterificacdo do 6leo de cera de cana-de-acUcar.

O Desvio Relativo é obtido pela seguinte equacgéao:

Valor

Valor
DesvioRelativo (%) = ( obsenado

previsto x100
Valor

observado

Os desvios apresentados entre os valores previstos pelo modelo e os
observados na Figura 10 estiveram abaixo de 5% com média foi de 1,35%. Este

percentual justifica a previsibilidade do modelo obtido.

A Figura 11 mostra a superficie de resposta e a curva de contorno obtidas para
a variavel dependente reducao de acidos graxos (%). Observa-se que tanto o aumento
da temperatura (X;) quanto da razdo molar 6leo:etanol (X;) causaram um aumento na
reducdo de AGL, dentro da faixa estudada, com um efeito mais pronunciado no

aumento da temperatura.

N&o foi possivel observar uma inflexdo na curva de resposta (Figura 11),
portanto as maiores conversées dos acidos graxos sdo obtidos em temperatura acima

de 100°C e razdo molar de 6leo:etanol acima de 40.
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Figura 11 Curva de contorno (a) e superficie de resposta (b) para a reducdo dos
acidos graxos.

O resultado do planejamento mostra apenas a reducédo dos acidos graxos livres,
0S quais equivalem apenas a 25% da amostra, ndo equivale a conversao total da
amostra. Necessita-se, portanto, da determinacdo da conversdo da matéria
saponificavel em ésteres etilicos para avaliar a eficiéncia da reacéo de esterificacdo do
0leo de cera de cana-de-acucar com acido sulfarico como catalisador e s6 assim

realizar o planejamento experimental da segunda resposta (formacdo de ésteres
etilicos).

4.4 Determinacdo do teor de ésteres etilicos

4.4.1 Através da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-

'H) do 6leo de cera de cana-de-aglcar ap6s reacéo de esterificacéo.

A Figura 12 mostra o espectro integrado de RMN de *H do 6leo de cera de cana-
de-acucar apos esterificacéo.
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Figura 12 Espectro de RMN-'H do 6leo de cera de cana-de-aclicar apés reacdo de

estereficacao.

7z

A técnica de RMN ¢é amplamente usada para verificar a conversdo de
triacilglicerdis em ésteres, porém para uma matéria-prima complexa como o 6leo de
cera de cana-de-aclUcar que possui outros componentes lipidicos, ndo se apresentou
como uma boa técnica de verificacdo da conversdo, pois apareceram muitas outras
inUmeras espécies nao identificadas. No espectro apresentado também verificou-se
gue muitas espécies ndo atingiram a linha base, causando, assim, uma sobreposicao

das mesmas.

A metodologia de RMN-'H ndo mostrou-se eficiente para a determinacdo da

conversdo em uma amostra complexa como o 0leo de cera de cana-de-agucar.
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4.4.2 Determinacdo dos ésteres etilico totais do 6leo de cana de aclcar apos

reacao de esterificacdo comparado ao 6leo de cera de cana de acgucar original.

A Figura 13 mostra a identificacdo dos ésteres etilicos do 6leo de cera de cana-
de-acUcar apés esterificacdo comparado ao 6leo de cana-de-agucar original.

Intensity
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Figura 13 Cromatograma de esteres etilicos e acidos graxos no 6leo de cera de cana-
de-acucar apoés a reacédo de esterificacdo comparado com o 6leo original. Linha verde:
padrdo de esteres metilicos; linha vermelha: 6leo de cera de cana-de-acUcar original;
linha preta: 6leo de cera de cana-de-acucar apos reacado de esterificacao.

O cromatograma apresenta apenas 0s possiveis acidos graxos livres presentes
nas amostras (deslocados a direita dos respectivos esteres metilicos). Observa-se uma
diminuicdo da intensidade dos picos dos acidos graxos apos a esterificacdo do 6leo. Ha
uma correlagcdo com os resultados obtidos no planejamento, mostrando que realmente
houve uma reducédo dos acidos graxos livres. Nao foi verificado a presenca de novos
compostos apos a reacgdo, indicando que a metodologia pode ser inadequada para a

amostra em questdo, ou que ndo houve formacao de esteres etilicos.
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4.4.3 Através do método EN 14105 das familias de compostos lipidicos do 6leo de
cera de cana-de-agucar ap0Os esterificacdo comparando com O6leo de cera de

cana-de-agucar original.

O cromatograma do Oleo de cera de cana-de-acucar apOs esterificacao

comparando com o Oleo original, obtido pelo método EN 14105, é apresentado na
Figura 14.
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Figura 14 Cromatograma do Oleo de cera de cana-de-acucar apés esterificacao
comparado com o 6leo original, obtido pelo método EN 14105. Linha preta: padréo de
monoacilgliceréis e triacilgliceréis; linha laranja: padrdo de monoacilglicerdis,
diacilglicerois e tricaprina; linha vermelha: 6leo de cera de cana-de-acucar original;

linha verde: 6leo de cera de cana-de-agUcar apds reagdo de esterificagéo.

No cromatograma se observa que nas faixas conhecidas dos padrbes

derivatizados praticamente ndo aparecem espécies. Isto mostra que a metodologia
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usada néo € adequada para uma amostra complexa como o 6leo de cera de cana-de-

acucar.

4.4.4. Espectroscopia na regido do infravermelho do 6leo de cera de cana-de-

acUcar original e ap6s a reacao de esterificacao.

O espectro de infravermelho apresentado na Figura 15 mostra uma regido de
absorcdo de 3409 cm™ que é provavelmente a regido do 6-OH correspondente do
glicerol com ligacdo de hidrogénio intermolecular, onde as bandas aparecem em
freqiiéncias entre 3.550-3.200 cm™. As bandas que aparecem em 2926 e 2854 cm™
sdo caracteristicas de absorcdo do C-C sp3 e —CH,, respectivamente, oriundas de
carboxilas. As regides de absorcéo de 1738 e 1715 cm™ séo referente ao estiramento
C=0 da carbonila dos ésteres com o glicerol e a deformacdo axial de C=0 de

carboxilato dimero (SILVERSTEIN et al., 1979).
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Figura 15 Espectro de infravermelho do 6leo de cera de cana-de-acglcar
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Comparando as Figuras 15 e 16, verifica-se que a banda de acidos graxos da
amostra de 6leo de cera de cana-de-acucar apos reacdo de esterificacdo é inexistente
mais, mostrando que durante a reacdo realmente houve uma diminuicdo da acidez
constatada em andlises anteriores. Muito embora a técnica de infravermelho indique a
reducdo da acidez, devido a limitacbes da propria técnica esta ndo aporta maiores

informacdes sobre a eficiéncia de reacéo ou o teor de ésteres etilicos formados.

80
~
©0-OH
80
/
6 C=0O(ester
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0-CH>-
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4000 3000 2000 1000

Figura 16 Espectro de infravermelho do 6leo de cera de cana-de-acUcar apds reagao

de esterificacéo.

Assim como as analises anteriores, ndo se encontrou um meétodo adequado

para avaliar o real rendimento da conversdo em ésteres etilicos.

Até a conclusdo desta pesquisa (Dezembro de 2010), ndo foram encontrados

trabalhos semelhantes a este na literatura, sobre a obtencédo e caracterizagdo de
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ésteres etilicos a partir do Oleo da cera de cana-de-acUcar ou em amostras de alta

acidez.

A maioria dos trabalhos nesta area utilizam modelos da esterificacéo etilica por
catalise acida em o6leos com alto teor de triacilglicerdis e apenas acidificados com
acidos graxos livres (MARCHETTI & ERRAZU, 2008).

Muito embora tenha sido observado que durante a reacdo de esterificacdo
houve uma reducéao significativa de acidez, ndo foi comprovada, mediante as técnicas
utilizadas neste trabalho, a formacdo de ésteres etilicos nas condi¢cdes de reacéo

utilizadas.

4.5 Investigacdo sobre os componentes lipidicos existentes no 6leo de cera de

cana-de-acgucar
4.5.1 Espectometria de massa do Gleo de cera de cana-de-acUcar utilizando ESI-

MS (Q-TOF) no modo negativo e positivo

Na Figura 17 mostra-se o espectro de massas obtido no modo negativo das
espécies de acidos graxos livres presentes na amostra e a identificacdo das principais

espécies.
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Figura 17 Espectro ESI MS (Q-TOF) no modo negativo de 6leo de cera de cana-de-

acucar com os principais acidos graxos identificados pelas massas moleculares.

A Tabela 17 mostra os principais acidos graxos com suas massas molares

presentes no 6leo de cera de cana-de-acUcar.

Estes resultados correspondem com a composicdo em acidos graxos

determinado por CG (Tabela 9).
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Tabela 17 Acidos graxos principais presentes no 6leo da cana-de-aclcar e suas

respectivas massas molares

Acido Graxo Massa Molar do acido m/z [M - H]
Laurico C12:0 200 199
Miristico C14:0 228 227
Palmitico C16:0 256 255
Estearico C18:0 284 283
Oléico Cis:1 282 281
Linolénico c18:3 278 277
Triacontanoico C30:0 452 451

A Figura 18 mostra o espectro de massas no modo positivo das varias espécies,
como monoacilglicerois, diacilglicerdis, triacilglicerois, presentes no 6leo de cera de

cana-de-acUcar.

Foi identificado o monogliceridio de palmitina (MM: 330) com m/z [M — H]" de
331,99. Muitos outros ions de espécies com massas diferentes das esperadas
(monoacilglicerdis, diacilglicerdis, triacilglicerdis) foram visualizados pelo espectro no

modo positivo presenca de ions, porém néo foi possivel as identificacdo dos mesmos.

Massas pares sao caracteristicas de produtos que contém compostos
nitrogenados, oxigenados ou sulfurados (SIMAS, 2010). No caso do 6leo de cera de
cana-de-aglcar provavelmente trata-se de compostos oxigenados, produtos de
oxidacdo dos acidos graxos insaturados e que sdo formados durante o tratamento de
clarificacdo com peroxido de hidrogénio, ao qual € submetido o material na etapa de

producdo, assim como oxidacdo durante o armazenamento a temperatura ambiente.
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Simas (2010) observou em 0leo de soja, ap0s oxidacao acelerada, o aparecimento de

triacilglicerdis oxidados (hidroperoxidos).

MG -C:16

Figura 18 Espectro obtido por ESI MS (Q-TOF) em modo positivo de 6leo de cera de

cana-de-aglcar com a monoacilpalmitina identificada pelo peso molecular.

4.5.2 Analise elementar de Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio do 6leo de cera de

cana-de-acucar

A amostra de 6leo de cera de cana-de-acucar apresentou em média 51,5% de
carbono, 8,4% de hidrogénio e 0,1% de nitrogénio. Por diferenca, aproximadamente

40% dos elementos deve corresponder ao oxigénio.
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4.5.3 Qualidade oxidativa no 6leo de cera de cana-de-acucar

4.5.3.1 indice de peroxido do 6leo de cera de cana-de-acUcar

Durante esta andlise, houve grande dificuldade na determinagcdo do ponto de

viragem devido o 6leo ser muito escuro.

O indice de peréxido do 6leo de cera de cana-de-aclcar foi de 8,7 meq.Kg™(+
0,12). Apesar do resultado de peroxido ser considerado baixo, ndo indica que o Oleo
tenha uma alta qualidade oxidativa. Esta analise mede apenas 0s compostos primarios
de oxidacdo remanescentes. Este indice apresenta uma reducdo devido a
decomposicdo dos peroxidos em compostos secundarios, que devem ser determinados

por outros indices.

4.5.3.2 Estabilidade oxidativa do 6leo de cera de cana-de-agUcar

O 6leo de cera de cana-de-acucar sofreu um tratamento com peroxido de
hidrogénio para clarificar a cera bruta e os provaveis antioxidantes que estavam

presentes neste 6leo, sofreram oxidacgéao.

O valor da estabilidade oxidativa (OSl) da amostra de 6leo de cera de cana-de-
acucar foi de 0,26 h, a 110 °C, indicando uma estabilidade muito reduzida.

4.5.3.3 Extracdo e identificacdo dos componentes polares do 6leo de cera de

cana-de-acucar

A Figura 10 mostra o cromatograma da fracédo polar separada em fase solida e
analisada por HPSEC.
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Figura 19 Cromatograma dos compostos polares presentes no 6leo de cera de cana-
de-agucar por Cromatrografia de Alta Eficiéncia (HPSEC) da fracdo polar obtida por

SPE

A fracdo polar do 6leo de cana de acUcar correspondeu a 21,23% (+0,29) de

toda a matéria-prima.

Esta fracdo polar apresentou 12,33% de monbémeros de triacilglicerdis oxidados,
23,50% de diacilglicerois e 64,17% de monoacilgliceréis e acidos graxos livres e polar

de insaponificavel.

Os resultados sao proporcionais aos resultados do HPSEC da amostra integra
de Oleo de cera de cana-de-acucar e mostram que este 6leo contém compostos

secundarios da oxidagao.
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4.5.3.4 ldentificacdo das espécies de oxidacao por espectrometria de massas por
ESI (+) FT-ICR-MS

A Figura 20 mostra o espectro de massas obtido por ESI (+) FT-ICR-MS para o
Oleo de cera de cana-de-agucar.

A espectrometria de massas de altissima precisédo e resolucdo no modo positivo,
fornece a formula molecular dos compostos presentes na amostra de 0leo, geralmente

com erro menor que 1 ppm, embora erros de até 100 ppm sejam aceitaveis.

FTMS + p ES| Full ms= [200.00-1000.00]
100
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Figura 20 Espectro obtido por ESI FT-ICR-MS em modo positivo para o 6leo de cera

de cana-de-agucar.

As Tabelas 18, 19, 20, 21 mostra a identificacdo das espécies de ions contendo
monoacilgliceréis sodiados, monoacilgliceris com hidroperéxidos sodiados,

diacilglicerois sodiados, diacilgliceréis com hidroperoxidos sodiados,respectivamente,
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indicando realmente a presenca de compostos de oxidacdo no 6leo de cera de cana-

de-acucar.

Tabela 18 Identificacdo de monoacilglicerdéis presentes no 6leo da cana-de-ag¢lucar com
suas respectivas massas molares, massa molar medida pelo ESI (+) FT-ICR-MS e o

erro em ppm dado pelo equipamento.

simbolo Férmula [MG+Na]” MM medida erro ppm
C14:0 Ci7H3404Na 325 325,22954 80
C16:0 Ci9H3304Na 353 353,20103 90
C18:0 C21H4004Na 379 379,11333 88
Ci18:1 C,1H3304Na 377 377,20445 90
C18:2 C21H3604Na 375 375,11165 77
C18:3 C21H3404Na 373 373,44167 43
C20:0 Ca3H4604Na 409 409,55445 50
C20:1 Ca3H4404Na 407 407,10224 33
C30:0 Cs3HesO4Na 549 549,66789 50

Tabela 19 Identificacdo de monoacilgliceréis com hidroperéxidos presentes no 6leo da
cana-de-aglcar com suas respectivas massas molares, massa molar medida pelo ESI

(+) FT-ICR-MS e o erro em ppm dado pelo equipamento.

simbolo férmula [MG+OOH+Na]" MM medida erro ppm
C18:1 C,1H3306Na 409 409,29234 88
C18:2 C,1H3506Na 407 407,27671 89
C18:3 C,1H3406Na 405 405,26106 89
C20:1 Co3H44O6Na 439 439,26653 83
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Tabela 20 Identificacdo de diacilglicerbis presentes no Oleo da cana-de-agucar com
suas respectivas massas molares, massa molar medida pelo ESI (+) FT-ICR-MS e o

erro em ppm dado pelo equipamento.

simbolo represent formula [DG Na]* | MM medida|erro ppm

C16+C18 (ON Cs37H700Os5Na 617 617,47507 59
C16+C18:1 PO C37Hss0OsNa 615 615,45937 49
C16+C18:2 PL Cs7Hes0OsNa 613 613,44379 55
C16+C18:3 PLn C37Hs405Na 611 611,42818 59

C18+C18 SS C39H72,05Na 643 643,49071 51
C18+C18:1 SO Cs9H700s5Na 641 641,47506 52
C18+C18:2 SL C39HgsOsNa 639 639,45938 57
C18+C18:3 SLn C39HegsOsNa 637 637,44374 60
C18:1+C18:1 00 Cs9HesOsNa 639 639,45938 57
C18:1+C18:2 LO C39HegsOsNa 637 637,44374 60
C18:1+C18:3 OLn C39Hs40sNa 635 635,48578 27
C18:2+C18:2 LL C39Hes4OsNa 635 635,48578 27
C18:2+C18:3 LLn Cs9Hs205Na 633 633,46995 30
C18:3+C18:3 LnLn C39Hs00OsNa 631 631,45433 33

Tabela 21 Identificacdo de diacilglicerdis com hidroperéxidos presentes no 6leo da
cana-de-aglcar com suas respectivas massas molares, massa molar medida pelo ESI

(+) FT-ICR-MS e o erro em ppm dado pelo equipamento

simbolo represent Formula [DG+OO0OH+Na]" | MM medida | erro ppm
C16+C18:1 PO C37HgsO7Na 647 647,44917 56
C16+C18:2 PL C37Hss0O7Na 645 645,50636 55
C16+C18:3 PLn Cs7Hs407Na 643 643,49071 54
C18+C18:1 SO C39H7007Na 673 673,46490 54
C18+C18:2 SL C39HgsO7Na 671 671,44921 54
C18+C18:3 SLn C39HgsO7Na 669 669,50640 53
C18:1+C18:1 0]0) C39HgsO7Na 671 671,44921 54
C18:1+C18:2 LO C39Hss07Na 669 669,50640 53
C18:1+C18:3 OLn C39Hs40O7Na 667 667,49070 50
C18:2+C18:2 LL C39Hs40O7Na 667 667,49070 50
C18:2+C18:3 LLn C39Hg207Na 665 665,47515 58
C18:3+C18:3 LnLn C39Hs0O7Na 663 663,40781 23
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Até o fim da pesquisa (dezembro de 2010), os outros ions ndo conseguiram

identificacdo pela massa molecular.

Sendo esta uma matéria-prima bastante complexa e de dificil caracterizacéo,
sd0 necessarios de mais estudos adicionais e outras metodologias para avaliar e

guantificar os outros componentes presentes na matéria-prima.
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5 Conclusodes

e O Oleo de cera de cana-de-acgucar clarificada € uma mistura muito complexa e
de baixa estabilidade oxidativa. E essencial realizar estudos de outros métodos

para caracterizar os demais componentes presentes nesta matéria-prima.

e Os resultados obtidos neste trabalho indicam preliminarmente que o 6leo de
cera de cana-de-acUcar clarificada ndo € uma matéria-prima adequada para a

producéo de biodiesel,

e A determinacdo de ésteres etilicos totais em 6leo de cera de cana por trés
métodos recomendados mostrou-se ineficiente, sendo necesséria a revisdo das
técnicas para encontrar um método confiavel para esta determinacao neste tipo

de amostra.
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