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Resumo

EXTRACAO, CARACTERIZACAO E
TRANSFORMACAO DO OLEO DE RIiCINO

por Rosana de Cassia de Souza Schneider

O dleo de ricino apresenta inimeras aplicagoes, pois se trata de uma matéria prima
versatil e de fonte renovavel. O estudo de extracdo, caracterizacao e transformacao
do ¢6leo de ricino foi realizado com o objetivo de avaliar o 6leo obtido por diferentes
métodos e otimizar novas tecnologias para a produgio de derivados do 6leo de
ricino. Com este intuito, realizou-se, primeiramente, a extra¢ao e caracteriza¢ao do
6leo de ricino de sementes provenientes do Vale do Rio Pardo-RS. A extracao da
semente e¢ da torta de mamona, obtida na prensagem da semente, também foi
realizada por CO, a alta pressao. Por meio dos métodos de extragao por prensagem e

extragao por solvente, foi possivel obter 41,1+35 % de 6leo. Na extragao por CO, a
alta pressio o rendimento de extracio de 6leo foi baixo, no entanto foi possivel
identificar a presenca de outros componentes presentes na semente. Na
transformagao deste 6leo foram estudadas a hidrogenacao catalitica por transferéncia
de hidrogénio - CTH e a etandlise enzimatica. A CTH foi realizada com limoneno e
cicloexeno como solventes doadores de hidrogénio e produziu principalmente o
acido cetoestearico. Este método demonstrou ser eficiente e rapido, substituindo o
H,(g) utilizado com aquecimento e altas pressdes. Na etanolise enzimatica, foi
possivel a conversao total da triricinoleina, presente no 6leo, produzindo ricinoleato
de etila. Com os métodos de extragao e transformagiao otimizados foi possivel
reconhecer a estrutura e propriedades do dleo de ricino e contribuir para a utilizagao
de novas tecnologias na oleoquimica.
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Abstract

EXTRACTION, CHARACTERIZATION AND
TRANSFORMATION OF CASTOR OIL

Rosana de Cassia de Souza Schneider

Castor oil presents several applications since it is a versatile starting material and a
product from a renewable source. Studies on its extraction, characterization and
transformation were done in order to evaluate the quality of the oil obtained by
different methods and optimization of new technologies for the production of
Castor oil derivatives. For the preliminary studies, seeds from Vale do Rio Pardo —
RS were crushed, its oil extracted by pressing method and characterized. Extraction
through pressing seeds and from high-pressure CO, of the “cake” was also
employed. By using both conventional pressing and solvent extraction, 41.123.5% of
oil was obtained. Using high pressure CO, the amount of oil obtained was negligible,
however other compounds were identified. On the modification of Castor oil, CTH
for hydrogenation and enzymatic ethanolysis were studied. On CHT system, Pd/C
were the catalyst and limonene or ciclohexene were used as hydrogen donor. The
major product obtained from these reactions was the keto-stearic derivative. The
advantage of CTH is the use of considerable low temperature and atmospheric
pressure for the reaction. Using the enzymatic approach for the ethanolysis process,
100% of conversion was obtained. With the methodology used in this work it was
possible to characterized the oil produced in Vale do Rio Pardo, evaluate the
proprieties the oil obtained by each method of extraction investigated and evaluate
the possibility of use of new technologies for its transformation.
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-Oleo de ticino desidratado

-Espectroscopia na regidao do infravermelho com
transformada de Fourier

-Cromatografia gasosa

-Cromatografia gasosa com detector de
espectrometria de massas

-Cromatografia gasosa com detector de ionizagao em
chama

-Cromatografia de permeagao em gel
-Refletancia total atenuada horizontal

-Oleo de ricino hidrogenado

-Cromatogratia liquida de alta eficiéncia
-Cromatogratia por exclusio de alta Eficiéncia
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~Acidos graxos monoinsaturados
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No Brasil a mamona (Ricinus communis 1..) é utilizada desde a era colonial,
quando dela era extraido o dleo para lubrificar os inumeros engenhos de cana de
acucar, sendo conhecida por diversas denominag¢ées: mamoneira, ricino,

carrapateira, palma-crist e bafureira.

Com o incremento das tecnologias, o o6leo comegou a receber maior
importancia economica, fato este demonstrado pela retomada dos Estados Unidos

a cultura desta planta, haja vista que este pafs é o maior importador do 6leo’.

Segundo o USDA (United States Department of Agriculture), na safra 1999/00 a
producao mundial de mamona foi de 1,32 milhdes de toneladas de grios. Os
maiores produtores mundiais foram a India, com 65%; a China, com 22%, ¢ o
Brasil com pouco mais de 6%. Para a safra 2000/01 a previsio era de uma
producao de 1,59 milhées de toneladas. De acordo com os dados da CONAB
(Companhia Nacional de Abastecimento), a estimativa da produ¢ao nacional na
safra 2000/01 foi de 107,6 mil toneladas de grios, sendo 90% do Estado da Babhia,

por produtores de pequeno e médio porte.

De modo geral, o consumo mundial de mamona esta bem préximo da
produciao, sendo a India, além de maior produtor mundial, o maior exportador,

atendendo a demanda de varios paises.

A sua extraordinaria capacidade de adaptacao, a multiplicidade de aplicagoes
industriais para o seu 6leo, o valor da sua torta como fertilizante e suplemento

protéico e a tendéncia de pregos crescentes colocam a mamona entre as oleaginosas
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mais importantes.

Frente a importancia desta cultura, justifica-se a necessidade de se fazer uma
avaliacio da mamona com relag¢do a adaptacdo de suas variedades aos sistemas de
producao e as condi¢oes climaticas da regido, assim como a avaliagio do
rendimento destas variedades, tanto em quantidade como em qualidade, do 6leo

produzido.

No que tange a este trabalho, houve a necessidade de alavancar estudos que

explorassem as qualidades deste 6leo e potencialidades de transformacao.

Assim 0s objetivos que constituiram a proposta foram investigar aspectos
com relacdo a extracdo e transformacao do oleo de ricino. A extracao seria realizada
por prensagem a frio, por extracio continua com solvente e por CO, a alta pressao,

diretamente da semente e¢/ou da torta residual do processo de prensagem.

Deste modo o trabalho envolveria os métodos classicos de extracao e
métodos inovadores, buscando identificar a qualidade do dleo obtido nos

diferentes processos e dar maior aplicabilidade a torta residual.

Quanto a transformacdao do 6leo, foi proposto avaliar o desempenho da
hidrogenacao catalitica por transferéncia de hidrogénio (CTH) e da etandlise

enzimatica.

A CTH foi planejada empregando Pd/C como sistema catalitico ¢ o
limoneno e cicloexeno como solventes doadores de hidrogénio, de modo que
atribuisse a0 6leo um maior valor agregado e envolvesse matérias-primas de facil
aquisi¢ao, como o limoneno que pode ser extraido de cascas de frutas citricas por

empresas da regiao.

Cabe destacar que, na insercao da CTH na hidrogenacao de 6leos vegetais,
como o de ricino, tem-se uma alternativa mais segura, pois elimina a necessidade de
reatores especiais, para altas pressoes e temperaturas, necessarios quando se utiliza

3
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o H,(g) como fonte de hidrogénio.

Ja na etandlise enzimatica, visando a producao de biodiesel a partir do 6leo

de ricino, foi proposto o emprego de enzimas como biocatalisadores das reagoes.

Na proposta inicial e no desenvolvimento do trabalho, estava inerente a

otimizacao de metodologias de analise, tendo em vista o dominio das técnicas ¢ a

confiabilidade dos resultados.

Por outro lado, buscou-se a diferenciagdo de processos e produtos com a
finalidade de empregar métodos e técnicas limpas em conformidade com as

tendéncias atuais de redugdo de residuos e efluentes de processos.

A mamona, neste aspecto ¢ fonte de matéria-prima para Varios
empreendimentos, razdo pela qual foi apelidada de “petrdleo verde”, pois possui
propriedades fisicas e quimicas que garantem aplicabilidade tecnolégica nos mais

variados setores da industria.

Apesar do 6leo desta cultura ser conhecido e empregado em varias atividades
industriais, transformado ou nio, sao necessarios esforcos para inserir na regiao e
no estado tecnologias adaptadas as condi¢bes existentes que levem a processos

extrativos eficientes, inovadores e que incrementem o valor agregado ao dleo.

Da mesma forma, a possibilidade de utilizar subprodutos do 6leo de ricino
traz um ganho para a sociedade, na medida em que estes substituem os

subprodutos do petréleo.

Oleos e gorduras sio fontes renovaveis com potencialidade para produgao

de combustiveis e matéria de partida para a industria quimica.

Processos biotecnolégicos™ reduzem o impacto ambiental da disposicio de
efluentes e afetam a competitividade de diferentes 6leos vegetais e derivados e

melhoram as expectativas de serem utilizados pela industria. Isto se deve:
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— a melhoria genética da cultura, modificando suas propriedades como, aumento a
resisténcia ao stress bidtico e abidtico, adaptagao a novos ambientes, aumento do
teor de 6leo, modificagdo nos tipos e nas propor¢oes dos acidos graxos presentes

no 6leo, extensiao dos processos de reprodu¢ao e outros;

— a aplicagdo de tecnologias enzimaticas na extragao e refino de 6leos de sementes;

— ao emprego de enzimas como biocatalisadores, com destaque as lipases.

Todavia, ha problemas com relagdo aos processos biotecnolégicos de
extracao e transformacao de dleos, como o alto custo das enzimas, a necessidade de
selecionar enzimas especificas, qualidade da torta produzida e a complexidade

tecnologica dos processos bioquimicos.

Neste contexto, o presente trabalho investigou de maneira exploratéria a
extracdo, caracterizacdo e transformacio do oleo de ricino. As atividades
experimentais foram realizadas na Universidade Federal do Rio Grande do Sul -

UFRGS, na Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC e Universidade Regional
Integrada do Alto Uruguai e das Missoes, Campus Erechim — URI.

Além disso, tendo em vista o carater exploratério do trabalho, também foi

de interesse descrever as tendéncias e os caminhos relacionados a ricinoquimica.

Sob esta visdo, a tese foi redigida em trés grandes partes, subdividas com

relacdo a extracdo, transformagdao quimica e biotransformagao.

No primeiro capitulo, apresenta-se o estado da arte a respeito dos assuntos
relacionados a extracio e transformacao do o6leo de ricino, bem como, a
fundamentacio de métodos instrumentais e de tratamento de dados que foram

empregados para obtencao e discussiao dos resultados experimentais.

Na continuidade, foram descritas as técnicas e metodologias empregadas
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para a extracdo, caracterizagdo, transformacdo quimica, biotransformagiao e

tratamentos dos dados. Neste segundo capitulo, delineia-se a pesquisa realizada.

O terceiro capitulo sdao apresentados e discutidos os resultados
experimentais, que permitiram inferir e compreender aspectos determinantes para

concluir e sugerir trabalhos futuros.
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11 MAMONA

Conhecida por ser uma planta que se desenvolve de forma nativa em
diversas regides do Brasil, a mamoneira vem conquistando espagos no ramo
oleoquimico, gerando industrias de primeira e segunda geragdes, que caracterizam a

ricinoquimica.

A mamona (Ricznus communis 1..) é uma euforbiacea, cuja origem niao é bem
definida, sendo dada ora como asiatica, ora africana, e até mesmo como planta
nativa da América. De qualquer forma, sao citados relatos sobre esta planta desde a
mais remota antiguidade. No Egito antigo, a mamona ja era apreciada como planta

milagrosa e na India era utilizada para os mais diversos fins",

Em 1970, na Cartilha do Agricultor da Secretaria da Agricultura do Estado
do RS, ja era veiculado que esta planta desenvolve-se bem em climas tropicais,
quentes e umidos, porém, vive e produz satisfatoriamente nos climas temperados.
Além disso, nao era considerada uma planta exigente em rela¢do ao trato do solo,

mas este fato normalmente levava a diminuir o rendimento.

Trata-se de uma planta que se apresenta na forma de arbusto, com sistema
radicular que se estende lateral e profundamente; e tem uma parte aérea ramificada,
de coloragao verde avermelhada, podendo variar de tonalidade de acordo com a
variedade. As folhas sio lobadas, com formas variadas; sua inflorescéncia apresenta

flores femininas, na parte superior, e masculinas, na parte inferior. O fruto ¢ uma

Fundamentacao Teorica



capsula tricoca com espinhos (ANEXO A). Raramente apresentam 1, 2, 4 ou 5
cocas, abrindo-se em cocas bivalves; possui semente lisa, carunculada, oval, de

diferentes tamanhos e coloracio e contém albimen abundante e oleoso™.

Esta planta apresenta estatura muito variavel, podendo atingir 5 a 6 m em
climas e solos propicios ao seu plantio, em caso de uma variedade alta, ou a
aproximadamente 1 m de altura nas variedades baixas. Como a estatura, também

varia o seu porte, que pode ser forte ou fragil, ereto ou pendente.

N2o se notam diferencas nitidas nas inumeras variedades. As vezes, a0 meio
da inflorescéncia, aparecem ramificacdes nas quais a flor terminal é feminina e as
outras masculinas; outras vezes, aparecem flores hermafroditas, principalmente a

flor terminal do cacho’.

Da semente, obtém-se o dleo responsavel por grande parte das aplicagoes da
mamona (Figura 1). O 6leo corresponde a cerca de 48,6% (m/m) do total da

semente®, como mostra a Tabela 1.

TABELAI- Composi¢io quimica média das sementes de mamona.
Composi¢io quimica % (m/m)

Oleo 48,6

Agua 5,5

Proteinas 17,9

Carboidratos 13,0

Fibras 12,5

cinzas 2.5

Fonte: JUNIOR, 1986
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MAMONA

Colheita
Folhas ]
Clorofila

Ind. Alimenticia

Ind. Cosméticos

Ind. De Perfumes

Ind. Farmacéutica

Ind. de domissanitarios

Alimento para o bicho da seda ]

Matéria organica

Substrato

Matéria organica

_[ Substrato
[
|

Fibra téxtil

Celulose

| S A S —

Semente

Matéria organica

Isolados pmtéicosJ
[ Suplemento para ra¢io }— Aminodcidos

Figura 1: Esquema de utilizagio da mamoneira’.

Ricinoquimica

Exportacao

As sementes de mamona sao venenosas as pessoas, animais e insetos. Os

sintomas sao anorexia, diarréia, fraqueza, apatia e, eventualmente, a morte. Isto se

10,11,12

deve a presenca da proteina toxica ricina , considerada uma potente citotoxina,

na proporcio de 1,5%", e ao alcaléide ricinina, um agente convulsivo e inibidor da

cadeia respiratéria mitocondrial (Figura 2)'*".
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A toxina RCA — Ricinus communis agiutinina 60 (Figura 3)16, também ¢ nociva
ao organismo humano, apesar de ndo penetrar na parede intestinal. Os danos da
RCA serdo causados por injecao na corrente sanguinea, devido a sua capacidade de
aglutinar as células vermelhas do sangue, levando a hemolise. Publicaces sobre a
pesquisa de toxinas na casca do fruto de Ricinus communis 1., mostram que esta parte
da planta é quatro vezes mais téxica do que as folhas. Devido aos sinais de
intoxicagao observados, foram investigados 0os compostos presentes no pericarpo
que estimulam o Sistema Nervoso Central. A ricinina foi comprovada como agente

. . £ : 15,17
convulsivo e estimulante da meméria'>!.

OCH3
C=N
1\|I O
CH;
Figura 2: Férmula estrutural da ricinina.

Figura 3: Estrutura tridimensional da ricina, obtida por cristalografia de Raios
X.
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1.2 EXTRACAO DE OLEOS VEGETAIS

A extracdo de 6leos vegetais constitui-se num ramo importante da tecnologia
das matérias graxas. Dentre os principais objetivos da extracao estio: a obteng¢ao do
6leo sem alteracdes e impurezas; o maximo rendimento de acordo com a economia

do processo e a obtencdo de uma torta (ou farelo) de maxima qualidade.

Realiza-se a extra¢do com o fim de isolar o 6leo da matriz que, no caso da
maioria dos o6leos vegetais, é a semente. Por meio de prensas hidraulicas sio
obtidos o6leos de primeira qualidade e pouco corados. Ja no emprego de solventes
organicos, com temperaturas e pressdes maiores obtém-se 6leos mais escuros,

entretanto com maior rendimento®.

A extragdo de 6leos também se da pela transferéncia da matéria oleosa de

uma fase sélida para uma fase liquida, por solubilizagao.

Em sistemas modernos, obtém-se, ao final do processo, o 6leo, a torta e o
solvente separado. Prensas tipo “Expeller” ou de rosca helicoidal sio exemplos de
extracdo continua, responsaveis pelas remogoes parciais de 6leo, sendo completado

~ ~ . . ’l
pela extracdo com solvente. Por essa razio, denomina-se “processo misto” ™.

Os solventes mais empregados na extragao de Oleos vegetais sao fracoes
leves de petréleo. Em maior escala, é utilizado o hexano com ponto de ebuli¢ao
proximo a 70° C. Também sao utilizados o pentano (30° — 35° C), heptano (87° —
97° C) e o octano (100° — 140° C)".

Quanto ao emprego do hexano, apesar de sua eficiéncia na extragao,
composicao homogénea e estreita faixa de temperatura de ebuli¢do - além de ser
imiscivel em agua com a qual ndo forma azedtropos -, ressalta-se a necessidade de

substitui-lo, uma vez que apresenta algumas desvantagens, tais como a alta
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inflamabilidade, custo e toxicidade® Ja o uso dos outros solventes como o

isopropanol oferece algumas vantagens industriais™.

A extragao por solvente pode ser considerada em duas etapas: solubilizagao,
rapida e facil, e difusio da mistura de 6leo e solventes por meio da parede celular
semipermeavel. A difusio pode ser facilitada quando as particulas resultantes da
laminacao forem as menores possiveis € O processo ocorrer na temperatura
proxima ao ponto de ebulicio do solvente, restando, assim, apenas 0,5 a 0,6% de

, 2
6leo na torta .

Atualmente, a extracdo de 6leos vegetais também pode ser realizada por

. ~ : 703 21,22,23.24
outros métodos como a extracao por fluidos supercriticos™ =",

Os 6leos crus que possuem niveis altos de fosfatidios sio degomados com
uma quantidade limitada de agua. A seguir sao centrifugados, refinados para retirar
os acidos graxos livres e outras impurezas. O refino é realizado pelo tratamento do
6leo com uma solucgao alcalina. A etapa seguinte é o branqueamento, clarifica¢ao

ou descoloracao, realizado com materiais adsorventes.

Ap6s refino e clarificacdo, geralmente ¢ realizada destilagao por arraste de vapor

visando a desodorizacao do dleo. Nesta etapa, eliminam-se substancias mais volateis.

No fracionamento, a industria emprega, entre outros métodos, a
winteriza¢ao, que corresponde a cristalizagao seletiva a seco, seguida de filtracao.
No fracionamento por solvente, o processo de cristalizacio dos acilglicerdis

dissolvidos ¢ seletivo a diferentes temperaturas.”

2 The Merck Chemical Database — CD Rom 2001/1: O hexano apresenta sintomas de irtitacio no trato respiratétio e
no contato com a pele, entre outros. Apos exposicio por longo tempo, causa desordem no Sistema Nervoso Central
e paralisias.
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1.3 EXTRACAO POR FLUIDO SUPERCRITICO-SFE

A SFE ¢é uma alternativa promissora aos métodos convencionais de extragao.
Fluidos superctiticos exibem propriedades fisico-quimicas intermediarias as de um
liquido e um gas, aumentando sua atuagao como solvente. Destaca-se que o fluido
apresenta densidade relativamente alta, com melhor poder de solvéncia, enquanto sua
capacidade de difusdo alta e viscosidade baixa sio responsaveis pela penetrabilidade na

mattiz da amostra®®.

Quando um composto é confinado em um espago determinado, a uma
determinada condi¢do de temperatura e pressao, gas e liquido estio em equilibrio
entre si. Aquecendo e aumentando a pressio do sistema, as propriedades
intrinsecas de ambos convergem para um mesmo ponto até serem idénticas, como:
a densidade, viscosidade, indice de refracao e condutividade térmica. Este ¢é
denominado ponto critico. A partir dele o liquido ou o gas torna-se um fluido
superctitico, no qual acaba a interface gas/liquido. Esta regido pode ser visualizada

no diagrama de equilibrio de fases do CO, apresentado na Figura 4.

Fluido
| Supercritico

Solido Liquido

Tc 3I1
T/C

Fonte Carrilho et al, 2001.
Figura 4: Diagrama de fases para o CO.,,.

Em particular, o CO, supercritico é o mais utilizado por apresentar, em
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determinada faixa de pressio e temperatura, acima do ponto critico, densidade
semelhante a de um liquido, baixa viscosidade, difusio de um gas e niao deixar

residuos.

Para satisfazer a situagdo de fluido supercritico, a pressao e a temperatura

devem ser superiores a temperatura critica (T,) e pressao critica (P).

Na Tabela II sio apresentados alguns fluidos com suas densidades nas
condicoes de P_ e T.. Entre estes compostos, destaca-se o CO,, N,O e SF, com T

mais baixa, sendo que o SF, apresenta a menor P_ e maior densidade.

A escolha entre estes fluidos ou outros nao citados na Tabela II, deve
considerar, além das propriedades, a polaridade do analito a ser extraido, as

condi¢coes mais amenas de T e P e a menor toxicidade.

TABELA II - Parametros fisico-quimicos de alguns fluidos supercriticos.

Fluido T, (°C) P, (atm)  p.(g mL")
CO, 31,3 72,9 0,47
N,O 36,5 71,7 0,45
C.H,, 196,6 33,3 0,23
SF, 455 37,1 0,74

CH,OH 240,5 78,9 0,27

C,H,OH 2353 47,0 0,27

Fonte Carritho et al, 2001.

As propriedades de um fluido supercritico, em determinadas regioes de P e
T, como densidade (p), difusibilidade (D) e viscosidade (1) sao intermediarias as do
liquido e do gas. Todavia, a densidade do fluido é proxima a dos liquidos, dando
maior poder de solvéncia devido a alta compressibilidade. Assim, o controle da

pressao é um parametro importante para melhorar a eficiéncia da extragao (Tabela

I10).
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Na realidade, os estudos de extragao com fluidos supercriticos muitas vezes
nao se restringem apenas as condi¢ées que satisfazem um minimo de pressdo e
temperatura necessarios para estarem no estado supercritico. Como exemplo cita-se

o dioxido de carbono.

TABELA III - Comparacao de propriedades de gas, liquido e fluido supercritico.

Propriedade = Unidade Gas Liquido Fluld,o.
supercritico

Densidade (p) ~ gmlL’ 10%/107 =1 0,2/0,9

Difusibilidade sz S_l 10_2/ 1 <1O_5 10_4/10_3

D)
Viscosidade ()~ poise =10* 107 104/10°7
Fonte Carrilho et al, 2001.

Dependendo das matrizes estudadas, torna-se necessario uma avaliagao
experimental do desempenho na extracio com diéxido de carbono a diferentes
densidades, buscando uma maior eficiéncia ou seletividade. Assim, genericamente,
diz-se que os experimentos foram realizados com CO, a altas pressées, como foi

utilizado por Rodrigues® e neste trabalho.

Por outro lado, a transferéncia de massa ¢é mais rapida em fluidos
supercriticos que nos respectivos liquidos. Isto significa uma maior eficiéncia por

unidade de tempo.

Comparativamente a outras técnicas, a SFE, dependendo do solvente,
protege os extratos da degradacdo térmica, usa solventes volateis atoxicos e evita a
permanéncia de residuos de solvente no extrato final®. Em eficiéncia, a SFE
demonstrou ser similar a extracdo por solvente realizada em Extrator Soxhlet
quando a matriz empregada foi a semente de uva. Ressalta-se porém, que a

qualidade do extrato do sistema de CO, supercritico foi superior™.

Com base nas defini¢cées de fluido supercritico poder-se-ia afirmar que
qualquer liquido estaria apto a ser submetido a condi¢oes supercriticas; entretanto,
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¢ preciso fazer algumas consideragoes com relagio ao poder de solvéncia,
seletividade, estabilidade térmica do solvente e do soluto nas condicoes
supercriticas, além dos problemas mecanicos ocasionados pelo aumento da

pressio’.

Outra variavel importante no processo ¢ o tamanho das particulas da
amostra sélida”. Assim como na prensagem e por solvente, ¢ necessaria a
lamina¢ao ou trituragdo das sementes para a diminuicio da granulometria das

particulas de grios, facilitando a penetrabilidade do fluido nas particulas.

A temperatura empregada nestes processos foi de 40 a 80°C, sendo que os
triacilglicerdis presentes nos 6leos vegetais apresentam uma apreciavel solubilidade

em CO, supercritico a 40°C com uma pressio de 200 bar™.

Dentre as aplicagbes da SFE, destaca-se o emprego na extragio de

. . - 31 ~ 1032 z
contaminantes ambientais”, na extracio de produtos naturais™ e na area de
alimentos™. Também tem sido empregada para producio de bases para cosméticos

a partir do residuo de cervejarias™ e extracio de principios ativos de plantas®*>",

Os estudos ja realizados com extragao por CO, supercritico de 6leos vegetais
N ~ . . 39 4 . 40 4142
referem-se a extragdo do 6leo de soja e colza™, 6leo de amendoim™, oliva™ ™,

. : ~ 4
girassol®, algodao®, arroz®.

A SFE de triglicerideos do 6leo de soja e de ésteres graxos do 6leo de Jojoba
j4 foram publicados por Stahl ¢# a/. Eles estabeleceram o efeito dos fatores como

temperatura, pressao, granulometria e fluxo do fluido na velocidade de extragao.

Uma descricao geral do equipamento pode ser realizada com base no
esquema da Figura 5. A mistura a ser separada entra em contato com o fluido
dentro de um extrator e a extracdo pode ser realizada de forma continua ou em
batelada. Na etapa seguinte, o extrato é separado do solvente pela redugio de

temperatura e pressio. O solvente pode ser isolado para ser reutilizado. Alguns
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sistemas sao home made, ou seja, sio construidos pelos préprios usuarios, visando a

extracao em escala laboratorial.

Estes equipamentos apresentam como vantagem, se comparados aos
sistemas comercializados, o baixo custo e capacidade de adaptacdo as condigdes

necessarias 2 pesquisa®’.

Alimentacao

Extrato

v

| > Extrator

e

Residuo

Reciclagen Ambiente

Figura 5: Esquema da SFE

Um sistema home made que apresenta controle de pressao e temperatura pode
ser observado na Figura 6. Nesta Figura, em A tem-se um banho termostatizado
para controle da temperatura do reator B e uma bomba tipo seringa em C, que

controla a pressao do sistema durante a extragao e que ¢é alimentada pelo CO, do

cilindro em D.

Nos sistemas comerciais, muitas vezes ha um controle mais preciso de
parametros e a possibilidade de recirculagio do solvente, facilitando o

. . . . 4
enriquecimento do analito e o fracionamento®™, entre outras vantagens .

Os custos de produgdo sao significativamente influenciados pela energia que
estes processos exigem. Para fins de viabilizacdo do custo da SFE em processos

industriais, sio necessarias algumas otimizacdes nas futuras plantas de extracio™.
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Q B |
3l

Figura 6: Sistema home made de extragao por CO, supercritico.

Cabe destacar que o emprego de CO, supercritico na extracio de O6leos
vegetais tem reduzido o teor de acidos graxos livres, principalmente com um
aumento da pressao de extragao, como ocorreu na extracao de 6leo de sementes de
Veronia galamensis, que apresenta acido vernolico livre. Neste caso, houve a redugao

de 69 para 8 mg de 4cidos livres por grama de 6leo’".

Para melhorar a eficiéncia na extra¢ao, modificadores ou co-solventes podem
ser misturados ao fluido (1 a 5%). Como o CO, é empregado na extragio de
analitos apolares, ha a necessidade de introduzir no fluido alguns co-solventes
polares, como o metanol para melhorar a extracdo de substincias polares™. Outros

co-solventes citados por Jeong™ sio o acido acético, THF e tolueno.

Os fluidos supercriticos apresentam outras aplicagoes, destacando-se na area
da quimica analitica e biotecnologia, seja como fase moével na cromatografia por

. L. 22 ~ . . -
fluido supercritico™ ou como solventes para reagdes enzimaticas™ .

No que se refere a proposta deste trabalho, verificou-se que estudos em nivel
laboratorial e/ou industrial de extracao por CO, superctitico de componentes da
semente de Ricinus communis L. e da torta residual do processo de extragao do dleo

de ricino nao tém sido relatados.
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1.4 EXTRACAO DO OLEO DE RiCINO

Industrialmente, o 6leo de ricino pode ser extraido da semente completa ou
da baga (semente mecanicamente descascada). O método utilizado para extrair o
6leo pode ser prensagem, a frio ou a quente, ou extracao por solvente. A semente
passa por uma pré-limpeza e segue para o aquecimento de varios estagios, em um
cozinhador ou chaleira. E prensado e degomado. A degomagem ¢é realizada com

agua ou vapor d’agua, chegando a elevar a umidade do extrato a 45%.

Nestas condicoes, o 6leo aumenta o volume e é imediatamente filtrado ou
passa por uma centrifuga de volume (super decanter). A borra obtida na degomagem ¢é
misturada a torta que val a extracao por solvente, de onde se obtém o 6leo final e o

farelo.

O ¢6leo obtido da prensagem, entdo, ¢ clarificado com adsorventes e seco.
Nesta operagao é misturado com o 6leo proveniente da extragdo por solvente.
Todas as terras utilizadas na clarificagio com cerca de 30% de 6leo seguem com a

torta para a extracio por solvente™.

O hexano também é empregado na extragao do 6leo de ricino, satisfazendo
uma série de exigéncias de um solvente apropriado e dissolvendo com facilidade o
, . , . . 57
6leo sem agir sobre os outros componentes da matéria oleaginosa’’. O etanol tem
sido avaliado em substituicao ao hexano para extragao do dleo de ricino. Por ser de
fonte renovavel, o etanol apresenta um ponto de ebulicio adequado para extragdo e

solubiliza bem o 6leo de ricino™.

No caso de 6leo de ricino para fins medicinais, a prensagem ¢ feita a frio,
obtendo-se o 6leo limpido, incolor e brilhante, livre de ricina, com baixo teor de
acidez e impurezas. O 6leo medicinal ainda deve passar pelos processos de refino e

neutralizacdo, para que seja absolutamente isento de acidez e de impurezas.
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Ja para a extracao do oleo industrial utiliza-se, de preferéncia, a prensagem a
quente das sementes completas, obtendo-se um 6leo limpido, brilhante, que pode

ter, no maximo, 1% de acidez e 0,5% de impurezas e umidade, depois de refinado.

O ¢6leo industrial também pode ser obtido da torta resultante da extragao do
6leo medicinal sendo classificado como do Tipo 1, 2 e 3, ou conforme as

especificagdes do mercado importador. O teor de dleo extraido pode variar em

uma faixa de 35 a 55%.

1.5 APLICACOES DO OLEO DE RiCINO

O o6leo de ricino pode ser empregado como substituto de derivados do
petréleo™, em tintas®, em matéria-prima para fabricacio de nylon®, entre outras
aplicagcoes industriais. Uma listagem dos principais produtos que compoem a

ricinoquimica encontra-se no ANEXO B.

Além disso, o 6leo de elevada qualidade é muito utilizado na fabricagao de
cosméticos’. Também ¢é muito usado por apresentar caracteristicas como a

viscosidade elevada, que o torna superior aos outros 6leos.

Na Tabela IV, pode-se observar que, tanto na temperatura de 40°C quanto
na de 100°C, a viscosidade do 6leo de ricino é maior. Além disso, com a variacio de
temperatura este Oleo apresenta maior estabilidade®. Quando usado como
lubrificante, tem grande importancia em temperaturas altas e em temperaturas

baixas.

O ¢leo de ricino juntamente com os 6leos de soja, canola e girassol sao os
mais empregados em formulagdes biodegradaveis de lubrificantes. Estes sio

empregados em fluidos hidraulicos, compressores, transformadores e outros.
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TABELA IV - Variacio da viscosidade de Oleos vegetais em funcao da

temperatura.
Oleo Viscosidade (cSt)
40°C 100°C
Canola 51,0 10,0
Soja 28,5 7,5
Ricino 293,0 20,0
Linhaca 30,0 7,0

Fonte: Florea et al, 2001.

No geral, a aplicagio do 6leo de ricino e de outros 6leos nos processos
mecanicos esta relacionada ao teor de insaturagoes, pois o excesso de acidos
saturados gera problemas de endurecimento a baixa temperatura e o excesso de

poliinsaturados facilita a oxidagao em temperaturas mais elevadas.

Neste sentido, o 6leo de ricino é uma matriz privilegiada, pois é rico em

acidos monoinsaturados e apresenta biodegrabilidade superior a 90%.

Na alimentagdo, o consumo ocorre em margarina liquida na forma de ésteres

de poliglicerol do acido ricinoléico®

Como medicamento, apresenta propriedades purgativas e tem capacidade de
penetrar facilmente na pele. Estimula figado, vesicula e co6lon, melhorando a

circulagao linfatica e favorecendo o sistema imunologico.

Compressas de 6leo de ricino sao utilizadas para reduzir inflamagoes e

melhorar a assimilacdo intestinal.

O acido ricinoléico absorvido é convertido em prostaglandinas, evitando os

sintomas da deficiéncia desta substancia que sdao: distirbios menstruais, artrites,

N ) A 65
pressao sanguinea alta, tendéncia a engordar e outras
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1.6 CARACTERIZACAO DO OLEO DE RiCINO

No geral, o 6leo obtido da semente de mamona é um liquido espesso, muito
viscoso, cuja cor varia, de incolor ao amarelo-escuro, com cheiro e sabor variados,

) ) .
algumas vezes muito desagradavel e nauseoso’.

Este 6leo vegetal é soluvel em solventes organicos como cloroférmio, éter e
alcool etilico absoluto, mas insoluvel em hidrocarbonetos alifaticos como no éter

de petroleo e vaselina liquida.

Os indices fisicos e quimicos que caracterizam o o6leo de ricino sio

apresentados na Tabela V.

Os indices deste 6leo poderio depender da variedade e das condi¢oes de
manejo da cultura. Pode ocorrer rancidez, sendo que o indice de acidez (IA) deve
ser inferior a 4. Efeitos fotoxidativos e térmicos podem ocorrer com certa

6. Para Oleos refinados, os cuidados nio

facilidade no perfodo de armazenagem
precisam ser tio extremos, tendo-se em vista que sdo retiradas muitas substancias

responsaveis por reacoes indesejaveis, como por exemplo, os fosfolipidios®.
¢ 5 5

TABELA'V - Parametros fisico-quimicos do 6leo de ricino.

Indices analiticos Limites extremos
Peso especifico 0,945 — 0,965 g mL."!
Viscosidade (20°C) 935 - 1033 cP
Indice de saponificacio (I. S.) 176 — 187 mg KOH g’
Indice de iodo (I. 1.) 80-91g1,10%"
Indice de refracao 1,477 — 1,478
Indice de hidroxilas 150 — 170 mg KOH g
Indice de acidez (I. A.) <4 mg KOH g
Indice de insaponificaveis 0,82 — 0,86 %

Fonte: Costa, 1994.

O principal constituinte deste 6leo é o triacilglicerol do acido ricinoléico,
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denominado triricinoleina (Figura 7). O acido ricinoléico (12-OH 9—C18:1)b ¢ um acido
graxo incomum, que apresenta 18 carbonos, com uma insaturagao s no C, e uma
hidroxila no C,,". Além do acido ricinoléico, também sio encontrados: o 4cido
estearico (C18:0), oléico (9-C18:1), linoléico (9,12-C18:2), linolénico (9, 12, 15-
C18:3), palmitico (C16:0) e, segundo alguns autores, o diidroxiestearico (9, 12 - OH

C18:0), apresentados na Tabela VI.
/?K/\/\/B\/\/\
(@) ) OI |

Figura 7: Férmula estrutural da triricinoleina

TABELA VI - Composicao de 4cidos graxos presentes no 6leo de ricino

ACIDOS GRAXOS (%)

REF. ?
& g . R
X . =3 = S .
R ) g Fg 5} 8
s £ £ g 2 £
, g & : B
ACIDO S < S g
GRAXO < =
—
ricinoléico 87,7-90,4 86-92 89 2+0,80 89,5 87,0  88,3+0,24
linolénico 0,5-0,7 - 0,594 0,24 0,3 - 0,5740,02
linoléico 4,1-4,7 3-6 3,361 0,32 4,2 3,0 454+ 0,10
oléico 2,0-3,3 w85  307+0,39 3,0 7,0 422+0,11
eSteériCO 0)7_130 1_2 1,03i 0,09 1)0 130 O,96i 0,04
palmitico 0,8-1,1 1-2 0,98+ 0,13 1,0 20 1,28%0,04
diidroxiestearico  0,6-1,1 - 0,66x 0,10 0,7 - -

b Representacdo simbolica empregada em Gunstone, F. D.; Hamilton, R. J. Oleochemical manufacture and
applications. CRC Press LLC, Canada, 2001.
< http:/ /www.onosendai.com.bt/mamona.htm, acessado em 2001.
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Nos 6leos em geral, os triacilgliceréis correspondem a 98% e podem ser
separados nas fases saponificaveis dos 6leos. Os 2% remanescentes correspondem

aos componentes insaponificaveis, também denominados minoritarios.

Na fase insaponificavel, aproximadamente 1% do 6leo de ricino, podem ser

72-73 Para

encontrados esterdis e tocoferdis, entre outros, em menores quantidades
separar estes componentes minoritarios, saponifica-se o 6leo e separam-se 0s

insaponificaveis do sabio, dissolvendo-os em 4gua e extraindo-os com éter’",

Os  esteréis  apresentam um  esqueleto  basico de  peridro-
ciclopentanofenantreno (Figura 8). Sdo substancias organicas encontradas
abundantemente na natureza, usualmente em fracdes nido saponificaveis de

gorduras de animais e em 6leos vegetais”.

Entre os esterdis ja identificados no 6leo de mamona estio o P-sitosterol,
stigmasterol e campesterol. A composi¢ao de esterdis que esta fase apresenta pode
auxiliar na definicao da origem da mesma - animal ou vegetal. Este estudo pode ser

realizado através da analise de cristais e do ponto de fusio’.

Figura 8: Férmula estrutural basica dos esterois.

Em estudo recente, ap6s extracao em fase sélida (SPE), foram identificados
e quantificados no 6leo de mamona, os tocoferdis, principalmente o Y e o 0
tocoferol, e os esterdis, campesterol, stigmasterol, [} sitosterol, A’- avenasterol, A’

stigmastenol e A’avenasterol ”'.

Os tocoferéis (Figura 9) estdo representados principalmente pelo O-
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tocoferol, que apresenta maior atividade biologica, com potencial vitaminico e
poder antioxidante. Conforme Ferrari e colaboradores™, nos éleos de soja, milho e
colza, o Y-tocoferol encontra-se na fase insaponificavel nas propor¢des de 64, 68 e

55%, respectivamente.

R; Tocofetéis @ By &
R1= Me Me H H
R2= Me H Me H
R3= Me Me Me Me
Figura 9: Férmula estrutural dos tocoferois.

1.7 TRANSFORMACAO DE OLEOS VEGETAIS

Uma matéria-prima como um O6leo vegetal pode sofrer diversos tipos de
transformagcoes. As que ocorrem naturalmente nos o6leos sio a auto-oxidagao,
devido a reatividade das insaturagdes, e a hidrolise, pela acio de determinadas

enzimas que rompem as ligagcdes dos glicerideos do 6leo.

Contudo, para compreender o que ocorre nas transformacgoes de oleos
vegetais é necessario conhecer a constituicdao da sua fase saponificavel e do que

dependem as suas propriedades.

As caracterfsticas fisicas e quimicas de um o6leo dependem do grau de
insaturacao, das formas isoméricas, do comprimento das cadeias hidrocarbonadas e
da configuracio molecular dos acilglicerdis. Assim, os 6leos vegetais constituidos

principalmente de moléculas de triacilglicerdis, contém acidos graxos saturados e
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insaturados, substituidos ou nio.

Os acidos graxos nos 6leos sio monocarboxilicos e possuem numero par de
atomos de carbono em decorréncia da bioprodugao a partir de unidades de acetato
(CH,COSCoA = acetil coenzima A combinada com CO, no malonil coenzima A).
Encontram-se esterificados, formando mono, di e triacilgliceréis, ou livres, em

pequena quantidade”.

Com base no numero de ligagoes duplas, os acidos sio denominados mono,
di, tri ou poliinsaturados. As ligacdes duplas ficam dispostas ao longo da cadeia do
acido graxo, assumindo uma configuracio ¢s = Z, de forma nao conjugada,

T . 9
separadas por um grupo metilénico”.

Dependendo da natureza dos acidos graxos que esterificam o glicerol, os
acilgliceréis podem ser denominados: mono, di, trissaturados ou insaturados, como

mostra a Figura 10.

O
o C// / //O //O
~.. —O—C__ —O—C_ —O—C
Rinsaturado Rinsaturado Rsaturado Rinsaturado
J 7 J i
—O—C —O—C_ —O—C —O—C
Rinsaturado Rsaturado Rsaturado Rinsaturado
/(/) O O O
L oL /] // Il
~r —O—C —O—C__ —O—C_
saturado Rsaturado Rsaturado Rinsaturado
monosaturado disaturado trisaturado insaturado

Rinsaturado= mono,ds, tri
ou poliinsaturado

Figura 10:  Classificagdao dos triacilglicerois

Em geral quanto mais insaturado for o acilglicerol, menor sera seu ponto de
fusao (PF). Nos 6leos com baixo teor de insaturados e alto de saturados também

podem ter ponto de fusio baixo, se o comprimento da cadeia for menor.

Quando ha presenca de isomeros geométricos, as caracteristicas fisicas do
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6leo se modificam, assim como o PF que aumenta com o aumento de isomeros
trans. Como exemplo tém-se os PF do 4cido oléico (16°C), elaidico (45°C) e
estearico (65°C), todos com cadeia de 18 carbonos, diferenciando-se pela presenca
de insaturacao e isomerizacdo da dupla ligacdo presente no carbono 9, como
mostra a Figura 11. A diferenca no PF do acido oléico e do elaidico ¢é atribuida a

cadeia do elaidico que é mais linear.®

Nao obstante, em uma mistura de triacilgliceréis tém-se um PF menor que
os conhecidos para os componentes individuais. Tem-se, também, uma faixa mais
ampla de temperatura de fusdo. Além disso, os mono e diacilgliceréis com
composi¢coes semelhantes fundem a temperaturas mais elevadas que os

triacilglicer6is dos mesmos acidos graxos™.

Os 6leos com esta diversidade de combinagoes de acidos graxos sio matéria-
prima de fonte renovavel para as industrias em geral, incluindo o ramo alimenticio

e de quimica fina.

O

W
OH Estedrico

\% H
=
M O
H OH Elaidico
\WH H
_ (@) Oléico
OH

Figura 11:  Férmula estrutural do acido oléico, elaidico e estearico.

As transformacées que podem ocorrer em um O6leo, podem ser

principalmente por hidrogenagio, quando ha a redugao das insaturagbes; por
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interesterificacdo, quando ha um reordenamento ou redistribuicdo dos acidos graxos
no acilglicerol; esterificacdo, quando alcoois reagem com o 6leo produzindo ésteres;
hidrolise, quando ha a formacao de acidos graxos e glicerol; e a polimerizacao, quando
os acidos graxos poliinsaturados tendem a formar polimeros, unidos por atomos de

carbono ou pontes de oxigénios™.

A saponifica¢do de 6leos também tem espago entre as transformagoes de
6leos vegetais. Considerada facil e ja estabelecida em escala industrial, ainda recebe
a atengao de pesquisadores que buscam melhorar a homogeneidade das fases e

agilizar o processo”.

Por outro lado, os Oleos vegetais saio uma rica fonte de combustivel,
podendo ser ou nao transformados para este fim. Os processos de transformagio
comumente empregados para producao de combustiveis a partir de 6leos vegetais
sao os de transesterificacdo, tendo como produto, ésteres, que conhecemos por

R d
biodiesel %,

Nas reacdes de transesterificacdo, 6leo e dlcool podem reagir a 220-235"C,
em trés etapas, conforme as eg. 1.1, 1.2 ¢ 1.3, Esta reacdo para o 6leo de soja é
possivel, entretanto, a razao de conversao do triglicerideo e diglicerideo é maior que

a do monoglicerideo.

Triglicerideos + ROH —~— Diglicerideos + éster (1.1
Diglicerideos + ROH —— Monoglicerideos + éster (1.2)

Monoglicerideos + ROH —— Glicerol + éster (1.3)

Desta forma, ésteres de acidos graxos normalmente sao obtidos por reagoes

84-85

catalisadas por enzimas ou por catalisadores acidos” ™ ou basicos.

4 Outros processos que também sio empregados para que os éleos vegetais sejam utilizados como combustivel sio a
diluigao, microemulsifica¢do, misturas com co-solventes e pirdlise.
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Estudos de hidrélise de triglicerideos seguidos por esterificagio com
catalisador acido foram realizadas com sucesso, empregando microondas como
fonte de energia®. A catilise acida (HCl e H,SO,) também foi utilizada na
producao de ésteres etilicos do 6leo de palma. A transesterificagio foi superior
quando o catalisador empregado foi o H,SO,*. No entanto, proporcionam baixo

rendimento, acio corrosiva e subprodutos indesejaveis™.

Com catalise basica, foi possivel a metanodlise do dleo de girassol,
empregando temperatura ambiente, 1% de KOH e propor¢io molar de 6:1 de

’ Q
6leo-metanol®

ou em metanol supercritico, foi transesterificado o 6leo de algodao,
. [6 . , . ’1° J

colza, girassol e outros™. O rendimento é mais elevado do que na catalise 4cida,

entretanto, existem outros problemas atribuidos a este processo, como a

saponifica¢do que conduz a perdas no rendimento da alcoélise.

A catalise empregada na alcodlise a partir dos acilglicerdis e etilenoglicol
pode ser realizada por 6xidos como o de calcio e o de zinco, sais como acetato de

’1 . . ,1 « g
calcio e de bario e por carbonato de calcio”.

Assim sendo, a transformacdo de oleos vegetais, seja catalitica ou nao,
representa um ramo da quimica que esta fundamentada no emprego de matérias-
primas renovaveis. Atualmente esta area esta desenvolvida, entretanto sio
necessarios esforcos para reduzir os gastos de energia dos processos, aumentar a
seletividade e ampliar o uso de catalisadores, com énfase em biocatalisadores e

. . . Q
catalisadores quirais”.

1.71 TRANSFORMACAO DO OLEO DE RiCINO

O ¢6leo de ricino sofre modificagdes principalmente em trés sitios reativos

que correspondem a insaturacdo, o éster e a hidroxila, considerando que os
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acilgliceréis do dleo apresentam em torno de 90% de acido ricinoléico.

Na literatura, encontram-se inumeras reagoes ja estudadas com este 6leo,

. L1 . ~ . ~ . . ~ . . ~ 03-94.C
como: glicerdlise, hidrogenacio, acetilacdo, hidroxilacio, polimerizacio”™”*”,

60,98-99 100

~ C ~ . q . ~ ~ e e
sulfonacio™, fusio alcalina’, desidratacio , producdo de uretanas ", pirélise,

101 102 103-104 105

formacao de estolitos ", cianoetilagdo -, epoxida¢ao e acetoacetilacao .

Para a industria de tintas, o 6leo de ricino é considerado semi-secativo por
apresentar, principalmente, acidos monoinsaturados. Quando desidratado, torna-se
um oOleo secativo; e quando acetoacetilado, tém um alto poder de cura a

: 10
temperatura ambiente' ",

Na desidratagio é produzido o dleo de ricino desidratado (DCO), um
produto com alto conteido de dienos utilizado em materiais para tratamento de
superficies, com boa flexibilidade, rapida secagem, excelente retencao de cor e
resistente a agua”. Na epoxidacio de ésteres do acido ricinoléico, visando a

103

producao de epéxi alcoois, sao relatados estudos empregando etilmetildioxirano™ e

reacdo com o 4cido metacloroperbenzéico sob irradiacio de microondas™.

Os monoglicerideos do o6leo de ricino e de outros 6leos também sio

importantes para oleoquimica, geralmente podem ser produzidos por reagoes de

106

glicerolise de triglicerideos ™, hidrélise de triglicerideos ou esterificagao direta do

glicerol com acidos graxos, conferindo ao produto um grande poder

emulsificante!”’.

Estolitos - oligobmeros formados pela esterificagio da carboxila de uma
molécula de acido com o grupo hidroxila do carbono 12 de outra molécula (Figura
12) -, apresentam maior biodegrabilidade do que os polimeros provenientes do

petréleo e sdo facilmente hidrogenados a acido 12-hidroxiestearico™.
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Figura 12:  Estolitos do acido ricinoléico

Com o aquecimento do 6leo de ricino a temperaturas acima de 300°C
podem ocotrer fragmentacdes da molécula entre os carbonos C,; e C,,, obtendo-se
o aldeido heptilico e o acido undecilénico, empregados na producao de perfumes; e
entre os carbonos C,, e C,;; obtém-se o intermediario sintético para produzir metil-

hexilcarbinol-#(2-octanol) associado ao metil-hexilcetona’.

Dentre as transformacoes desejaveis para o 6leo de ricino (Figura 13), a
hidrogenacao gera produtos de grande importancia industrial, bem como a

108

desidratagio e a esterificagao , que sao usadas industrialmente para a produgao de

resinas alquidicas ndo secantes e secantes.

Quanto a produc¢iao de poliuretanas, estas podem ser produzidas a partir da
policondensacdao tridimensional dos grupos OH do dleo de ricino com
diisocianatos. O produto obtido apresenta excelentes propriedades elétricas, de
absor¢ao do choque e estabilidade hidrolitica™. Nos experimentos que envolvem a
fusio alcalina a temperaturas elevadas (acima de 250°C), ha uma grande producio
de 4cido sebacico e a temperaturas mais baixas (180 — 200°C) forma-se o 4cido 10-

hidréxi-decandico”.

A sulfonacao ¢é outro método bastante utilizado industrialmente. O 6leo
sulfonado é produzido a partir de SO; ou H,SO,. As propriedades do 6leo de

ricino sulfonado permitem o seu uso como agente emulsificante e surfatante téxtil™.
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\\C g Hidrolise
| Esterificacao
Glicerolise
/ Saponificagao
> Amidacao
Halogenacao

Polimerizacao
Hidrogenacao
Epoxidagao
Halogenacao
Sulfonacao

Desidratacao
> —_— Fusao alcalina
Pirolise
Halogenagao
Alcoxilacao
Esterificacao
Aminacao
Sulfatacao
Polimerizacao

OH

R= cadeia hidrocarbonada dos acidos graxos presentes no 6leo de ricino

Figura 13:  Reagbes quimicas nos trés pontos de funcionalidade do dleo de
ricino.
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1.8 HIDROGENACAO

Teoricamente, a reducdo das insaturagoes em Oleos percorre um provavel
caminho de reacdo, demonstrado na Figura 14, onde o primeiro acido graxo que
deve reagir é o que possui mais insaturagoes € que se situa na posi¢ao mais externa

H B 7 109-110
no triglicerideo'”"".

C18:2 C18:1 C18:0

Concentragio

Caminho da reagio

Figura 14:  Representacdo tedrica do consumo das insaturagoes de acidos graxos

Assim, as insaturagoes vao sofrendo adicao de hidrogénio (oriundo do H,(g)
ou de um solvente doador) do mais insaturado ao menos insaturado, portanto

reduzindo com seletividade os poliinsaturados presentes nos 6leos (Figura 15) .

Nestas reag¢oes, pode ocorrer a formagio de isémeros tanto geométricos

. o~ 112
(cis/trans) como de posicao . Em geral, com o aumento da temperatura e da
concentragdo de catalisador aumenta a formacao de isomeros geométricos, com o

~ . , s+ 113
aumento da pressao, o efeito é contrario .

C18:3 (cis) ——» Cl18:2 (cis) — Cl18:1 (cis) —

C18:0

C18:3 (trans)——» C18:2 (trans) —— C18:1 (trans)

Figura 15:  Esquema de reagio para a hidrogena¢ao de acidos graxos
poliinsaturados
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Existem estudos de inversio de geometria #rans para s apds a
hidrogenacio'", empregando N-bromosuccinamida e 4cido cloridrico. No entanto,
esta é uma etapa que pode comprometer a utilizagio do produto final para a
alimentacao, devido aos intermediarios com bromo e cloro. O mais apropriado
seria dominar os processos de reducdo das insaturagoes, evitando a formagao de

isbmeros geométricos.

A formagio de uma mistura de isomeros na hidrogenagio interfere na
aplicabilidade do produto formado. Este fato pode ser observado a partir da

densidade e da viscosidade, propriedades fisicas dos 6leos, facilmente medidas'".

Nas hidrogena¢oes com o uso de H,(g), fatores como: temperatura, pressao,
transferéncia e concentracio de hidrogénio, natureza do Oleo, atividade e
concentragao de catalisador, além da dispersao de hidrogénio e de catalisador no

. . . . . . ~ 11
meio reacional, influenciam na seletividade da reacio''.

Nos estudos realizados com a finalidade de entender o mecanismo da reacao,
Coenen'’ observou que o gas hidrogénio dissolve-se no 6leo para alcancar a
superficie do catalisador, movendo-se pelo 6leo por difusao molecular. O 6leo que
cerca as particulas do catalisador é, entdo, alcancado pelo gis. O hidrogénio é
difundido sobre a superficie do catalisador, podendo reagir desta maneira com as
moléculas insaturadas. O hidrogénio ¢, entdo, levado com preferéncia para a

posi¢ao mais reativa da molécula do 6éleo ou para o acido graxo mais insaturado.

O dleo de ricino pode ser hidrogenado por varios caminhos. Ocorre a
hidrogenacao das duplas ligagoes formando acilgliceréis dos acidos, 12-

hidroxiestearico, estearico, 12-cetoestearico ou forma alcool ricinoleilico (Figura 16)

60

35

Fundamentacao Teorica



R= (CH,)5-CH;

OH
+H R—C—(CHy)3—-R’ A
OH 2 I R = g
/ H SN\ o,
R_(l:_CHZ_C: (|:_R 12-OH C18:0 :

! “H,0

H ;IOHHC 191 \Qi_lz R'= acilgfeerdd ou CH
-H, | R—(CHz)4—R’
+H, l %2 C18:0
OH

O
Il (e C— (— -
R—C—(CHy) R’ R Ic CH, $_? (CH,)s-OH

9-CO C18:0 H H
Alcool ricinoleilico

Figura 16:  Caminhos de hidrogenacao do ricinoleato.

Em geral, o objetivo da hidrogenac¢dao ¢é a producao de gordura sélida com
consisténcia e aparéncia desejadas. Corresponde a um produto rico em
hidroxiestearatos com aparéncia de cera branca e que pode substituir a tradicional
cera de carnaiba. Comercialmente®, é denominado 6leo de ricino hidrogenado
(HCO) e ¢é constituido de 84-86% de 12-hidroxiestearatos, 3 a 5% de 12-

cetoestearatos e o seu indice de iodo conserva-se entre 2 a 5.

Segundo Vishwanadham e colaboradores'’, a produgio de estearatos,
empregados na inddstria saboeira pode ser a partir do dleo de ricino, utilizando
simultaneamente reagcoes de desidratacio e de hidrogenacao. Nesse estudo, a
temperatura foi de 180 a 220°C, 4 a 6 h, 0,05 a 0,2% de Ni e fluxo de H,(g) de 10 a
271 h'kg" de dleo.

Em estudos ja relatados sobre o 6leo de ricino, realizados por Trivedi e
Vasishtha''"®, foi possivel hidrogenar este 6leo, produzindo hidroxiestearatos, com o

emprego de catalisador de niquel, a pressdo de hidrogénio entre 2,0 a 0,5 kg cm™,

temperaturas entre 130 a 135°C e tempo de reacio em torno de 6 h.

36

Fundamentacao Teorica



. Q . . ~ s’ s .
Sreenivasan e Kamat'’ realizaram a hidrogenacio do 6leo de ricino
utilizando Ni Raney como mistura catalitica, na presenca de etanol, produzindo

hidroxiestearatos a baixa pressao de H,.

No ano seguinte, Zajcew

publicou seus resultados de hidrogenacao do
6leo de ricino, empregando Pd/C e uma mistura catalitica contendo Ag, Bi e Pd.
Observou que com o Pd/C, além da hidrogenacido das duplas, ocorria rapidamente
a reducao da hidroxila enquanto que, com a mistura catalitica, os resultados foram

mais satisfatorios, reduzindo reacoes secundarias como a formacao de éter,

estolitos e a hidrolise.

A producio de 12-cetoestearato foi obtida por Freedman e colaboradores'”,
por meio de concentragoes elevadas de Ni Raney em uma rea¢io organometalica,
em propor¢oes de 1:1 e 1:2 (m/m) de ricinoleato de etila de partida em relagao ao
Ni Raney. Constataram por cromatografia gasosa que a reagdo ocorria com um
sentido preferencial de hidrogena¢io seguida de desidrogenacio (A); a
desidrogenacao comecava antes da hidrogenagdo estar completada; e a
hidrogendlise (B e C) ocorria nas condi¢bes em que foi utilizada menor

concentracao de Ni Raney, como mostra a Figura 17.

An et al*>'*'** publicaram, recentemente, trés trabalhos em que descreveram
a hidrogenacao eletroquimica de dleos vegetais. Catodos de Pd e anodos de RuO,
foram testados em um sistema onde uma membrana catibnica os separava.
Comparado com os sistemas classicos de hidrogenagdo com paladio, na

hidrogenacio eletroquimica houve reducao da formacao de isomeros geométricos.

¢ Surfactant Specialities Private Limited — Mumbai - India
fuma forma ativa de niquel que ¢é obtido pela reagdo de uma liga de niquel-aluminio com solugdo de hidroxido de
sédio, a qual dissolve o aluminio e deixa um p6 de niquel com grande area superficial.
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OH I
—_— R—C— (CH2)3— R’

I
A R—C—(CH);~ R

(l)H P -H;
) + H, H 9-CO C18:0
R— IC—CH2—$= IC— R 9-OH C18:0 C
H H H B

9-OH C18:1 \

R— CHz‘CH2— (l:: (l:_ R’ > R— (CH2)4— R’
H H + H, C18:0
C18:1

Figura 17:  Mecanismo proposto para a producao de 12-cetoestearato a partir de
reacao com Ni Raney.

Uma alternativa inovadora dos processos classicos ¢ a hidrogenagao em

propano superctitico, formando uma mistura ternria com hidrogénio'”.

1.8.1 CATALISADORES

Para reagoes de hidrogenacdo, a escolha de catalisadores baseia-se na
natureza quimica do composto a ser hidrogenado, na sua afinidade com o

hidrogénio e no tipo de suporte utilizado ',

Em catalise heterogénea, catalisador e reagentes encontram-se em diferentes
estados fisicos. Para aumentar a superficie de contato com o dleo, a reagao ¢é feita

sob agitacao.

Johnson, citado por Gray e Russel'” propds uma classificacio dos metais
com atividade catalitica (Tabela VII) de acordo com a orienta¢do e ocupagio dos
orbitais 4 mais externos de cada metal. Os metais propostos para formar complexos

com olefinas sao os que apresentam elementos da Classe I11.

Estes metais utilizam elétrons de orbitais 4 semipreenchidos para formar

ligacdes G, com as olefinas'”.
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TABELA VII -Classificacio dos metais cataliticos

Classes Metais
1 Mo, W
11 Rh, Ir, Ru, Ti, Re
111 Fe, Co, Nj, Pd, Pt, Cu, Ag, Au
1A Zn, Ga, Cd, In, Ge, Sn, Pb

Por outro lado, a eficiéncia da hidrogena¢io, empregando sistemas cataliticos
heterogéneos, dependera da quantidade e tipo de suporte, além da natureza do

metal catalitico'®,

O uso de metal puro na catalise nio é comum. Em alguns casos, metais
puros finamente divididos ou ligas sio empregados, mas na industria os
catalisadores sdo, geralmente, utilizados no estado oxidado sobre suportes como

argila, silica gel, silica-alumina, e reduzidos in situ'”.

Com o Ni foi também investigada a eficiéncia de suportes como sepiolita'™,

bentonita e paligorskita'. Jovanovic e# @/, em 1998, publicaram resultados de alta
seletividade na hidrogenacao de dleos vegetais empregando um sistema catalitico de

niquel suportado em diatomita, um silicato natural.

O Niquel Raney ¢ utilizado em médias e altas pressoes e o produto comercial

é constituido de 22 a 25% de Ni'*.

Apesar do niquel ser mais viavel economicamente, ele possui uma
desvantagem em relagdio aos demais catalisadores: durante a reagdo de
hidrogenacao pode ocorrer a formagao de sal de niquel do acido graxo, que por
dissolu¢ao forma o 6xido de niquel, deixando o produto esverdeado e aumentando

a suscetibilidade a oxidacio e desativacio do catalisador'.

Nas ultimas publicacbes sobre hidrogena¢io do 6leo de ricino foram
apresentados os resultados obtidos, utilizando Ni suportado em zedlitas NaY e o
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sistema Ni Raney comercial. Os autores concluiram que o emprego de Ni 5%
suportado em zedlitas era mais ativo e seletivo; logo, mais efetivo na hidrogenagao

do ¢6leo de ricino do que o sistema Ni Raney'”.

Paladio preto, Pd/alumina, Pd/BaSO, e Pd/C siao bastante utilizadas na

reducdo das insaturacdes de 6leos vegetais. Em 1985 Hsu e o/

constataram, nos
experimentos realizados com Pd sobre diferentes suportes, que formou-se uma
menor concentragiao de isomeros geométricos quando foi utilizado o Pd/alumina.
O paladio suportado comparado ao metal puro finamente dividido é mais ativo e

seletivo, destacando-se na hidrogenacio de duplas ligagoes entre carbono-

137
carbono ™.

Hsu e os mesmos colaboradores', trés anos depois, estudaram o paladio
com diferentes suportes, porém, considerando o efeito da pressdo, temperatura,
concentragao de catalisador e do tipo de 6leo. Estes autores constataram que com
uma pressdo de H,(g) de 70 psi, 2 90°C e com 50 a 100 ppm de Pd/alumina e 5%, o
processo industrial de hidrogenagao era viavel, produzindo menos da metade dos
isbmeros #rans do que quando utilizado o Ni Raney. Com 5,5 ppm de Pd/C a 5%,

toi possivel hidrogenar o 6leo de soja produzindo margarina.

Observaram também que o Pd (560 ppm) utilizado em laboratério para
hidrogenar 6leos comestiveis, produzia um maximo de 14,1% de isémeros #rans, a
temperatura de 50°C e pressio de 750 psi. Assim, um excepcional desempenho do
Pd como catalisador foi observado por Hsu e colaboradores™ na CTH dos 6leos

de soja e de canola.

Este foi atribuido, pelo menos em parte, a capacidade deste metal de permitir

o deslocamento das ligacdes de ambos, carbono e hidrogénio, nos sitios ativos'”.
O sistema Pd/C mostrou-se altamente ativo e seletivo a 80-90°C quando

utilizado na CTH do 4cido carboxilico Y-ceto- o, insaturado, utilizando formiato
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de s6dio como doador de hidrogénio'*.

Em 1960, Zajcew'*"'**'" publicou uma série de resultados obtidos na
hidrogenacao de dleos vegetais, utilizando paladio como catalisador. O produto
comercializado na época apresentava pequenas diferencas com relagao ao indice de
iodo que era maior, a uma maior quantidade de acido linoléico e de isdbmeros Zrans.
Também ocorria menor quantidade de acidos saturados. Nestes trabalhos, houve
um avango tecnolégico nas investigagoes em nivel de laboratorio, para planta piloto
e em seguida para escala industrial, constatando-se que o paladio podia competir

com o niquel.

Alguns estudos de hidrogenacao de 6leos vegetais também empregam outras

: ‘e /1 A N 144 . 31: 14 - 146,147
misturas cataliticas para catélise heterogénea a base de ouro'*, irfdio'* | platina'*®

8 149,150,151

K ’1° A A+ 14 A . ,
e cobre’’; e para catilise homogénea, ruténio'™ e crémio . Além destes,

. . . P A . , . 152
existem relatos do emprego de catalisadores bimetalicos, como ténio-6smio'™.

1.8.2 TEMPERATURA E AGITACAO

A temperatura possui um papel muito importante em reacoes de
hidrogenacao, pois influencia diretamente nos resultados e na velocidade de reagao.
Para que um 6leo tenha suas insaturages reduzidas, a temperatura deve ser

satisfatoria para a ativagao do catalisador.

Na hidrogenacio com H,(g), a temperatura aumenta a solubilidade do
hidrogénio molecular no meio reacional e na CTH favorece a transferéncia de

. A . ., . . Q
hidrogénio de um doador, sendo uma variavel muito importante'”.

Tanto a temperatura como a agita¢ao controlada favorece a reprodutibilidade
dos resultados encontrados nos expetimentos. Arkad e# a/'> citaram que o agitador

mecanico e o agitador magnético produzem o mesmo resultado em taxa de reagio
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em escala laboratorial. Apesar desta constatagdo, sabe-se que, com agitagdao
magnética, ocorre alteracio nos resultados se o produto da reagdo tiver alta
viscosidade, dificultando a difusio do hidrogénio e do catalisador no meio
reacional. Isto pode ser observado em reag¢oes de hidrogenagio do o6leo de ricino a

: 11
temperaturas baixas''®.

Destaca-se que a execucdo de experimentos com altos rendimentos nao
depende somente do sistema catalitico, mas também da transferéncia de massa

entre o gas e o liquido e entre o liquido e o sélido.

Os reatores industriais, ou em nivel de bancada, para processos continuos ou
de batelada tém sido aprimorados, visando uma perfeita difusdao e recirculagao de
H,(2)"*. Os mecanismos de agitacio mecanica foram discutidos por Trivedi e

Vasishtha'"® em trabalho publicado em 1997,

Beal e Lancaster'™ concluem com seus resultados que o aumento da
velocidade de agitagio nao é favoravel para a seletividade. No entanto, esta é uma

alternativa a ser analisada para reduzir a formagao de isdmeros geométricos.

1.9 HIDROGENACAO CATALITICA POR TRANSFERENCIA

Quando sio utilizadas moléculas organicas como doadores de hidrogénio,
tem-se a CTH. Trata-se de uma rea¢do onde o solvente pode ser o doador de
hidrogénio e que exige apenas temperatura e uma agita¢do vigorosa, nao

154,156,157,158

necessitando de reatores especiais com controle de pressdao e nem de gas

hidrogénio que é potencialmente explosivo.

Segundo Braude e Linstead'™, a reagio pode ocorrer de vérias formas: um
hidrogénio da molécula do doador pode migrar dentro da propria molécula; pode
ocorrer a transferéncia de hidrogénios entre moléculas diferentes do doador, sendo
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assim as moléculas doadoras e aceptoras idénticas, processo conhecido como
desproporcionac¢ao; e pode ocorrer a transferéncia de hidrogénio entre as moléculas
diferentes, ou seja, as doadoras sejam distintas das aceptoras, num processo

chamado de desidrogenacao-hidrogenacao.

Genericamente a CTH pode ser reapresentada pela ¢q. 7.4 onde o doador de
hidrogénio (DH) pode ser constituido de diferentes substancias que serdo
discutidas a seguir, e o aceptor (A) pode ser qualquer substancia que se deseja

reduzir as insaturagoes, por exemplo um 6leo vegetal.

Catalisadoy

DH , +nA sobene spAH +D (1.4)

A redugio de ligagoes duplas que ocorre em 6leos vegetais empregando a
CTH, esta entre as reagoes de transferéncia de hidrogénio classificadas por Braude
e Linstead"’. Alguns estudos de CTH, realizados com 6leos vegetais ou ésteres de

acidos graxos, estao resumidos na Tabela VIII.

TABELA VIII -  Alguns estudos de CTH realizados com O6leos vegetais e

ésteres de acidos graxos.

Doador Aceptor Catalisador Referéncia
(6leo/éster)
acido férmico, Soja 153, 160, 161,162
formiatos de ésteres metilicos.
metais alcalinos Pd*
formiato de sédio oliva, girassol, 163

amendoim, milho.

etanol amendoim e Ni* 164
isopropanol acafrao
tungue 165
indolina metil linoleato Pd*, Ru** Rh**, 166
isopropanol Pt*, Ir*
etanol ricino Ni* 119
*Catdilise heterogénea **Catdlise homogénea

Cabe registrar que os sistemas mais estudados com estes materiais de partida
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empregaram Niquel ou Paladio como catalisadores e solugao de formiato de sédio
e 4lcoois como solventes doadores. Segundo Brieger e Nestrick'” em 1974, o Pd

era o catalisador mais utilizado para realizar CTH.

1.9.1 SOLVENTES DOADORES

Muitas foram as moléculas doadoras de hidrogénio ja estudadas, podendo-se

167 168 164,166 166

citar: hidrazina ™', dioxano ™, alcoois primarios e secundarios , indolina™™”,

169 161
6 6 e

hidrocarbonetos hidroaromaticos'®’, 4cido férmico'™, formiatos™’, fosfinatos o)

dcido fosfinico'®

, selecionados de acordo com a disponibilidade, eficiéncia,
facilidade de manipulagio e o mais importante, o tipo de catalisador a ser

empregado.

Geralmente, quando o cicloexeno como doador de hidrogénios e o paladio
como catalisador, obteve-se alta conversio em produto reduzido, entretanto a
seletividade foi baixa. Este fato pode ser exemplificado na redugdo do linoleato de
metila com 5% de Pd/C, a 140°C tendo o cicloexeno como doador, onde houve

88% de conversio e 45% de seletividade'®®.

Nas industrias usam-se preferencialmente doadores em solugao aquosa
devido a facilidade dos processos de purificacao no final da rea¢ao, onde o sal que
se forma permanece na fase aquosa. Quando da utilizagao de solventes organicos,
sao necessarios processos de purificagdo especiais, para que o produto final possa

ser empregado na alimentacio®.

Doadores de hidrogénio, como 2,5-diidrofurano, alcool benzilico e
ciclohexanol sao substancias que rapidamente resultam em produtos
dehidrogenados sob condicbes cataliticas. Seus produtos siao relativamente

resistentes a reducao. Outros alcoois e hidroaromaticos também sao bons doadores
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de hidrogénio ", como o caso do limoneno (Figura 18) que é o principal

constituinte do 6leo essencial do limio e da bergamota'”. Este 6leo essencial tem

sido utilizado com sucesso na CTH de compostos organicos como cetonas

172,173,174

aliciclicas @3- insaturadas e de polimeros'”.

N N
: ——2 | .
/
\
limoneno p -cimeno p - mentano

Figura 18:  Reacdo de desproporciona¢io completa do limoneno.

Nestes casos, foi observado o alto valor de conversao do material de partida

insaturado a um produto saturado em um tempo reduzido de reagio'”.

Como vantagem, tem-se a abundancia do limoneno, que é obtido de frutas
citricas, como citado acima, além de ser de facil manipulacio e permitir uma

temperatura reacional mais elevada que o com o cicloexeno.

O mecanismo provavel da reagdo com o catalisador Pd/C foi recentemente

Q
estudado'®’.

Nesta reacdo de transferéncia de hidrogénios, entre moléculas de limoneno,
sao produzidos outras substancias intermediarias na formagao dos produtos finais

p-cimeno e p-mentano (Figura 19), alguns deles detectados no meio reacional.

Quando o cicloexeno (0,81 g cm™ a 20°C) ¢ utilizado na CTH, formam-se
substancias mais faceis de serem separados do material de partida hidrogenado
(benzeno e cicloexano), como mostra a Figura 20. Além de levar a alta taxa de

reducao das olefinas, o cicloexeno também apresenta uma temperatura de reagao
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razoavelmente baixa, comparada a do limoneno, porém apresenta maior toxicidade

Q9

que este.

trans p-mentano  cis p-mentano p-cimeno
p-ment-1-eno p-ment-2-eno p-ment-3-eno

p-menta-1,3-dieno p-menta-2,4-dieno p-menta-1,4-dieno  p-menta-1,5-dieno

Figura 19:  Produtos de desproporcionacao do limoneno.

Numa comparagao direta com o limoneno, observa-se como desvantagem a

toxicidade do cicloexeno® que é maior.

Pd/C

Figura 20:  Produtos de desproporciona¢ao do cicloexeno.

¢ http:/ /www.metck.de/german/services/chemdat/index_chemdat.htm -inalagio, ingestio, absor¢ido pela pele pode
causar danos cronicos até a morte.
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1.10 BIOTRANSFORMACAO ENZIMATICA

A biotransformac¢ao pode ser utilizada para modificagcdes especificas ou para
a interconversao de estruturas quimicas, entre elas as dos Oleos, empregando
enzimas contidas em células ou isoladas. Todas as enzimas empregadas em
transformacdes sao de organismos vivos, de origem animal, vegetal ou de

microorganismos.

As enzimas de plantas ou de microorganismos sio obtidas com mais
tacilidade que as de origem animal. De maior interesse comercial sio as enzimas
microbianas devido ao curto periodo de desenvolvimento, a grande diversidade de
processos metabolicos e a infinidade de microorganismos presentes na natureza
passiveis de serem testados, além de modificarem e degradarem moléculas

Al 17
organicas complexas' .

Apresentam peso molecular de 20.000 a 200.000 daltons e sdo ativas entre
pH 4 2 9, com temperatura variando da ambiente a 70°C. Temperaturas mais altas
levam a desnaturagdo, por alterar as ligagdes quimicas que mantém a estrutura

tridimensional da enzima'”’.

Um exemplo de enzima de origem vegetal ¢é a lipase, extraida da semente de
mamona, a qual biocatalisa reacdes de 4cidos graxos com glicerol'”®, ou a hidrélise

. N ~ . , C
visando a producio de monoglicerideos'”.

Atualmente, enzimas microbianas sao amplamente utilizadas no
processamento de alimentos, na produgiao de detergentes (biologicos), industrias
textil e farmacéutica, na quimica organica, na biologia molecular e em aplicacdes

meédicas.

As enzimas, usualmente, sao classificadas em trés grupos, em funcao de suas

regioseletividades com relagdo aos substratos de acilgliceréis. Em um grupo, estio
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as produzidas pela Candida cylindracea, Propionibacterinm acnes, Staphylococcus aureus, que

catalisam a quebra completa dos triacilglicerdis em acidos graxos e glicerol.

Um segundo grupo ¢ constituido pelas enzimas do _Aspergillus niger,
Pseudomonas - fluorescens, Humicola lanuginosa, Chromobacterium viscosum e de varias
espécies Rhizopus e Mucor. Sio regioespecificas, liberando os acidos graxos da

posicao 1 e 3 do acilglicerol, produzindo mono e diglicerideos.

E no terceiro grupo estdo as que apresentam especificidade com relagiao a
determinados acidos graxos, em particular. Destaca-se a enzima do Geotrichum
candidum que apresenta especificidade para hidrolisar ésteres de cadeia longa,

preferencialmente de 4cidos com insaturacio no carbono 9 (es)'™.

Algumas
apresentam a habilidade de discriminar enantiomeros; quanto aos acilglicerdis, esta
acdo vai depender da natureza quimica do éster, particularmente os de cadeia

longa'®.

As reacdes catalisadas por enzimas apresentam velocidade 10° 2 10" vezes
maiores do que as nao catalisadas. Comparada a catalise inorganica, a enzimatica
tem algumas vantagens, como alto grau de especificidade, ajuste continuo da
velocidade e de concentragao em fungao das condi¢oes celulares e sao geralmente

sintetizadas nas proprias células'”.

A acdo de enzimas como biocatalisadores pode sofrer influéncia de fatores
como pH, temperatura, interagoes quimicas do fluido, agentes quimicos e
irradiagdao. As que atuam sobre a ligacao éster do substrato sao denominadas lipases

(glicerol éster hidrolase EC 3.1.1.3).

Originalmente, as lipases sdo definidas como carboxilesterase, pois catalisam
reacoes de hidrolise e sintese de acilgliceréis de cadeia longa, podendo viabilizar a
producao de biopolimeros, biodiesel, sinteses em quimica fina, como produg¢ao de

L, . s, : 181
agroquimicos, cosmeticos € aromatizantes 8 .
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As lipases de varios microorganismos tém sido empregadas como
biocatalisadores para a hidrolise, esterificacao, transesterificagao e interesterificagao
de 6leos e gorduras. Alguns exemplos de lipases comerciais sao apresentados na

Tabela IX'%,

TABELA IX - Exemplos de Lipases comerciais.

Fonte Marca Empresa
Aspergillus niger Lipase AIE Amano
Rhizopus japonicus Lipase Saiken Osaka Saiken
Rhizopus arrhizus Lipase 80000 Gist Brocades
Rhizopus delamar - Sheikagn-Kogyo
Mucor miehi Lipozyme IN* Novo Nordisk
Candida antarctida B Novozym 435 Novo Nordisk
Candida cylindracea Lipase OF 360 Meito Sangyo
Pseudomonas sp. Lipase LP1 Amano
Choromabacterinum viscosum Lipase T-01 Toyo Jozo

* imobilizada em resina anidnica.

A produgio de monoglicerideos a partir da glicerdlise do 6leo de oliva'® ou

palma'™® foi obtida com sucesso empregando enzimas imobilizadas.

Estes produtos sio emulsificantes importantes para a indudstria cosmética e
farmacéutica. Além disso, a glicerolise enzimatica é um método limpo e pode partir

do glicerol que ¢ obtido como subproduto da alcodlise de 6leos vegetais.

Segundo Oliveira'™, o emprego de enzimas imobilizadas facilita o
desenvolvimento de processos continuos realizados em escala industrial. Além
disso, quando a biocatalise ocorre em solvente organico, as enzimas livres tendem a
agregacao nas paredes do reator, o que ¢ minimizado com a imobilizagio. A
imobilizacao da enzima em suportes sélidos também diminui o efeito desnaturante

de alguns solventes sobre as enzimas.

A biocatalise por lipases, comparada aos catalisadores quimicos, gera uma

grande variedade de produtos com diferentes composicoes e propriedades que
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dependem da especificidade ou estereoespecificidade da lipase'®.

Algumas lipases tém sido observadas em meio organico e apresentam alta
regioseletividade e esteroseletividade. Outras nao sao especificas com relagao a

posicao da ligagao éster na molécula de glicerol ou a natureza do acido graxo.

1.11 ALCOOLISE ENZIMATICA

Para realizar a alcodlise, as enzimas mais empregadas sao obtidas dos fungos
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, das leveduras Torulopsis e Candida e

das bactérias Pseudomonas, Achromobacter e Staphylococens'™.

A lipase extraida da Candida antarctida, é uma lipase nao especifica,

comercialmente empregada para producio de virios tipos de ésteres'™.

Gao et al'*

explorou espécies de Pseudomonas para a producao de novas
lipases, elas exibem alta versatilidade, reatividade e estabilidade em meio organico.
As lipases, foram caracterizadas em meio aquoso € nao aquoso e aplicadas em

reagoes de glicerolise para producdao de monoglicerideos e na alcodlise.

Células inteiras de Rhigopus oryzae foram imobilizadas e empregadas como
biocatalisadores na transesterificagdo de 6leos vegetais. Neste estudo de Ban e
colaboradores'®, foi possivel mais de 90% de conversio em ésteres quando 30% de
agua foi adicionado ao meio. Todavia, para o emprego em nivel industrial, ainda

sa0 necessarios estudos de estabilidade do biocatalisador.

Como esta enzima ¢é regioespecifica, os autores puderam propor que a
conversao de 90% do triacilglicerol em um sistema contendo agua ¢é resultado da
migracdo espontanea dos grupos acila, a medida que vai ocorrendo a reagdo nas

posicdes 1 e 3 do glicerol, da mesma forma que Fureby ¢# a/™ (Figura 21).
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Figura 21:  Reag¢oes de migracao do grupo acila que podem ocorrer durante o
processo catalisado por uma lipase regioespecifica.

Os ésteres de acidos graxos, originarios de diferentes 6leos vegetais, tém
sido utilizados em substituicao ao diesel, como um produto menos agressivo ao

. . . . Q
meio ambiente, chamado biodiesel."

O biodiesel obtido por alcodlise enzimatica foi estudado por Nelson e

192

Foglia

a partir do o6leo de soja, colza e oliva, empregando o etanol, isopropanol,

2-butanol e metanol.

[6 . ~ . . & ’
Darnoko e Cheryan'” verificaram que a alta conversdo dos acilglicerdis é um
fator importante para que o produto de alcodlise possa ser utilizado como

biocombustivel, sendo necessario para tanto, separar o glicerol resultante da reagao.

Alguns anos depois, Iso ¢ a/™ também avaliaram diferentes 4lcoois como
substrato na transesterificacao. Neste estudo, foram utilizados o metanol, 1-
propanol, etanol e 1-butanol. Com a lipase de Psexudomonas fluorecens foi avaliada a

atividade enzimatica ap6s usos repetidos a 50°C e 1 hora de reagio. Os autores
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concluiram que a partir da segunda e terceira utilizagoes a atividade decaiu.

Outros estudos de transesterificacao também foram realizados com dleo de

196

. 0 L, . . L.
girassol'”, colza'” e palma™, empregando alcoois primarios.

O 2-etil 1-hexanol foi utilizado na transesterificacio do oOleo de colza,
obtendo-se  98% de conversio apds 24h utilizando-se  Candida  rugosa,

. . . . 49
Chromobacterium viscosum, Pseudomonas fluorescens e 45 %o Rhbizomucor miehei .

As reagoes de alcodlise enzimatica realizadas empregando etanol como
substrato (etandlise enzimatica), assim como com outros alcoois, sao realizadas em
solventes nao aquosos, compativeis com a enzima a ser utilizada. Por essa razao, a
selecio do solvente é extremamente importante para manter as propriedades
cataliticas da enzima. Segundo Ottolina e colaboradores’, o solvente pode
interagir especificamente com a enzima, o que foi comprovado com o emprego de

solventes enantioméricos.

Além disso, a polaridade do solvente afeta fortemente a razao de produgao

dos ésteres, sendo os mais hidrofébicos relacionados a maior atividade das lipases.

Por outro lado, a sintese de ésteres é favorecida em baixo conteudo de agua.
A adicao de agua no meio reacional é relevante para a reversibilidade da atividade
da lipase'”™"”. Contudo, o teor de 4gua no meio reacional tem sido controlado para
manter a atividade e estabilidade da lipase. Assim, a agua pode ser removida do
meio reacional pela adi¢ao de sais hidratados como sulfato de sédio e carbonato de

s6dio que tamponam a sua concentragao.

Ha, entretanto, enzimas que nao sao sensiveis a mudanca de concentragao de

4gua no meio reacional como a Lipogyme IM da Novo Nordisk'.
Todavia, o conteddo de agua e a temperatura devem ser apropriadamente

balanceados para alcancar estabilidade e atividade 6timas'®.
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Entre os solventes empregados para reagdes catalisadas por lipases, estao
incluidos o benzeno, tolueno, n-hexano, cicloexano, heptano, octano, isooctano,
nonano, éter de petrdleo, triacetina, acetona, tetracloreto de carbono, cloroférmio,

acetato de etila®®.

Para o 6leo de algodao, também foi possivel realizar a alcodlise livre de
solvente. Este estudo foi realizado a 50°C por 7 horas, utilizando 30% de enzima
com relagio a massa de 6leo e o6leo-alcool na proporcio de 1:4. A maxima

conversio obtida foi de 91,5%"".

Uma grande aplicabilidade da alcodlise enzimatica é no enriquecimento de
acidos graxos poliinsaturados nos acilglicer6is do 6leo de peixe. Isto se da pelo
emprego de lipase de Pseudomonas, a qual, juntamente, com etanol converte os
acidos em ésteres etilicos, com exce¢do dos acidos poliinsaturados (PUFAs),

deixando-os enriquecidos nos acilglicer6is™”.

1.11.1 ETANOLISE ENZIMATICA

Na etanolise enzimatica tri, di e monoglicerideos sio convertidos aos ésteres
etilicos correspondentes dos acidos graxos presentes no 6leo e em glicerol. O

glicerol pode ser separado e os ésteres utilizados como biodiesel.

Comparativamente aos outros ésteres que podem ser formados, como éster
metilico, isopropilico ou butilico, o éster etilico apresenta como vantagem a
facilidade de sua obtencdo, pois os substratos da etandlise, 6leo e etanol, sido
matérias-primas obtidas em grande escala de culturas agricolas ja estabelecidas no

pafs.

A massa de éster produzida é aproximadamente igual a quantidade de 6leo

que reage, pois em torno de 10% de etanol reage e 10% de glicerol sao removidos.
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Assim, os ésteres etilicos formados representam 78% de carbono, levando a

producio de 40,7 m] kg, para um produto com densidade 0,876 kg L' *”.

Os ésteres etilicos dos 6leos de dendé, babacu, ricino, piqui e algodao sao

apresentados na Tabela X.

TABELA X - Caracteristicas fisico-quimicas dos ésteres etilicos de varias
espécies vegetais produzidos no Brasil.

Esteres etilicos dos 6leos Oleo Oleo
Caracteristicas 5 @ 9 de diesel
= < 3 ae 5
o = g S S ricino
~ o A A =
Poder calorifico 9046 9440 9590 9530 9520 8913 10824
(kcal kg’l)
Por}to de névoa -6 -6 8 6 nd 10 1
Indice de nd 65 60 nd 57,5 nd 45,8
cetano
Densidade a 0,9190 0,8865 0,8650 0,8597 0,8750 09578 00,8497
20°C (g mL™")
Viscosidade a 21,6 3,9 5,2 6,4 6,0 285 3,04
37,8°C (cSt)
Inflamabilidade 208 nd 186 nd 184 nd 55
(‘'O
Ponto de -30 nd 5 nd -3 nd nd
fluidez ("C)

* densidade medida a 25°C Fonte: Costa Neto, 2000

. . ;. h
Entre as propriedades medidas destaca-se o ponto de névoa’, que para os

respectivos 6leos 2 natura corresponde a valores de 10 a 30, enquanto os ésteres

etilicos estdo apresentados de -6 a 8, mais proximos do valor encontrado para o

Oleo diesel.

b Temperatura inicial de ctistalizagdo do dleo.

54

Fundamentacao Teorica



Outro fator é a consideravel reducao da viscosidade dos ésteres etilicos com

relacao aos Oleos. No caso do éster etilico do 6leo de ricino, a viscosidade ¢é

reduzida de 285 ¢St para 21,6 ¢St ™,

1.11.2 BIODIESEL

Biodiesel, ja produzido industrialmente por transesterificagdo, conforme
Figura 22, ¢ o nome dado para combustiveis produzidos de 6leos vegetais, gorduras
e acidos graxos. Sdo considerados renovaveis e a maioria é obtida a partir de

culturas agricolas sazonais.

O emprego do 6leo vegetal pode ser i natura ou modificado. Um grupo de
pesquisadores brasileiros ligados ao Programa Nacional de Oleos Vegetais realizou
testes com os 6leos i natura de macauba, pinhao-manso, indaia, buriti, piqui, soja,

cotieira, tingui e pupunha, mamona e babagu™".

oleo transestetificacao |‘

semente I I I

Biodiesel | Glicerina em agua l—

I

Lo -
glicerina

Figura 22:  Esquema de producao de biodiesel.

Segundo Costa Neto e colaboradores™, “do poder calorifico dos (bio)
combustiveis depende a poténcia maxima a ser atingida pelo motor em operagao,
enquanto o indice de cetano define o poder de auto inflama¢ao e combustio do

6leo. Seu valor condiciona o desempenho global do motor, refletindo na partida a
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frio, ruido e gradiente de pressio. Comparados ao 6leo diesel, os 6leos vegetais

apresentam menor calor de combustio e indice de cetano similar.”

Assim o Oleo in natura exige a adaptagao dos motores. Os 6leos modificados
por craqueamento catalitico ou pirdlise, visando a produgao de hidrocarbonetos, ou

transesterificacao podem ser utilizados diretamente nos motores convencionais.

Geralmente a pirdlise ou craqueamento catalitico exigem mais energia do que
a transesterificacdo. Ao mesmo tempo, o mecanismo de decomposi¢ao térmica de

triacilgliceréis é complexo, gerando uma mistura de compostos.

De acordo com Srivastava e Prasad®”, o biodiesel também pode ser obtido
or microemulsao do metanol no dleo vegetal ou mesmo pela diluicao dos dleos
p g p ¢

vegetais em diesel ou solventes.

As utilizagdes do biodiesel, produto de transesterificacio, ocorrem

misturadas com o 6leo diesel ou puro™.

Uma lista de 6leos com potencialidade para serem utilizados como biodiesel

foi descrita por Kalayasiri e colaboradores™”.

Por muitos anos, os combustiveis derivados do petréleo foram utilizados
extensivamente. Apenas com as crises do petréleo das décadas de 1970 e 1980 foi
que iniciaram as pesquisas com fontes renovaveis. Atualmente é uma necessidade
imposta pelo Protocolo de Quiotd”™” que versa sobre a utilizagio de biodiesel nos

veiculos a 6leo diesel, para diminuir a emissao de gases responsaveis pelo efeito

estufa.

tEm 1979 houve a primeira Conferéncia Mundial sobre o clima; desde entdo houve uma evolugiao. Em 1990 ocorreu
a segunda conferéncia; e em 1994, 1995 e 1996, convengdes das partes que fizeram uma previsio dos compromissos
que seriam criados na Convencio de Quioto, em 1997. “De acordo com o Protocolo, os paises industrializados se
comprometem a reduzir, entre 1998 e 2002, suas emissoes de gases de efeito estufa em pelo menos 5% dos indices
de 1990, no periodo de 2008-2012, o que equivale a uma redugdo real de 5,2%, em média.” “O Brasil ratificou o
Protocolo em julho de 2002.”” 208
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As iniciativas dos diferentes paises foram também um chamado para um
compromisso ambiental com relagio a qualidade do ar, pois a substituicio dos
combustiveis convencionais por biodiesel diminuiria as emissGes atmosféricas.
Sabe-se que a emissao de CO, do biodiesel é 8,7% menor que a do dleo diesel,
sendo que ha um equilibrio entre a emissao de CO, pelo biodiesel e a fixacao de
carbono na fotossintese realizada pelas plantas. Em 1998, ja estimavam que 4,2
unidades de energia eram produzidas na utilizacdo do biodiesel enquanto que na
sua produgdo era exigida uma unidade de energia. Em acréscimo, a substitui¢ao do
diesel por biodiesel corresponde a uma redugiao de 15 a 20% de energia empregada

no processamento do combustivel*”.

Quanto as emissoes de NO, pelo biodiesel, os valores sio semelhantes aos
do 6leo diesel. Segundo a normatizagio’ da qualidade do produto final, o biodiesel
também deve ser praticamente livre de enxofre, o que corresponde a um grande

beneficio para o meio ambiente.

Os 6leos, ao serem empregados como biodiesel, devem apresentar
propriedades semelhantes as do 6leo diesel e conforme padronizacio do biodiesel
alemao pela E DIN 51606, o indice de cetano (CN) maior que 49%, viscosidade de
3,52 5,0 mm®s" e densidade a 15°C de 0,875 2 0,900 g mL" *”.

Na Malasia, esta sendo avaliado o desempenho do 6leo de palma para a
producao de biodiesel. Nas misturas de 7,5 a 15% de éster metilico do dleo de
palma com o6leo diesel, foram constatadas as reducdes nas emissées de CO, CO2,
HC, NOx, SOx e material particulado. Ao mesmo tempo, verificaram que as
propriedades fisico-quimicas do biodiesel de 6leo de palma equivalem-se aos

produtos similares provenientes do 6leo de soja e de colza™".

i Alemanha (E DIN 51606); Europa (EN 14214), Estados Unidos (ASTM D6751-02)
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O biodiesel do éleo de palma e de coco nigeriano foi obtido empregando a
lipase PS 30 da Amano Engyme. Estes produtos apresentaram qualidade superior ao

biodiesel produzido na Malésia e Estados Unidos™".

No Brasil, existem estudos com relagio a producdo de biodiesel e tem-se

conhecimento da sua utilizacio na frota de 6nibus da cidade de Curitiba no

,212
Parana™”.

Em outros estudos, Haas ¢ o/ sugeriram a utilizacdo do soapstock para a
producao de biodiesel, dando mais um aproveitamento a este residuo do refino de
6leos vegetais. O soapstock pode ser utilizado para este fim porque contém uma
mistura de glicerideos, acidos graxos livres e sais de sédio e potassio, derivados dos

acidos graxos dos oleos.

Uma outra iniciativa relevante é a produgdao do biodiesel do 6leo existente
nos materiais adsorventes empregados para clarificagao do 6leo durante o refino.
Na pesquisa desenvolvida no Japao por Pizarro e Park™, foram utilizadas as terras
de clarificacio com, aproximadamente, 40% em massa de 6leo de soja, palma ou

colza.

1.12 METODOS INSTRUMENTAIS APLICADOS A OLEOQUIMICA

Na oleoquimica a matéria-prima é um oleo rico em triacilgliceréis ou um
6leo essencial. Os triacilglicerdis saio componentes majoritarios nos 6leos vegetais e
exigem métodos analiticos instrumentais que reconheg¢am particularidades como
posicio do acido graxo no glicerideo, grau de insaturacdo, isomerizagao, teor de

hidroxilas, acetilas, epéxidos e outros.

Geralmente estas analises podem ser classificadas como analise quantitativa
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classica ou instrumental. A analise quantitativa classica envolve métodos por via
umida, tais como, titrimetria e gravimetria. Ja na analise instrumental, é possivel
obter-se mais informacoes dos 6leos e derivados, em um nivel mais elevado de

exatiddo e precisao, além de permitir a automagao dos procedimentos.

1.12.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

Entre os métodos instrumentais, a cromatografia gasosa e a cromatografia
liquida sdo freqliientemente os mais utilizados na analise de o6leos, gorduras e

derivados.

Aparicio e Aparicio Ruiz”® apresentaram uma revisio dos métodos
cromatograficos aplicados a analise de 6leos vegetais, citando sistemas acoplados e

métodos de alta resolucao, direcionados a autenticacao e caracterizacao de 6leos.

Outras iniciativas, trataram de avaliar os compostos polares presentes nos
6leos, empregando Cromatografia de Permeag¢io em Gel (GPC) e Cromatografia

215

por exclusio de alta eficiéncia (HPSEC)™".

1.12.1.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa ¢ hoje um grande aliado para a caracterizagao dos

produtos nos estudos de extracdo e transformac¢ao de o6leos.

Como os principais componentes dos o6leos vegetais e derivados sao
acilglicerdis (ndo volateis) e acidos graxos (termodegradaveis), as amostras sempre
necessitam de preparaciao. Neste caso, utilizam-se a derivatizagao, separagdo em

coluna, microextracao em fase solida (SPME) e outras técnicas.
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A derivatizagao na maioria dos estudos consiste na da producdo dos ésteres
metilicos ou etilicos dos acidos graxos presentes nos acilgliceréis. Pode ser realizada
por hidrélise do acilglicerol seguida de esterificagao dos acidos graxos, empregando

catalise acida ou basica, conforme os métodos:

g . . g 21
- metanolise com tetrametilguanidina em metanol*';

1217

- metandlise com metoéxido de sédio em metano e com irradiacao de

: 21
microondas™®;

. ~ . , . L, . C
- transesterificacio catalisada com acido sulfirico®”;

- metilacio com diazometano para acidos graxos livres®’;

- hidrélise alcalina seguida de metilagio com BF,/metanol como catalisador™".

Para hidroxi-acidos a derivatizacao também é realizada com éter Zerc-butil
dimetil silil (t-BDMS) e bis-trimetil silil acetamida (BSA)* e éter trimetilsilil
pentafluor benzil (PFB-TMS)*.

Segundo Plank e Lorbeer™, a anilise de mono, di e triglicerideos é possivel
por GC, entretanto ha a necessidade de derivatizar os grupos hidréxi dos mono e
diacilgliceréis com N-trimetil silil trifluoracetamida (MSTFA), utilizar colunas
capilares mais curtas, enquanto que para os triacilglicerdis foi necessario o

aquecimento da coluna a 370"C.

Analises menos freqientes, mas relevantes, dependendo do 6leo, sio das
ceras, as quais sao ésteres de acidos graxos com longas cadeias de alcoois. Para
estes componentes da fase saponificavel, existem relatos da necessidade de realizar

a extracdo em fase solida (SPE) com silica gel como adsorvente antes da

determinacio por GC ou HPLC™.

A SPME, que pode ser utilizada para analise de compostos volateis dos
Oleos, como aldeidos, alcoois, hidrocarbonetos e outros “é uma microtécnica, em
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que os processos de extragao e pré-concentra¢ao de analitos ocorrem numa escala

. . ~ 2 : 12922
dimensional que nio é das mais usuais”**,

Nesta técnica tem-se uma espécie de seringa (holder) que permite expor e
retrair uma fibra adsorvente na amostra ou no headspace da amostra seguido de
dessor¢ao dos componentes adsorvidos diretamente no injetor do Cromatdgrafo,
como mostra a Figura 23. As fibras podem ser polares (Poliacrilato,

Carbowax/Divinilbenzeno), nao polares (polidimetilsiloxano-PDMS) ou bi-polares

(Carboxenk/ PDMS) e exigem alguns cuidados especiais pois sio frageis*.
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Frasco de headspace Injetor do GC

Fonte- Valente e Augusto, 2000.
Figura 23:  Dispositivo amostrador de SPME.

Conforme Nagli¢ e Smidovnik'®”, quando o objetivo é a separacio e analise

de acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), monoinsaturados (MUFAs), saturados,
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isomeros geométricos (cis-trans) e de posicao por GC, é aconselhavel o emprego de

colunas capilares longas (100 m).

Contudo, a analise cromatografica dos componentes do 6leo, principalmente
os minoritarios, consiste em uma informa¢do importante sobre a identidade do
6leo, sobretudo quando se refere a esterdis, pois se considera que esta fase é a
fingerprint das matérias graxas>, ou seja, permite uma boa separacio, que favorece a

identificacao.

Por cromatografia gasosa ainda sdo analisados outros componentes
minoritarios como hidrocarbonetos terpénicos e aromaticos, esqualeno,
hidrocarbonetos volateis, hidrocarbonetos aromaticos de baixo peso molecular,
carotenos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos™, tocoferdis, esterdis e
alcoois”’. Para estes componentes do 6leo sio empregados agentes silanizantes
como N-metil N-trimetilsilil trifluor acetamida — MSTFA”', hexametildisilazano
seguido de 4cido trifluoracético™™. Para determinar esterdis e esterdis esterificados
também foi realizado a SPE seguida de saponificacdo e derivatizagao com N, O-bis-

trimetilsilil trifluor acetamida (BSTFA)™*",

Hidrocarbonetos em alguns Oleos sio separados em coluna empregando
hexano como eluente, silica gel como fase estacionaria e analisados por
cromatografia gasosa. Os hidrocarbonetos volateis também sio separados da
matriz, porém por destilacio de arraste de vapor com éter etilico (34°C) sob

z 22
vacuo 8.

A determinacao de colesterol e tocoferéis em oleos vegetais pode ser
realizada por cromatografia gasosa, no entanto ¢ necessario eliminar a interferéncia
dos acilglicerois por transesterificacio, com a minima manipulacio da amostra, para

evitar a degradagio dos tocoferdis. Para tanto Ballesteros, Gallego e Valcarcel®'

k Carboxen — Carvio ativado microparticulado.
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otimizaram um sistema automatico para preparacdo da amostra e inje¢do no

cromatografo.

1.12.1.2 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR DE MASSAS

A cromatografia gasosa com detector de massas (GC-MSD) é uma grande

aliada na identificagao dos produtos de reagao de dleos vegetais.

Na ricinoquimica, que envolve os processos de refino e transformacio do
Oleo de ricino, a GC-MSD auxilia no reconhecimento da estrutura molecular dos
produtos apés a separacao. Este método conjuga mais informagoes do que a GC,

com referéncia a cada componente separado devido a sua natureza tridimensional®”

(Figura 24).

Por GC-MSD também ¢é possivel quantificar um ou mais analitos de uma
mistura complexa. A quantificacdo pode ser realizada com base na area do total de

ions detectados para o analito ou dos {ons selecionados para o monitoramento.

Intensidade

Tempo de retencio

Figura 24:  Representacdo da natureza tridimensional dos dados de GC-MSD

A diferenga entre o modo do cromatograma do fon total (TIC) para o do

monitoramento do {on selecionado (SIM) ¢ significante, ja que com o modo SIM ¢é
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possivel aumentar a sensibilidade da anilise de um fator de 100 para 1000* Por
outro lado, com o modo TIC é possivel caracterizar a amostra, pois, obtém-se o

espectro de massas completo de cada componente que foi separado.

Por este aspecto, a GC-MSD tem sido muito utilizada para analise dos acidos

graxos presentes nos o6leos vegetais.

Os ésteres metilicos derivados dos acidos graxos (Figura 25) sao facilmente
identificados quando a ioniza¢do ocorre por impacto de elétrons (EI), pois seu
espectro apresenta alguns fons caracteristicos como o fon molecular (M") e os que
correspondem a m/z = M-31 (menos metanol), m/z= 87, 143 ¢ 199. Quando sao
analisados os ésteres de acidos graxos insaturados, ha uma dificuldade em avaliar a
posicdo das insaturagoes, pois ocorre migracao da dupla ligacio quando o fon é
formado, resultando em produtos intermediarios que nio caracterizam a

fragmentacdo da molécula original.

Algumas alternativas para identificar os componentes sao: o estudo de
similaridade do espectro da amostra com os de uma Biblioteca de espectros e o

emprego de espectrometria de massas com ioniza¢ao quimica (CI).

Nesta segunda opg¢do é possivel obter mais informac¢des com relacio a

posicao da insaturaciao, pois a quantidade de fragmentacdo é reduzida, e diminui a

migracio das duplas™ ",

CuthsCO |
17H3s i N N
" T Gubes) > CaMansr, Cobney
. / m/z 267
0 / m/z 239
I . .
C17His—C—OCH \ a - clivagem «
K ° \ QCH;;) i - clivagem induzida
o
m/z 298 o=c_och, 7 iz 3
m/z 59

Figura 25: Mecanismo de fragmentacao dos ésteres metilicos de acidos graxos
na ionizagao por impacto de elétrons.
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1.12.1.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) possibilita a separagao de
acilgliceréis que sejam isomeros de posicao dos acidos graxos no mono, di e

triacilglicerois.

Os detectores mais adequados para avaliar os acilgliceréis dos dleos sao o de
Massas (MSD)? ¢ o de Indice de Refragio IRD)*". O detector de espalhamento
de luz evaporativo (ELSD) oferece algumas vantagens, pois ¢ mais estavel e

sensitivo™’.

O emprego da HPLC para analises dos acilgliceréis dos 6leos e gorduras
apresenta como vantagem a possibilidade de separagdo cromatografica sem a
necessidade de derivatizagao, permitindo avaliar a distribui¢io dos acidos nos

acilglicerois e separar lipidios complexos, como os fosfolipidios e glicolipidios™®.

Segundo Lee ¢t af”, com o emprego de colunas de fase reversa C18
(octadecil) ¢é possivel separar acilglicer6is mono, di, trissaturados ou insaturados
devido ao mecanismo de interacao das cadeias carbonicas da fase estacionaria e do
acilglicerol. Assim, devido as forgas repulsivas, a reten¢iao de acilglicerdis saturados

¢ maior do que de acilglicerdis com insaturagoes, como mostra a Figura 26.

No monitoramento da produ¢io de biodiesel, a HPLC pode ser muito
versatil, pois ha a possibilidade de realizar gradiente de fase movel, separando os
acilgliceréis, glicerdis, ésteres e acidos livres, além de ser possivel coletar as

diferentes fracdes ou utilizar mais de um detector™™.

Em 1991, Rezanka e Mares®' relataram os resultados de separacio com

varios 6leos, sendo possivel reconhecer os isomeros de posicao dos acilglicerois.
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Fase estaciondria Acilglicerol

Figura 26:  Retencao de acilglicer6is em uma fase reversa C18.

Um grande avanco na caracterizagdo de O6leos foi a criagio de sistemas

HPLC-GC-MS que incrementam a analise em seletividade e sensibilidade**.

1.12.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Na analise de oleoquimicos, observa-se uma demanda cada vez maior para a
espectroscopia no infravermelho (IR), visando a determinac¢io de parametros de

qualidade com rapidez, versatilidade e um minimo de reagentes quimicos.

Por espectroscopia no infravermelho, além de reconhecer os principais
grupamentos presentes nas moléculas, também tem sido possivel avaliar a presenca
de isémeros frans apos a transformacdao dos 6leos vegetais. Segundo Sedman e
colaboradores*”, o método de determinacio do conteido #uns de 6leos é baseado

na intensidade da banda isolada de absorcio em 970 cm™.

A analise por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) permite identificar os sinais relativos aos diferentes grupamentos da longa
cadeia dos ésteres de acidos graxos, como mostra a Tabela XI, que apresenta os

66

Fundamentacao Teorica



grupamentos identificados para o éster metilico do C18:0.

Atualmente ja existem estudos utilizando espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier e acessorio de refletancia atenuada total (ATR-FTIR)
para analise de 6leos. Os resultados desse trabalho cooperativo de 12 laboratérios
resultaram na insercao da ATR-FTIR como método oficial American Oil Chemists’

Society, para determinacio de isdbmeros #rans em 6leos vegetais™.

Monoinsaturados, C18:1 #rans, apresentam sinais em 3033 cm™, 3003 cm™,
1126 cm™, 971 cm™ e em 728 cm™ (muito fraca). O C18:1 cis, apresenta sinais em
3010 cm™, 1124 cm™ e em 728 cm™' (larga). Dienos e trienos apresentam banda em

3018-3019 cm™ e em 727-730cm ™ **,

TABELA XI - Bandas na regido do infravermelho observadas para ésteres
metilicos de acidos graxos de cadeia longa saturados.

Atribuigao N° de onda (cm™)
V assim CH, 2961 £
V assim CH, 2935 F
V sim CH, 2880 £
V sim CH, 2863 F
VvV C=0 1754 F
0 CH, 1463 m
o CH, 1381 f
V C-O(ester) 1176 m
d CH, 1123
d CH, 727 £
F fraca; F-forte; m-média Fonte: Mossoba, ¢t al (1990)

% desenvolveram um método simples e rapido para

Hendl e colaboradores
determinar o indice de iodo, utilizando a primeira derivada dos espectros obtidos
no infravermelho. Os resultados foram condizentes com os valores determinados
por outras técnicas, no entanto apresenta 5% de desvio padriao relativo. Nestes

estudos, para o 6leo de ricino, houve uma forte interferéncia do OH.
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Existem pesquisas que procuram reduzir para microescala, agilizar a analise,
aumentar a sensibilidade e ampliar a gama de compostos que possam ser analisados
por espectroscopia na regiao do infravermelho. Uma delas é a técnica de reflexdo
total atenuada horizontal (HATR), em que a amostragem ¢ rapida e permite a

obtencdo de espectros de materiais espessos e fortemente absorventes.

Esta técnica caracteriza-se pelas multiplas reflexdes de radiaciao na regido do
infravermelho que ocorrem no interior de cristais, de material de alto indice de
refracio (ZeSe) interagindo apenas com a amostra que estiver na superficie do

mesmo.

A radiagdo atinge a amostra e penetra poucos microns de profundidade; a

radiacio incidente pode ser absorvida, atenuando sua intensidade®*”**.

A espectroscopia de refletancia no infravermelho préoximo (NIRS) é outra
ferramenta potente para a analise qualitativa de 6leos. Pelos espectros, associados a
métodos de calibragio multivariada, foi possivel discriminar 6leos de fontes

. . . N . C
diferentes e verificar a incidéncia de adulterantes®.

Por NIRS e quimiometria também ¢é possivel determinar a presenca de

isdbmeros geométricos, indice de saponificacio e o indice de iodo de 6leos™".

1.12.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H E BC

A ressonancia magnética nuclear de 'H (‘H NMR) e a de "C (°C NMR)
também revelam informagdes importantes para o reconhecimento da estrutura
organica de 6leos e gorduras, porém sdo técnicas utilizadas apenas em grandes

. . ~ . . , 70 2
centros de pesquisa, pois estdo entre os mais sofisticados métodos analiticos™.

De acordo com a técnica de 'H NMR, a integracio das areas relativas aos
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protons metilicos terminais, prétons vinilicos e protons alilicos permitem calcular a

quantidade de C18:3, C18:2 e C18:1 na mistura de acilglicerdis do 6leo.

O indice de iodo, que é muito importante para estudos de hidrogenacao de
6leos vegetais, pode ser calculado a partir do espectro, possibilitando substituir o
método titrimétrico da AOCS Cd 1d/92(97), que gera um grande volume de

residuos®!.

Nos espectros de "C NMR, os sinais referentes aos carbonos vinilicos,
metilénicos ®3, alilicos, B-metilénicos e carbonilicos, também sio indicados para
avaliar a presenca de C18:3, C18:2, C18:1 e C18:0. Segundo Miyake ¢t />, a
quantificacio por "C NMR de 4cidos graxos insaturados resultam em uma

discrepancia de £5% dos resultados obtidos por GC.

Quando se trata de 6leo de ricino, possuidor de uma maior quantidade de
acido ricinoléico, é possivel identificar sua presenca em outros 6leos, uma vez que
apresenta sinais caracteristicos do carbono C12 - um carbono quaternario que

apresenta a hidroxila, o que o diferencia dos demais™”.

Quanto a presenca de isomeros geométricos e de posi¢ao das insaturagoes, a
PC NMR apresenta versatilidade, permitindo analisar misturas complexas de 6leos

parcialmente hidrogenados®*.

Sinais referentes a carbonos carbonilicos permitem identificar a posi¢ao dos
grupos acila do glicerideo, se na posicio @ (1,3-acila) ou B (2-acila) do glicerol. Em
seus estudos, Wollenberg™ verificou que o deslocamento quimico dos carbonos
carbonilicos varia do campo mais baixo para campo mais alto, conforme as

insaturagdes presentes na cadeia de acidos graxos, obedecendo a ordem de C18:0 <

C18:1< C18:2 < C18:3.
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1.13 TRATAMENTO QUIMIOMETRICO

A quimiometria consiste na aplicacdo de técnicas matematicas e estatisticas
na analise de dados relativos aos processos quimicos industriais e laboratoriais. O
modelo estatistico do método considera a correlacio entre muitas variaveis
analisadas simultaneamente, permitindo a extracdo de uma quantidade maior de

informacao.

Com esta ferramenta é possivel identificar e minimizar problemas eventuais,
como interferentes em novas amostras e variacdes de linha de base e/ou detectar

pontos divergentes (outliers)™.

Também ¢é possivel manipular dados instrumentais associados a uma ou mais

freqiiéncias ao mesmo tempo.

Fundamentalmente, sdo estabelecidas relacGes entre matrizes de dados
quimicos e/ou fisicos que apresentem uma dependéncia entre as propriedades que

descrevam estes dados.

Na literatura encontram-se relatos do emprego da quimiometria para avaliar
o grau de oxidagdo de Oleos de frituras, classificando-os a partir da técnica de

agrupamento hierarquico dos valores de indices quimicos e fisicos das amostras™’.

Esses métodos tém tornado possivel extrair mais informagoes de métodos
espectroscopicos, permitindo estimar propriedades quimicas e fisicas de diversas
matrizes. Até mesmo, quando ha sobreposicio de informagoes espectrais de varios

2
componentes 56.

Em o6leos também ja foram estudados o indice de iodo, a presenca de
adulterantes e a natureza quimica, associando técnicas espectroscopicas e

. . . HE(C
quimiometria®**”,
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As determinagoes dos indices quimicos de analise de 6leos também sio
realizadas com a GC empregando quimiometria. Por Analise por Componentes
Principais (PCA) foi possivel classificar os 6leos com relagio a composi¢io de

acidos graxos determinada por GC**.

Nesta mesma linha, foi possivel auxiliar na identificacio de Oleos
empregados em crimes, principalmente em incéndios premeditados, sendo possivel
avaliar a composicao dos o6leos vegetais presentes nas amostras, mesmo apos
degradacao térmica. Para tanto, foi realizada a pirdlise, analise por GC seguida de

anilise por PCA*',

A otimiza¢do de modelos de calibracdao a partir de informagdes obtidas dos
espectros de amostras de 6leo permitem distinguir a natureza, se animal ou vegetal,

a regionalizacio da cultura e as classes de lipidios presentes™”.

Entre as inumeras aplicagoes, a literatura aborda também o controle de

262-263 264

qualidade de alimentos , solventes™ e outros. Nesta tese sao aplicados os

métodos de analise por componentes principais e por regressao multivariada.

1.13.1 METODO DE ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS

O método de analise por componentes principais (PCA — Principal components
analysis) foi um dos primeiros recursos quimiométricos utilizados pelos quimicos e

continua sendo cada vez mais empregado.

Ele consiste na transformacdo da matriz de dados com o objetivo de
representar as variagoes presentes em muitas variaveis por meio de um numero

menor de fatores.

Os dados siao dispostos em uma matriz de dados onde as colunas sio as
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variaveis e as linhas sao as amostras. Constréi-se um sistema de eixos, a partir da
representagdo em um novo sistema de variaveis ortogonais entre si, denominados
tatores principais. Neste sistema, podem-se representar as amostras, nas quais a
natureza multivariada dos dados pode ser visualizada em poucas dimensdes

(Figura 27).

Desta forma, os dados sio organizados conforme a quantidade de variacao
que representam. A maior parte dos algoritmos atribui em ordem decrescente a

varianga e assim, muitos pesquisadores aplicam a PCA a dados de espectroscopia

vibracional®® e de cromatograﬁam.
@)
(@)
Matriz
PC, + -
© Concentracdo
® ou Propriedade

PC,

DistGncia de

Mahalanobis

Previsto

!
7

Estimado

e

o——

Similaridade

Fonte Ferrao, 2000.

Figura 27:  Esquema das potencialidades da aplicagao da PCA.
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Em 2000, Ferrio™ empregou, entre outros, métodos de calibracio
multivariada, a partir de parametros analiticos como teor de cinzas, umidade,
proteinas e gordura, associados a técnicas espectroscopicas de reflexao, visando o

267

controle de qualidade de farinhas™. Um estudo semelhante empregando dados

espectroscopicos ja havia sido feito com amostras de trigo™”.

269 270 266

Outras matrizes como vinhos®”’, medicamentos™”, alimentos embutidos™,

tinners’”’ do mesmo modo foram analisados com sucesso por PCA.

1.13.2 METODOS DE REGRESSAO MULTIVARIADA

A regressao tem como objetivo descrever as relacdes quantitativas existentes

entre variaveis.

Em um primeiro momento realiza-se a calibragio para um conjunto de
amostras (padroes) cujas concentragoes sao conhecidas, onde se constréi um
modelo que relaciona uma grandeza medida com a concentracio da espécie de
interesse; em um segundo momento, utiliza-se este modelo para prever

~ 2
concentracoes €m novas amostras 56.

Assim a regressio multivariada permite manipular dados, geralmente

instrumentais, associados a uma ou mais variaveis de interesse a0 mesmo tempo.

A regressao multivariada se divide em trés principais métodos: regressio
linear multipla (MLR — Multiple Linear Regression), regressao por componentes
principais (PCR — Partial Components Regression) e por minimos quadrados parciais

(PLS - Partial I east Squares), apresentados na Figura 28 *%,

O método MLR visa a combinagao linear entre as variaveis independentes

(espectros) e as variaveis dependentes (propriedade). O PCR segue um caminho

73

Fundamentacao Teorica



semelhante ao PCA para decompor a matriz de dados e depois relaciona os

resultados do PCA com a variavel dependente.

O PLS descreve as relacoes existentes entre duas ou mais variaveis. As
variaveis dependentes e independentes sio usadas ao mesmo tempo na fase de
calibracao. Sao utilizadas, principalmente, quando os componentes presentes em
uma mistura precisam ser determinados, porém a informacao analitica disponivel

nao contém seletividade, isto é, ndo é possivel a identificacao de cada componente

2
separadamente®.
g, 2 3.52 53
e} 0.8 =
@ é 4.72 ® §
g g+ 2.43 ° 3
2.60 T s
5 9
0.2 > n_
Umidade
Nimero de onda (cm™)
| Variaveis N

PCR

Fonte Ferrio, 2000 modjficado.

Figura 28: Esquema da calibragdo multivariada empregando os algoritmos de
regressao linear multipla (MLR), regressao por componentes principais (PCR) e
regressao por minimos quadrados parciais (PLS).
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Neste caso, ¢ estabelecida a correlacio entre duas matrizes de dados
quimicos. A correlagio entre dois blocos de dados se dia por uma relagao linear
obtida pelo coeficiente de regressao linear. Para isso, um dos blocos ¢ considerado

a variavel dependente.

O resultado destes métodos corresponde a equagao proveniente da regressio
empregada (Figura 28), sendo y uma estimativa da propriedade de interesse
(variavel dependente), x as medidas instrumentais (variaveis independentes), & os

coeficientes de regressdo e ¢ o residuo da modelagem.
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2 PARTE EXPERIMENTAL




2.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Os estudos foram realizados visando a extracao, caracterizacao e
transformacao do oleo de ricino. Desta forma, a metodologia foi subdividida em
extracdo, métodos de analise quantitativos classicos, métodos de analise
instrumentais, hidrogenacao, etandlise enzimatica e tratamento quimiométrico dos

dados (Figura 29).

etanolise
/__\
Andlise Anilise \
classica instrumental
Oleo de
Rfcin O /.——\
extragao hidrogenacao
Tratamento
dos dados

—=_ A4~

Figura 29: Esquema da metodologia de trabalho.
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2.2 SOLVENTES, REAGENTES E GASES

Os reagentes reagentes e solventes utilizados estao mostrados na Tabela XII.

TABELA XII -Especificacio dos principais reagentes ¢ solventes usados nos
experimentos de extracao, caracterizagao e transformagcao.

Reagentes/solventes Marca Pureza (%)
Extragao
Hexano Nuclear 96,0
Etanol Synth 99,5
Isopropanol Nuclear 99,5
Analise
Acetonitrila Merck 99,8 ( p/ analise
cromatografica)
Acetona Mallinckrodt Backer p/ analise de
pesticida
n-Hexano Merck 99,0
Cloroférmio Deuterado Aldrich 99.8%
Metanol Merck 99,5
Silica gel 60 (70-230mesh) Merck -
Benzeno Merck 99,7
Acetato de etila Merck 99,5
Sulfato de s6dio anidro Merck -
Diclorometano Merck 99,5
Hidrogenacgio
Pd/C Merck 10% Pd
Diclorometano Merck 99,5
n-Hexano Nuclear 99,0
Limoneno Dierberger -
Cicloexeno Vetec 99,0
Oleo de ricino Cleveland e Delaware -
Etanolise enzimatica
Etanol p. a. Nuclear 99,5
n-Hexano Nuclear 99,0
Enzima Lipogyme IM Novo Nordisk -
Enzima Novozym 435 Novo Nordisk -
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Para a identificagdo e quantificacio da composi¢ao do 6leo, utilizaram-se os

padroes descritos na Tabela XIII.

TABELA XIII -  Especificagio ~ dos  padroes  usados  nas  analises
cromatograficas.
Padrdes Marca Formula  Pureza (%)
Molecular
Esteres metilicos do
acido palmitico C,-H,,0, 99,7
acido palmitoléico C,-H,,0, 99,2
acido estearico C,0H;0, 99,9
acido oléico C,0H;0, 99,9
acido linoléico C,,H,,0, 99,9
acido linolénico C,\H;,0, 98,5
acido araquidico Supelco C,H,,0, 99,9
acido elaidico C,0H;0, 99,9
acido cis-6-pretroselinico C,0H;0, 99,8
acido vaccenico C,0H;,0, 98,2
acido lignocérico C,:H;,0, 99,9
acido docosandico C,;H,0O, 99,3
acido miristico C;sH;,0, 99,8
acido eicosendico C,H,,0, 99,9
Outros
acido ricinoléico C,H,,0, 99,0
éster etilico do acido C,\H;,0, 99,0
ricinoléico
éster metilico do acido C,)H;0, 99,0
ricinoléico
éster metilico do acido Sigma C,)H;,0, 99,0
hidréxi- estearico
éster metilico do acido C,)H;0, 99,0
ricinoelaidico
stigmasterol C,,H, O -
Y-sitosterol CyH;5,O -
fucosterol C,,H,;O -

Parte Experimental

79



Os reagentes como sais, acidos e bases empregados nas etapas de extragao,
reagao, separa¢ao e analise, eram puros e de grau analitico, e os solventes utilizados
na analise cromatografica também eram puros e da marca Merck ou equivalente.
Os gases utilizados nos cromatégrafos, na extracio por CO, a alta pressio e na

hidrogenacao estdo especificados na Tabela XIV.

TABELA XIV - Especifica¢ao dos gases usados nos experimentos.

Gas/fungio Procedéncia Pureza(%)
Hélio/ gas de arraste 99,999
Nitrogénio/ gas de arraste 99,999
Ar/ comburente para a chama 99,997
Hidrogénio / combustivel para a White Martins 99,995

chama
Hidrogénio / reagente para 99,995
hidrogenacao
Dio6xido de carbono / fluido para 99,995
extracao

2.3 EXTRACAO

Os estudos de extracio envolveram métodos de extracio em escala
laboratorial. Realizou-se a prensagem a frio, extra¢do por solvente e extragdo por

CO, a alta pressao (Figura 30).

Das amostras de oleo extraidas por prensagem e por solvente determinaram-
se: indice de refracdo, peso especifico, indice de acidez, de insaponificaveis, de
saponificaveis, de iodo e de perdxido, segundo os métodos oficiais da American Oil
Chemists” Society (AOCS). Na extracao por CO, a alta pressao, a analise dos extratos
foi realizada apenas por métodos instrumentais devido ao volume reduzido de

extrato obtido nos experimentos.
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SEMENTE DE MAMONA

Cultivares
diferentes

Epocas de
plantio

1
Torta EXTRACAO POR Torta
PRENSAGEM
:/ \I
EXTRACAO POR EXTRACAO POR
SOLVENTE FLUIDO SUPERCRITICO

. -

Andlise Andlise Andlise A Andlise Andlise
instrumental cléssica Instrumental cléssica Instrumental
J
— — HATR/FTIR
I I—I TH NMR
GC/MSD ind. de Refracio GC-MSD ind. de Refracio —]
HATR/FTIR ind. de Per6xido HATR/FTIR ind. de Per6xido
HPLC Peso Especifico HPLC Peso Especifico [ Separagao em ]
'H NMR Ind. Sap. 'H NMR fnd. Sap. coluna
3C NMR ,Ind. Insap. 3C NMR ,fnd. Insap. T
Ind. Acidez Ind. Acidez
ind. de cor Ind. de Cor GC-MSD

Figura 30:

2.3.1 AMOSTRAGEM

As amostras de semente de mamona empregadas nos estudos de extracao
foram originarias da regido do Vale do Rio Pardo e cultivadas pela Poliagro
Comércio e Representagoes Ltda em parceria com a UNISC e UFRGS, ilustrados
no ANEXO C. Os cultivares de Ricinus communis L. foram originarios de estudos
agronomicos realizados em outras regides do Rio Grande do Sul. Dentre as

cultivares coletadas entre 1999 a 2002, estavam a T1 (Tarabai), G1 (Guarani), S80,

Fluxograma da extragao.

IAC 226 (do Instituto Agronémico de Campinas), C1, D26 e B9 (Tabela XV).
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TABELA XYV - Identificacio das amostras de semente utilizadas.

PERIODO CULTIVAR PROPRIEDADE NUMERO no
Herbario HCB
(UNISC)
T1 1
2 02239
1998/1999 3
B9 2 -
3 _
4 -
D26 1 -
1999/2000 G1 5 02238
T1 5 02239
6
S80 5 -
C1 7 02237
IAC 226 5 -
2000,/2001 T1 8 02239
C1 8 02237
S80 8 -
G1 8 02238
G1 9 02238
2001/2002 T1 9 02239
C1 9 02237

Do estudo agronomico de 1999/2000, receberam-se amostras referente ao
estudo de épocas de plantio. As sementes foram plantadas em novembro e
dezembro de 1999, com intervalos de 7 dias, conforme as identificacbes das

amostras de .4 a F. Os cultivares C1 e T'1 foram utilizados neste estudo.

A coleta das amostras realizada pela empresa correspondia ao periodo em que
dois tercos do cacho estivesse com os graos secos. O periodo de secagem foi
realizado na lavoura sob exposi¢ao ao sol, e em laboratério foram descascadas e
selecionadas. A determinacao da umidade das sementes foi realizada em Balanca de

Umidade Metler a temperatura de 110 °C por 90 min.
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2.3.2 EXTRACAO POR PRENSAGEM

Para fins de definicdo da pressio a ser exercida no processo de extracio por
prensagem, realizou-se a avaliagdo do 6leo extraido com pressdes de 2000 a 6600
psi. O estudo foi acompanhado por determinagao do indice de acidez e analise por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A extracao foi realizada com cerca de 120 g de sementes que foram

transferidas para o extrator apresentado na Figura 31 e no ANEXO D.

{ Otimizagao ]

_I Andlise l
|

Apndlise quantitativa _ Andlise
clissica instrumental

Figura 31:  Representacao dos experimentos de extragao por prensagem a frio.

As amostras foram submetidas ao aumento gradual da pressao, sendo que

apos a otimizacao do método, a pressao exercida foi de até 4000 psi, por 1 h.

Assim, o método otimizado iniciava com 2600 psi, por 4 min; o 6leo era
retirado e as sementes agitadas com um bastio de vidro. O mesmo procedimento

toi repetido com 3300 e 4000 psi.

! Sistema construido para prensagem de 100 a 200 g de semente.
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O total de oleo extraido foi centrifugado e vertido para outro recipiente
previamente pesado. O calculo do rendimento foi realizado com rela¢do a massa de

semente seca utilizada na extracao.

Para a analise qualitativa e quantitativa do 6leo extraido, determinaram-se o
peso especifico e os indices de iodo, de perdxido, de refragiao, de saponificaveis, de

acidez, fotométrico de cor e de insaponificaveis. A caracterizagio do Oleo foi

realizada por GC-MSD, HPLC, HATR/FTIR, 'H e °C NMR.

2.3.3 EXTRACAO POR SOLVENTE

Empregou-se um sistema de extragdo continua, do tipo Soxhlet (Figura 32) a
temperatura de ebulicio do solvente, por 4 horas, utilizando um balao de fundo

redondo previamente pesado.

As amostras foram pesadas entre 5 a 15 g, a seguir envoltas em papel filtro
qualitativo e introduzidas no extrator. Apds cada experimento, foi evaporado o
solvente em evaporador rotatério, seguido de secagem em estufa até peso

constante.

Inicialmente, testou-se a eficiéncia do hexano, etanol e isopropanol, como

solventes extratores.

Para os estudos seguintes, as extragoes dos 6leos das sementes e das tortas

obtidas na prensagem foram realizadas com o solvente hexano.

Quando as sementes foram empregadas diretamente na extragao por solvente,
sem prévia extragao por prensagem, foi necessario tritura-las em liquidificador no

modo pulsar, e as extragdes foram realizadas por 6 horas.

O 6leo extraido foi avaliado quanto aos seus parametros pela determinacao
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dos indices de iodo, indice de peréxido, indice de refragao, peso especifico, indice
de saponificaveis, indice de acidez, indice fotométrico de cor e indice de

insaponificaveis.

A caracterizacdo quimica final foi realizada por GC-MSD, HPLC,
HATR/FTIR, 'H e "C NMR.

-
%
o

hexano

Y
N

_[Tipos de solvente

isopropanol

Y
N

etanol

(& J

~N
|—[ Matriz ]
J

| | ]
)
Semente Torta da Torta do CO,
prensagem superctitico

J

/ B
_

Figura 32:  Representagdao dos experimentos de extraciao por solvente.

2.3.4 EXTRACAO POR CO, A ALTA PRESSAO

A extragdo foi realizada em um sistema de extracio de CO, a alta pressio

(Figura 6 — ztemz 1.3) nas condicoes descritas na Tabela XVI e XVII.

Para determinar as condi¢Oes de temperatura e pressao que levassem ao maior
rendimento, selecionaram-se os valores de 100 e 250 bar, 20 e 50°C, os quais
representam uma faixa de pressio e temperatura conforme estudo preliminar

realizado com a torta e de acordo com a literatura®>*".
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TABELA XVI -  Planejamento experimental (fatorial 2°).

IDENTIFICACAO DA NATUREZA  PRESSAO

0
AMOSTRA DA AMOSTRA (bar) TEMP. (C)
1 100/- 20/-
2 250/ + 20/-
3 Torta* 175/0 35/0
4 100//- 50/ +
5 250/+ 50/ +

* torta oriunda do estudo da extragio por prensagem onde tortas de sementes dos diferentes cultivares foram misturadas.

TABELA XVII - Experimentos com sementes e torta utilizando CO, a alta

pressao.
IDENTIFICACAO NATUREZA DA PRESSAO TEMP.
DA AMOSTRA AMOSTRA (bar) (OC)

6 Torta do cultivar G1 175 35

7 Torta do cultivar T 175 35

8 Torta do cultivar C1 175 35

9 Semente do cultivar G1 triturada 175 35

10 Semente do cultivar T1 triturada 175 35

11 Semente do cultivar C1 triturada 175 35

12 Semente do cultivar G1 triturada 175 35
— sem tegumento

13 Semente do cultivar C1 triturada 175 35
— sem tegumento

14 Torta* apos extragdo com 175 35

hexano
15 Torta* apos extragao com etanol 175 35

*torta provinda do estudo da extragio por prensagem onde tortas de sementes dos diferentes cultivares foram misturadas.

Cada experimento foi realizado por 1h 30 min, sendo separado em fracdes

representativas de cada 30 min de extragao.

Os extratos foram pesados tendo em vista a determinagdao do rendimento de
extracao. A massa da amostra empregada em cada experimento foi de 40 g de torta

ou de semente triturada.

Assim, a amostra foi pesada e introduzida no reator. O reator foi introduzido

no equipamento modulado onde foram mantidas a pressio e temperatura sob
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controle. A seguir a extracao de cada amostra foi realizada tendo-se o cuidado de

manter o fluxo de CO, constante em 2mL min.

As sementes empregadas nos estudos 6 a 11, foram trituradas em
liquidificador, empregando o modo pulsar, até que a granulometria ficasse proxima
a da torta obtida na prensagem. Para os estudos 12 e 13, utilizou-se um
Processador — Mix da Black & Decker, no qual foi obtida a baga inteira separada do
tegumento. Na Figura 33, tem-se um fluxograma representativo destes estudos de

extracao por CO, a alta pressao.

(]

—[ AVALIACAO ]

[ PRESSAO ] [ TEMPERATURA ]

250 bar

Planejamento
excperimental

T1, Cl, G1

_[ TORTA

I

it

T1, Cl, G1

_[ SEMENTE ]

G1,T1 - SEM
TEGUMENTO

ETANOL

HEXANO

TORTA APOS EXTRAGAO POR
SOLVENTE

T 1

Figura 33:  Fluxograma dos experimentos de extracao por CO, a alta pressao.

A avaliacdo qualitativa dos extratos brutos, obtidos a cada 30 min de extracao,

foi realizada, inicialmente, por espectroscopia no infravermelho (HATR/FTIR) e
depois por 'H NMR e a seguir por GC-MSD. Antes da anilise por 'H NMR, os
87

Parte Experimental



extratos relativos a cada 30 min de extracao foram misturados.

Para a caracterizacio por GC-MSD, os extratos foram previamente
submetidos a separacao em coluna com silica gel como fase estacionaria como esta

descrito a seguir.

2.3.4.1 SEPARACAO EM COLUNA

Para o fracionamento dos extratos obtidos na SFE das tortas e da semente, foi

empregada a técnica otimizada por Melechi*”. Como fase estacionaria, foi usada

silica gel ativada durante 4h a 140°C, e n-hexano (F1), hexano-benzeno (1:1) (F2),
diclorometano (F3), acetato de etila (F4) e metanol (F5) foram empregados como

tase movel conforme a Figura 34.

Asriostra + silica

N82804 aniciro

3gde 18 de vidro
silica
i
hexano / d:li.cloromemlo J.cemto de erila | metanol

benzens

i 3 5]

CGEDEM

Figura 34: Esquema da separacdo em coluna dos extratos de CO, a alta pressio.

O fracionamento dos extratos realizou-se em uma coluna de vidro (40 cm x
11 mm) contendo 3,0 g de silica previamente ativada, empacotada a seco. O
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volume foi preenchido com 20 mL de n-hexano.

As amostras de cada estudo foram solubilizadas em diclorometano até 1 mlL.
Com esta solugdo preparou-se uma mistura com fase estacionaria. A mistura foi
composta de 0,3 mL de solucio da amostra com 1,0 g de silica gel. Depois de seca

e homogeneizada, foi inserida com cuidado na coluna umedecida.

Com o hexano solvente da primeira fracio (F1), foram iniciadas as eluigoes.

Cada fragio foi obtida por meio da elui¢ao de 20 mL de cada solvente.

As fracoes F1, F2, F3 e F5 assim obtidas foram concentradas e analisadas. Os
extratos secos, representativamente, das fracdes F4 e F5 foram derivatizados com
BF,/metanol, conforme procedimento de esterificacio desctito no stem 2.5.1.1.
Importa salientar o cuidado de realizar a analise direta da F5, s6 apo6s a confirmacao

de que nao havia triacilglicerdis nesta fragao.

As amostras foram analisadas por GC-MSD em coluna DB 5 (30 m x 0,25 um
x 0,25 mm). As condi¢bes cromatograficas otimizadas foram: temperatura inicial da
coluna de 150'C com taxa de aquecimento de 5°C/min até a temperatura de 280°C,
ficando nesta temperatura por 25 min; temperatura do injetor em 280°C;

temperatura da interface em 280°C; injecio no modo sp/it 1:50; fluxo da fase mével

(He) 1mL min™" e volume injetado de 1,0 UL,

2.4 ANALISE QUANTITATIVA CLASSICA DE OLEOS VEGETAIS

Os métodos de analise quantitativa classica, juntamente com os de

determinac¢ao do indice de refracao e do peso especifico, estao descritos a seguir.
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2.4.1 INDICE DE REFRACAO - AOCS (Tp 1a-64)

Para este teste foi utilizado um refratometro de Abbe a temperatura de 20°C.
A temperatura foi mantida constante com o auxilio de um banho termostatizado.
Colocaram-se uma ou duas gotas do 6leo no prisma do refratbmetro e visualizou-se

o indice de refracao. As analises foram realizadas em triplicatas.

2.4.2 PESO ESPECIFICO - AOCS (To 1b-64)

Para a realizagdo desta analise utilizaram-se pequenos recipientes de vidro

(picnémetros) que possuem capacidade exata de 1 ml. de volume no seu interior.

O picnometro vazio foi pesado, completado com 4gua deionizada e

introduzido em um banho-maria a 25°C por 30 min.

Na seqliéncia, pesou-se o picndémetro com agua. Ao mesmo picnometro
limpo e seco, foi adicionado o dleo e repetido o procedimento realizado com a

agua.

Procedeu-se ao calculo da relacao da massa de 6leo(r,,) pela massa de agua

(m,,,) nas mesmas condi¢oes, conforme ¢g. 2.1.

Peso especifico =—2 (2.1) sendo m = massa

dgua

2.4.3 INDICE DE PEROXIDO - AOCS (Cd 8-53)

Para esta analise pesou-se em torno de 5 g de 6leo em um frasco Erlenmeyer de
250 mLL com tampa de vidro. Adicionou-se, exatamente, 30 mL de uma solucao de
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acido acético-cloroférmio (3:2) e 0,5 mL. de uma solucao saturada de KI.

Ap6s repouso de 1 min, adicionou-se 30 mL de agua deionizada e 1 mL de

solucio indicadora de amido.

Titulou-se com solucio de tiossulfato de sédio a 0,1 eq L' até a coloracio

azul desaparecer e calculou-se o indice de peréxido conforme eg. 2.2.

IP = meq/ kg oleo = v N 1000 (2.2)
m

V =volume de solucdo de tiossulfato de sodio gasto — volume gasto no branco
N = concentragdo de solugdo de tiossulfato de sodio corrigida

m = massa da amostra em gramas

2.4.4 INDICE DE SAPONIFICAVEIS - AOCS (Cd 3-25)

Para determinar este indice, pesou-se em torno de 2 a 5 g de amostra,
adicionou-se 50 mlL de KOH alcodlico 1%. O conteudo do recipiente foi entdo
saponificado em refluxo por 30 min. A titulacdo da base remanescente foi realizada
com solugio de HCI 0,75 mol L, previamente padronizado. Realizou-se a titulacio

do branco e calculou-se o indice conforme ¢g. 2.3.

_(B—A)M 158

m

IS=mgKOH g~ (2.3)

A =volume de solucdo de dcido cloridrico gasto com a amostra.

B =volume de solugdo de dcido cloridrico gasto com o branco.

M = concentracdo de solucdo de dcido cloridrico padronizado (mol L)

m = massa da amostra em gramas
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2.4.5 INDICE DE ACIDEZ - AOCS (Cd 3d-63)

Em um frasco Erlenmeyer foram pesados 5g da amostra e adicionado 64 mL

de solugao solvente [isopropanol — tolueno (1:1)].

A seguir, titulou-se com solucio de hidréxido de sédio 0,1 mol L', em
presenca da fenolftaleina. Realizou-se a titulagdo do branco e calculou-se o indice

conforme a ¢q. 2.4.
1 _(A-B)M 56,1

indice de acidez=mgKOH g = (2.4)
m

Onde
A =volume de solucdo de hidroxido de sodio gasto com a amostra

B =volume de solucdo de hidroxido de sédio gasto com o branco

M = concentracdo de solucdo de hidroxido de sédio padronizada (mol L)

m = massa da amostra em gramas

2.4.6 INDICE ESPECTROFOTOMETRICO DE COR - AOCS (Cc 13c-
50)

Este método foi empregado em substituicio ao método Lovibond” de
determinacao da cor. Neste método, foi lida a transmitancia do 6leo livre de
particulas suspensas a 440 nm e a 500 nm. Empregou-se um espectrofotometro na
regitio do UV/visivel modelo 918 da GBC. Conforme a ¢gq. 2.5 quando as
transmitancias nos dois comprimentos de onda resultam em 100%, o indice

fotométrico do 6leo iguala-se ao da agua.

m Hste método emprega um sistema de leitura da cor de liquido em termos de unidades de amarelo a vermelho. O
método fotométrico estd sendo considerado mais preciso e elimina o erro do analista.

92

Parte Experimental



. T,
Indice fotométrico de cor = Tl sy (2.5)
O’Z;OOnm

2.4.7 INDICE DE INSAPONIFICACAO - AOCS (Ca 6a-40)

Cerca de 2 g da amostra foram saponificadas conforme iterz 2.4.4. Apods
separou-se a matéria insaponificavel por extracao liquido — liquido, usando-se um
funil de separagao. Como solvente utilizou-se 3 volumes de éter etilico. Depois

lavou-se a fase etérea com trés volumes de agua deionizada.

O solvente foi evaporado e o residuo sélido foi seco em estufa até peso

constante. O percentual foi calculado em relagdo a massa inicial de 6leo.

2.5 METODOS INSTRUMENTAIS DE ANALISE

Os métodos instrumentais de analise empregados para caracterizar as

amostras de oleo de ricino e de dOleo de ricino modificado foram GC-FID, GC-

MSD, '"H NMR, “C NMR, HATR/FTIR.

2.5.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

A analise por GC-MSD foi realizada visando a separagao e identificacio dos
acidos graxos, dos componentes presentes na fase insaponificavel do 6leo de ricino,
dos produtos da etandlise enzimatica e dos componentes presentes no extrato

obtido na extracaio por CO, a alta pressio. Por GC-FID, foi quantificado o
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produto da etanodlise enzimatica.

Foram utilizados um cromatégrafo Shimadzu QP 5050A com coluna capilar
SPB 1 30 m x 0,25 mm x 0,25 um), HP 5(60 m x 0,25 mm x 0,25 im) e DBwax-
20M 30 m x 0,25 mm x 0,25 Um) e um cromatografo Varian 3300 com uma

coluna megabore DB5 (25 m x 0,53 mm x 1,5 um).

2.5.1.1 ACIDOS GRAXOS — AOCS (Ce 1c-89)

A analise cromatografica dos acidos graxos provenientes dos triacilglicerois
das amostras de o6leo extraidas e das amostras de 6leo hidrogenadas foi realizada

por GC-MSD, empregando o acido derivatizado.

O método de derivatizacio usado foi de metilacio com BF,/metanol. Foram
pesados 250 mg de amostra em um frasco Erlenmeyer de 50 mL e adicionado 6 mL

de solucio metanolica de NaOH.

A seguir acoplou-se um condensador de refluxo e deixou-se em refluxo por 5
a 10 min ou até os glébulos de dleo desaparecerem. Entio foram adicionados,
através do condensador, 7 mL de solu¢ao de BF,/metanol e deixou-se a ebuli¢io
por 2 min. Com o mesmo procedimento adicionou-se 5 mlL de heptano, deixando
em ebulicio por mais 1 min. Removeu-se o aquecimento e o condensador apos o
sistema ter sido resfriado até a temperatura ambiente. Adicionou-se solugdo
saturada de cloreto de soédio, com rotagbes suaves do recipiente, até a fase

heptanica flutuar.

Transferiu-se a fase heptanica para um tubo de ensaio, no qual foi adicionado
Na,SO, anidro. Apos alguns minutos, o extrato foi transferido para um recipiente

limpo e seco e armazenado até o momento da analise cromatografica.

Para a analise, otimizou-se as condi¢oes da coluna HP5 e SPB1 que foram o
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aquecimento inicial 2 180°C e elevando-o a 1,3°C min™ até 205°C, quando passou-
se a eleva-lo até 5°C min" até 250°C; a temperatura do injetor em 280°C e da
interface em 300°C; a injecao foi feita no modo sp/it 1:50; o fluxo da fase moével
(He) foi ImL min" e o volume injetado 0,2 WL.. Com a fase estacioniria DBwax-
20M, a temperatura da coluna também iniciou a 180 °C, aquecendo a 1,3 °C min™ até

220°C e as demais condicdes foram as mesmas.

Para a identifica¢ao dos acidos graxos presentes em cada amostra, foi analisado
cada componente em separado, por similaridade com os espectros da biblioteca

Wiley 229 e com solugdes padrdes preparadas em concentragdes de 25 mg mL. .

Os calculos da concentragdao foram realizados por normalizacao, sendo que os

tatores de correcao utilizados foram obtidos a partir de solucdes padrdes e estdo

descritos na Tabela XVIII.

TABELA XVIII - Fator de corregao dos ésteres metilicos dos acidos graxos.

Ester metilico do acido Fator de correcao

C16:0 0,996

C18:0 1,000

C18:1 1,100

C18:2 1,120

C18:3 1,200

12-OH 9-C18:1 1,009
12-OH C18:0 1,004

12- C=0 C18:0 1,070

Como nao havia padrio de éster metilico do acido cetoestearico, os
cetoestearatos, produzidos na rea¢io de hidrogenacio com cicloexeno como
doador de hidrogénio, foram separados por cromatografia em coluna de silica gel,
empregando como fase movel, hexano seguido de diclorometano. As fragoes
obtidas foram transesterificadas com BF;/metanol e injetadas por GC-MSD. A
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fracao que apresentou menor quantidade dos outros acidos, foi seca sob N,(g), e

redissolvida em concentracao conhecida em diclorometano.

Para os produtos hidrogenados, com os valores obtidos de concentracao dos
acidos graxos presentes nos glicerideos das amostras, realizou-se o calculo de
conversao (e¢q. 2.6) e seletividade (eq. 2.7) de cada produto formado a partir do

acido ricinoléico?.

2c0ncentragdo dos produtos

100 (2.6)

Conversdo = % = - — — - ——
concentragdo de dcido ricinoleico do dleo inicial

Seletividade = % = concentragdo do produto

100 (2.7)

concentragdo total de dcido ricinoleico convertido

2.5.1.2 INSAPONIFICAVEIS

Com o fim de analisar a fase insaponificavel das amostras de 6leo extraidas,
solubilizou-se a matéria insaponificavel, obtida segundo o #em 2.4.7, com éter
etilico e adicionou-se 1 a 2 gotas de BSA (éter bzs-trimetil-sililacetamida). O BSA
tem a finalidade de derivatizar o grupamento OH através da ligacido do grupo

trimetil silil a0 oxigénio da hidroxila.

A amostra derivatizada foi analisada em coluna HP 5 e as condicoes
cromatograficas otimizadas foram: temperatura inicial da coluna de 150°C,
continuando a aquecer 5°C/min até 300°C e permanecendo nesta temperatura por
25 min; temperatura do injetor de 280°C; temperatura da interface de 300°C;

injegao no modo split 1:27; fluxo da fase mével (He) ImL/min e volume injetado

de 1,0 pL.
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2.5.1.3 ESTERES ETILICOS

Os ésteres etilicos produzidos na etandlise enzimatica foram identificados por

GC-MSD e quantificados por GC-FID.

As condi¢Oes cromatograficas otimizadas para a analise por GC-MSD foram:
anilise isotérmica a 250°C; temperatura do injetor 260°C; temperatura da interface
270"C; injecio no modo split 1:50; fluxo da Fase mével (He) 1mL min''; volume
injetado de 0,2 UL e Detector de massas no modo SIM, com os ions 74 e 86,

selecionados.

Em GC-FID, a quantificacio foi realizada na temperatura de 250°C para a
coluna, e 250 e 260"C, para o injetor e detector, respectivamente, o fluxo da fase mével

(N,(2)) foi de 5 mL. min™", do H,(g) de 30mL min" e do Ar sintético de 300 mL. min™".

Para a quantificacao dos ésteres etilicos a partir da analise cromatografica, foi
utilizado o método de calibracio por padrio externo. As soluces padroes de

ricinoleato de etila foram preparadas com 25 mg mL.".

2.5.1.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - HPLC

A analise por HPLC foi realizada com amostras de o6leo extraido por
prensagem e com o produto da etanodlise enzimatica. Por este método comparou-se
a concentragao de triricinoleina presente em fracoes de 6leo obtidas por prensagem
a pressoes diferentes e avaliou-se qualitativamente o produto de etandlise do 6leo
de ricino, empregando comparacio com solu¢io padrio de ricinoleato de etila

preparada a 25 mg mL.", utilizando como solvente acetonitrila-acetona (1:1).

As amostras também foram solubilizadas na fase mével [acetonitrila-acetona

(1:1)] e injetadas em volumes de 10 pUL.
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O equipamento [.DC-Analytica com detector de indice de refracao foi

utilizado em temperatura ambiente, empregando uma coluna Supersi-C18 (14 cm, 4

mm, 5 Wm), com um volume injetado de 10 UL e fluxo da fase movel acetonitrila e

acetona (1:1) de 0,3 2 0,5 mL min™.

2.5.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H E C

A analise por ressonancia magnética nuclear (NMR) foi realizada em um
equipamentos arian de 200MHz e de 300MHz, com a amostra solubilizada em
CDCl,;, empregando trimetilsilano (TMS) como referéncia. A interpretacio dos

espectros foi realizada com base na molécula de triricinoleina, principal glicerideo

101,257-258

do ¢6leo de ricino (Figura 35) e segundo a simulacio dos espectros’.

Nas amostras provenientes da extracao por CO, a alta pressio, foi analisada a

presenca de outros componentes, além da triricinoleina.

R G
P //2“&1,/ /I-\\HI—E <
|| I

10, @]

d T
18, ABo_ _Ab A S
17 t3 13 F'=radeias hidrocarbonada do acido

ricinoléico

Figura 35:  Representacdo da molécula da triricinoleina conforme interpretagao
dos espectros de 'H e "C NMR.

2 Software de simulagio de RMN — ACD/NMR 1.0 (1994-1996) da Advanced Chemistry Development Inc.
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A partir da identificacdo das ressonancias presentes nos espectros e do valor
de suas integrais, foram calculados: o peso molar - PM (eq. 2.8), a area referente a
um proton (e¢g. 2.9), nimero de insatura¢oes/mol (eg. 2.70), nimero de OH/mol
(eq. 2.17), indice de iodo (eg. 2.12), grau de hidrogenacio (eq. 2.13), percentual de
OH remanescente (¢g. 2.74) e indice de hidroxila (eg. 2.75) segundo a Figura 35.

RI8 iRiJriRiJrRSJrRZJrRl D OH R12 Gb+Ga R9+RI10-Gc, Ln+L | Gb+Ga <2.8>
PM = 15,()34T+l4,026( 4 = 3 )+17T+13T+l73,l( 1 )+26,016( 3 )+26,016( 3 )|+ 1
Area por proton=Gc = Ga Z Gb (2.9)
n’ insaturagées | mol = D = RO+ R10-Ge (2.10)
2Gce
n de hidroxilas/ mol = OH = 02 (2.11)
Gce
Indicelodo (gl,/100g) = 2538D 1 (2.12)
Dfina]
Conversdo (%) =100 — ———100 (2.13)
inicial
OH ,
Hidroxilas remanescente(%) = —"-100 (2.14)
inicial
. OH 56,0
Indice de hidroxido (mgKOH /1g) = WIOOO (2.15)

2.5.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO - IR

Para a realizagdio desta analise, usou-se um espectrofotometro no

infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR, Nicolet Magna 550,
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equipado com um acessério de refletancia total atenuada horizontal. Sobre a
superficie do cristal de ZnSe que esta contido no acessorio, foram adicionadas duas
gotas do Oleo. A interpretagao dos grupamentos quimicos existentes no oleo foi
analisada no espectro obtido na regido espectral entre 650 2 4000 cm™, obtido com

32 scans de varredura®***.

As amostras mais pastosas, obtidas na extragao por CO, a alta pressao, foram
primeiramente solubilizadas em diclorometano, a seguir, duas gotas foram
adicionadas ao cristal do acessoério, deixadas evaporar e analisadas nas condigoes

descritas acima.

2.6 HIDROGENACAO

Os experimentos de hidrogena¢io foram a CTH utilizando limoneno e
cicloexeno como solventes doadores de hidrogénio e com H,(g). Em ambas

condicdes foi utilizado o Pd/C como sistema catalitico.

2.61 PROCEDIMENTO DA CTH COM LIMONENO COMO
SOLVENTE DOADOR DE HIDROGENIO

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 1 g (1,07 mmol)
de dleo de ricino, 436 mg (3,21 mmol) de limoneno e 23 mg de Pd/C 10%,

correspondendo a 2% molar de Pd com relagao ao 6leo.

As proporcoes de 6leo e limoneno foram de 1:3, e em relacio ao nimero de

ligagoes duplas presentes no 6leo foi de 1:1.

Ao baldo contendo os reagentes, foi acoplado um condensador de refluxo e a
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mistura foi aquecida em banho de 6leo a 178°C, sob constante agitacio (Figura 36A).

Esta temperatura é importante para fazer o sistema entrar em ebuli¢ao.

Figura 36: Esquema da hidrogena¢ao: A — CTH e B- Hidrogenaciao com H,.

As reagoes foram realizadas por 1 hora a partir do momento em que a

temperatura chegou a 178°C.

Tendo estabelecido estas condi¢bes basicas foram avaliadas respectivamente

as influéncias da variacao:
—  da concentracao de Pd/C, de 0,1 a 4%;
—  do tempo de reagiao de 30 min a 3 horas;
—  da ordem de adi¢ao dos reagentes no reator (balao de 50 mL);

— e da temperatura de 130 a 178"C.

101

Parte Experimental



2.6.2 PROCEDIMENTO DA CTH COM CICLOEXENO COMO
SOLVENTE DOADOR DE HIDROGENIO

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foi adicionado 1 g (1,07mmol) de
6leo de ricino, 263 mg (3,21 mmol) de cicloexeno e 23mg de Pd/C, correspondendo

a 2% molar de Pd com relacao ao 6leo.

Logo, as propor¢oes de oleo e cicloexeno foram de 1:3, e em relagio ao
numero de ligacdes duplas presentes no 6leo foi de 1:1, da mesma forma como foi

realizado com o limoneno.

Ao balao contendo os reagentes foi acoplado um condensador de refluxo e a

mistura foi aquecida em banho de 6leo a 80°C, sob ebilicio.

As reagoes foram realizadas sob constante agitagdo, por periodos de 1

hora, contados a partir do momento em que a temperatura do banho de 6leo

chegou a 80°C (Figura 36A).

Com base neste procedimento, foi realizada a variacdo da concentragio de

Pd/C de 1 2 4% e da temperatura de 25 a 80"C.

2.6.2.1 SEPARACAO DOS PRODUTOS DA CTH

Imediatamente apoés a reacdo, adicionaram-se 5 ml. de hexano ao meio
reacional. O extrato foi transferido para um tubo de centrifuga e centrifugado por
aproximadamente 3 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e o Pd

separado foi encaminhado para lavagem com solventes®.

o O Pd/C foi lavado com varios volumes de diclorometano e secado a 250°C.
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A seguir, o extrato foi resfriado a 4’C por alguns minutos e novamente

centrifugado, visando a separagiao dos produtos de reagao.

Com o resfriamento houve a formaciao de duas fases, uma contendo os
produtos de reacdo e dleo que nao reagiu e a outra contendo os produtos de
desproporcionagao do solvente doador de hidrogénio em hexano. Estas fases

foram melhor separadas por centrifugacao.

A fase hexanica, foi conduzida a analise por SPME-GC-MSD ou armazenada

a -15°C para posteriormente ser analisada.

Os produtos de reagio foram secos em estufa sob vacuo com temperatura
entre 50 e 70C, para a retirada de produtos de desproporcionacio do limoneno e

solvente que pudessem estar misturados.

Os produtos assim obtidos foram caracterizados por 'H NMR, GC-MSD e
HATR/FTIR.

2.6.3 PROCEDIMENTO DA HIDROGENAGAO COM H,(g)

A Hidrogenacio com H,(g) foi realizada com o objetivo de comparar os
resultados com a CTH. Assim, os experimentos foram realizados em um sistema

semelhante ao da CTH como mostra a Figura 36B.

As reacoes foram realizadas em um balio de fundo redondo de 50 mlL. onde
foram adicionados 1 g (1,07 mmol) de 6leo de ricino, 5 ml. de hexano como
solvente e 23 mg de Pd/C 10%, correspondendo a 2% molar de Pd com relagdo ao

Oleo. As reacoes também foram realizadas com 1% de Pd/C.

O fluxo de Hy(g) foi controlado em 40mL min"' e a temperatura foi de 25"C.

Para evitar o arraste do solvente, foi acoplado ao condensador um banho
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termostatizado a temperatura de 5 a 10 "C.

As reagoes foram conduzidas até 3 horas, sob constante agitacao.

2.6.3.1 SEPARACAO DOS PRODUTOS DA HIDROGENACAO COM
H,(g)

Apbs a reacao, foi adicionado diclorometano ao meio reacional. O produto foi

solubilizado e transferido para um tubo de centrifuga.

A mistura foi centrifugada e o Pd/C foi separado e conduzido a lavagem com

solvente, da mesma forma que foi realizado na CTH.

Os solventes foram evaporados em capela sob atmosfera de Argdénio. O

produto assim obtido foi caracterizado por 'H NMR, GC-MSD e HATR/FTIR.

Os experimentos foram efetuados em um sistema equivalente ao empregado

para a CTH, conforme Figura 36b.

2.7 ETANOLISE ENZIMATICA

As reacOes de etandlise enzimatica do 6leo de ricino da marca Delaware,
foram realizados em n-hexano, tendo como substrato 6leo e etanol. As enzimas
empregadas como biocatalisadoras das reacdes de transesterificagio foram a

Lipogyme IM e a Novogym 435, ativadas por alguns minutos a 50"C.

As condicbes experimentais empregadas nos diferentes estudos realizados

foram selecionadas a partir da selecao de variaveis determinantes da velocidade de
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reacio e conforme planejamento experimental sugetido por Taguchi®, de dois

niveis e 4 variaveis (agua, enzima, razao de substratos e temperatura) apresentados

na Tabela XIX.

TABELA XIX -  CondicGes experimentais empregadas na alcodlise enzimatica
do ¢6leo de ricino.

] RAZAO
o CONC. DE CONC. DE AGUA MOLAR
ESTUDO  TEMP. (°C) ENZIMA (%) ADICIONADA OLEO-
ETANOL
E1l -/35 -/5 -/0 -/1:3
E2 -/35 -/5 +/10 +/1:10
E3 -/35 +/20 -/0 +/1:10
E4 -/35 +/20 +/10 -/1:3
E5 +/65 -/5 -/0 +/1:10
Eo6 +/65 -/5 +/10 -/1:3
E7 +/65 +/20 -/0 -/1:3
ES8 +/65 +/20 +/10 +/1:10
E9 0/50 0/12,5 0/5 0/1:6,5

754

Os valores foram pré-definidos por Oliveira e Oliveira em 200

A razdo molar 6leo-etanol foi calculada a partir das massas molares dos

mesmos, segundo a equa¢ao quimica da Figura 37.

2
O\\ 0-C- R biocatalisador OH //O
R,C—O + 3 C-CH,-OH ——= HO + 3R—C\
0-C;R OH O—CH,-CHs
0]
R=12-OH 9-C18:1
932¢g 138g

Figura 37:  Relacido estequiométrica dos substratos utilizados na etandlise.

? De acordo com a metodologia de Taguchi, dois plancjamentos sio empregados para projetar os pardmetros: um arvanjo, em que as linhas
representam cada ensaio realizado nas condigoes definidas pelos niveis (1, 2 ¢ 3) definidos para essas varidveis. Esse arranjo ird acomodar
quatro varidveis com trés niveis cada em nove ensaios.
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A quantidade de enzima e de agua adicionadas ao meio reacional foi definida

com relacao a soma das massas dos substratos alcool e 6leo.

As reagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125 mL, em periodos

de 1 a 8 horas em um shaker Marconi — MA 420, a 200rpm (Figura 38).
|D| r_\

B Substratos

n-Hexano

Enzima

Shaker

— > Andélise

Figura 38: Esquema da etandlise enzimatica

Aos frascos Erlenmeyer preparados com 1 g (1,07 mmol) de dleo, 148 a 493
mg (3,22 a 10,70 mmol) de etanol, 0 a 149,3 mg (8,3 mmol) de agua e 57 a 300 mg
de enzima, conforme descrito na Tabela XIX, foram adicionados 40 mL de n-
hexano como solvente, depois fechados e imediatamente introduzidos no shaker

pré-aquecido.

De cada estudo realizaram-se 8 reagoes, sendo representativas de tempos de 1
a 8 horas, feitas paralelamente, ou seja, no inicio do periodo de 8 horas colocavam-
se no shaker 8 frascos Erlenmeyers iguais, sendo que a cada hora retirava-se um

frasco.
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Logo apés, cada extrato foi filtrado para separacdo da enzima, e o solvente

evaporado em evaporador rotatério e secado em estufa a 50 — 70°C.

Para avaliar a repetibilidade da etandlise, realizou-se o estudo E9 em triplicata

para as duas enzimas.

Os produtos da etanolise enzimatica foram caracterizados por GC-MSD,
RMN de 'H e ” C, HATR-FTIR e HPLC. Os ésteres produzidos foram separados
apenas para a analise por GC-MSD e por GC-FID.

Assim, do produto obtido da reagio, era retirada uma aliquota para a analise

cromatografica.

Logo, em cerca de 200 mg do produto de reag¢io foram adicionados de 5a 10
mL de solugdo saturada de cloreto de sédio e 7 mL de heptano, seguido de suaves
rotacdes do recipiente, até a fase heptanica flutuar. A fase heptanica foi transferida
para um tubo de ensaio onde foi adicionado Na,SO, anidro. Apos alguns minutos,
o extrato foi transferido para um balao volumétrico de 2 mL limpo e seco, sendo

armazenado a 4’C até o momento da anélise cromatografica.

Para o calculo do rendimento da reacao, considerou-se somente a etanélise da

triricinoleina (89% no 6leo), conforme equagdes 2.16 e 2.17.

A
Cester (mg mL—l ) — CPadmo Amostra (2 1 6)
Padrao
8,52 c,
Conversdo(%) = 227 Caer 1)) (2.17)
¢
onde

Churas = CONCENtragio da solugdo padrdo de ricinoleato de etila (mg mL™")

= drea obtida com a injecdo da amostra

amostra

= drea obtida com a injecdo da solu¢do padrdo de ricinoleato de etila

Padrdo

C,.r = COncentragio de ricinoleato de etila calculado por GC —MSD (mg mL™")

ester

¢, =massa pesada de produto de reagcdo (mg)

107

Parte Experimental



2.8 TRATAMENTO QUIMIOMETRICO

O tratamento dos dados foi realizado empregando-se os softwares Unscrambler

6.11 da CAMO ASA e Pirouette 2.7 da Infometrix.

Os dados foram tratados, empregando Analise Exploratéria, por meio da
analise por componentes principais (PCA) e por regressio por minimos quadrados

parciais (PLS).

A correlagao dos dados foi realizada para dados de analise cromatografica,
espectroscopia na regiao do infravermelho e empregando alguns parametros fisico-
quimicos como peso especifico e indice de refracao, para as matrizes de dados de

extracdo, de hidrogenagao e de etandlise enzimatica.

2.9 MINIMIZACAO DE RESIDUOS

Os procedimentos para descarte e armazenagem de residuos de laboratério
seguiram as normas existentes na UFRGS e na UNISC, tendo-se o cuidado de
reduzir, sempre que possivel, as quantidades de solventes e reagentes utilizados nos

procedimentos de analise quantitativa classica.
Desta forma, alguns procedimentos gerais foram adotados como:
- substitufram-se métodos titrimétricos por instrumentais;

- otimizaram-se as condi¢oes reacionais com quantidades reduzidas de

material de partida;

- catalisadores e biocatalisadores foram lavados com solvente logo apds os

experimentos e guardados visando a reutilizagao futura;
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- armazenaram-se os residuos especificos para que possam ser estudados os

procedimentos de descarte ou reaproveitamento;

- purificaram-se os solventes de extra¢ao para serem utilizados em atividades

de ensino e pesquisa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO




3.1 EXTRACAO

Os resultados de extra¢do do 6leo de ricino presente nas sementes de Rzcinus
communis L. estao divididos em extragdo por prensagem, extra¢do continua por

solvente em extrator Sohxlet e extracao por CO, a alta pressao.

3.2 EXTRACAO POR PRENSAGEM E POR SOLVENTE

Os resultados da extracao foram definidos com relacao as sementes obtidas

nas safras de 1999 a 2002.

3.21 RENDIMENTO EM OLEO NA EXTRACAO

Primeiramente, realizou-se um estudo de comparacao de solventes para a

extracdo do o6leo de ricino empregando hexano, isopropanol e etanol, os quais

extrafram 20,4%0,2; 19,8+0,4 e 21,9%1,2% de 6leo, respectivamente.

Como nio houve diferenca significativa entre os solventes testados, e como
com o etanol o indice fotométrico de cor foi menor do que o do dleo comercial, as

extracoes foram realizadas com hexano - o solvente usado industrialmente.

111
Resultados e Discussao



Com o etanol cabe um estudo mais aprofundado no futuro, pois trata-se de

um solvente de fonte renovavel e de toxicidade baixa.

O o6leo também foi extraido diretamente da semente triturada. Neste caso
realizou-se uma comparagao entre a extracdo por solvente da torta obtida na

prensagem com a semente da mesma amostra extraida diretamente por solvente,

conforme Tabela XX.

TABELA XX - Rendimento da extragao por prensagem seguida de extragdo por
solvente comparada a extracdo por solvente diretamente das sementes.

RENDIMENTO EM OLEO NA EXTRACAO (%)
AMOSTRA Por prensagem da

Por solvente da Diferenga
semente e por
semente
solvente da torta
1 39,5 345 5,0
2 439 37,7 6,2
3 39,7 34,0 5,7
4 39,2 341 5,1
5 48,9 44.0 4.9
6 38,6 32,6 6,0
7 41,9 36,8 5,1
8 477 42,2 5,5

Média da diferenca 5,4+ 0,5

Na extragdo por prensagem e por solvente, obteve-se um rendimento maior
de 6leo, com uma diferenca de 5,4% 0,5%. Isto possivelmente ocorreu em razao do
teor elevado de dleo contido na semente, sendo necessiario um tempo maior de
extracao para a massa de 10 g utilizada no extrator. Além disso, na extracio por
prensagem, mesmo apos a centrifugacdo, havia uma massa adicional de gomas e

material particulado que também foi extraido.

O rendimento em 6leo total foi obtido pelo somatoério das fracdes de oleo

obtidas por prensagem e por solvente. Obteve-se em média 41,1 £ 3,5 g de dleo
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por 100 g de semente como mostra a Tabela XXI.

O valor obtido encontra-se em concordancia com os valores publicados e
descritos na Tabela I do e 1.1, no entanto, com a melhoria do manejo do plantio

e selecao de variedades, acredita-se ser possivel aumentar este percentual.

TABELA XXI - Rendimento em oleo dos cultivares analisados.

EXTRACAO (%)
PERIODO CULTIVAR PROPRIEDADE por por

total
prensagem solvente
T1 1 27,0 12,5 39,5
2 28,9 15,0 439
1998/1999 3 29,7 10,0 39,7
B9 2 223 16,3 38,6
3 241 15,1 39,2
4 30,5 18,4 48,9
D26 1 26,6 15,3 41,9
G1 5 22.4 17,0 394
T1 5 12,2 12,6 454
1999/2000 6 30,9 11,2 43,0
S80 5 22,8 15,5 38,3
Cl1 7 30,0 16,6 46,6
IAC 226 5 24 4 14,6 39,0
T1 8 294 10,8 40,2
Cl1 8 29,8 15,3 451
2000/2001 S80 8 232 15,0 38,2
G1 8 30,0 13,9 439
T1 9 28,0 10,4 38,4
2001/2002 G1 9 26,5 11,0 37,5
Cl1 9 28,0 9,5 35,5
Média 26,314 4 13,822,6 41,1 £35

O percentual de 10 a 20% em Odleo, foi obtido em extracao por solvente,
correspondendo ao 6leo que permanece na torta apos prensagem. Este percentual
foi superior ao valor que permanece na torta nas induastrias de refino de 6leo de
ricino. A diferenga se deve ao emprego de um sistema de prensa otimizado que, em

muitos casos, utiliza prensas do tipo expeller, como ja foi apresentado no item 1.2, ou

113
Resultados e Discussao



ao fato da torta oleosa ser triturada com solvente, aquecida e novamente prensada
Nesse procedimento, o 6leo da primeira prensagem pode ser utilizado para fins

medicinais e o da segunda, para fins industriais.

Pode-se obsetvar que no dltimo conjunto de extragao (petiodo 2001/2002)
por prensagem, o teor de O6leo remanescente na torta foi reduzido a
aproximadamente 10%. Isto foi possivel em funcio de modificacdes no processo
de prensagem, como, por exemplo, a redu¢ao da massa de semente adicionada no

extrator, de 200 g para 120 g.

As amostras de sementes provenientes de épocas de plantio apresentaram

teores de 6leo conforme Tabela XXII.

TABELA XXII - Rendimento em o6leo das sementes dos cultivares T1 e Cl1,
provenientes do estudo de épocas de plantio.

VARIEDADE PERIODO RENDIMENTO (%)
Prensagem Solvente Total
A 28,7 143 43,0
B 32,9 16,5 493
T1 D 28,5 10,0 38,5
Propriedade 6 E 29,0 10,2 39,2
F 32,9 12,1 45,0
Média 30,4+2,3 12,6+2,8 43,0+ 4,4
A 36,3 11,7 48,00
B 36,9 - -
C1 C 37,3 13,5 50,8
Propriedade 7 D 29,4 13,1 42,5
E 33,2 12,6 45,8
F 35,2 11,4 46,6
Média 34,71+3,0 12,4+0,9 46,7 =+ 3,0

Com o cultivar T'1, as plantas do periodo C ndo germinaram.

7 Informagoes da indristria Aboissa Oleos Vegetais - hitp:/ | wwmw.aboissa.com.br/ mamona/ index.him
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O estudo utilizou plantas cultivadas com intervalos de uma semana entre os
plantios. Desta forma, foram geradas as amostras de .4 a F de cada cultivar,

correspondendo a 1, 2, 3, 4, 5 e 6 semanas.

Como o rendimento em 6leo variou sem demonstrar uma relacao direta com
a época, supoe-se que outros fatores, além dos sazonais, também foram

determinantes para esta variabilidade, como mostra a Figura 39.

60 -
ci
M
30 -
0 ) ) ) ) ) ) 1

Figura 39: Rendimento em 6leo com relagiao a época de plantio.

3.2.2 ANALISE QUIMICA QUANTITATIVA CLASSICA

Os oleos obtidos foram analisados segundo os métodos recomendados pela
AOCS. Primeiramente, foram obtidos os pesos especificos e o indice de refracao
de cada amostra, ja que, de um modo geral, a determina¢ao da natureza de um o6leo
pode ser feita a partir destes parametros. Estes indices sao especificos de cada tipo
de 6leo e siao relativos, principalmente, a propor¢ao de acidos graxos que o

constituem.

Analisando os valores encontrados para os indices fisicos dos 6leos

extraidos, tanto por prensagem quanto por solvente, pode-se observar que todos
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apresentaram resultados satisfatorios, enquadrando-se no valor esperado para o

indice de refracdo e peso especifico do 6leo de ricino.

Observou-se que o Oleo extraido por solvente apresentou uma maior
varia¢ao nos demais indicadores. Acredita-se que o aquecimento realizado durante
a extragdo tenha contribuido para a oxidacio do o6leo, conforme pode ser

observado mais marcadamente pelo indice de peréxido e de acidez (Tabela XXIII).

TABELA XXIII - indices tisico-quimicos do o6leo extraido das amostras
provenientes dos estudos agronomicos.

(NDICES OLEO OLEO EXTRAIDO
COMERCIAL prensagem solvente
Indice de acidez
+ +
(mg KOH g_l) 1,2 0,6 £0,2 2,2%0,1
Indice de saponifica¢ao
+ +
(mgKOH g_l) 185,3 173,710 169,71 32
Indice de refracio 1,479 1,479 + 0,000 1,476 + 0,001
ifi
Peso especifico 0,9610 0,9477+ 0,0682  0,9537 £ 0,0063
(gmlL)
_ Indicede - 0,73 0,59 + 0,16 0,86 + 0,19
insaponifica¢ao (%)
Indice de peioxldo i 0.0 40 +7
_ (meqkg)
Indice fotométrico de 0,70 0.71 0,69
Cor
Indice de iodo*
+ + +
(el, 102 g_l) 88,0+ 34 87,7t 4,8 86,21 3,1
z . . . *
Indice de hidroxido 163 + 2 167 +5 164 + 6

(mgKOH g™

*Calcntlados a partir dos espectros de "H NMR

Ao aplicar a analise por componentes principais a matriz de dados do peso
especifico e indice de refragao, de 34 amostras, referente aos 6leos extraidos por

prensagem e por solvente, obteve-se o grafico bivariado da Figura 40.
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Neste tratamento, a componente principal 1 (PC1) foi o peso especifico e a
componente Principal 2 (PC2) foi o indice de refracio. Considerando que o indice
de refracdo variou para as amostras extraidas por solvente, assim como, ocorreu
maior variacdo para o peso especifico dos 6leos extraidos por prensagem, foi
possivel discriminar duas classes de 6leos. Constatou-se que a discriminagao das
classes deve-se a 83% da varianga explicada pela PC1. No grafico, observa-se este
resultado por meio dos dados da extragdo por solvente que se encontram com
menores valores da PCl e os dados da extragdo por prensagem, com maiores

valores de PC1.

PC2 Bi-piot

indice de refracio

7 peso especifico :

s .lbof
T T T T T T T T T
-1.0 -0.8 -06 -04 -0.2 ] 02 04 05

Figura 40:  Grafico bivariado PC1 x PC2: Analise exploratoria dos resultados
obtidos para peso especifico (PC1) e indice de refracao (PC2) das amostras de
6leo obtidas da safra 00/01 extraidas por solvente(S) e por prensagem (P).

Esta analise possibilita identificar facilmente o tipo da extracio empregada

para a obtenc¢io do 6leo de ricino.
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3.2.3 ANALISE DOS ACIDOS GRAXOS

A partir dos resultados da analise dos acidos graxos realizada segundo a
metodologia descrita no ziem 2.5.1.1 e mostrada de forma genérica na Figura 41,
pode-se observar que as amostras de 6leo apresentaram o perfil esperado para o
6leo de ricino. Identificou-se a presenca dos ésteres metilicos dos acidos graxos:
palmitico (C16:0), linoléico (C18:2), linolénico (C18:3), oléico (C18:1) estearico
(C18:0) e ricinoléico (12-OH 9-C18:1), nas propor¢oes apresentadas na Tabela
XXIV.

Também foram identificados outros ésteres metilicos dos acidos
palmitoléico (C16:1), heptadecandico (C17:0), eicosendico (C20:1) e araquidico
(C20:0) que correspondem a quantidades inferiores a 0,2% dos acidos graxos totais,
os quais puderam ser separados na analise cromatografica. Os acidos, nestas

concentragoes, nao foram apresentados na Tabela XXIV.
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Figura 41:  Cromatograma do fon total (TIC) de uma amostra de 6leo de ricino
obtido da extragao por solvente.

Empregando uma matriz de dados que corresponde a concentracio de
acidos graxos presentes em 21 amostras, realizou-se a analise exploratoria de alguns
resultados com base nas amostras comerciais e extraidas por solvente e por

prensagem (Figura 42).

A analise exploratéria dos dados dos teores de acidos graxos, por meio do
grafico bivariado de escores PC1 x PC2 que acumularam respectivamente 62 e 11%
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da varianca explicada, possibilitou a discriminagao das trés categorias de oleos

analisadas.

TABELA XXIV - Propor¢io média de acidos graxos encontrados nas amostras
de oleo de ricino analisadas.

OLEOS (%)

ACIDOS . extraidos por extraidos por
comercial
solvente prensagem

C16:0 1,4 20,2 1,310,2 2,314
C18:2 4,910,2 5,310,3 0,8%1,9
C18:3 0,3%0,1 0,4£0,1 0,5 0,2
C18:1 3,5%0,2 4,0£0,4 5,421
C18:1 (ésdmero) 0,310,1 0,610,1 0,710,2
C18:0 0,9£0,2 1,3%0,3 1,741,1

12-OH 9-C18:1 88,2114 86,9%1,4 84,5+1,8

As amostras extraidas por prensagem estavam distribuidas na parte superior
do grafico, entre os quadrantes 1 e 2, da mesma forma que as variaveis C18:1
zsomero e C18:3. Em uma mesma regido do grafico, entre os quadrantes 1 e 3,
observam-se as amostras de 6leo comercial e a variavel 12-OH 9-C18:1. O terceiro
grupo, com os 6leos extraidos por solvente, foi discriminado entre os quadrantes 2

e 4, mais no quadrante 4, do mesmo que as variaveis C18:1, C18:0, C16:0 e C18:2.

Assim, foi possivel constatar que as amostras de 6leos comerciais mostram-
se mais ricas em acido ricinoléico do que os Oleos extraidos por solvente e por
prensagem, o que levou a suposicdo de que o 6leo comercial apresenta alguma
diminuicao dos seus componentes poliinsaturados. Ja as amostras extraidas por

prensagem eram mais ricas em acido linolénico e no isdmero do acido oléico.

Com este resultado foi possivel discriminar bem as amostras extraidas por
prensagem, as amostras extraidas por solvente e as amostras de 6leo comercial

(Figura 42), como havia sido feito com o peso especifico e indice de refracao.
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Figura 42:  Grafico bivariado PC1xPC2: Analise exploratoria dos resultados
obtidos para a composicao de acidos graxos presentes nas amostras de 6leo
extraidos por prensagem (p), por solvente (s) e comercial (c).

Desta forma, constatou-se que ha uma diferenca entre os dleos extraidos por
prensagem e por solvente, relacionada, principalmente, aos acilglicerdis insaturados.
Por outro lado, pela analise exploratéria do teor de acidos graxos, nao foi possivel

discriminar os 6leos extraidos de cultivares diferentes.

3.2.4 ANALISE DOS COMPONENTES MINORITARIOS

Lechner e colaboradores” ja haviam descrito os principais componentes da
fase insaponificavel do o6leo de ricino, no entanto, nao haviam avaliado as
diferentes variedades de semente de mamona, nem a influéncia do método de

extracao.
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De um modo geral, conforme cromatograma da Figura 43, foi possivel
identificar no 6leo de ricino a presenca de tocoferdis, ésteres etilicos, alcoois,
ester6is e hidrocarbonetos. Alguns, no entanto, nao puderam ser identificados com

o auxilio da pesquisa de similaridade dos espectros de massas da amostra com os

espectros da Biblioteca Wiley 226.
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Figura 43:  Cromatograma do fon total (TIC) dos componentes insaponificaveis
extraidos de um 6leo que foi obtido por prensagem do cultivar T1.

Diferencas foram observadas com relagio a natureza e quantidade dos
componentes separados, havendo algumas substancias presentes em todas as
amostras (Tabela XXV). Entre estas se destaca a presenca constante de esqualeno,
ricinoleato de etila e esterdis. Os tocoferdis e ésteres etilicos dos acidos graxos que

se encontram no o6leo nao estavam presentes em todas as amostras.

Analisando a Figura 44, verificou-se as diferencas dos cromatogramas.
Existem substancias presentes nos 6leos obtidos da extracio por prensagem que
nao estao nos oOleos obtidos da extracao por solvente da torta. Supostamente, em
funcao da temperatura de extragdo, ocorre a degradagiao de alguns componentes

que permanecem na torta.

121
Resultados e Discussao



TABELA XXV - Componentes minoritarios identificados no 6leo de ricino
obtido de amostras extraidas por prensagem e por solvente.

Identificacgao Nomenclatura Foérmula Peso molecular
molecular
1 palmitato de etila C,sH50, 284
3 fitol C,0H,,O 296
4 linoleato de etila C,\H;0, 308
5 oleato de etila C,\H40, 310
6 estearato de etila C,,H,,0, 312
7 tarnesol C,;H,,O 222
8 ricinoleato de etila C,\H4,0, 326
9 esqualeno C,Hs, 410
10 A-tocoferol C,-H,O, 402
11 Y-tocoferol C,sH, 0, 416
12 A’-ergostenol C,sH,sO 400
13 stigmasterol C,0H, O 412
14 obtusifoliol C,\H;,O 426
15 Y-sitosterol C,,H;,O 414
16 tucosterol C,0H, O 412
18 cicloartenol C,\H;,O 426

Nos componentes assinalados como 2, 17 ¢ 19 identificaram-se apenas as fungoes quiniicas, sendo respectivamente, um dlcool ¢ dois
esterdis.

Com as amostras dos cultivares T1, C1, IAC 226, G1 e S80 também foi
possivel constatar que a composicao e concentracao dos insaponificaveis podem

mudar. Observou-se na Figura 45 a compara¢io da fragdo insaponificavel dos

cultivares C1 e TAC 226.
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Figura 44: Cromatograma do fon total (T1C) da fracdo insaponificavel dos 6leos
extraidos por prensagem e por solvente do cultivar T1.
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Figura 45:  Cromatograma do fon total (TIC) da frag¢do insaponificavel dos dleos
extraidos por prensagem dos cultivares C1 e IAC 226.
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3.2.5 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA - HPLC

Com esta analise, foi possivel separar os glicerideos e acidos graxos livres

presentes no oleo (Figura 46).

Foi possivel constatar que existem trés glicerideos predominantes (A, B e C),
sendo que, pela disposi¢cio dos picos nos cromatogramas e interpretacio com
relacao as informacdes ja obtidas por GC-MSD, sup0s-se que o pico mais intenso

(A) seja a triricinoleina, que corresponde a aproximadamente 90% do 6leo.

Segundo Tran et a/°, B e C e outros picos menos intensos sio glicerideos

constituidos de acido ricinoléico e de acidos minoritarios (C18:0, C16:0, C18:1,

C18:2, C18:3).

Intensidade

] 5 10 15 20 25 30
Tetnpo de retencio (min)

Figura 46: Cromatograma de HPLC da amostra de 6leo do cultivar G1 extraido
por prensagem.

Como por HPLC nio se analisou a concentragdo dos componentes
separados, desconhece-se, por este método cromatografico, a variabilidade do dleo

obtido de sementes de experimentos agricolas diferentes ou mesmo de métodos de

extracao diferentes.
Por outro lado, a analise por HPLC acompanhada por determinagio do
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indice de acidez permitiu otimizar o método de extragdo por prensagem, em nivel

de laboratorio.

Assim, considerando que o pico A da Figura 46 era a triricinoleina,
observou-se, pela comparacao de areas dos picos obtidos nas mesmas condigoes,
que no processo de extracio por prensagem, na medida em que se aumentava a
pressao de extragao, diminufa a concentragao da triricinoleina. Como para as
mesmas amostras houve um aumento do indice de acidez, propoe-se que na
extracao por prensagem, com pressdes de extracao mais elevadas, possa iniciar a

alteracao do 6leo por hidrélise (Figura 47).
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Figura 47:  Grafico da concentragado relativa de triricinoleina e do Indice de
acidez com relagao a pressao de extragao.
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3.2.6 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H E C

Em diferentes amostras de oleo de ricino, representadas na Figura 48,
identificaram-se: seis hidrogénios vinilicos (R9-R10), que apresentam como sinal
um multipleto na regiao entre 5,25 a 5,63 ppm; trés hidrogénios metinicos (R12),
que apresentam um multipleto na regiao entre 3,55 a 3,69 ppm; e nove hidrogénios

metilicos (R18) que apresentaram um tripleto na regiao de 0,89 ppm.

Quanto aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos (Ga e Gb),

pode-se observar um conjunto de duplo dubleto centrados em 4,14 e em 4,30 ppm.

O conjunto dos hidrogénios metilénicos da cadeia hidrocarbonada dos
acidos graxos presentes no 6leo foram encontrados na regiao entre 2,4 e 1 ppm.
Nesta regido, ainda ¢é possivel especificar detalhadamente a natureza destas

ressonancias. Conforme Figura 48, as ressonancias entre:
— 1,95 e 2,40 ppm referem-se aos hidrogénios R2, R8 e R11;
— aregiao de 1,22 e 1,68 ppm referem-se aos hidrogénios R3 e R13;

— 1,4 e 1,0 ppm, encontram-se os hidrogénios R4 a R7 juntamente com R14 a

R17.

As anilises por 'H NMR foram realizadas com amostras de 6leo extraidas
por prensagem, por solvente e do 6leo comercial. Em todos os espectros

obtidos foram identificados os mesmos sinais. Também foi calculado o PM em

968150 g/mol, préximo ao valor da triricinoleina que ¢ 932 g/mol.

A Figura 49, mostra o espectro de "C NMR do 6leo de ricino. Neste
espectro foi possivel identificar os diferentes tipos de carbonos existentes na

molécula.

126
Resultados e Discussao



R G
Ha I-Ila
& iHE
D/I'\ "’I'“D
P b e e L eIl e -
-] 7 | 1 | )=D p:"
i [ B
“"\” //—D e
-~
NS Nty /'K:IH E
17 is 13
=
=
A
& | g
o = I
5 = o
? moOR
s i A
o

A
/.ftl

oo
-]
(=N
Ln

+

[E T
£ Ga e Sh
y
'x}Rl?
i 5 RS
$R8
G
£

FFM

(8]
—_
o

Figura 48:  Espectro de '"H NMR de amostra de 6leo extraida por prensagem.

Assim as carbonilas do triglicerideo foram observadas nas ressonancias
encontradas na regidao de 172 ppm. Os grupos metilénicos, correspondentes ao

carbono R2, vizinho a carbonila, podem ser identificados através de simulagao pela

ressonancia em 35 ppm.

Os carbonos vinflicos foram encontrados em 132 e 125 ppm. Foi
interessante observar duas ressonancias de baixa intensidade entre estes sinais que
serlam carbonos vinilicos pertencentes aos acidos C18:2 e C18:3, que sio

componentes minoritarios.

O carbono terciario R12 foi encontrado a 72 ppm, enquanto que o carbono
GII ¢ identificado pela ressonancia proxima a 70 ppm. O carbono referente ao

grupo metilico foi facilmente identificado pela ressonancia em 14 ppm.

Entre os carbonos secundarios, em 60 ppm observaram-se os dois carbonos
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Gl da posicao externa do glicerideo e em 20 a 40 ppm os carbonos metilénicos da
cadeia do acido ricinoléico. Destacam-se os carbonos R11 e R13, apresentados em

regides mais baixas do espectro, por serem vizinhos a insaturagao e a hidroxila da

triricinoleina.
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Figura 49:  Espectro de BC NMR -APT da amostra de 6leo do cultivar G1
extraido por prensagem.

3.2.7 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A caracterizagdo do Oleo também resultou da avaliagio de espectros no
infravermelho das diferentes amostras, observando-se a existéncia de grupamentos
funcionais caracteristicos do d6leo de ricino, como mostra na Tabela XXIV e no

0277

espectro no infravermelho da Figura 507'. Estas bandas foram observadas em

todas as amostras analisadas e, em parte, condizem com as bandas observadas por
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Mossoba ef a/* para ésteres de acidos graxos de cadeia longa.

TABELA XXVI -

identificadas no dleo de ricino.

Especificagio das bandas de espectros no infravermelho

Atribuigao Sinal (cm'l)
V-OH ~3379m
v=C-H 3014f

V assim CH, 2921F

V sim CH, 2850F
vC=0 1739F
vC=C 1652f
OCH, 1458m
VC-OH 1260-970m

V C-O assim (ester) 1162m
V C-O sim (ester) 1097m
OCH, 726m

[ fraca; - forte; m- miédia

95 4

5

337!
3014

90 -
85—

60+

Transmitincia %

i |

70+

B5 =

60 =
3 . . . ! . . . ! ! . . |
4000 3000 2000 1000
Numero de onda (crn'l)

Figura 50:

Espectro no infravermelho de amostra de dleo extraida por
prensagem.

Em razdo do 6leo de ricino apresentar majoritariamente a triricinoleina, por
intermédio dos espectros de infravermelho foi possivel atribuir: que as bandas

correspondentes a presenca de insaturacio estdo em 1652 e 3014 cm™; a presenca
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de OH em uma banda larga em aproximadamente 3379cm™; e C=0 e C-O-C=0

nas bandas em 1739 cm™, 1162 e 1097cm’’, respectivamente.

3.2.8 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE EXTRACAO POR
PRENSAGEM E EXTRACAO POR SOLVENTE

Com base nos resultados obtidos, constatou-se que:

— os Oleos extraidos por prensagem e por solvente apresentam propriedades

tisico-quimicas similares as do 6leo comercial;

— realizando uma analise exploratéria dos resultados, constatou-se que foi possivel

discriminar as amostras de 6leo com relacao ao método de extracao;

— metodologias como 'H e “"C NMR, GC-MSD e FTIR, possibilitaram a

caracterizacao das amostras de 6leo em nivel molecular;

— por 'H NMR também foi possivel calcular os indices de iodo e de hidréxido

dos dleos;

— na determinacio do rendimento em 6leo das amostras coletadas no Vale do Rio
Pardo — RS, nao foram observadas diferencas atribuiveis ao cultivar ou ao

periodo em que foi realizado o plantio.

3.3 EXTRACAO POR CO, A ALTA PRESSAO

Os experimentos com CO, a alta pressao foram realizados na maioria com o

solvente no estado supercritico. Os Unicos experimentos que nao estavam no
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estado supercritico foram os 1 e 2, nos quais a temperatura era de 20"C.

Os resultados destes experimentos indicaram que o 6leo de ricino nao foi o
produto mais importante usando esta forma de extragao. O rendimento obtido para
o 6leo foi muito baixo, mas outros compostos importantes puderam ser extraidos e

identificados.

3.3.1 RENDIMENTO DE EXTRACAO

A torta empregada no planejamento experimental foi importante para avaliar

o rendimento obtido na extra¢io com CO, a alta pressao.

Nas condicdes de temperatura (20 e 50°C) e pressio (250 e 100bar) avaliadas,

com o mesmo volume de CO, empregado na extragdao, verifica-se um menor

rendimento nas condicdes a 250bar e 20°C (Tabela XXVII, Figura 51).

Principalmente nesta condi¢do, o extrato apresentou uma caracteristica
totalmente diferenciada do produto obtido por outros métodos de extragio como
prensagem e extracao continua com hexano. Os extratos apresentaram-se mais

pastosos e de coloracao amarela mais intensa.

TABELA XXVII - Rendimento de extracio dos estudos 1 a 5 da extracao com
CO, a alta pressao.

MASSA
ESTUDO MASSA DE. TOTAL DE RENDIMENTO
CO, (g)/30min mg extrato/100g torta

CO, ()

1 50,9 152,6 300,7

2 00,1 180,2 7106,6

3 51,2 153,5 361,0

4 11,9 35,9 73,2

5 51,1 153,2 561,7
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No estudo 4, onde houve um menor rendimento é também a condi¢io com
menor densidade de CO, como mostra o ANEXO E; logo a massa de CO,

envolvida na extracao também foi menor.
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& 300 20°c 175D

200+ 00bar
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100b:
0 4
1 2 3 4 5
Experimentos

Figura 51:  Rendimento de extraciao por CO, a alta pressio com relagao as
condicoes de extracao.

A torta, apos a extragao nos estudos de 1 a 5, foi analisada com o intuito de
determinar a quantidade de 6leo que ainda havia nas mesmas e os indices de
refracio e de acidez. Observou-se que na extragdo por solvente com a torta que
tinha sido submetida a extracao por CO, a alta pressio, o teor de 6leo encontrado
foi de 22,3 £ 0,7% e os indices de acidez e de refragao deste 6leo, foram préximos
aos dos valores encontrados para o 6leo extraido por solvente, sem ter passado pela
extracao por CO, a alta pressio. Novamente comprovando que o 6leo tinha sido

extraido em pouquissima quantidade.

Nos experimentos com a torta e a semente dos cultivares G1, Cl1 e T1,
(Figura 52) foram empregadas as condicdes de 175 bar e 35'C. Nestas condicdes, o

CO, se encontra no estado supercritico.

Nesta Figura 52, ainda foram inseridos os resultados obtidos com a baga da

semente, para compara¢dao, alcangando-se assim um menor rendimento. No
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entanto, a coloragao foi tao clara quanto a do dleo de ricino.

Alias, em outras condi¢cdes experimentais, como a do estudo 2, o extrato

apresentou-se amarelado e pastoso, sugerindo que parte dos compostos presentes

no extrato fossem provenientes do tegumento.

350

300+

I o
2501 Tortada

prensagem

200+

B Semente com

tegumento
150+

O Semente sem

mg extrato/100g

1 tegumento
100+

50+

G1 T C1

Cultivares

Figura 52: Rendimento de extraciao por CO, a alta pressiao da semente e da

torta a 175 bar e 35°C.

Todavia, quando a torta sofre uma prévia extragao por solvente, o o6leo

remanescente é muito pouco e o extrato obtido na extragcao por CO, a alta pressao

tica enriquecido com os outros componentes (Figura 53).

= =
Tortaextrarda

Torta com hexano
400

350+
300+ R
250+

Torta extraida

com etanol

200+
150+
100+

mg extrato/ 100g

Figura 53: Rendimento da extracao por CO, a alta pressao realizada com as

tortas antes € apos a extragio por solvente, a 175 bar e 35"C.
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Nos experimentos 14 e 15 apresentados na Tabela XVII do e 2.3.4.,
quando o etanol foi o solvente usado para extrair previamente o 6leo da torta,
houve uma queda no rendimento da extragio por CO, a alta pressao. Nesta

situagdo, a torta estava praticamente isenta de dleo.

Por outro lado, a torta previamente extraida por hexano nao apresentou
modifica¢cdes no rendimento, se comparada a extracao por CO, a alta pressao sem
prévia extracao por solvente. Esta informacio sugere que o etanol extrai o 6leo da

torta de maneira mais efetiva.

Com o emprego da extracio com CO, a alta pressiao, ha a possibilidade de
retirar além de parte do 6leo residual, outros componentes da torta, os quais

podem ser produtos importantes para agregar valores a ricinoquimica.

3.3.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS OBTIDOS POR CO, A
ALTA PRESSAO

Os extratos obtidos por CO, a alta pressio foram caracterizados por

cromatografia (GC-MSD) e por espectroscopia (HATR-FTIR e H'NMR).

3.3.2.1 ANALISE CROMATOGRAFICA - GC-MSD

Na caracteriza¢ao dos extratos obtidos por CO, a alta pressao, foi possivel
identificar alguns componentes que nao sao separados no 6leo de ricino obtidos na

extracao por prensagem e por solvente.

Nos cromatogramas dos experimentos de 1 a 5, observou-se um numero

maior de componentes no estudo 2, realizado em condigées de CO, a 250 bar e

20"C, seguido do estudo 5, realizado com CO, a 250 bar e 50"C.
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Na Figura 54, observa-se os cromatogramas relativos a amostra do estudo 2,

submetidos a separacao em coluna com os solventes hexano (F1), hexano-benzeno

(F2), diclorometano (F3), acetato de etila (F4) e metanol (F5).
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Figura 54:  Cromatograma do fon total (TIC) dos extratos F1, F2, F3, F4 e F5
do estudo 2 da extragao com CO, a alta pressao.

135

Resultados e Discussao



Um dos resultados mais surpreendentes foi a identificacio da cafeina na
ultima fracdo eluida (F5). Inicialmente cristais brancos foram observados apds a
evaporagao do solvente, sugerindo a presenca de ricinina, no entanto a analise
cromatografica identificou a presenca de cafeina. Na mesma fracdo, a ricinina e a

teobromina estavam presentes em menor concentragao.

Salienta-se que nao foram realizadas investigagdes com o objetivo de saber
qual é o conteido total de ricinina nas sementes; logo nao é possivel concluir se a
cafefna separada esta ou nao em quantidades superiores. Inclusive, as condi¢des de
extracao podem ter sido mais favoraveis a solubilizacao em CO, da cafeina do que

da ricinina.

A partir deste resultado, verifica-se que ha a necessidade de, no futuro
investigar a presenca de alcaldides nas partes aéreas da mamona, inclusive a
semente, ja que ha informacoes apenas com relacdo a ricinina como um alcaléide
contido em sementes de mamona. Além disso, a semente pode ser quatro vezes
mais toxica que as folhas e os sinais de intoxicagdo com o fruto sugerem presenca

A . . 14,15,17
de substancias estimulantes do sistema nervoso central'*!>!",

Com as fracoes F1, F2 ¢ F3 dos estudos 1 a 5, observaram-se varios

componentes dos extratos, com destaque a presenca do esqualeno, na F2.

A T4 de todas as amostras foi composta principalmente de 6leo, no qual se
identifica a presenca dos glicerideos formados pelos acidos palmitico, oléico,

linoléico, estearico e ricinoléico similar ao observado na Figura 41 do #tem 3.2.3.

Constatou-se, também na F4, que além de outros acidos nio identificados
em concentracdes baixas, ha o acido eicosendico (C20:1), todos mostrados através

de amplia¢ao da Figura 55.

Com 95% de similaridade entre os espectros de massas e os espectros da

Biblioteca Wiley 229, os ésteres metilicos identificados na Figura 55 sao dos acidos
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azelaico (10), pentadecandico (12), e heptadecandico (15). Os acidos miristico (11)
e palmitoléico (13) foram identificados por comparagio com seus respectivos
padroes, assim como foi realizado para o palmitico (14) e outros acidos comumente
detectados no 6leo de ricino. Os espectros de massas das substancias separadas e

identificadas estao no ANEXO F.

14

15

13
0.54 11

Intensidade relativa

10

Tempo de retencio (miny 72

Figura 55:  Ampliagdo do Cromatograma do fon total (TIC) do extrato F4 do
estudo 2 da extracao com CO, a alta pressao.

Nas amostras dos estudos 6 a 15, com aparéncia de 6leo de ricino, foi
possivel identificar: o esqualeno e os acidos graxos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 e 12-
OH 9-C18:1. Nas fracoes F1 e FF3 da maioria dos experimentos, nao foi encontrado

nenhum componente.

Pela analise por GC-MSD nio foram detectadas diferencas na constitui¢ao
do extrato das amostras 6 a 8, com relagao as amostras 9 a 11 correspondentes as

tortas e as respectivas sementes dos cultivares G1, T1 e C1.

Diferencas foram observadas nos extratos obtidos das sementes sem
tegumento dos cultivares G1 e C1, equivalentes aos estudos 12 e 13,
comparativamente aos estudos 9 e 11 onde o tegumento foi mantido. Com as
sementes sem tegumento, os compostos separados foram quase que

exclusivamente os acidos graxos caracteristicos do 6leo de ricino.
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Observa-se assim que os acidos graxos foram oriundos da baga e os outros
componentes encontrados nos estudos anteriores foram, prioritariamente, do

tegumento.

Como havia sido constatado nos resultados de rendimento, quando a torta
foi previamente extraida com solvente (hexano ou etanol), estudos 14 e 15, ainda

havia 6leo remanescente.

As mesmas amostras, a0 serem fracionadas em coluna, apresentaram na F4
os mesmos acidos observados na F4 do estudo 3, que nio sofreu prévia extragdao

por solvente, mostrando que na extracao por solvente ainda fica dleo na torta.

3.3.2.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

As diferentes fracdes obtidas da extragio por CO, a alta pressao,
apresentaram os espectros no infravermelho semelhantes aos obtidos para o 6leo

de ricino.

Os sinais analiticos dos demais componentes dos extratos podem ou nao ser

visualizados diretamente nos espectros, devido a intensidade das bandas.

Por outro lado, diferentes intensidades de bandas também podem fornecer

informacdes adicionais, quando tratadas por quimiometria.

Desta forma, com a matriz de dados formada com os espectros no
infravermelho das amostras dos estudos 1 a 15 coletadas a cada 30 min de extracao

(a, b, ¢, realizou-se a analise por componentes principais, obtendo-se os graficos

das Figuras 56 e 57.

Pela analise exploratoria, constata-se que os estudos que avaliam as

condicOes de pressao e temperatura (1 a 5) nao discriminam uma condi¢do mais ou
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menos favoravel a extragio com CO, a alta pressao. Reconhece-se que a

constitui¢ao quimica dos extratos foi semelhante.
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Figura 56:  Grafico bivariado PC1 x PC2: Analise exploratoria dos espectros no
infravermelho das amostras dos estudos 1 a 5.

O emprego de HATR-FTIR-PCA demonstrou que niao ha uma
discriminag¢do das amostras em classes, com relagao as condi¢oes do planejamento
experimental. Portanto, as condi¢oes de pressao e temperatura do ponto central do
planejamento experimental (estudo 3), podem ser utilizadas para avaliar outras
variaveis como a proveniéncia dos extratos, ou seja, se 0s extratos foram obtidos de

torta ou diretamente da semente triturada.

Assim, ao modelar os estudos de 1 a 15, também foi observado que nio
havia discriminagdo com relagdo a pressao e temperatura utilizados na extracao por
CO,. Por outro lado, houve a discrimina¢ao de duas classes, com respeito ao tipo
de amostra utilizada na extragdo. Uma classe era das amostras de sementes, que
foram trituradas e extraidas com CO, a alta pressao, e a outra, era constituida de
amostras de torta — semente previamente extraidas por prensagem -, como mostra
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a Figura 57. Nesta Figura, observa-se com menor contribui¢ao da PC2, os extratos

das sementes extraidos por CO, a alta pressao.
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Figura 57:  Grafico bivariado PC1 x PC2: Analise exploratéria dos espectros no
infravermelho das amostras dos estudos 1 a 15.

3.3.2.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H

Avaliando os estudos de 1 a 15, foram identificados os sinais dos
triacilglicer6is presentes no 6leo de ricino, no entanto, observaram-se outros sinais,
alguns sobrepostos aos do 6leo, que comprovam a existéncia de outras substancias,

conforme Figura 61.

Nos experimentos de 1 a 5, onde foi identificada a presenca de cafeina por
GC-MSD, observa-se também que no espectro de 'H NMR (Figura 58), ha um

conjunto de quatro ressonancias - identificadas como sendo da cafeina por
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comparagao com o espectro simulado deste composto.

Assim, os hidrogénios metilicos (3, 2 e 4) da Figura 59 foram observados em
3,4 ppm, 3,6 ppm e 4 ppm, respectivamente. O singlete, do hidrogénio metinico (1)

apareceu em torno de 7,5 ppm”.

Figura 58:  Espectros de 'H NMR do produto da extragio realizada a 250bar e
20°C (estudo 2).

[
HaC N
N \
P
GHs

Figura 59:  Formula estrutural da cafeina.
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Nos espectros dos estudos 2, 3, 5 a 8, 11 e 12, observou-se um singlete em
5,2 ppm, como mostra a Figura 58, o qual, se refere aos prétons 1 a 6 do
esqualeno, conforme Figura 60. As metilas, nas diferentes posi¢oes na molécula,

encontram-se sobrepostas as ressonancias entre 1,5 e 2 ppm.

A importancia do esqualeno se da pela diversidade de metabodlicos dos quais

¢ precursor, devido a possibilidade de produzir diferentes estruturas ciclicas.

O azeite de oliva é o 6leo vegetal que contém as maiores concentragoes
deste componente, variando de 136 a 708 mg/100g de azeite. O 6leo de oliva
extravirgem apresenta uma concentracao de 424 mg/100g, o virgem refinado 340

mg/100g e os 6leos de semente apenas 24 mg/100g ",

1 2 3
H H H CH, CH, CH,
H.C |\
3 YWWWWW CHS
CH CH CH H H H
; ; ; 4 5 6

Figura 60:  Formula estrutural do esqualeno.

Por calculos do numero de duplas por mol, foi possivel quantificar o nimero
de insaturaces dos glicerideos presentes no 6leo e também confirmar que os

extratos sao enriquecidos com acidos nao hidroxilados, como o C18:0, C18:1,

C18:2 e C18:3.

Observa-se principalmente uma maior quantidade de poliinsaturados com

relacao ao conteudo total de dleo, como foi constatado por cromatografia (Tabela

XXVIII).

« http:/ /boasaude.uol.com.br/lib/
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Também foi possivel calcular a quantidade de grupos metilénicos entre
duplas, devido a uma concentragio maior de C18:2 e C18:3 no total de acidos

graxos extraidos.

TABELA XXVIII -Nimero de insaturacdes e de hidroxilas dos acilgliceréis dos
extratos obtidos por CO, a alta pressao.

INSATURACOES HIDROXILAS POLIINSATURADOS

ESTUDOS (duplas/mol) (OH/mol) (CH, entre duplas/mol)
1 4,1 - 0,2

2 4,0 - 0,4
3 4,6 2,6 0,8
+ 4,3 2,3 0,7
5 3,5 2,3 0,4
0 4,5 3,1 0,6
7 4,0 2,3 0,4
8 4,0 2,2 0,8
9 3,4 2,0 0,4
10 3,6 2,1 0,4
11 4,2 2,1 0,4
12 4,2 2,1 0,3
13 3,8 2,2 0,4
14 3,5 1,9 0,5
15 3,6 2,2 0,9

Oleo de ricino 3,2 2,7 0,0*

* O sinal observado no 'H NMR ¢ muito pequeno, nao sendo possivel integrar.

De modo geral, e mais intensamente no estudo 2, ha sobreposicao das

ressonancias dos hidrogénios em aproximadamente 5,3 e 3,6 ppm.

Mesmo assim, verifica-se que em todos os experimentos ha um aumento na
quantidade de insaturag¢oes e diminui¢ao das hidroxilas, comparado aos resultados
encontrados com o 6leo de ricino. O que indica uma menor solubilidade da
triricinoleina no CO, a alta pressao, comparado com os acilgliceréis que contém os

outros acidos graxos identificados por GC-MSD.
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3.3.3 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A EXTRACAO POR CO, A
ALTA PRESSAO

Constatou-se que por CO, a alta pressio, o extrato apresenta qualidade

diferente do 6leo de ricino obtido por métodos classicos.

Conforme a proposta inicial de trabalho, a qualidade do 6leo sendo
diferente, haveria interesse em conduzi-lo a transformagdes quimicas como a

etanodlise. No entanto, o rendimento deveria ser mais alto do que foi obtido.

Constatou-se também que o rendimento do extrato dependeu das condi¢des
de pressio e temperatura em que foi realizada a extracao e por HATR/FTIR/PCA
foi possivel classificar os extratos que foram extraidos de torta de mamona dos

extratos obtidos diretamente da semente triturada.

Todavia, os produtos identificados no extrato abrem caminhos para novas

investigacOes com a semente € a torta obtida na prensagem.

Cabe, no futuro, investigar detalhadamente o conteido em alcaléides que as
sementes de variedades diferentes de mamona apresentam, assim como, quanto
destes alcaldides sio cafeina ou ricinina e, também, o percentual que ¢é extraido nos

diferentes métodos de extracao.

De acordo com a literatura®”®, de 1 a 55% do total das substancias téxicas da

mamona podem ser extraidas com o dleo, dependendo do método empregado.

Quanto a metodologia de extragao por CO, a alta pressao, se for utilizada
para extragio do O6leo de ricino, devera ser modificada, visando aumentar a

solubilidade da triricinoleina no fluido.
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3.4 TRANSFORMACAO DO OLEO DE RiCINO

Os estudos referentes a transformaciao do dleo de ricino enfocaram os

processos de hidrogenagao por CTH e etanodlise via enzimatica.

3.4.1 HIDROGENACAO CATALITICA POR TRANSFERENCIA DE
HIDROGENIO - CTH

Os experimentos realizados com o oleo de ricino objetivaram o
reconhecimento das potencialidades da CTH com Pd/C 10% como sistema
catalitico. Avaliaram-se o comportamento de dois solventes doadores de

hidrogénio com P.E. bastante distintos e as condi¢es reacionais.

Os solventes doadores de hidrogénio utilizados foram o limoneno e o

cicloexeno.

3.4.1.1 SOLVENTE DOADOR - LIMONENO

O limoneno é um doador de hidrogénios que, até este trabalho, nao havia

sido empregado na redu¢ao de duplas ligagoes de 6leos vegetais.

Trata-se de um monoterpeno, principal constituinte do 6leo essencial de
frutas citricas, sendo fornecido como subproduto da industria de sucos, em
particular de laranja, sendo uma matéria prima de fonte renovavel. Além de ser de
tacil manipulacdo, o limoneno também pode ser utilizado como solvente de reagio.
Ja tem sido utilizado com sucesso com o sistema Pd/C 10%, havendo propostas de

. . ~ . 279
mecanismo de interacio doador — aceptor na literatura®”.
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Nas reacoes com limoneno e Pd/C como sistema catalitico, as condicoes
otimizadas foram banho de 6leo a temperatura de 178°C, agitacio magnética,
adicao dos reagentes no reator na ordem: Oleo, catalisador e doador, tempo de
reacao de 1h, concentracao de catalisador de 2% molar em relacao a massa de 6leo

e de 6leo — solvente doador de 1:3.

Para que um o6leo tenha suas insaturagoes reduzidas, a temperatura deve ser
satisfatoria para a ativagao do catalisador e aumento da solubilidade do hidrogénio
no meio reacional. No caso da CTH, a temperatura deve favorecer a transferéncia
de hidrogénio de um doador facilitando a desor¢ao dos doadores e aceptores da

superficie catalitica'".

Observou-se na Tabela XXIX que o limoneno atuou como doador de
hidrogénio de 160 a 178°C. A melhor condicdo foi a 178°C, entretanto, nesta
temperatura, o produto principal de transformacio do 6leo foi o acido

cetoestearico e isomeros do acido oléico.

TABELA XXIX - Produtos das reacoes realizadas com limoneno como doador e
a temperaturas diferentes.

PRODUTO TEMPERATURA (°C)
(%) 160 170 178
Acido cetoesteatico® 28 43 48
Acido hidroxiestearico® 0 11 10
Acido estearico® 2 4 16
Acido oléico (isébmeros)® 27 33 20
Acido ricinoléico 33 7 0
Outros 10 3 3
Hidrogenagio® 35 62 68
OH remanescente” 40 20 12

Reagdes realizadas com limoneno-dleo (1:3), partindo-se de 3g de dleo, agitagio magnética, 1% de Pd/ C por 1h. (a- obtidos por GC-
MSD; b— obtidos por'H NMR)
A temperatura reacional demonstrou ser um fator determinante pois, quando
inferior a temperatura de ebulicio do limoneno nao houve reproditibilidade dos

resultados. Constatou-se uma variagao, principalmente, na quantidade de isémeros
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do acido oléico formado e na quantidade de acido ricinoléico remanescente, o que
indica que, apesar das reacoes terem sido realizadas com as mesmas temperaturas e
velocidade de agitacao, além da mesma concentra¢ao de cada reagente adicionado
no sistema, o estagio em que se encontrava a transformagao quimica nio era o

mesmo.

Sugere-se que este resultado seja um efeito da disponibilidade de limoneno
que efetivamente esteja interagindo com o Pd. Quando em ebuli¢do, ocorre um
equilibrio entre a fase liquida e a fase vapor que é quando a quantidade de
limoneno disponivel para a hidrogenacao do o6leo torna-se constante. Assim,
alcangou-se a reprodutibilidade dos resultados quando as rea¢oes foram realizadas

na temperatura de ebuli¢io do limoneno (Tabela XXX).

A 170°C, observa-se diferencas no grau de hidrogenacio supetiores a 20% e
na quantidade de OH remanescente, na forma de acido hidroxiestearico e/ou de
acido ricinoléico, superiores a 30%. As outras temperaturas testadas foram de 120,

130 e 140°C, nas quais nio houve transformacio do 6leo.

TABELA XXX -  Grau de hidrogenacao e teor de OH remanescente obtidos em
reacdo realizada em triplicada a 170°C e 178°C.

PARAMETRO AMOSTRA TEMPERATURA (OC)
170 178
1 72 67
Grau de hidrogenagio’ 2 49 66
(%) 3 55 67
1 13 13
OH remanescente 2 39 10
(%) 3 49 16

* Refere-se a conversao das duplas ligacGes presentes nos triacilglicerdis.
Conforme estes resultados, a temperatura possui um papel muito

importante em reagoes de hidrogenagao, pois influencia diretamente nos resultados

e na velocidade de reacio.
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LLogo, a formagao de acido cetoestearico ocorreu em diferentes temperaturas
(Tabela XXIX) e diferentes tempos de reagao (Tabela XXXI). Contudo, constatou-
se que apos 1 hora de reagao as mudancas nas propor¢oes dos produtos quase nao

ocofrrem.

TABELA XXXI - Propor¢ao de acidos graxos encontrados nas amostras obtidas
de reagdoes realizadas em diferentes tempos.

PRODUTO TEMPO (h)
(%) 0,5 1 2 3
Acido cetoesteatico® 33 43 47 44
Acido hidroxiestearico® 4 12 13 10
Acido estearico® 5 17 18 20
Acido oleico (isomeros)® 20 23 20 24
Acido ricinoleico® 33 0 0 0
Outros® 5 5 2 2
Hidrogenagio® 52 74 78 78
OH remanescente” 44 12 13 12

Reagdes realizadas com limoneno-éleo (1:3), partindo-se de 3g de dleo, agitagio magnética, 2% de Pd/ C 10%, 178°C. (a- obtidos por
GC-MSDy b — obtidos por'H NMR).
Deve-se também considerar a formacao de C18:1 e C18:0, em concentracoes
superiores a soma de C18:0, C18:1, C18:2 e C18:3, existentes no dleo de partida,
(~10%).

Com isto, verificou-se que na CTH com limoneno como solvente doador de
hidrogénio e Pd/C 10% como sistema catalitico, pode ocorrer a desidratacao
seguida de hidrogenacdo ou vice-versa, do mesmo modo que Vishwanadham e
colaboradores'” observaram em um estudo cinético com 0,05 a 2% de Ni, usando

H,(g) como fonte de hidrogénios.

Acrescenta-se ainda que, conforme observado nos cromatogramas, a reacao
de formacdao de cetoestearatos ocorre em uma seqiéncia de hidrogenaciao e
desidrogenagdo, pois se ocorresse o contrario, haveria em determinado momento
da reagdo, incidéncia da presenca de cetooleatos. Isto nos leva a mesma conclusio
de Freedman e colaboradores™', ao realizar a reagio com Ni Raney, porém em
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reagao organometalica como foi descrita no zem 1.8.

Portanto, a reacao teria ocorrido no sentido da saturacao dos diferentes
acidos insaturados presentes no 6leo (A) e da desidrogenacao da hidroxila presente
no carbono 12 do acido ricinoléico de partida, como mostra a Figura 61.
Observou-se que a reacdo ocorria preferencialmente no caminho da reagio A
seguida da reacao C.

N
(CHy)y-C= C—CHz”(lj—R

0 0—=C{ OH
/ O—C— 12-0H C18:1
o “H,0
A ]x+ H2
/ H, -

|
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(CHy);0—C—R O 0=Cy
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E
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Figura 61:  Caminhos de rea¢io na CTH do 6leo de ricino empregando
limoneno ou cicloexeno como solvente doador de hidrogénio e catalisador Pd/C.

Por outro lado, como este resultado pode ser devido a concentra¢io de Pd no
meio reacional, foram fixadas as outras variaveis como tempo, temperatura e

concentragao de doador e investigada a concentragao do catalisador.
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Observou-se que o aumento da concentragao de Pd no meio caracterizou-se
pelo aumento de formagao dos acidos: isomeros do C18:1, C18:0, ceto e

hidroxiestearico e redu¢ao da quantidade de acido ricinoléico remanescente (Tabela

XXXII).

TABELA XXXII - Produtos das reacoes realizadas em diferentes concentracoes

de Pd/C.
PRODUTOS Pd/C (%)
%) 2,0 1,0 0,75 0,5 0,25 0,1
Acido cetoesteatico® 43 46 34 26 11 10
Acido hidroxiesteatico® 12 9 2 2 0 0
Acido estearico® 17 18 3 2 1 1
Acido oleico (isémeros)® 23 21 28 25 18 15
Acido ricinoleico® 0 0 20 34 57 63
Outros® 5 6 13 11 13 11
Hidrogenagio® 74 70 36 24 7 6
OH remanescente” 12 9 25 38 65 72

Reagies realizadas com dleo - limoneno (1:3), partindo-se de 3g de dleo, agitagio magnética, tempo de 1h, 178°C. (a- obtidos por GC-
MSD; b— obtidos por"'H NMR).

Um estudo semelhante foi monitorado por intermédio da determinacao do

indice de iodo, para concentracoes de 4, 1 ¢ 0,5% de Pd/C (Figura 62).

100
80 - ____ 4,0%PdiC
1l 60+ __ 1,0%PdiC
40 4
20 4

0,5%Pd/C

0,5 1 15 2

Tempo (h)

Figura 62:  Variacdo do indice de iodo em funcdo do tempo de amostras obtidas
com diferentes percentuais de Pd/C.

Observou-se que, com uma concentragao maior de catalisador, foi possivel

obter um produto mais saturado em um menor tempo.
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Assim como foi proposto, na Figura 61, os caminhos da CTH do 6leo de

ricino empregando limoneno como solvente doador, propoe-se na Figura 63 um

possivel mecanismo de interagdo do 6leo e doador na superficie do catalisador com
relacdo a formacao de ceto e hidroxiestearatos.

Z
=AY
/
i
\\
~ \\
o
&

Figura 63:

Proposta mecanistica para a formagao de hidroxi e cetoestearatos.

A reagdo teria iniciado com a desproporciona¢io do limoneno, quando os

hidrogénios adsorvidos na superficie ativa do Pd, foram transferidos, nao para
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outra molécula de limoneno, mas sim para as insaturacoes das acilas dos glicerideos

que também estavam adsorvidos na superficie do metal.

Nesta transferéncia ocorreria a hidrogenacdo de um dos carbonos

adsorvidos, fazendo com que a insaturagao migrasse para um carbono vizinho.

. . ~ 147 , .. < . .
Consecutivas migragoes ', até o carbono vizinho a hidroxila, promoveram a

formacao do equilibrio ceto-endlico, demonstrado no mecanismo proposto.

3.4.1.1.1 PRODUTOS DE DESPROPORCIONACAO DO LIMONENO

Quando foram realizadas as reagoes de hidrogenacao do 6leo de ricino, os
produtos separados do meio reacional, oriundos do limoneno ou de reagoes
sofridas por ele, foram analisados por SPME/GC-MSD. Tais substancias estdo

representadas no cromatograma da Figura 64.

Ressalta-se que este método de extragdo e analise permitiu monitorar as
reacoes de hidrogenacdo catalitica por transferéncia de hidrogénio, ja que os
produtos de desproporcionagao do limoneno, podem ser analisados mais
rapidamente do que os produtos de transforma¢io do 6leo de ricino, os quais

devem ser derivatizados antes de serem analisados por cromatografia gasosa.

No entanto, foi necessaria a otimiza¢ao do método ja publicado, a qual foi

280

publicada™".
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Figura 64: Cromatograma do fon total (TIC) das substancias extraidas na fase
hexanica ap6s a CTH do 6leo de ricino com limoneno como solvente doador

(1:3), 4% Pd/C e 178°C, 3horas.

As reacoes que foram monitoradas pelo método de extracio otimizado
permitiram constatar que durante a hidrogenacao do 6leo de ricino, ha a formacao
principalmente, do p-cimeno (3), p-ment-4(8)-ene (2), p-ment-3-eno (1) e o p-ment-
l-eno (4), apresentados anteriormente nas Figuras 18 e 19. Outros produtos

formados, descritos na Tabela XXXIII, também foram observados na Figura 64.

O p-mentano, produto final de desproporcionacio do limoneno, nio foi
observado nas reagoes em que houve reducdo das insaturagcdes do 6leo, mostrando

que os hidrogénios foram preferencialmente consumidos pelo 6leo.

A medida que a hidrogenacao vai ocorrendo, a quantidade de limoneno no
meio reacional é reduzida e aparece principalmente, o p-cimeno. Em uma reacdao

com 2% de Pd/C, ap6s 1 h, houve o consumo de 95% em limoneno.

Para verificar se os hidrogénios utilizados nas duplas ligacdes eram
provenientes do limoneno, este foi substituido por um solvente nao doador de
hidrogénios, a decalina. Como nao ocorreu transformaciao no O6leo, teve-se a
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indicagao de que o limoneno ¢é realmente a fonte fornecedora dos hidrogénios,

conforme mostrado no mecanismo proposto.

O estudo foi complementado pelo experimento sem o uso de solvente. A
auséncia de reacdo entre 6leo e o catalisador indica a necessidade de um agente

doador de hidrogénio para que a reag¢ao proceda.

TABELA XXXIII - Compostos volateis identificados no meio reacional por
SPME/GC/MSD.
CONTEUDO RELATIVO (%)*
o« 2 9 g 8] % g § 9
N°  COMPOSTOS FORMULA PM 5% :gE0 g£F:6  giE
° < = <g?
1 a-pineno C,\Hy, 136 0,20 0,12 0,14 0,07
2 canfeno C,0Hy 136 0,10 0,09 0,10 -
3 2-etil-oct-2-eno C,,Hy, 140 0,12 0,05 0,12 0,11
4 2,6-dimetil-oct-2-eno C,,Hy, 140 0,06 0,05 0,20 0,29
5 ¢is-p-mentano CoHa 140 0,51 24,01 0,17 0,32
6 p-ment-2-eno (OFF = P 138 0,16 0,11 0,13 0,21
7 p-ment-3-eno C,oHjg 138 0,50 1,20 5,46 12,37
8 - ment-4(8)-eno C,\Hjg 138 - 1,42 1,20 1,60
9 p-cimeno C,,Hy, 134 0,20 67,13 22,48 73,44
10 p-ment-1-eno (OFF = P 138 - 2,00 2,82 7,13
11 limoneno C,\Hyq 136 97,32 3,04 62,97 4,12
12 p-mentadieno C,oHy 136 - 0,08 0,30 -
13 p-cimenil C,,H,, 132 0,40 0,30 1,36 0,14
14 mentona C,,H,;;O 154 0,04 0,10 0,36 -
15 metil-acetofenona C,H,,0 134 0,13 0,08 - 0,16
16 cis-dihidrocarvona® C,H,;O 152 0,02 0,03 0,41 -
17 carvomentona® C,\H;O 154 0,02 0,04 0,35 -
18 carvona C,,H,,O 150 0,02 0,03 - -
19 carvenona’ C,\H,,O 152 0,08 0,10 - -
20 carveol C,,H,;O 152 0,03 0,05 0,45 -
> 99,91 99,87 99,02 99,80
* Percentual calculado com base no somatdrio das dreas de todos os picos separados, conro 100%.
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3.4.1.2 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS DA CTH COM
LIMONENO COMO DOADOR DE HIDROGENIO

A caracterizacio foi realizada por °C e '"H NMR, GC-MSD e espectroscopia

na regiao do infravermelho.

3.4.1.2.1 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H E “C

Primeiramente destaca-se que por 'H NMR foram avaliados os produtos de
hidrogenacdo, permitindo fazer os calculos de hidrogenacio e de OH
remanescentes, como foram mostrados nas Tabelas XXIX a XXXIII. Cabe ainda

caracterizar por °C e 'H NMR os produtos obtidos.

Nos espectros de 'H NMR, observou-se a reducio dos hidrogénios vinilicos

R9 e R10, representados no espectro por um multipleto centrado em 5,25 ppm.

As ressonancias dos hidrogénios metinicos dos carbonos ligados a hidroxila,
foram observadas em 3,6 ppm como um multipleto, da mesma forma que no 6leo

de ricino de partida. Estas ressonancias foram observadas no espectro da Figura

65-A.

Analisando-se paralelamente o espectro de "C NMR, constatou-se que
quando houve reducdo das insaturagées do oleo, as ressonancias referentes aos
carbonos R9 e R10 niao foram observados, ou foram menos intensas, em 133 e

125,5 ppm, respectivamente.

Na amostra apresentada na Figura 65-B, a auséncia destes sinais indicou que

a amostra estava totalmente hidrogenada.

Observou-se ainda a presenca da OH, devido a ressonancia do carbono R12
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em 72 ppm, no entanto, com menos intensidade devido a formagao do grupo
cetonico, observado em 211 ppm, e confirmado pelo calculo do deslocamento
quimico do carbono de carbonilas de meio de cadeia carbonica, como descreve

Brown?®!.
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Figura 65:  A) Espectro de "H NMR do 6leo patcialmente hidrogenado com 1:3
de 6leo —limoneno, 1% de Pd/C, 178°C. B)Espectro de ’C NMR do 6leo de
ticino hidrogenado com 1:3 de 6leo —limoneno, 1% de Pd/C, 178°C.
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Os carbonos R11 e R13, vizinhos do grupo cetona (R12), aparecem

deslocados para aproximadamente 42 ppm e 38 ppm, respectivamente.

Nenhuma modificacao foi observada nas ressonancias referentes aos
carbonos e aos hidrogénios GI e GII da triricinoleina, indicando que as

transformacoes ocorreram entre os carbonos 9 e 12 do acido ricinoléico.

Observou-se, como ressalva a este comportamento, a formacao de inumeros

isomeros de posicao da insaturagdao, que devem estar em outros carbonos, os quais

toram visualizados por GC-MSD.

3.4.1.2.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

O o6leo de ricino apdés a CTH com o limoneno como solvente doador de
hidrogénio apresentou no espectro de infravermelho uma segunda banda de
carbonila em 1711 cm™ atribuida ao grupo cetdnico presente no carbono 12 da
triricinoleina. As bandas que indicavam a presenca de hidroxila em 3379 cm™ e das
duplas ligacdes do 6leo em 3014 cm™” e 1652 cm” nio foram observadas ou

estavam em menor intensidades (Figura 66).

Observando as bandas dos espectros no infravermelho, observou-se em 969
cm” uma banda que no dleo de ricino era muito fraca. Esta banda, segundo
Sedman e colaboradores™, é um indicativo da presenca de isbmeros #ranms na

amostra analisada.

Esta banda pode ser observada nos espectros ampliados de 605 a 2200 cm
da Figura 67, obtidos para o 6leo de ricino e 6leo de ricino hidrogenado com 2 e
0,5% de Pd/C, e cotresponde a vibracio de deformacio fora do plano =C-H de

isémeros de dupla ligacdo na configuracio #rans™.
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Figura 66:  Espectro no infravermelho do 6leo de ricino hidrogenado com
limoneno como doador de hidrogénio
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A banda de estiramento do isémero #rans ocorre em 3033 cm™ e do isémero
cis em 3010 cm’. Foram analisadas nas amostras, sendo que no 6leo de partida
ocorria a banda do isémero ¢s e que no 6leo hidrogenado a banda correspondente
do isémero #rans nao era detectada, pois pode estar sobreposta a banda larga do

estiramento -OH.

Supostamente a presenca de isomeros #rans no 6leo hidrogenado pode ser
atribuida ao acido elaidico e/ou ricinoelaidico, os quais foram identificados por
GC-MSD. Destaca-se ainda que, entre as amostras analisadas, aquelas provenientes
de reacdes de hidrogenacgio parcial apresentaram a banda préxima a 970 cm™, mais
intensa, a qual corresponde a presenca de isbmeros geométricos entre os produtos

de reacao.

3.4.1.2.3 CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS -GC-MSD

Durante a hidrogenacao, houve a conversio do acido ricinoléico em
hidroxiestearico, cetoestearico e estearico, obtendo-se, de acordo com as condicoes

experimentais empregadas, até 100% de conversao.

Quando a conversao do acido ricinoléico foi total, constatou-se a presenca

de acido estearico, isomeros do acido oléico, acido cetoestearico e hidroxiestearico.

Nas conversoes parciais (Figura 68), havia a presenca do acido ricinoléico e a
formacao de acido ricinoelaidico, observados quando os ésteres metilicos foram

derivatizados com BSA e analisados em uma coluna capilar de 60 m.

Quanto a separagao dos isomeros do acido oléico, foi necessario utilizar uma
coluna polar, para separa-los com maior resolucdo. Por comparacio com uma
soluciao padrio, foi identificado o pico 2 da Figura 68-A, como sendo o do éster
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metilico do acido elaidico.

Portanto, a banda do espectro de FTIR que indicou a presenca de isomeros

trans nos produtos da CTH do 6leo de ricino foi ratificada.
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Figura 68: Cromatograma do fon total (TIC) dos ésteres metilicos dos produtos
de CTH do 6leo de ricino (0,5% Pd/C, 170°C, 1:3 éleo-limoneno) obtidos na
otimizacao da separa¢ao dos isomeros formados. A) Coluna DB wax-20M e B)
Coluna HP 5 apés a derivatizagao com BSA.

Conforme foi discutido no #ew 3.4.1.1., a presenca dos isomeros do acido
oléico, melhor observados com a separa¢ao em uma coluna capilar polar, foi um
indicativo de que durante a CTH ocorreu a formacao de isomeros geométricos e de
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posicio do C18:1, oriundos da hidrogenagao dos acidos poliinsaturados (5%) do

6leo e também da hidrogenacio e desidratacao do acido ricinoléico.

Para o estudo dos produtos formados na CTH do 6leo de ricino,
empregando limoneno como solvente doador de hidrogénio e Pd/C como sistema
catalitico, foi importante a analise dos produtos empregando a transesterificagdao
com BF,/metanol e a sililacio com BSA (Figura 69), bem como a separacio em

diferentes colunas capilares™.
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Figura 69: Produtos formados na derivatizagao do 6leo de ricino e do 6leo de
ricino hidrogenado.

A formagao de acilglicer6is com acido ricinoelaidico, durante a CTH, devera
ser alvo de estudos no futuro, pois os acidos graxos de configurac¢ao #rans, como ja
foi apresentado no #em 1.7, apresentam propriedades diferentes, devendo ser
controlada a sua formagao ou talvez favorecida, para produzir um composto com

as caracteristicas desejadas para uma determinada finalidade industrial.

Estes produtos observados por GC-MSD auxiliaram na definicaio da

proposta dos mecanismos de reagiao apresentados anteriormente (Figuras 61 e 63).
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3.4.1.3 SOLVENTE DOADOR - CICLOEXENO

Para avaliagaio da CTH do 6leo de ricino, com o emprego de outro doador
de hidrogénio, que desproporcionasse a uma temperatura inferior a do limoneno,

foi selecionado o cicloexeno.

As variaveis avaliadas nos experimentos realizados com este solvente foram

definidas conforme os estudos realizados com o limoneno.

Desta forma, avaliou-se a concentra¢io de Pd e o tempo de reaciao. Por
outro lado, alguns estudos preliminares foram necessarios para avaliar a
possibilidade de reagdo a temperatura ambiente ou a 65°C, como nao houve reacao,
foi utilizada a temperatura de 80°C, correspondente a temperatura de

desproporciona¢ao do cicloexeno.

Os produtos obtidos na hidrogenac¢dao do 6leo foram os mesmos discutidos

anteriormente, contudo suas concentracoes foram diferentes, como mostra a

Tabela XXXIV.

TABELA XXXIV -Propor¢ao de acidos graxos encontrados nos produtos de
reacoes realizadas com diferentes concentracoes de Pd/C e cicloexeno
como doador de hidrogénio.

PRODUTO Pd/C
(%) 4 3 2 1
Acido cetoesteatico® 77 73 70 69
Acido hidroxiestearico® 10 11 12 12
Acido esteérico 10 11 10 9
Acido oléico (isbmeros)® 1 1 1 1
Outros 2 4 7 9
Hidrogenagio® 93 85 79 91
OH remanescente” 15 16 14 13

Reagies realizadas com cicloexeno-dleo (1:3), partindo-se de 3g de dleo, agitacio magnética, 80°C, 1h, (a- obtidos por GC-MSD; b —
obtidos por 'H NMR)

162
Resultados e Discussao



Na avaliagao do tempo de reagdao, observou-se que a reagao se completa na

primeira hora, com a conversao total do acido ricinoléico.

Os resultados encontrados com o cicloexeno levam a mesma formacao de
produtos obtidos com o limoneno como doador, ou seja, o produto principal, em
todas as amostras caracterizadas, foi o acido cetoestearico e 0 mecanismo proposto

a partir do limoneno também satisfaz a condi¢ao de reacdao do cicloexeno.

3.4.1.4 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS OBTIDOS COM
CICLOEXENO COMO DOADOR

A caracterizacio foi realizada por °C e '"H NMR, GC-MSD e espectroscopia

na regiao do infravermelho.

Por ”C e '"H NMR (Figura 70) constatou-se que a reducdo das ligacdes
duplas foi total, pois em todas as amostras as ressonancias dos carbonos e
hidrogénios vinilicos nao foram observadas exceto em alguns casos onde o valor

da integral era muito baixo.

Por FTIR, observou-se as mesmas bandas dos produtos hidrogenados com

o limoneno como solvente doador (Figura 66). Onde se destaca que:
— as bandas das insaturacoes nao foram observadas;
— a banda larga referente ao V -OH diminuiu;

— foram observadas duas bandas de carbonila.

Quanto a presenca de isémeros #rans no produto formado, nio houve

indicios nos espectros de FTIR e nem nos cromatogramas de GC-MSD.
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Figura 70:  Espectros de RMN: A) Espectro de 'H NMR do 6leo hidrogenado
com 1:3 de 6leo —cicloexeno, 2% de Pd/C, 80°C. B)Espectro de °C NMR do
6leo de ricino hidrogenado com 1:3 de 6leo —cicloexeno, 2% de Pd/C, 80°C.
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Por GC-MSD as substancias identificadas foram ésteres metilicos do acido
palmitico, de alguns isdmeros do acido oléico, do acido estearico, do cetoestearico

e do hidroxiestearico, conforme Figura 71.
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Figura 71:  Cromatograma do fon total (TIC) do produto da CHT do 6leo de
ticino empregando 1:3 de 6leo-cicloexeno, 2%Pd/C, 80°C.

3.4.2 HIDROGENAGCAO CATALITICA COM H,(g)

Com H,,, o dleo hidrogenado apresenta a mesma constitui¢io quimica da

CTH apresentada nos #ens 3.4.1.1 ¢ 3.4.1.3., porém com propor¢oes diferentes.

A avaliagio dos produtos formados foi realizada principalmente por GC-

MSD, obtendo-se o cromatograma conforme mostrado na Figura 72.

Assim, na temperatura ambiente e em condi¢oes de fluxo continuo de H,(g),
ocorre a conversao total do acido ricinoléico, formando acilgliceréis com acido

cetoestearico, hidroxiestearico e estearico.

Os cromatogramas obtidos por GC-MSD, estavam em concordancia com as

ressondncias observadas nos espectros de 'H NMR (Figura 73).
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Cromatograma do fon total (TIC) de uma amostra de 6leo de ricino

2% Pd/C, 3h, 40mlL/min de H,(g) e agitacio magnética.
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Figura 73:  Espectro de '"H NMR do 6leo hidrogenado a partir de 2% Pd/C, 2h,

40ml./min de H,(g) e agitacado magnética.
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Na observacio das bandas presentes nos espectros obtidos por
HATR/FTIR, identificaram-se as bandas caracteristicas da presenca de hidroxilas, e

de carbonila, nio havendo indica¢des da presenca de ligacdes duplas C-C.

Como as amostras analisadas eram de reacoes com 100% de conversao das
duplas, a presenca da banda em ~970 cm™ nio foi observada. Assim, a presenca de
isomeros geométricos formados na hidrogenacio com H,(g), a temperatura
ambiente, devera ser avaliada nos préximos trabalhos realizados, considerando um

tempo de reagao menor que 3h.

Por intermédio destes métodos instrumentais, foi possivel constatar que as
reagoes seguiram um caminho de conversao total da triricinoleina, formando
hidroxiestearatos como componentes majoritarios. Os resultados calculados a partir

dos RMN'H, estdo apresentados nos graficos das Figuras 74 e 75.
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Figura 74:  Grau de hidrogenacao das reagoes de hidrogenacio realizadas com 1
e 2% de Pd/C, 2 40 mL min"' de H,(g) e 25"C.

Assim, a hidrogenacio do 6leo de ricino utilizando um fluxo de 40 mL min’'
de H,(g), a 25°C e 2% de Pd/C, foi completada com 3 horas de reacio, sendo
possivel manter, aproximadamente, 60% das hidroxilas iniciais. Por outro lado,

com 1% de Pd/C e nas mesmas condicoes, houve em torno de 74% de
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hidrogenagio, permanecendo 75% das hidroxilas iniciais.
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Figura 75:  Percentual de OH remanescente nas rea¢oes de hidrogenacao

realizadas com 1 € 2% de Pd/C, 2 40 mL min" de H,(g) e 25°C.

Os experimentos com H,(g), visando a hidrogena¢io do dleo de ricino,
demonstraram a versatilidade do sistema H,(g)/6leo/Pd/C e induzem a propor
novos estudos em temperatura ambiente, buscando maior seletividade para formar

hidroxiestearatos.

3.4.3 CONVERSAO E SELETIVIDADE NA HIDROGENACAO DO
OLEO DE RICINO

Empregando solvente doador de hidrogénio, com 1 hora de reacdo, a
conversao do acido ricinoléico foi total e com maior seletividade para a formagao

do acido cetoestearico, conforme Tabela XXXV,

Na hidrogenacao realizada com H,(g), observa-se que com 3 horas a
conversao foi de 100%, no entanto, a seletividade foi maior para a formagao do

acido hidroxiestearico.

Com 1 hora de reagio no sistema CTH, observou-se que a conversao do
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acido ricinoléico também alcancou 100% e a seletividade foi maior para a produgao

de acido cetoestearico.

TABELA XXXV - Conversiao e seletividade na hidrogena¢io do 6leo de ricino,
com relacdo a concentracao de 4cido ricinoléico.

Seletividade (%)

s 2 ¢ s E_ .
oo SE B 10 IS g3 28 £ 8}
~s E 7 87 Z% % 3% 33
M 12 @) % 5 1] 2 S
o g

H,(2) 20 3 25 100 19 63 3 -
1,0 3 25 74 15 68 9 -

20 1 170 100 46 13 23 15

1,0 1 170 92 47 12 2 36

Limoneno 2,0 1 178 100 47 13 16 21
1,0 1 178 100 53 11 14 24

05 1 178 56 47 3 - 30

40 1 85 1 - -

Cicloexeno 3,0 1 80 100 81 12 - -
20 1 77 13 - -

1,0 1 77 13 - -

Abntes de calenlar seletividade: * desconton-se 1% referente a concentragao inicial de C18:0, ** descontou-se 9% referente a concentragao
inicial de C18:1, C18:2, C18:3.

Com relagdo aos solventes doadores utilizados, supde-se que seja uma

vantagem, até o momento, a utilizacdo do cicloexeno ja que forma prioritariamente

o acido cetoestearico.

Todavia, a formacdao de acido cetoestearico a partitr da CTH do oleo de
ricino, empregando limoneno como doador de hidrogénio, continua sendo bastante

atrativa, visto que este doador apresenta menor toxicidade que o cicloexeno, e os
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produtos de desproporcionagao do limoneno também poderio ser separados.

3.4.4 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A CTH DO OLEO DE
RICINO

Na Hidrogenacao do 6leo de ricino foi possivel constatar que:

— ¢é possivel reduzir as insatura¢es do dleo de ricino, mostrando que esta é uma

técnica viavel para a transformagao de 6leos;

— a utilizagdao de limoneno como solvente doador de hidrogénio na CTH, levou a
producao de cetoestearatos (~50%) em maior quantidade que hidroxiestearatos,
mostrando ser possivel reduzir as insaturagcdes do 6leo de ricino utilizando um

6leo 6leo essencial, ambos matérias-primas de fonte renovavel;

— autilizacdo de cicloexeno como solvente doador de hidrogénio na CTH, levou a

producido de cetoestearatos, com maior seletividade (~80%);

— os métodos de hidrogenacao foram realizados com baixa produgao de residuos
e, em estudos futuros, cabera avaliar a possibilidade de aproveitamento dos
produtos de desproporcionagao, obtidos na CTH, visando a aplicagio do

método otimizado;

— a hidrogenac¢iao do 6leo de ricino empregando H,(g) como fonte de hidrogénio
foi viavel em temperatura e pressio ambientes, tendo maior seletividade para a
producao de hidroxiestearatos (~68%). No entanto, ainda ha a possibilidade de
realizar novos estudos que busquem converter um maior percentual de acido
ricinoléico em acido hidroxiestearico, apesar de a conversao de duplas ja ser

total, nas condi¢coes otimizadas;
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— entre os métodos instrumentais de analise, a GC-MSD foi a mais importante.

3.5 ALCOOLISE ENZIMATICA

A alcodlise enzimatica do oleo de mamona foi realizada conforme o

planejamento experimental apresentado na Tabela XIX do #ew 2.7, pagina 105.

3.51 CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS DE ALCOOLISE
ENZIMATICA

Inicialmente, otimizou-se a analise por GC-MSD dos ésteres etilicos
extraidos das amostras de O6leo submetido a etandlise enzimatica, obtendo-se

cromatogramas como o da Figura 76.
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Figura 76:  Cromatograma do fon seletivo (SIM) dos ésteres etilicos obtidos na

etanolise enzimatica do 6leo de ricino.
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Por este estudo, identificou-se que os produtos obtidos eram os esperados
para a reacdao de etanodlise enzimatica, onde os principais ésteres foram: ricinoleato,

palmitato, estearato, linolenato, linoleato e oleato de etila.

Os produtos foram analisados por HATR-FTIR e por HPLC, sem prévia
purificagdo. Portanto, as amostras eram constituidas de glicerol, ésteres etilicos e o

restante do dleo de partida.

Os espectros no infravermelho permitiram reconhecer os principais
grupamentos quimicos presentes nas amostras, da mesma forma que foi realizado
para a caracterizacao do 6leo puro. Comparando o espectro no infravermelho do
6leo com os dos produtos obtidos na etandlise enzimatica (Figura 77), observa-se
que os espectros apresentam pequenas diferencas na regido de 1000 a 1400 cm™,
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Figura 77:  Espectro no infravermelho de uma amostra de produto da etandlise
enzimatica (vermelho) comparado ao do dleo de ricino comercial (azul).

Para reconhecer melhor a diferencga existente entre os produtos obtidos nos
estudos, fez-se uma analise exploratoria, empregando uma matriz de dados de 45

amostras, e como variaveis as absorbancias obtidas de 4000 a 650 cm™.
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Com este tratamento dos dados foi possivel discriminar as amostras

conforme Figura 78.
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Figura 78:  Grafico bivariado PC1xPC2: Analise exploratéria dos espectros no
infravermelho das amostras obtidas na etandlise enzimatica do 6leo de ricino,
empregando a enzima Lipogyme IM, com relacdo aos estudos E1 a E9.

Nesta analise, observam-se semelhangas entre os produtos obtidos nos
estudos E3 e E7, discriminando os estudos realizados com maior concentracao de
enzima e sem adi¢do de agua, em relacaio aos estudos El, E2, E8 e E9 que

empregaram baixa concentracio de enzima e/ou presenca de dgua.

O estudo exploratério também foi realizado com os espectros no
infravermelho dos produtos obtidos da etandlise enzimatica, empregando a enzima
Novozym 435 (Figura 79). O tratamento quimiométrico dos dados foi realizado a

partir de uma matriz de espectros no infravermelho de 69 amostras.

Constatou-se que, com a segunda enzima testada, utilizando o mesmo
planejamento de reagdes, a PC2 apresenta uma discrimina¢ao de dois grupos: o
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primeiro, E3, E7, E5 e E4 e o segundo, E1, E2, E6, E8 e EO.

pPCc2 Scores
40
noe7-7h
30 -.noe3-5h
noe7-gh 0879 noe7-3h
- noe7-4h
20 noe5-7RES-Gibe3-7h
1ge5-10e5-3 noe3-6h
noe5-8h noc318f noe5-2 noe3-4h
54 1h
10 n%e27r—:g)ne5 noe3-3h noe3-1h
noe /- noe3-2h
noe1-7h noe)-Sh
04 SEPEEY= o Ta V= $2 ¥4
noe1-8h
-104 noe1-6h
noel-2h
noe1-3h
noel-4h noel-1H
207 noe2-5hnoe2-2h
5e2-8pe2-1h
. m@mnoez-ﬁtﬂ
_SOA
noe2-3h
07 PC1
T T T T T T T
-60 -40 -20 0 20 40 60

RESULT1, X-expl: 46%,24%

Figura 79:  Grafico bivariado PC1xPC2: Analise exploratéria dos espectros no
infravermelho das amostras obtidas na etanolise enzimatica do éleo de ricino
empregando a enzima Novogym 435, com relagao aos estudos E1 a E9.

No primeiro conjunto foram agrupados E3, E7 e E5, em cujas reacoes nao
foi adicionada agua, e E4, a qual foi promovida com adi¢io de agua, porém

utilizando uma concentracao maior de enzima.

Como no planejamento experimental, com a temperatura foi controlada a

ol
35, 50 e 65°C, modelaram-se os espectros no infravermelho, classificando as
amostras em relacdo a temperatura. Neste tratamento, nao foi observada uma

discriminacao em relacdo as classes modeladas.

Por outro lado, quando a analise exploratéria foi realizada classificando as
amostras com relacdo a quantidade de enzima empregada na reagdao, confirmaram-
se os resultados encontrados nas Figuras 78 e 79, ou seja, a concentragao de enzima
adicionada no meio reacional foi determinante na discriminacao das amostras
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(Figura 80).
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Figura 80:

Grafico bivariado PC1xPC2: Analise exploratéria dos espectros no
infravermelho das amostras obtidas na etanodlise enzimatica do 6leo de ricino
empregando a enzima Novogym 435, com relagdo a concentracdo de enzima.

Por meio de espectroscopia no infravermelho, também foi possivel validar o

método cromatografico empregado para a quantificacao de ricinoleato de etila no

produto.

Neste caso, os espectros no infravermelho de cada amostra foram

correlacionados com a concentragio de ricinoleato de etila determinada por

cromatografia gasosa.

Utilizou-se o método de regressio por minimos quadrados parciais (PLS),

sendo a concentra¢ao do ricinoleato de etila a variavel dependente, (Figura 81).

Este estudo empregou 6 componentes principais e acumulou 90,8% de informacgao.
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Figura 81:  Representagao grafica da correlagdo da concentragiao de ricinoleato
de etila com os espectros no infravermelho empregando regressao por PLS.

No grafico, observa-se uma boa correlacio (R*=0,9624), o que indica que os
valores encontrados para a analise cromatografica conferem com a composi¢ao
quimica das misturas oriundas das reagdes. Isto é, ambas as técnicas apresentam

semelhante informacao quimica.

Desta forma, conclui-se que, através do estudo quimiométrico dos dados de
GC e de IR, foi possivel confirmar a eficiéncia dos resultados quantitativos obtidos

por GC.

Portanto, a analise exploratoria contribuiu para elucidar que a principal
variavel utilizada no planejamento foi a concentra¢io do biocatalisador e para

ratificar as informagoes obtidas via cromatografia gasosa.

Nas analises por HPLC dos produtos da etandlise, os cromatogramas
apresentaram picos caracteristicos do 6leo de ricino puro (A, B e C), apresentados

na Figura 46 do #tem 3.2.5 e que o principal produto da etandlise foi o ricinoleato de
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etila (D), identificado por comparagao com padrao (Figura 82).

Area

) C
8 10 12 14 16 18
Tempo de retengido (min)

Figura 82: Cromatograma de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do
produto da reagao de etanolise E4-3h realizada com a enzima Lipogyme IM.

Por ressonincia magnética nuclear de 'H e de “C, as anilises foram
realizadas com amostras do estudo E3 realizado com a enzima ILipogyme IM.
Comparando-se os espectros, observa-se que, dependendo do tempo de reacao,
existe o triglicerideo de partida junto ao produto (espectro A) ou sé os produtos da

reagao (espectro B), como foi representado na Figura 83.

Nos espectros, observa-se um quadripleto em 4,0-4,2 ppm, além dos sinais ja
identificados para a triricinoleina (Figura 48 do #em 3.2.6). Este sinal corresponde a

hidrogénios metilénicos (19) da etila ligada ao grupamento éster.

Pela analise dos espectros verifica-se que a conversao da triricinoleina em

ricinoleato de etila praticamente havia se completado em 4h.

No espectro B, também aparece um sinal largo em, aproximadamente 3
ppm referente a hidrogénios do glicerol, que corresponde a aproximadamente 10%

no produto.
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Figura 83:  Espectro de 'H NMR dos produtos das reagdes E3 -1h (A) e E3-
4h(B) realizada com a enzima I.jpogyme IM.
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Por C NMR, observou-se sinais da maioria dos carbonos presentes no 6leo

de partida, e alguns sinais novos que foram identificados, como mostra a Figura 84.
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Figura 84: Espectro de °C NMR dos produtos da reacio E3 -4h.

Cabe salientar que o sinal referente aos carbonos GII e GI (66 e 62 ppm) da
Figura 49 do #em 3.2.6 nio foram observados, confirmando que nio havia mais

triacilglicerol na amostra.

No entanto, entre 176-178 ppm, observa-se um sinal pouco intenso que

pode ser referente a carbonila de acilglicerdis residuais.

Com relagao ao éster formado, observou-se a presenca do CH, do grupo
etila (19) ligado ao grupamento éster em 60ppm e de carbono de carbonila (1) em

174 ppm.
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3.5.2 RENDIMENTO DA ETANOLISE ENZIMATICA

Empregando GC-FID como método de quantificagao por padrio externo,
realizou-se a determinacao da concentragio do ricinoleato de etila produzido

durante a etandlise enzimatica do dleo de ricino com a enzima Lipogyme IM e

Novozym 435, obtendo-se os resultados das Tabelas XXXVI e XXXVII.

TABELA XXXVI -Rendimento da etandlise enzimatica do 6leo de ricino
realizada com a enzima Ijpogyme IM.

TEME’S CONVERSAO EM RICINOLEATO DE ETILA (%)
ESTUDOS™. 1 2 3 4 5 6 7 8
E1L 58 51 65 - 16 - 124 -
E2L ~ 05 - 03 - 0,3 i 0,6
E3L 676 - 89 - S 800 - 760
EAL 45 - 400 - 600 - ~ 580
ESL i i ~ 109 - 101 121 240
E6L i ~ 202 - . 310 - 351
E7L 716 635 518 569 600 749 622 432
ESL S 10 16 49 141 191 219 146
EOL 145 155 294 17,6 105 183 199 287

Observou-se que existem condi¢des de reagdo que eram mais propicias a
producido de ricinoleato de etila a partir do 6leo de ricino, como as condi¢bes dos
estudos E3 e E7 com a enzima Lzpogyme IM, com as quais foi possivel obter de 70 a

80% de conversio da triricinoleina, como mostra a Figura 85.
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Figura 85:  Variacdo do rendimento das reagoes de etandlise enzimatica com a
enzima Lipozyme IM em tuncgao do tempo.

Observou-se na Tabela XXXVII e Figura 86, que com a enzima Novogym
435, nos estudos E3, E4, E5 e E7, houve os maiores valores de conversao, sendo

possivel converter totalmente a triricinoleina em ricinoleato de etila.

Com as duas enzimas, os resultados com o estudo E2 foram semelhantes,
mostrando que, nestas condi¢oes, a conversao da triricinoleina tende a zero. Supoe-
se que este resultado tenha ocorrido devido a baixa concentragiao de enzima e a alta

concentra¢ao de agua no meio.

Todavia, avaliando o tempo de reagao em que foi possivel obter um melhor
resultado, verificou-se que niao sdo necessarias oito horas de reacao para que a
maior conversao seja possivel. Existiram condi¢oes experimentais em que altas

conversoes foram possiveis com 1 hora de reagao.
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TABELA XXXVII - Rendimento da etandlise enzimatica do 6leo de ricino
realizada com a enzima Novogym 435.

TEMPO
(h)

CONVERSAO EM RICINOLEATO DE ETILA (%)

EIN 175 93 166 263 502 339 681 528
E2N 24 10 1,6 1,9 2,1 1,0 1,3 12
E3N 19,0 402 593 489 914 554 665 60,8
E4N 715 321 61,7 421 663 656 484 588
E5N 831 73,1 648 689 782 676 746 742
EGN 292 199 291 234 214 243 266 17,6
E7N 529 787 632 60,8 774 753 1049 88,0
ESN 30,1 - - 16,4 - - - 30,9

E9N 9,3 12,4 24.5 22,9 30,2 17,9 61,5 48,2

Cabe salientar que a conversiao da triricinoleina, utilizando as duas enzimas,
nao apresentou, com rela¢ao ao tempo de rea¢do, um comportamento linear, o que

levou a realizacdao de experimentos visando avaliar a repetibilidade.

A fim de avaliar a repetibilidade da etanodlise enzimatica realizada com as
enzimas Novogym 435 e Lipozyme IM, foram repetidos em triplicata os estudos EIN
e E9L, obtendo-se os dados da Tabela XXXVIII. Nesta Tabela, verificou-se que,
em alguns tempos de reagdo, as diferencas foram mais acentuadas, principalmente

para 6 e 8 horas de reagdo com a enzima Ispogyme IM.
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Figura 86:  Variacdo do rendimento das reacoes de etandlise enzimatica com
enzima Novogym 435 em funcao do tempo.

TABELA XXXVIII - Rendimento das reacbes do estudo E9 realizadas em
triplicata com as enzimas Lipogyme INM e Novogym 435.

TEMPO CONVERSAO EM RICINOLEATO DE ETILA (%)
ESTUDOS (h) 1 2 3 4 5 6 7 8
E9L.-1 16,9 252 258 26,9 23,0 409* 30,5 534*
EIL-2 23,0 258 359 288 18,0 16,5 21,8 125
EIL-3 14,5 1555 294 175 10,5 18,3 19,9 28,7
Média 18,1 222 304 244 172 174 241 20,6
Desvio Padrao 4.4 5,8 5,1 6,0 6,3 - 5,6 -
E9N-1 14,3 9,9 18,6 11,0 131 15,0 31,2 26,1
E9N-2 4,6 17,9 14,0 7,5 19,7 143 23,0 29,9
EI9N-3 8,8 8,2 5,7 33 7,2 4,7* 18,7 20,5
Média 9,3 12,0 128 7,3 13,3 14,7 243 25,5
Desvio Padrao 4,9 51 6,5 39 6,3 - 6,4 4.8

*Valores estatisticamente rejeitados para o calculo da média.
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Nos graficos das Figuras 87 e 88, foi possivel visualizar esta variacao.
Observou-se também que, com a enzima Lzpogyme IM, até 5 horas de reagao, os

valores de conversao tém menor variacao.
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Figura 87:  Variacdo do rendimento das reaces do estudo E9L realizado em
triplicata.

A repetibilidade das reacdes revelou a suscetibilidade do biocatalisador a
pequenas mudancas no meio. As reagdes foram afetadas por alguns fatores, sobre
os quais foi possivel apenas propor que possam estar relacionados a desnaturagao

da enzima e reversibilidade da reacao.

Como as enzimas sao termolabeis, € a0 mesmo tempo em que ocorre a
reacao de etanodlise pode estar ocorrendo a desnaturacao térmica da enzima. Por
isso, em algumas reagoes, pode haver reducao da quantidade de ricinoleato de etila

produzido com relagdo a reagdo com um tempo inferior.

A diferenca entre as conversoes realizadas em triplicata ficaram em uma faixa
de 3 a 6%, o que parece razoavel, ja que se trata de um o6leo que apresenta 89% em

triricinoleina.
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Figura 88:  Variacido do rendimento das rea¢des do estudo E9N realizado em
triplicata.

Como decorréncia destes estudos, constata-se que é promissora a produgao
de biodiesel a partir da etandlise enzimatica do 6leo de ricino, tendo-se como um
primeiro indicativo que a 65°C, 20% de enzima Novogym 435, em proporcdes

estequiométricas entre os substratos e sem adi¢do de agua, a conversao é total.

Destaca-se que, com a biocatalise reduz-se os produtos secundarios obtidos
quando é empregada a catalise basica. Além disso, o emprego de enzimas como
biocatalisadoras na producao de biodiesel, esta totalmente em acordo com os
principios da quimica verde, que sugerem a redu¢do de residuos, o emprego de

processos seguros e a utilizacao de fontes renovaveis.

Neste sentido os biocatalisadores conferem uma melhoria de processo e um
sistema ecologicamente mais correto que o realizado tradicionalmente com o
emprego de NaOH como catalisador, apesar da rapidez e das altas taxas de

conversao obtidas industrialmente.
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3.5.3 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE A ETANOLISE DO OLEO
DE RICINO

Foi possivel constatar que:

— as reagOes de etanodlise, nas condi¢oes estudadas, podem levar a alta conversiao

da triricinoleina em ricinoleato de etila;

— pelos métodos instrumentais utilizados, foi possivel caracterizar o produto das

reacoes de etandlise enzimatica;

— destaca-se o emprego da espectroscopia de infravermelho, a qual permitiu
classificar os estudos realizados com as duas enzimas e validar o método de

quantificacdo dos ésteres por GC/FID;

— a enzima Novogym 435 demonstrou ser mais adequada para a etandlise do 6leo

de ricino;

— a etanodlise enzimatica é um método rapido e produz poucos residuos, sendo

que estes podem ser reutilizados em outros processos;

— ha a necessidade de, em trabalhos futuros, produzir uma quantidade maior de
produtos para que sejam feitas outras analises, direcionadas ao uso deste

produto como biodiesel;

— ha a necessidade de controlar a reprodutibilidade da reagdo de etandlise

enzimatica nas condi¢oes empregadas neste trabalho.
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CONCLUSAO




Ap6s a discussao dos resultados, foi possivel concluir sobre varios aspectos

relacionados a ricinoquimica.

Primeiramente, os 6leos obtidos na extra¢do por prensagem e por solvente,
em todos os aspectos analisados, apresentaram-se similares ao 6leo comercializado.
Assim, comprovando que na regido do Vale do Rio Pardo/RS de onde eram

provenientes as sementes, existem boas perspectivas para a cultura da mamona.

Importante destacar, que, embora o percentual de 6leo extraido possa ser
maior, neste trabalho existem indicativos que demonstram as potencialidades da
cultura e da instalacao de industrias beneficiadoras do griao para produgao de 6leo e

subprodutos.

Quanto ao outro método de extragao utilizado, que foi a extragdo com CO,
a alta pressao, concluiu-se que este nao seria viavel para extracao de 6leos, mas sim
para avaliar a presenca de outros componentes que normalmente nio sao extraidos

por métodos classicos.

Com relacao aos métodos de transformacio do o6leo de ricino, ressalta-se a
versatilidade da CTH, que permite, em pouco tempo, alta conversao e seletividade

na produgao de triacilgliceréis de acido cetoestearico.

Algumas constata¢oes importantes foram realizadas com relagdo a etanolise
enzimatica do 6leo de ricino, no entanto, cabe destacar que, entre as condic¢oes
estudadas, foi possivel alcancar a conversio total da triricinoleina, produzindo o

ricinoleato de etila, que podera ser utilizado principalmente, como biocombustivel.
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Entre os objetivos alcangados, o mais importante talvez tenha sido explorar
as potencialidades relacionadas a extracao e transformacao do oleo de ricino,
abrindo perspectivas para o desenvolvimento regional e para utilizagdo de novas

tecnologias, contribuindo diretamente para o meio ambiente.

Assim, muitos trabalhos poderao ser feitos com base nos resultados obtidos

até este momento, como:
- avaliar a presenca de alcaléides no fruto e folhas de Ricinus commmunis L.,
- quantificar os componentes minoritarios presentes no 6leo de ricino;

- realizar a etandlise enzimatica com o 6leo bruto, reduzindo as etapas de

refino antes da producao dos ésteres;

- realizar a hidrogenacao com H,(g) a temperatura ambiente e a CTH a partir

dos ésteres metilicos dos acidos graxos do 6leo de ricino;

- avaliar o desempenho de outros doadores e/ou sistemas cataliticos na CTH

do 6leo de ricino;

- aplicar a CTH com limoneno como solvente doador de hidrogénio para
outros 6leos vegetais que nao sejam hidroxilados, podendo avaliar a seletividade na

reducao de glicerideos poliinsaturados;

- separar ¢ fracionar os produtos de desproporcionacao do limoneno,

obtidos ap6s a CTH do 6leo de ricino;
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- realizar a extra¢do do 6leo de ricino empregando extracao acelerada por

solvente;

- otimizar a SFE, buscando componentes presentes na casca do fruto de
Ricinus communis ou visando a extracao de 6leo da semente porém com adigao de

co-solventes ou o emprego de outros fluidos;

- e entre outros, avaliar as propriedades do 6leo de ricino extraido com
etanol como solvente, objetivando a substituicao do hexano, atualmente utilizado

pelas industrias.

191



ANEXOS




ANEXO A - FRUTO E SEMENTE DA MAMONA
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ANEXO B — LISTAGEM DOS PRINCIPAIS
PRODUTOS OBTIDOS DO OLEO DE RICINO

ALIMENTACAO

Ester de Oleo de Mamona
Aditivo Redutor de
Viscosidade

Acidos Graxos Conjugados
Triglicerideo de Cadeia Média
Papéis

Antiespumante

Aditivo Impermeabilizante

FARMACEUTICA
Glicerina

Ceras

Oleo de Mamona
Acido Undecilénico
Zinco Undecilenato
Anidrido Enantico
Cilcio Undecilénato
Oleo de Mamona
Hidrogenado

TINTAS E ADESIVOS
Polibis

Glicerina

Acido Dimérico
Poliamidas

Resinas Alquidicas

Acido Ricinoléico

Agente Tixotropico

Oleo de Mamona — Todas
Graduacgoes

Aditivo Umidificante e
Dispersante

Oleo de Mamona Desidratado
Acido Graxo DCO
Water-thinnable Resins

QUIMICA TEXTIL
Surfactantes
Agente Umidificante de
Pigmento
Auxiliar Para Matéria Prima

PLASTICOS &
BORRACHA
Agente Agregante
Apoio de Processos
Massa de Moldar
Polidis

ELECTRONICOS &
TELECOMUNIC.
Sistema de Poliuretano
Resina de Poliamida
Oleo de Mamona
Ester de Oleo de Mamona
Polibis
Ceras para Geléia de Cabos
Fluido Capacitor

LUBRIFICANTES
Acido Dimérico

Acido Ricinoléico

Ester de Oleo de Mamona

Oleo de Mamona Soprado
Acido Heptanoico

Sais Metalicos

Oleo de Mamona
Hidrogenado

Hydroxy amide waxes

Acido hidroxiesterico
Metil hidroxiestearato
Inibidores de Corrosio
Acido Sebiécico

Polyol esters

COSMETICOS

Oleo de Mamona
Emulsificante

Ester de Oleo de Mamona
Acido Undecilénico
Desodorante

Cera de Mamona
Triglicéride de Cadeia
Média

PERFUMARIA
Heptaldeido

Acido Heptanoéico
Acido Undecilénico
Aldeido Undecilénico
Alcool Heptilico
Heptanoato de etila
Acetato Heptilico
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ANEXO C - FOTOGRAFIAS DO PLANTIO DE
MAMONA NO VALE DO RIO PARDO
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ANEXO D - FOTOGRAFIAS DA ETAPA DE
EXTRACAO POR PRENSAGEM
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ANEXO E — DIAGRAMA DE DEPENDENCIA DA
DENSIDADE DE CO,COMPET.
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ANEXO F - ESPECTROS DE MASSAS DOS

COMPOSTOS EXTRAIDOS POR CO, A ALTA
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