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RESUMO

A candeia (Eremanthus erythropappus) é uma arvore nativa da Mata Atlantica da
qual se extrai um 6leo essencial com elevada concentracdo do sesquiterpeno
a-bisabolol, principio ativo de grande aplicacdo nas industrias de cosméticos e
farmacéutica devido as suas propriedades anti-inflamatéria, antiespasmaodica,
sedativa, antialérgica, anti-irritante, cicatrizante e vermifuga. A obtencdo deste
0leo em escala industrial é realizada pelo processo de destilacdo por arraste a
vapor, com elevado tempo de extracdo, além da degradacdo de compostos
termossensiveis. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
qualidade dos oOleos da madeira de candeia, obtidos por métodos néo
convencionais de extragdo (tecnologia supercritica com diéxido de carbono e
cossolventes, liquidos pressurizados e solvente assistido por ultrassom), em
termos de rendimento, teor de a-bisabolol e atividade antioxidante. Ainda, avaliar
a re-extracdo do 6leo do residuo industrial. As extracbes foram realizadas com
CO, nas temperaturas de 40, 55 e 70 °C e pressdes de 160, 200 e 240 bar, com
vazdo massica de solvente de 1,96 x 10™ kg min™ e tempo total de 120 minutos.
O maior rendimento obtido para o 6leo da candeia nas extragdes supercriticas foi
de 1,42 % e de 0,41 % para o residuo, ambos em 70 °C e 240 bar, condicdo

selecionada para os experimentos com cossolventes. Os solventes etanol e
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acetato de etila foram utilizados nas concentracdes de 1, 3 e 5 % (v/v) junto ao
CO,, proporcionando rendimentos de até 2,35 %. As extracfes Soxhlet (360 min)
e com liquidos pressurizados (40, 55 e 70 °C; 100 bar e 20 min) evidenciaram a
afinidade dos compostos por solventes polares e o efeito positivo da temperatura
sobre o rendimento, de 0,53 a 7,23 %. Um planejamento Box-Behnken foi
empregado para avaliar efeitos da temperatura (40, 50 e 60 °C), razdo volume de
n-hexano/massa de madeira (10, 15 e 20 mL g™) e poténcia ultrassdnica nominal
do equipamento (150, 300 e 450 W) sobre rendimento em 6leo, obtendo-se, em
7 minutos de extracdo, até 83 % do rendimento obtido na técnica convencional
em Soxhlet (1,57 %), com volume de solvente 2,5 vezes menor. Os compostos
majoritarios identificados no 6leo da candeia foram os sesquiterpenos a-bisabolol,
eremantina e costunolida, e o conteado do a-bisabolol no 6leo foi favorecido pela
menor densidade do CO, supercritico, sendo de até 74,5 % para a madeira de
candeia e 50,6 % para o residuo, ambos extraidos na condicdo de 70 °C e
160 bar. A adicdo dos cossolventes etanol e acetato de etila ao CO, elevou o
rendimento de a-bisabolol em até 41 %. Também aumentaram a quantidade de
fendlicos totais no 6leo e, consequentemente, sua capacidade antioxidante. O
fracionamento do 6leo por cromatografia em coluna foi eficiente para o isolamento
do a-bisabolol. No entanto, diferentemente do 6leo da madeira de candeia, este
composto nao foi efetivo na inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus.
Em relacdo as cinéticas das extracfes supercriticas, o0 modelo matematico de
Sovova se ajustou aos dados experimentais em todas as condi¢fes utilizadas.

Palavras-chave: Candeia, residuo industrial, extragdo supercritica, cossolventes,
extracdo com liquidos pressurizados, extracdo assistida por ultrassom,

a-bisabolol.
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ABSTRACT

Candeia (Eremanthus erythropappus) is a native species of the Brazilian Atlantic
forest from which an essential oil with high concentration of sesquiterpene
a-bisabolol is extracted. a-Bisabolol is an active principle of important application
in the cosmetic and pharmaceutical industries due to its anti-inflammatory,
antispasmodic, sedative, antiallergic, anti-irritant, cicatrizant and vermifugal
properties. Steam distillation is the most common method used to obtain this oil,
with requires long periods of time extraction besides the degradation of
thermosensitive compounds. Within this context, the aim of this study was to
evaluate the quality of the candeia wood oils obtained by non-conventional
methods of extraction (supercritical technology by using carbon dioxide and
cosolvents, pressurized liquid and ultrasound-assisted extraction), in terms of oil
yield, bisabolol content and antioxidant activity. In addition, the oil re-extraction
from the industrial residue was also evaluated. The extractions were carried out
with CO, at temperatures of 40, 55 and 70 °C and pressures of 160, 200 and
240 bar, with a solvent mass flow rate of 1.96 x 10~ kg min™* and 120 min of total
extraction. The highest extraction yield obtained was 1.42 wt% for the candeia
wood and 0.41 wt% for the residue, both at 70 °C and 240 bar, and this condition
was selected to perform the extractions using cosolvents. Ethanol and ethyl
acetate were added to supercritical CO, at concentrations of 1, 3 and 5 % (v/v),

obtaining up to 2.35 wt% of yield. The Soxhlet (360 min) and pressurized liquid
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(40, 55 and 70 °C; 100 bar and 20 min) extractions showed the affinity of the
candeia compounds for polar solvents and the positive effect of the temperature
on the yield, which varied from 0.53 to 7.23 wt%. A Box-Benhken design was
employed to evaluate the effect of the variables temperature (40, 50 and 60 °C),
n-hexane volume to wood mass (10, 15 and 20 mL g™*) and nominal power (150,
300 and 450 W) on the vyield of ultrasound-assisted extractions, obtaining in
7 minutes of extraction, up to 83% of the yield obtained in the conventional
technique in Soxhlet (1.57 wt%), with a solvent volume 2.5 times smaller. The
major compounds identified in the candeia oil were the sesquiterpenes a-bisabolol,
eremanthin and costunolide, and the a-bisabolol content in the oil is favored by the
lowest CO, density, with 74.45 % being obtained for the candeia wood and
50.62 % for the residue, in both cases in oil extracted at 70 °C and 160 bar. The
addition of ethanol and ethyl acetate cosolvents to CO; increased the a-bisabolol
yield by 41 %. Also, the cosolvents increased the amount of total phenolic content
in the oil, and consequently, its antioxidant capacity. The oil fractionation by
column chromatography was efficient for a-bisabolol isolation. However, unlike the
candeia wood oil, this compound was not effective in inhibiting the Staphylococcus
aureus growth. In relation to the supercritical extractions, the Sovova mathematical
model presented a good adjustment to the experimental data for all the conditions

used.

Keywords: Candeia wood, industrial residue, supercritical extraction, cosolvents,

pressurized liquid extraction, ultrasound-assisted extraction, a-bisabolol.
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1 INTRODUCAO

Eremanthus erythropappus, conhecida como candeia, € uma espécie
nativa da Mata Atlantica brasileira, pertencente a familia Asteraceae. Devido a
sua elevada durabilidade e resisténcia, a madeira de candeia é utilizada como
mMoirdo para cercar terrenos, mas sua principal aplicacdo é na producéo de éleo
essencial (LONGHI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009).

O dleo essencial extraido da madeira tem como principal componente, até
85 % (SOUZA et al., 2008), o (-)-a-bisabolol (C15H260), um alcool sesquiterpénico
opticamente ativo com propriedades antiflogisticas, antibacterianas, antimicoticas,
dermatolégicas e antiespasmaodicas (SOUSA et, 2008; KAMATOU et al., 2010). A
producao brasileira de a-bisabolol é enviada, quase que em sua totalidade, para o
mercado externo, que consome em torno de 100 toneladas do sesquiterpeno
nacional por ano, sendo este destinado principalmente para fabricantes de
cosmeéticos e medicamentos (ADEODATO, 2015).

O valor comercial do Oleo essencial de candeia, juntamente com as
inconveniéncias contidas no processo tradicional de extragdo por arraste a vapor
utilizado pelas destilarias, tais como, longo tempo de extracao, altas temperaturas
de operacdo, degradacdo de compostos termicamente labeis e recuperacéo
incompleta do 6leo (DANH et al., 2009), justifica a utilizacdo de tecnologias que

possibilitem a extracdo deste 6leo sem perdas de qualidade.

Dentre essas técnicas, a extracdo supercritica mostra-se bastante
promissora por proporcionar rendimentos satisfatérios, extratos isentos de
solventes e sem alteracbes em suas propriedades (SPARKS et al.,, 2006;
REVERCHON & MARCO, 2006). O diéxido de carbono (CO,), fluido mais
empregado, ndo deixa residuos nos produtos, possui ponto critico relativamente
baixo (31 °C e 72,8 bar), tem alta disponibilidade, baixo custo e ndo degrada o
meio ambiente (POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007; DANH et al.,
20009).

A extracdo do o6leo de candeia empregando CO, supercritico ja foi
estudada em outros trabalhos (SOUZA et al., 2008; RIBAS et al.,, 2014) e os

resultados mostraram que a tecnologia é vantajosa para este fim, obtendo-se
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elevados rendimentos em termos de 6leo (0,30 a 2,4 %) e do sesquiterpeno
a-bisabolol (1,12 a 17,76 Gabisabolol Kdmadeira ') €M comparacdo com os obtidos pela
técnica convencional de destilacdo, 0,14 a 1,05 % de rendimento e de 1,02 a
6,28 g de a-bisabolol por kg de madeira (GALDINO et al., 2006; MORI et al.,
2009; SILVERIO et al., 2013).

As técnicas de extracdo com liquidos pressurizados e solventes assistidos
por ultrassom também sado atrativas na obtencdo de compostos bioativos de
matrizes naturais, com reducéo do tempo de extracdo e consumo de solventes. O
uso do ultrassom evita alguns dos inconvenientes das técnicas convencionais,
como a perda e degradacdo dos compostos termossensiveis, pois permite operar
em niveis brandos de temperatura, com rendimentos de extracdo similares, ou até
mesmo superiores, aos obtidos pelos métodos convencionais (TIWARI, 2015;
CHEMAT et al., 2017; VINATORU et al., 2017).

Dentro deste contexto, 0 presente projeto de pesquisa visa investigar
diferentes métodos de extracdo do 6leo de candeia: CO, supercritico, mistura de
CO, e cossolventes, liquidos pressurizados e solvente assistido por ultrassom,
bem como avaliar o conteudo de a-bisabolol, composi¢do quimica e capacidade
antioxidante, além da atividade antimicrobiana do 6leo e do a-bisabolol obtido por
cromatografia em coluna. Também, avaliar a re-extragcdo em meio supercritico do
residuo industrial (material que sobra da extracao por arraste a vapor), visto que

este € um material sem valor agregado destinado para as caldeiras das

destilarias.



2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é avaliar diferentes técnicas de extracao

nao convencionais do 6leo da madeira de candeia: CO, supercritico, mistura de

CO, com os cossolventes etanol e acetato de etila, liquidos pressurizados e

solvente assistido por ultrassom, com o intuito de se obter um 6leo rico em

a-bisabolol. Outro objetivo do projeto é avaliar a tecnologia supercritica na

recuperacado de 6leo do residuo industrial (madeira ap6s o processo de extracao

em escala industrial).

2.1

Objetivos Especificos

Extracdo do 6leo da madeira de candeia com CO; supercritico e avaliacdo
dos efeitos da temperatura e pressao na solubilidade e no rendimento;
Andlise dos rendimentos da extracao supercritica utilizando como matéria-
prima o residuo industrial (material que sobra da extracdo do 6leo pela
destilaria);

Avaliacdo da eficiencia do dioxido de carbono e da adicdo dos
cossolventes (etanol e acetato de etila) na extracdo do 6leo da madeira de
candeia;

Avaliacdo do efeito da temperatura na extragdo do Oleo de candeia com 0s
solventes de diferentes polaridades (etanol, acetato de etila e n-hexano)
pressurizados;

Avaliacdo dos efeitos das variaveis: temperatura, razdo volume de
solvente/massa de madeira e poténcia na extragdo assistida por ultrassom;
Fracionamento do d6leo de candeia e isolamento do a-bisabolol por
cromatografia em coluna;

Caracterizacao quimica dos 0Oleos por cromatografia gasosa e liquida;
Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos;

Determinagdo da atividade antibacteriana do Oleo de candeia e do
a-bisabolol;

Modelagem matemética da cinética de extragdo supercritica.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Candeia (Eremanthus erythropappus): caracteristicas e usos

A candeia (Eremanthus erythropappus DC. Macleish) € uma arvore
pertencente a familia Asteraceae (Compositae), uma das maiores dentre as
angiospermas, que compreende cerca de 1600 géneros e 23000 espécies
(ANDENBERG et al, 2007). No Brasil, a familia est4 representada por
aproximadamente 271 géneros e 1965 espécies (FORZZA et al., 2010). No
género nativo Eremanthus estédo incluidas as 24 espécies aceitas de arvores e
arbustos conhecidas como “candeias”, sendo as espécies Eremanthus
erythropappus e Eremanthus incanus as de maior ocorréncia e importancia
econbmica (RIBEIRO et al., 2010). A primeira utilizada como moirdes para cercar
terrenos, mas principalmente na producdo de Oleo essencial, e a segunda

apenas para moirges.

A espécie ocorre na Ameérica do Sul, encontrada no Brasil, no nordeste da
Argentina e no norte e leste do Paraguai (CARVALHO, 1994). No Brasil, a
candeia estd distribuida, principalmente, no centro-oeste (Goias e Distrito
Federal) e sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro).
Em Minas Gerais os candeais formam uma ampla faixa do nordeste ao sul e
seguem ao sentido oeste do estado (LONGHI et al., 2009), abrangendo 457
municipios, o que corresponde a 34,4 % do estado (CAMOLESI et al., 2010).

Considerada invasora de campos, a candeia se desenvolve em solos
rasos e pouco férteis, principalmente, em campos abertos de altitude entre 400 e
2200 m (SCOLFORO et al., 2012), ou seja, em locais nos quais seria dificil a
implantacdo de culturas agricolas ou mesmo, a implantacdo de alguma outra
espécie florestal. A altura da arvore candeia varia de 2 a 10 m, com diametro de
até 35 cm (SCOLFORO et al., 2008), embora a altura e diametro de um candeal

seja, em média, de 6 a 7 m e 15 cm, respectivamente (SCOLFORO et al., 2012).

A é&rvore, Figura 3.1, possui fuste irregular e copa ampla (MORI et al.,
2010). O tronco possui a casca grossa e cheia de fendas no fuste; nos galhos

mais novos, a casca torna-se menos rustica. Sua madeira é dura e resistente, de
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coloracdo branca ou acinzentada e de cheiro caracteristico, devido a presenca
de 6leo essencial (MORI, 2008). As folhas tem coloracdo verde na parte superior
e na parte inferior sdo esbranquicadas e aveludadas (DUTRA et al., 2010).
Apresentam flores hermafroditas dispostas em inflorescéncias, de cor roxa e com
grandes quantidades de polen viavel e néctar, atrativos as abelhas (VIEIRA et al.,
2012) e seu fruto é do tipo cipsela, com superficie cilindrica e dez arestas, de cor
parda-escura, com aproximadamente 2 mm de comprimento (SCOLFORO et al.,
2012).

Figura 3.1 — Candeia (Eremanthus erythropappus) (SCOLFORO et al., 2012)

A candeia possui multiplos usos. Antigamente, sua madeira era empregada
na construcdo naval, construgcdo de canoas, lenha e postes. Atualmente, os
principais produtos obtidos da candeia sdo moires para cercas e seu Oleo
essencial, que apresenta altos teores do sesquiterpeno a-bisabolol (LONGHI et
al., 2009). Segundo SCOLFORO et al. (2012), os moirbes destinados a
construcéo de cercas sdo os de didmetro entre 7 e 15 cm, enquanto os maiores
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sdo empregados em galpdes e currais. As pecas de maior diametro também s&o
as que possuem maior quantidade de oOleo essencial, sendo estas também

destinadas as industrias.

Devido ao alto potencial econdmico, a candeia foi explorada de forma
predatéria e desordenada desde os anos 80, até que, no ano de 2000, um
importante jornal do Rio de Janeiro denunciou a “mafia da candeia”’, uma rede
clandestina de madeireiros e empresarios que atuavam no corte indiscriminado da
candeia, inclusive dentro de parques estaduais em Minas Gerais (DONADELLI,
2012). A partir dai, solicitado pelo Ministério do Meio Ambiente, a Universidade
Federal de Lavras desenvolveu o “Projeto Candeias”, considerado o maior estudo
de manejo sustentavel de uma planta nativa, resultando na primeira legislacéo de
uma arvore brasileira (RODRIGUES et al., 2011).

No Brasil, sdo sete industrias (Tabela 3.1) que extraem o 6leo essencial de
candeia: duas em S&o Paulo, trés em Minas Gerais, uma no Parana e uma na
Bahia, apresentando uma producdo anual estimada em cerca de 170 mil quilos
(MORI, 2008), que é destinada, em grande parte, para 0s paises europeus. As
destilarias brasileiras exportam o 6leo essencial para esses paises pelo preco de,
em média, R$ 70,00 por quilo, que por sua vez, refinam o éleo e o vende a
R$ 230,00 (VEIGA, 2013).

Tabela 3.1 - Industrias que extraem o 6leo essencial de candeia e/ou a-bisabolol
natural (SCOLFORO et al., 2012).

Empresa Estado

Citréleo oOleos essenciais industria e

comeércio Ltda.* Sdo Paulo
Citrosul** Minas Gerais
Citroflora Ltda.** Minas Gerais
Citroflora Ltda.** Bahia
Atina* Minas Gerais
Purita oleos e§se_nciais indUstria e S50 Paulo
comeércio Ltda.*
Destilaria Maripa — Oleos essenciais** Parana

* producao de 6leo essencial de candeia e a-bisabolol natural.
** producao de Oleo essencial de candeia.



Como mostrado na Tabela 3.1, a destilagdo do Oleo essencial bruto para
obter o a-bisabolol natural é realizada por duas industrias situadas no estado de
Sé&o Paulo e uma situada em Minas Gerais (SCOLFORO et al., 2012).

3.2 Oleo essencial

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis
liquidas, lipofilicas e, geralmente odoriferas, que podem ser sintetizadas nos
diferentes 6rgdos das plantas aroméaticas, tais como nas flores, botbes, madeira,
raizes, cascas, sementes, frutos e folhas, rizoma e raizes (TONGNUANCHAN &
BENJAKUL, 2014). Desempenham varias funcdes de protecédo das plantas contra
o0 atague de microrganismos e predadores herbivoros, bem como podem atrair
insetos para dispersdo de poélen e sementes ou repelir outros indesejaveis
(BAKKALI et al., 2008).

Apenas 10 % das espécies de plantas contém 6leos essenciais e, devido a
sua pequena fracdo na composicdo vegetal (geralmente menor que 5 % do
material seco), sdo consideradas substancias raras e valiosas (EL ASBAHANI et
al., 2015), com aplicabilidade nas industrias farmacéutica, alimenticia e de
perfumaria, geralmente como agentes aromatizantes (BURT, 2004). As
propriedades biolégicas destes compostos volateis, tais como, anticancerigena,
antinociceptivo, antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatoria, imunomoduladora e
antioxidante, justificam seu uso na area medicinal (TEIXEIRA et al., 2013; RAUT
& KARUPPAYIL, 2014).

A formacéo do 6leo essencial esta relacionada ao metabolismo secundario
das plantas, ou seja, esta incluido na classe de compostos organicos produzidos
pelos vegetais que ndo possuem acgao direta em seus processos vitais, tais como:
fotossintese, respiracédo, transporte de solutos, sintese de proteinas, carboidratos,
proteinas e lipidios, assimilacdo de nutrientes, entre outras (TAIZ & ZEIGER,
2004). Esses liquidos aromaticos sdo biossintetizados e armazenados nas
glandulas secretoras, localizadas na superficie da planta (papilas epidérmicas e

tricomas glandulares), em oOrgaos internos da mesma (canais e bolsas



secretoras), ou no citoplasma de células secretoras de um ou mais érgaos da
planta (SVOBODA & GREENAWAY, 2003, BURT, 2004; BAKKALI et al., 2008).

Sua composicdo €, em geral, formada por hidrocarbonetos (monoterpenos
e sesquiterpenos) e compostos aromaticos, como alcoois, aldeidos, cetonas,
fendis, 6xidos, lactonas, éteres e ésteres, e a combinacdo de todos esses
componentes de baixo peso molecular confere o seu aroma caracteristico
(POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007, BAKKALI et al., 2008).

Os terpenos constituem a classe mais comum de compostos quimicos
presentes nos 0leos essenciais (EDRIS, 2007). Sua estrutura esta baseada em
um numero definido de unidades de isopreno (molécula com cinco atomos de
carbono), sendo os monoterpenos constituidos de duas unidades de isopreno
(dez atomos de carbono, CjoHis) € 0s sesquiterpenos, como o a-bisabolol
presente no Oleo essencial de candeia, formados por trés unidades da molécula
(quinze atomos de carbono, CisH.4).

3.2.1 a-Bisabolol

O (-)-a-bisabolol, (-)-6-Metil-2-(4-metil-3-ciclohexen-1-il)-5-hepten-2-ol,
também conhecido por levomenol, € um alcool sesquiterpénico monociclico com
formula quimica CisHzsO. E um liquido incolor com um fraco odor floral,
densidade relativamente baixa (0,93 g mL™) e ponto de ebulicdo de 153 °C a
12 mmHg (PERBELLINI et al., 2004).

O o-bisabolol pode ser encontrado sob quatro estereoisdmeros
(Figura 3.2): (-)-a-bisaboloal, (-)-epi-a-bisabolol, (+)-a-bisabolol e
(+)-epi-a-bisabolol, que se distinguem devido as suas diferentes rotacfes oticas
(BRUNKE & HAMMERSCHMIDT, 1985). O enantiomero (+)-a-bisabolol é raro na
natureza, encontrado como principal composto do Oleo essencial do botdo de
Populus balsamifera (PIOCHON-GAUTHIER et al., 2014) e do 6leo de
Cymbopogon flexuosus, até 39,8 % (THAPPA & AGARWAL, 1989). Desta forma,
o termo a-bisabolol é geralmente utilizado para o enantibmero (-)-a-bisabolol,
sendo este 0 mais comum e possui diversas atividades biolégicas (KAMATOU &

VILJOEN, 2010). Esta nomenclatura também foi adotada neste trabalho.



(—)-o-Bisabolol (—)-epi-o-Bisabolol {+)-c-Bisabolol (+)-epi-c-Bisabolol

Figura 3.2 — Formas enantiométricas do (-)-a-bisabolol (KAMATOU & VILJOEN,
2010).

O sesquiterpeno a-bisabolol foi isolado pela primeira vez por Sorm e
colaboradores em 1951, a partir do 6leo das flores da camomila Matricaria
chamomilla (SORM et al., 1951), representando até 50 % da composicdo do 6leo
(ISAAC, 1979). Posteriormente, foi verificado que o a-bisabolol presente no 6leo
essencial da madeira de candeia (Eremanthus erytropappus) era idéntico ao da
Matricaria chamomilla (FLASKAMP et al., 1981), sendo constituido de até 85 %
do sesquiterpeno (SOUZA et al., 2008).

O a-bisabolol também €é um dos principais constituintes dos 6leos
essenciais de Salvia runcinata (>65 %) e Salvia stenophylla, até 46,5 %,
(KAMATOU et al., 2008), Zanthoxylum tingoassuiba, 11,60 % (DETONI et al.,
2009), Smyrniopsis aucheri, 19,9 % (FARIDI et al., 2008), Stachys obtusicrena,
23,5 % (MASOUDI et al., 2012), Myrcia aff fosteri, 19,2 % (TENORIO et al., 2011),

Plinia cerrocampanensis, 42,8 % (VILA et al., 2010), entre outros.

Devido a sua baixa toxicidade, com dose letal LDsp oral aguda em ratos e
camundongos em torno de 15 mL kg* (ANDERSEN, 1999), o a-bisabolol foi
considerado pelo 6rgdo governamental Food and Drug Administration (FDA) dos
Estados como um ingrediente ativo seguro nos produtos comerciais (KAMATOU &
VILJOEN, 2010). E empregado em cosméticos decorativos, fragrancias finas,
xampus e outros artigos de higiene. Também € usado em produtos de limpeza
domeéstica e em formulacdes farmacéuticas (MADHAVAN, 1999; BATHIA et al.,
2008; PIOCHON et al., 2009). A principal aplicacdo do a-bisabolol no setor
farmacéutico estd relacionada as suas propriedades anti-inflamatoria,

antiespasmadica, sedativa, antialérgica e vermifuga (SOUSA et al., 2008).



No Brasil, as duas destilarias que realizam a destilacdo do 6leo essencial
de candeia para obter o a-bisabolol, comercializam o produto por um preco que
varia de US$ 90,00 a US$ 100,00 o quilo (SCOLFORO et al., 2012). Cerca de
80 % da producéo brasileira do sesquiterpeno é destinada ao mercado externo.
Em 2005, estima-se que foram exportados 61308 kg de a-bisabolol (CLARK et al.,
2011), sendo atualmente requeridas 100 toneladas pelas distribuidoras
internacionais, que o repassam para os grandes fabricantes de cosméticos e
medicamentos (ADEODATO et al., 2015).

O a-bisabolol natural pode ser substituido pelo sintético, obtido por um
método patenteado a partir dos sesquiterpenos farnesol ou nerolidol. Neste
meétodo, o farnesol € transformado junto com uma mistura de cetona, acido
sulfénico e outro acido forte adicional e precisa ser purificado, apresentando a
desvantagem de conter tracos de farnesol (0,5 %) mesmo apds a purificacdo
(SPIEGEL, 2012). Outra desvantagem é a presenca dos estereoisbmeros
indesejaveis (+)-a-bisabolol e (+/-)-epi-a-bisabolol (SON et al., 2014). Enquanto o
produto natural possui 95 % de teor minimo do isémero ativo (-)-a-bisabolol, o
sesquiterpeno sintético possui somente cerca de 42,5 %, sendo requerido um
processo adicional de purificagdo para se alcancar uma alta pureza no composto
de interesse (SCOLFORO et al., 2012).

3.3 Meétodos de extracdo de 6leo essencial

Os Oleos essenciais podem ser obtidos de diferentes partes das mais
diversas plantas. O método empregado na extracdo depende, normalmente, das
caracteristicas do material vegetal e da aplicacdo do 6leo. Um procedimento
inadequado de extracdo pode causar danos ou alteracdo quimica do Oleo
essencial, resultando na perda de bioatividade e de suas caracteristicas naturais
ou ainda, perda de coloracdo ou odor e alteragbes fisicas, como aumento da
viscosidade (TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014).

Embora a extracdo de Oleos essenciais por destilacdo seja a mais
empregada, o desenvolvimento de novas técnicas de separacdo para as

industrias quimica, de alimentos e farmacéutica tém recebido muita atengc@o nos
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altimos anos (BOUSBIA et al., 2009), levando ao surgimento de processos mais
eficientes, com reducdo no tempo de extracdo e consumo de energia, aumento no
rendimento e qualidade dos produto obtidos (EL ASBAHANI et al., 2015). Dentre
as tecnologias emergentes, destacam-se a extracdo supercritica, com liquidos
pressurizados e a extracdo assistida por ultrassom (FLAMINI et al., 2007,
POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007; CRAVOTTO et al, 2008;
KHODDAMI & WILKES, 2013).

3.3.1 Destilacéo

A extracdo por destilacdo € o processo mais tradicional e simples para a
obtencéo de 6leos essenciais e consiste, basicamente, na evaporacédo do liquido
volatil seguida de sua condensacao. Neste tipo de extracdo, o material vegetal
pode ficar imerso na agua, técnica conhecida como hidrodestilacdo, ou em

contato com o vapor, destilacao por arraste de vapor (DIMA & DIMA, 2015).

Na hidrodestilagdo, o principio da extracdo se baseia na destilacdo
azeotrdpica. Durante o aquecimento a pressdo atmosférica, as moléculas de agua
e de 6leo essencial formam uma mistura heterogénea que atinge a temperatura
de ebulicdo abaixo de 100 °C, e a mistura é destilada simultaneamente (EL
ASBAHANI et al., 2015). Devido a imiscibilidade da agua com a maioria das
moléculas terpénicas dos 6leos essenciais e diferenca de densidade entre ambos,

apos a condensacao, o 0leo essencial pode ser recuperado.

E um método simples e facil que apresenta a vantagem de permitir a
destilacdo do Oleo essencial a uma temperatura abaixo da temperatura de
ebulicdo dos seus componentes (TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014). No
entanto, a hidrodestilacdo apresenta varios inconvenientes, tais como: longo
tempo de extracdo, alta suscetibilidade as alteracdes quimicas das moléculas
pelo contato prolongado com a agua fervente (REYES-JURADO et al., 2014),
perda de compostos polares solUveis em agua, como por exemplo os fendis, que
ndo sado completamente recuperados com a destilacdo (RANJITHA &
VIJIYALAKSHMI, 2014), e extragdo incompleta do 6leo (DANH et al., 2009).
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No processo por arraste a vapor, o vapor produzido na caldeira é
encaminhado para passar através da matéria-prima. O calor aplicado causa o
rompimento da estrutura celular da planta, liberando o 6leo essencial.
Similarmente a hidrodestilacdo, o vapor contendo os compostos extraidos é
condensado para a recuperacdo do 6leo essencial (REYES-JURADO et al.,
2014). Embora apresente desvantagens, tais como, perda de compostos volateis
pela degradacéao térmica, longos tempos de extracdo e alto consumo de energia,
este é 0 processo mais empregado na extracdo de 6leos essenciais (BOZOVIC et
al.,, 2017) devido a simplicidade da tecnologia, baixo investimento e alta

capacidade de processamento (CERPA et al., 2008).

O processo industrial de extracdo do 6leo de candeia € por arraste a vapor,
sendo este descrito por LONGHI et al. (2009) e SCOLFORO et al. (2012).
Inicialmente, a madeira € irrigada antes de ser enviada ao picador, o que reduz o
atrito entre as facas do equipamento e a madeira. Os cavacos de candeia sdo
colocados nos reatores (autoclaves ou dornas) e vapor d’agua é injetado pela sua
parte inferior. O vapor com o 6leo essencial é coletado por uma tubulacdo na
parte superior da dorna, que conduz essa mistura para o condensador e, entdo, o
Oleo é separado da agua por diferenca de densidade. A duragdo do processo € de

8 horas.

LONGHI et al. (2009) relatam que, apds a obtencao do 6leo essencial, o
mesmo € neutralizado com uma solucéo alcalina e destilado sob vacuo durante
40 horas. Desse processo, 95 % do produto € o sesquiterpeno a-bisabolol, que é
acondicionado para ser exportado e o restante € denominado de resina. Segundo

0S autores, essa resina pode ser empregada para o tratamento de madeiras.

O residuo da candeia, cavacos apds a extracdo do 6leo, embora seja
empregado, em parte, nas caldeiras da destilaria (SANTOS et al., 2008), grande
quantidade do material fica armazenada no patio da industria, gerando problemas
de armazenamento e contaminagdo do meio ambiente. Assim, estudos visando a
aplicacdo deste material tém sido relatados. SANTOS et al. (2008) e
SANTOS et al. (2009) tiveram resultados positivos com a adi¢gdo do residuo na
producdo de chapas de madeira aglomerada e de painéis cimento-madeira,
respectivamente. RESENDE et al. (2010) e BORGES et al. (2015) verificaram

eficiéncia de seu carvao ativado na adsorgéo de certas moléculas organicas.
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3.3.2 Extracdo com fluido no estado supercritico

A extracdo com fluido supercritico € uma técnica considerada promissora
para a obtencdo de 6leo essencial (WANG, 2008). E um método geralmente mais
rapido, mais seletivo e ambientalmente correto quando comparado as técnicas
tradicionais de extracdo (MENDIOLA et al., 2007). A facilidade do aumento do
poder de solvatacdo do fluido pelo simples ajuste das condi¢cdes operacionais
torna essa tecnologia vantajosa na recuperacdo seletiva das substancias de
interesse (IBANEZ et al., 2016).

7z

Um componente puro € considerado um fluido supercritico quando sua
temperatura e pressdo sdo superiores aos seus valores criticos, T, e P,
respectivamente. O ponto critico, como mostrado na Figura 3.3, € caracterizado
pela mais alta temperatura em que um gas pode ser liquefeito pelo aumento da
pressao e pela mais alta pressdo em que um liquido pode ser convertido em gas
pelo aumento da temperatura (BRUNNER, 2005).

A
LiQuiDo ]
COMPRIMIDO : SUPERCRITICO
S
: Ponto
SOLIDO . | critico
o LIQUIDO i
L
w)
(7]
]
74
o
' >
TEMPERATURA T

Figura 3.3 — Diagrama de fases para substancia pura (Adaptado de SMITH, VAN
NESS & ABBOTT, 2007).
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No estado supercritico o fluido apresenta-se em uma Unica fase, com
propriedades similares tanto as de liquidos quanto de gases. Apresenta
densidade proxima a de liquidos, e, portanto, poder de solvatacao similar. Por
outro lado, sua viscosidade e tensdo superficial proxima a de gases, bem como
difusividade relativamente alta (cerca de duas ordens de grandeza maior que de
liguidos comuns), fortalecem suas propriedades de transporte, podendo difundir-
se facilmente em matrizes solidas (HERRERO et al., 2006), e, portanto, favoravel

de ser empregado na extracdo a partir de plantas.

A extracdo supercritica de matrizes solidas consiste basicamente de duas
etapas: extracdo e separacdo do extrato do solvente (BRUNNER, 1994). As
particulas do material sélido do qual se deseja extrair € colocado numa célula de
extracdo, formando um leito fixo. O solvente supercritico € alimentado
continuamente no extrator sendo absorvido pelo sélido, o que promove a
dilatagdo das estruturas celulares e, consequentemente, diminui a resisténcia a
transferéncia de massa. Simultaneamente, 0s compostos solaveis s&o
dissolvidos pelo solvente e transferidos por difusdo para a superficie do soélido e
entdo, transportados pelo fluido. Na saida do extrator, a mistura soluto-solvente é
separada pela despressurizagcdo do sistema e o0 solvente pode ser recuperado
(SOVOVA, 2005; PEREIRA & MEIRELES, 2010).

Mais de 90 % das extracdes supercriticas sdo realizadas com diéxido de
carbono (POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGHI, 2007) devido, principalmente,
a sua baixa temperatura e pressao critica (31 °C e 72,8 bar, respectivamente),
permitindo a operagdo em condigbes amenas e adequadas para a extragdo de
compostos de plantas (REYES-JURADO et al., 2014). Além disso, o CO; néo é
toxico, apresenta alta disponibilidade a um custo relativamente baixo, é
ambientalmente seguro (DIAZ-REINOSO et al., 2006; MEDINA, 2012) e, por ser
gasoso na temperatura e pressao ambiente, fornece extratos isentos de solvente
(SILVA et al., 2016). Devido ao seu carater apolar, o didéxido de carbono € um
solvente eficiente na extracdo de 6leos essenciais por estes serem constituidos
de compostos lipofilicos (FORNARI et al., 2012).

Uma importante caracteristica desse processo € a possibilidade de
alteracdo das propriedades fisico-quimicas do solvente, como a densidade,
viscosidade, constante dielétrica e difusividade, por uma alteragdo em sua
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temperatura e pressao (PRONYK & MAZZA, 2009). A densidade (relacionada ao
poder do solvente) é a propriedade mais afetada pelas variac6es de temperatura
e pressdo (MELO et al., 2014), principalmente na regido préxima ao ponto critico,
em que o fluido é altamente compressivel. Uma elevagdo da pressdo a uma
determinada temperatura resulta num aumento da densidade do fluido, que
influencia diretamente na sua viscosidade e constante dielétrica (CASTRO et al.,
1994). Por outro lado, o aumento da temperatura a uma dada pressao resulta no
aumento na difusividade do fluido supercritico e consequentemente, nas taxas de
transferéncia de massa (MEDINA, 2012).

O aumento na eficiéncia da extracdo também pode ser conseguido com a
adicdo de pequenas quantidades de cossolventes (ou solventes modificadores)
ao CO,; (RUCKENSTEIN & SHULGIN, 2001). A presenca de modificadores
aumenta a solubilidade devido ao aumento nas forcas de interacdo quimica dos
solutos com o solvente e/ou devido o aumento na densidade, com a consequente
melhora na solvatagéo (DIAZ-REINOSO et al., 2006). Também, podem ocasionar
o inchamento do sdlido, facilitando o transporte do soluto dos poros intersticiais
até a superficie da matriz (HOLLENDER et al. 1997).

O Alcool etilico é o solvente mais empregado como modificador, sendo
utilizado em 53 % dos trabalhos de extracao supercritica de matrizes vegetais que
empregaram cossolventes (MELO et al., 2014). O etanol é um solvente inGcuo
para a saude humana e para o meio ambiente, podendo ser utilizado em
aplicacdes na indastria de alimentos, cosmética e farmacéutica. E um solvente
polar (REID et al., 2001), capaz de induzir as intera¢des dipolo-dipolo e pontes de
hidrogénio com grupos funcionais polares (HAMBURGER et al.,, 2004) e a

solubilidade de substancias polares tende a ser incrementada.

O uso de cossolventes polares ao CO, também tem sido relatado como
forma de elevar o conteudo de compostos antioxidantes nos extratos de plantas
(FORNARI et al., 2012; SILVA et al., 2016). Devido a baixa volatilidade destes
compostos de maior peso molecular e polaridade, a adicdo de pequenas
concentracdes de solventes liquidos tende a aumentar sua solubilidade no CO,
supercritico (BRUNNER, 1994).
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Foram verificados aumentos significativos no rendimento e concentracao
de compostos antioxidantes para a adi¢do de até 10 % do cossolvente etanol ao
CO, supercritico na extracdo a partir de diversas fontes vegetais de compostos
bioativos, tais como folhas (ZULKAFLI et al.,, 2014; BERMEJO et al.,, 2016;
RODRIGUES et al., 2018), frutas (BENELLI et al.,, 2010; SERRA et al., 2010;
AKAY et al., 2011; KAGLIWAL et al. 2012; REATEGUI et al., 2014); sementes
(KRAUJALIS & VENSKUTONIS, 2013; GUINDANI et al., 2016; CRUZ et al.,
2017), madeira (BRAGA et al., 2008; CONDE et al., 2013), entre outros.

Além do etanol, o acetato de etila também €& recomendado como
cossolvente junto ao CO,, especialmente para extracdo de produtos de grau
alimenticio ou farmacéutico (MARTINEZ, 2008; FALCO & KIRAN, 2012). Embora
0 acetato de etila ndo possua atomos de hidrogénio doadores para a formacéao de
pontes de hidrogénio (BERMEJO et al.,, 2016), varios trabalhos mostraram a

efetividade deste como cossolvente.

YANG et al. (2007) verificaram que a adi¢éo de 7,5 % de acetato de etila
ao CO, aumentou a pureza do composto bioativo capillarisin no extrato de
Artemisia capillaris. LEE et al. (2007) empregaram 6 % de acetato de etila na
extracao supercritica de artepillin C a partir do prépolis brasileiro e a recuperacéo
do composto aumentou substancialmente de 3,7 para 13,9 %. A adicdo de 5 % de
acetato de etila ao CO;, na extracdo de Cordia verbenacea elevou o rendimento
de 5,0 para 8,6 %, além de recuperar um extrato com elevada atividade
antimicrobiana (MICHIELIN et al., 2009).

3.3.2.1 Aplicagdo do CO; supercritico na obtencado do 6leo de candeia

Poucos trabalhos empregaram a tecnologia supercritica com CO, na
extracdo do 6leo de candeia (Eremanthus erythropappus). Foram encontrados
trés trabalhos (SOUZA et al., 2008; RIBAS et al., 2014; QUEIROZ & CAJAIBA,
2016) e os dados disponiveis sdo escassos em relacdo a composi¢cdo quimica,

concentracdo de a-bisabolol e atividade antioxidante dos 6leos obtidos.

SOUZA et al. (2008) realizaram as extracdes do 6leo em pressdes de 100,

150 e 200 bar e temperaturas de 35, 40 e 60 °C. Posteriormente, os autores
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avaliaram o equilibrio de fases do sistema CO,+0leo com composi¢des variando
de 10 a 90 % em massa de CO,, com temperaturas de 35 a 60 °C e pressdes até
250 bar.

RIBAS et al. (2014) estudaram a extragcdo do 6leo de candeia com CO; nas
condicdes de temperatura e pressdo de: 40 °C e 200 bar; 60 °C e 120 bar; 50 °C e
200 bar; 60 °C e 245 bar, com vazdo de solvente de 3 mL min™. Os autores
avaliaram também a extracdo em aparato Soxhlet com os solventes hexano e
diclorometano e a purificacdo do 6leo de candeia pelo método combinado de
extracdo e adsorcdo em coluna de leito fixo utilizando silica gel e alumina como
adsorvente. Neste trabalho, os 6leos foram analisados quanto a concentracao de

a-bisabolol.

QUEIROZ & CAJAIBA (2016) empregaram um planejamento experimental
para avaliar o efeito das variaveis temperatura (40, 50 e 60 °C), presséo (80, 115
e 180 bar), tempo (1, 2 e 3 h) e quantidade do cossolvente etanol (0, 100 e
200 mL) no rendimento de extracao do a-bisabolol da madeira de candeia e
verificaram que o etanol teve efeito significativo no aumento do rendimento do
sesquiterpeno. Embora os autores tenham estudado o efeito da adicdo de etanol
na extracdo pelos métodos estatico e dinamico, ndo sdo fornecidas informacdes
sobre a porcentagem do cossolvente utilizada em relacdo ao CO,. Também né&o
foram encontrados dados sobre a cinética de extracdo e rendimento do 6leo de

candeia empregando CO; e cossolventes.

3.3.2.2 Modelagem matematica da extracdo supercritica

Modelos matematicos sdo comumente utilizados para a correlacdo dos
dados experimentais obtidos na extracao supercritica. A modelagem matematica
permite avaliar o comportamento cinético da extracdo, possibilitando a
generalizagdo dos resultados experimentais e, através da simulacdo de
processos, obter dados sobre condigcbes diferentes das estudadas
(REVERCHON & MARCO, 2006). No entanto, 0 objetivo mais importante da

modelagem é a predicdo de curvas de extracdo em processos de maior escala,
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pois experimentos reais nesse nivel sdo extremamente caros (HUANG et al.,
2012).

Segundo REVERCHON (1997), sdo trés os tipos de abordagem
matematica que descrevem as curvas de extracdo supercritica: empiricos,
baseados em analogia com a transferéncia de calor, e modelos baseados no
balanco de massa diferencial ao longo de uma secé&o do extrator.

Os modelos empiricos usam funcbes matematicas simples, similares a
isoterma de Langmuir (ESQUIVEL et al., 1999; NAIK et al., 1989), equacéo de
reacdo quimica de primeira ordem (BARTON et al., 1992), entre outras, para
expressar o rendimento em funcdo do tempo de extracdo. No entanto, estes
modelos se limitam a condi¢cdes operacionais especificas e ndo sdo adequados
para as previsdes de aumento de escala, pois ndo fornecem nenhuma descricao
fenomenoldgica dos processos de transferéncia de massa (HUANG, 2012,
SOVOVA, 2012).

Na segunda categoria se encontra o modelo proposto por REVERCHON
et al. (1993), em que o0 modelo de CRANK (1975), para a transferéncia de calor
no resfriamento de particulas sélidas em um meio uniforme, foi adaptado pelos
autores para a extracdo supercritica. A segunda lei de Fick para a difusédo foi
aplicada para se obter o modelo de transferéncia de massa e esse é um dos
seus principais inconvenientes, ja que a transferéncia de massa por conveccao
predomina no inicio do processo da extracao supercritica (ROSA & MEIRELES,

2009).

A maioria dos modelos propostos para descrever o processo de extracdo
supercritica se baseia em equacbes de balangcos de massa e leva em
consideracdo a existéncia de duas fases: uma fase solida composta da matriz
vegetal, de onde se busca extrair os compostos de interesse e uma fase fluida
composta do solvente supercritico mais o extrato dissolvido nele (BRUNNER,
1994).

7

Nessa abordagem, o processo de extracdo supercritica €, geralmente,
realizado em um leito cilindrico preenchido por particulas da matéria-prima

através do qual o solvente flui axialmente. Os fendbmenos de transferéncia de
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massa que ocorrem neste processo sao: difusdo na matriz solida, transferéncia

de massa na interface sélido-fluido e disperséo e conveccao no fluido.

Em geral, nos balancos de massa, assume-se que as particulas da
matéria-prima que preenchem o leito de extracdo estdo dispostas de forma
homogénea e o comprimento do cilindro é infinitamente maior do que seu
diametro, de modo que todas as formas de transferéncia que ocorrem nas
direcBes radiais e tangenciais sdo despreziveis (MARTINEZ, 2002; MARTINEZ et
al., 2003). Considerando-se, ainda, que as fases fluida e solida s&o sistemas nédo
reativos, os balancos de massa para as duas fases séo dados pelas Equacdes

3.1e3.2.
Para a fase fluida:

[Acimulo] + [convecgdo] = [Dispersao] + [transferéncia de massa interfacial]

2 22, 20, 200 o
ot oh ¢oh oh PeE
Para a fase sdlida:
[Acimulo] = [Difusdo] + [transferéncia de massa interfacial]
X, Y
G_XZQ(DAX 5_Xj__J( .Y) (3.2)
ot oh oh) (1-¢)ps

Onde: X e Y séo as razbes de massa de soluto na fase sélida e fluida,
respectivamente, (M M* ), t é o tempo de extracdo (T), u é a velocidade
intersticial do solvente (M T™), h é a coordenada axial no leito de extracdo (L),

D,, é o coeficiente de dispersdo axial na fase fluida (L T™?), D,, é o coeficiente
de difusdo axial na fase sélida (L T™), ¢ é a porosidade do leito, p. e p sdo as
densidades do solvente e do sélido, respectivamente, (M L), e J(X,Y) é a taxa

de transferéncia de massa na interface sélido-fluido (M L™ T™).

19



Pela integragcdo das equacOes diferenciais obtém-se os perfis de
concentracdo para ambas as fases fluida e solida e a curva de extracdo, em
funcdo do tempo, pode ser construida a partir dos dados de concentracdo do
soluto no solvente na saida da unidade de extracdo (REVERCHON & MARCO,
2006).

Para o desenvolvimento desses modelos fenomenoldgicos, ou seja, que
consideram os balancos de massa para as fases fluida e sélida, sdo requeridos
dados cinéticos e de equilibrio, assim como caracteristicas da matriz vegetal.
Devido a complexidade destas informacfes, modelos simplificados foram
adotados por varios autores no processo de extracdo supercritica (MELO et al.,
2014).

Sao exemplos de modelos simplificados, os propostos por TAN & LIOU
(1989) e MARTINEZ et al. (2003). Os primeiros autores propuseram o chamado
modelo de dessorcao, que despreza a dispersédo axial e considera a variagédo da
concentracdo da fase sdélida com o tempo como uma equacgdo cinética de

z

primeira ordem, cujo parametro k, é a constante de dessorcdo e Unico

parametro ajustavel do modelo. O modelo logistico de MARTINEZ et al. (2003)
considera despreziveis o acumulo e dispersdo na fase fluida por serem
insignificantes em relacdo ao efeito convectivo. Os autores descrevem o termo
de transferéncia de massa interfacial como uma funcéo logistica que depende da

composicdo do extrato durante o processo da extracdo supercritica.

Embora estes modelos tenham utilidade na obtencdo de informacdes
fenomenoldgicas, somente abordagens mais amplas permitem uma
compreensao mais completa e real do processo de separacdo. Dentre esses
modelos, o proposto por SOVOVA (1994), com o conceito de células quebradas
e intactas, € um dos mais empregados para descrever as curvas de extracao
supercritica (SILVA & MARTINEZ, 2014) e, portanto, serda descrito neste

trabalho.

A maioria das matérias-primas vegetais passa por um pré-tratamento
antes da extragdo supercritica, como moagem ou esmagamento, com a
finalidade a reducdo do tamanho das particulas e aumento da superficie de
contato entre o sélido e solvente. Durante esse processo, parte das paredes

20



celulares é rompida, deixando seu conteudo facilmente acessivel pelo solvente
de extracdo, e outra parte permanece intacta, ou seja, com soluto de dificil

acesso. Dessa forma, a concentragdo inicial de soluto no solido ( X,) € dividido
entre o0 soluto que se encontra na superficie das particulas soélidas (X,), e o

soluto contido no interior do solido ( X, ).

Portanto, o processo de extracdo pode ser dividido em trés etapas (Figura
3.4), controladas por diferentes mecanismos de transferéncia de massa. No
primeiro periodo, (CER), considera-se que as superficies das particulas estdo
cobertas com o soluto de facil acesso, de modo que a extracdo ocorre
rapidamente a uma taxa constante, controlada pela transferéncia de massa por
conveccdo. No segundo periodo, (FER), ocorre uma reducdo na taxa de
extracao devido ao esgotamento do soluto de facil acesso e inicio da extracao do
soluto de dificil acesso. Nesta etapa, a extracdo ocorre pelos mecanimos de
conveccdo e difusdo no interior do sélido. Na ultima etapa, (DC), somente o
soluto contido nas células intactas esta disponivel para a extracdo, sendo entéo,

a transferéncia de massa baixa e limitada pela difusdo intraparticula.

20
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Figura 3.4 — Curva tipica da extracao supercritica com as trés etapas do processo
(Adaptado de MARTINEZ, 2005).
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No modelo de SOVOVA (1994), balancos de massa sio utilizados para
descrever o escoamento axial do solvente através de um leito fixo com secédo
transversal cilindrica. Os parametros de temperatura, pressao e as propriedades
fisicas do solvente sdo considerados constantes ao longo de todo o processo de
extracdo. O leito € assumido ser homogéneo quanto a concentragdo inicial de

soluto e distribuicdo de tamanho de particula e o solvente entra puro no extrator.

A autora despreza nas equacOes diferenciais de balanco de massa os
termos referentes ao acumulo do soluto no solvente, a disperséo axial e a difusédo
na fase soélida, por considera-los insignificantes quando comparados a
transferéncia de massa por conveccéo na fase fluida. Desta forma, as equacoes
de balanco de massa para as duas fases, fluida e solida, sdo dadas |,

respectivamente, pela Equacdes 3.3 e 3.4.

uﬁ:J(X’Y) (3.3)
oh PeE

X __ I -

ot psl—¢) .

O termo de transferéncia de massa interfacial, J(X,Y), & descrito pelas

Equacdes 3.5 e 3.6, aplicadas, respectivamente, quando X > X, e X < X,.

‘](X'Y):kFapF(YS _Y) (3.5)

JXY) =k X A~ ) (3.6)

S
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Onde: Y é a solubilidade do soluto no solvente (M M), e k.a k;a sao,

respectivamente, os coeficientes volumétricos de transferéncia de massa nas

fases do solvente e sélido (T™Y).

E as condicdes iniciais e de contorno séo, respectivamente:

X(ht=0)=X, (3.7)

Y(h=0,t)=0 (3.8)

A resolucdo das Equacdes 3.3-3.8, do balanco de massa para as fases
sélida e fluida, em conjunto com as Equacfes 3.9, 3.10 e 3.11 (que fornecem a

massa extraida em funcdo do tempo) resulta na curva cinética do modelo:

Para t <t g:

m(t) = meYs tll-exp(-2)] (3.9)

Para top <t <t;:

_ ZY, 1 Wm
m(t) = mFYS t_tCER eXp[WXSO In{l_ r {eXp( m - ](tCER _t)_ rj} Z (3.10)
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Para t >t :

Y WX Wi
m(t) = m, XO—V—\;In{H[eXp[ . OJ—lJexp(%j(tcm—t)f} (3.11)
S

Em que:

Z :w (3.12)
Me ps
mF(l_g)
(L—r)m, X,
ter =" 5 3.14
Y zZm, (3.14)
m WX
teer =leer +W—mFln{r+(l_r)6Xp( YSOH (3.15)

Onde: m_. é a vazdo massica de solvente (M TY, X, é a concentragéo
inicial do 6leo na matriz sélida (M M), m, é a massa de sélido isenta de 6leo (M),

I' é a fracdo de 6leo faciimente acessivel (X, /X,), t.ez € 0 tempo em que se
esgota o soluto presente na superficie das células na parte inicial do leito (T),
teer € 0 tempo em que se esgota o soluto presente na superficie das células na

parte final do leito (T), Z e W s&o os parametros adimensionais do modelo.
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3.3.3 Extracdo com liquidos pressurizados — PLE

A extragdo com liquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid
Extraction), também conhecida como extracdo acelerada com solvente (ASE —
Accelerated Solvent Extraction), extracdo com fluido pressurizado (PFE -
Pressurized fluid extraction), extracdo com solvente pressurizado e aquecido
(PHSE — Pressurized hot solvent extraction), extragdo com agua subcritica (SWE
— Subcritical water extraction), entre outras designacdes (CARABIAS-MARTINEZ
et al., 2005), € uma técnica que envolve altas temperaturas e pressdes, sempre
abaixo do seu ponto critico, de modo que o solvente se mantenha no estado
liguido durante o processo (HERRERO et al., 2013). E uma alternativa aos
métodos convencionais e, apresenta como principais vantagens, a reducao no
tempo de extragédo (5—-30 min) e no consumo de solventes e ainda, a facilidade de
ser automatizada (ZAIBUNNISA et al., 2009).

A temperatura € o principal fator que afeta a eficiéncia e seletividade da
extracdo com liquidos pressurizados (OSORIO-TOBON & MEIRELES, 2013). O
uso de altas temperaturas, geralmente entre 40-200 °C, reduz a viscosidade e
tensdo superficial do solvente, o que aumenta a molhabilidade da amostra e
solubilizacdo dos compostos. Também favorece a quebra das interacdes entre
analitos e matriz, além de aumentar os coeficientes de difusdo, e

consequentemente, as taxas de transferéncia de massa (MENDIOLA et al., 2007).

Embora a pressdo ndo seja uma variavel de grande influéncia nos
resultados da PLE, devido a incompressibilidade dos liquidos, valores altos o
suficiente para que o solvente se mantenha no estado liquido com o uso de
temperaturas acima do ponto de ebulicdo, sdo necessarios. Altas pressdes
também podem facilitar a extracdo de compostos localizados dentro dos poros da
matriz, devido a maior penetracdo do solvente (MUSTAFA & TURNER, 2011).
Devido a essas razoes, geralmente sdo empregadas pressoes entre 50 e 100 bar
(SANCHEZ-CAMARGO et al., 2017).

A PLE pode ser realizada em modo estatico ou dinamico. No primeiro, um
volume de solvente, nas condicbes desejadas de pressdo e temperatura, €

mantido em contato com a amostra no leito de extracdo por um determinado
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periodo de tempo. Apoés, a valvula de saida é aberta, liberando a mistura de
solvente e extrato. Na condicao estatica, é possivel que ocorra o equilibrio entre
0Ss componentes da amostra ja solubilizados no solvente e os ainda ligados a
matriz, sendo que a eficiéncia da extracdo ndo é aumentada a partir deste ponto
(HERRERO et al., 2013). Neste caso, uma solucdo € o emprego de ciclos de
extracdo, em que o0 extrator é novamente pressurizado com solvente limpo
(MUSTAFA & TURNER, 2011). Na extracdo dinamica, o solvente limpo é
continuamente introduzido no extrator, mantendo-se a valvula de saida aberta, o
que evita a saturacdo do solvente e possibilita que maiores rendimentos sejam
obtidos.

A possibilidade da PLE ser realizada sob uma atmosfera inerte e na
auséncia de luz (PALMA et al., 2001), juntamente as outras vantagens ja citadas,
justifica o amplo uso recente da técnica na extracdo de bioativos de matrizes
naturais, tais como flavondides (ZHANG et al., 2008; SOLTOFT, et al., 2009;
WIANOWSKA & DAWIDOWICZ, 2016), antocianinas (LIAZID et al., 2014,
FEUEREISEN et al., 2017; GARCIA-MENDOZA et al., 2017; MACHADO et al.,
2017), &cidos fendlicos e outros polifendis (CAM & HISIL, 2010), saponinas
(SARAVANA et al., 2016) e 6leos essenciais (DAWIDOWICZ et al., 2008;
ZAIBUNNISA et al., 2009; BERMEJO et al., 2015), representando uma grande

vantagem quando os compostos séo sensiveis a degradacao oxidativa.

3.3.4 Extragao com solvente assistido por ultrassom

O uso do ultrassom tem sido considerado uma inovadora e promissora
técnica no século 21, com diversas aplicacdes na area farmacéutica, cosmética,
quimica e alimenticia (ROSTAGNO & PRADO, 2013). No caso da extracao solido-
liquido, a adicdo do ultrassom como fonte de energia pode acelerar a extracao
(DAI et al., 2010), permitindo a obtencdo de elevados rendimentos com reducao
do tempo de extragdo e consumo de solvente em relacdo aos métodos
convencionais (CHEMAT et al., 2017, VINATORU et al., 2017). E um método
simples e versétil, de investimento relativamente baixo e eficiente na obtencao de

varios produtos de importdncia comercial, tais como Oleos essenciais,
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polissacarideos, proteinas, corante, pigmentos, moléculas bioativas, entre outros
(TIWARI, 2015).

Ultrassons sdo ondas mecanicas que necessitam de um meio elastico para
se propagar e se diferenciam do som audivel devido & sua frequéncia (PICO,
2013). Sons audiveis pelos seres humanos sdo os de frequéncia compreendida
entre 16 Hz e 20 kHz, enquanto as frequéncias ultrassonicas estao entre 20 kHz e
10 MHz (CHEMAT et al., 2011).

Ao ser propagada em um meio liquido, a onda de ultrassom induz a
ocorréncia de fases de compressdo e descompressdo, resultando em um
deslocamento longitudinal das moléculas que o compde (SORIA & VILLAMIEL,
2010). Durante os ciclos de compressdo, as moléculas do meio podem colidir
entre si e, nas fases de descompressao, a intensidade é alta o suficiente para
superar suas forcas de atracdo, possibilitando a formacgéo de bolhas de gas entre

as moléculas, as chamadas bolhas de cavitacdo (PINGRET et al., 2013).

As bolhas de gas formadas nessas regibes tém maior area superficial
durante o ciclo de expansdo, o0 que aumenta a difusdo de gas, fazendo-as
expandir. Quando o tamanho da bolha chega a um nivel critico, ela colapsa no
ciclo de compressao, liberando grandes quantidades de energia (CHEMAT et al.,
2011; PICO, 2013). O colapso da bolha produz um intenso e muito curto
aguecimento local, com temperaturas até aproximadamente 5000 K e pressfes
estimadas de 50-1000 atm (SORIA & VILLAMIEL, 2010; CHEMAT et al., 2017), o
que implica a existéncia de taxas de aquecimento e resfriamento extremamente
elevadas, >10° K s™ (SILLANPAA et al., 2011).

Quando as bolhas colapsam sobre a superficie de um material sélido, a
alta temperatura e pressdo geram microjatos de solvente voltados para a
superficie sélida, e é este o fenbmeno aplicado na extracdo de compostos
vegetais. Como mostrado na Figura 3.5, uma bolha de cavitacdo € gerada
préoxima da superficie do material vegetal (a), a bolha entra em colapso durante
um ciclo de compressao (b), liberando um microjato voltado para o sélido (b e c).
A alta presséo e temperatura envolvidas neste processo sédo capazes de destruir
as paredes celulares da matriz vegetal e o seu conteudo é liberado para o meio
liquido (d) (CHEMAT et al., 2011; VINATORU et al., 2017).
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O aumento da presséo favorece a penetracdo e transporte do solvente,
enquanto o incremento na temperatura melhora a solubilidade e difusividade
(SHIRSATH et al., 2012; PICO, 2013). As ondas de ultrassom podem ainda,
causar um aumento nos poros da parede celular, o que melhora o processo de

difuséo e, portanto, reforca a transferéncia de massa (VINATORU, 2001).

-
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Figura 3.5 — Representacdo do processo de extracéo pelo fendbmeno de
cavitacao: colapso da bolha de cavitacéo e liberacdo do contetdo da planta
(CHEMAT et al., 2011).

Na extracdo de matrizes vegetais, dois tipos de equipamentos de ultrassom
sdo comumente empregados em escala laboratorial; o ultrassom de banho, no
gual a amostra fica em contato indireto com as ondas ultrassénicas, e o de sonda,
de contato direto. No primeiro, a intensidade do ultrassom € baixa, devido a
atenuacdo causada pela agua e paredes do recipiente no qual a amostra esta
contida. J4 as sondas de ultrassom garantem uma cavitacdo mais eficiente do
liquido devido a localizac&o da energia na zona de amostra (MASON et al., 1996).
O ultrassom de sonda é amplamente utilizado para a sonicacdo de pequenos
volumes de amostra, sendo considerado um sistema poderoso na extracéo solido-
liquido. Uma desvantagem € o rapido aumento da temperatura, devendo esta ser
controlada (PICO, 2013; CHEMAT et al., 2017).

Muitos fatores estdo relacionados a eficiéncia do processo de extracao
utilizando o ultrassom, tais como, caracteristicas da planta (umidade e tamanho
de particula), tipo de solvente, e as variaveis do processo (frequéncia,
temperatura, tempo e intensidade de sonicacao) (WANG & WELLER, 2006). Em

relacdo a frequéncia, de acordo com o aumento desta varidvel menor a producao
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e intensidade da cavitacdo (AMEER et al., 2017) e seu efeito na extracdo como
forma de melhorar a transferéncia de massa somente € consideravel para
frequéncias de 18 a 40 kHz, e praticamente desprezivel em frequéncias de 400-
800 kHz (CRAVOTTO et al.,, 2008). Intensidades ultrassbnicas superiores a
1 W cm? com frequéncia entre 18 e 100 KHz s&o as capazes de alteracdes na
matéria-prima, como a ruptura celular (DOLATOWSKI et al., 2007).

De forma geral, a aplicacdo do ultrassom representa uma tecnologia
atrativa com grande potencial exploracdo comercial de plantas aromaticas
(VELICKOVIC et al., 2010), e tem como principal vantagem a reducéo drastica do
tempo de extracdo e volume de solventes utilizados (YANG et al., 2010), e
consequentemente apresenta um menor custo em termos energéticos. Outra
importante vantagem é a possibilidade de extracdo de compostos sensiveis ao
calor com elevado rendimento empregando baixas temperaturas, ou seja, sob
condicbes ndo favoraveis a extragdo pelos métodos convencionais
(HEMWIMOL et al., 2006; MA et al., 2008; JADHAV et al., 2009; TIWARI, 2015).

3.4 Atividade antioxidante

Extratos de plantas constituidos de compostos bioativos, assim como o
a-bisabolol da candeia, tém grande aplicacdo como aditivos em produtos
alimenticios ou na producéo de cosméticos e medicamentos. Atualmente, mais de
80 % dos compostos ativos em alimentos e mais de 30 % dos medicamentos séo
produzidos a partir de bioativos naturais (LAGOS et al., 2015). Estes, geralmente
compreendem 0s componentes minoritarios da planta, tais como terpenos ou
terpendides, compostos fendlicos, pigmentos, vitaminas, fibras, enzimas,
minerais, entre outros (AZMIR et al., 2013; MARTINS et al.,, 2016a). Desses
compostos, 0s que possuem carater antioxidante sdo de crescente interesse para
a conservacao de alimentos e na protecdo do corpo humano contra as doencgas
associadas ao estresse oxidativo (SHAHIDI & ZHONG, 2015).

Os antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em pequenas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, tém a capacidade de atrasar ou

prevenir a oxidacdo deste substrato (HALLIWELL, 1990). O termo substrato
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oxidavel inclui todas as moléculas organicas encontradas in vivo, tais como
proteinas, lipidios, carboidratos e DNA (HALLIWELL et al., 1995).

Nos processos metabdlicos das células, continuamente sdo produzidos
radicais livres a partir dos elementos oxigénio, nitrogénio e enxofre, sendo estes
denominados de espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS) (CAROCHO & FERREIRA,
2013). Radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons néo
emparelhados altamente instaveis e ativos para a ocorréncia de reacdes quimicas
com outras moléculas (HALLIWELL, 2007), ndo apenas no corpo humano, mas
praticamente em todos 0s organismos vivos e sistemas bioldgicos, sendo muito
comum nos alimentos, principalmente os ricos em lipidios (SHAHIDI & ZHONG,
2015).

Devido a constante exposicao ao oxigénio, as espécies ROS, que incluem
os radicais hidroxila, peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete, anion superoxido,
entre outros, sdo as principais geradas no corpo humano. Em condicfes normais,
o mecanismo de defesa fisioldgico, pela acdo dos antioxidantes sintetizados no
organismo (enddgenos), € capaz de controlar seus efeitos. No entanto, o
desequilibrio entre esse balanco, com uma producdo excessiva de ROS, leva a
oxidacdo uma variedade de biomacromoléculas, como enzimas, proteinas, DNA e
lipidios, situacdo chamada de estresse oxidativo (AMES et al., 1993; RAHMAN,

2007).

O estresse oxidativo, favorecido pelos fatores externos ao metabolismo,
como a poluicdo, pesticidas, radiacdes, uso de drogas, entre outros, tem sido
relacionado ao desenvolvimento de varias doencas, incluindo o cancer, doencas
cardiovasculares, disturbios renais e hepaticos, hipertensdo arterial, doenca de
Alzheimer, Parkinson, lupus, Ulceras gastricas, entre outras (RAHMAN, 2007;
LOBO et al.,, 2010; SINGH et al., 2010). Assim, apesar de sua eficiéncia, o
sistema antioxidante enddégeno nédo € suficiente para manter baixas as
concentragfes de radicais livres e, portanto, ha a necessidade do consumo dos
antioxidantes exégenos (CAROCHO et al., 2018), como os compostos fendlicos,
vitaminas, carotendides, minerais e compostos organossulfurados, sendo as
principais fontes desses compostos as frutas e vegetais (CAROCHO &
FERREIRA, 2013).
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Os compostos fenolicos, também chamados de polifendis, séo os principais
antioxidantes inseridos na dieta humana, encontrados em frutas, vegetais, sucos,
chas, vinhos, entre outros (BALASUNDRAM et al.,, 2006). Derivam do
metabolismo secundario das plantas e, estruturalmente, compreendem um anel
aromatico, com um ou mais grupos hidroxilas, variando desde moléculas simples

até compostos polimerizados.

A atividade antioxidante dos polifendis esta relacionada a capacidade
destes em eliminar radicais livres pela doacdo de atomos de hidrogénio e
elétrons, além disso, inibem sua formacdo pela quelacdo de metais. Devido a
ampla diversidade estrutural, esses compostos séo divididos em classes, sendo
as principais representadas pelos acidos fendlicos, flavondides e taninos (CONG-
CONG et al., 2017).

Sdo diversos o0s ensaios analiticos desenvolvidos para estimar a
capacidade antioxidante in vitro de extratos obtidos de matrizes vegetais.
Segundo o mecanismo das reacdes quimicas envolvidas, estes séo classificados
em duas categorias (HUANG et al., 2005), os baseados na transferéncia de
atomo de hidrogénio (HAT - Hydrogen Atom Transfer) e os de transferéncia de um
elétron (SET - Single Electron Transfer). Os ensaios HAT medem a capacidade
do antioxidante em eliminar os radicais livres pela doacdo de &atomos de
hidrogénio, enquanto os métodos baseados no mecanismo SET detectam a
capacidade do antioxidante em transferir um elétron para reduzir o agente
oxidante, incluindo os radicais livres, compostos carbonilicos e metais (PRIOR et
al., 2005).

Os métodos SET envolvem dois componentes na mistura de reacdo, 0s
antioxidantes e oxidantes (também chamados de sonda). Ao abstrair um elétron
do antioxidante, a cor da sonda oxidante € alterada, permitindo mensurar a
reacdo e determinar a capacidade antioxidante da amostra através da
absorbancia em espectrofotbmetro (CASTELO-BRANCO & TORRES, 2011).
Dentre estes, estdo incluidos os ensaios mais populares para a determinacdo da
capacidade antioxidante de extratos vegetais, tais como o de fendlicos totais com
o reagente de Folin-Ciocalteu, o ensaio de sequestro de radicais livres DPPH

(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e o teste de reducao de ions férricos (FRAP).
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Embora tenha sido inicialmente destinado a andlise de proteinas, o
reagente amarelo de Folin-Ciocalteu foi estendido por SINGLETON & ROSSI
(1965) para a determinacéo do conteudo fenélico em vinhos. O método baseia-se
na reducdo do reagente acido fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas
fendlicas do antioxidante em meio alcalino, produzindo um complexo de coloracéo
azul, com maximo de absorbancia em aproximadamente 760 nm. E um ensaio
simples, sensivel, reprodutivel e, por isso, tem sido empregado h& anos na rotina
das analises de compostos fendlicos em extratos de plantas (AINSWORTH &
GILLESPIE, 2007; SANCHEZ-RANGEL, 2013).

O método DPPH é baseado na capacidade do antioxidante em reduzir o
radical DPPH®, um dos poucos radicais de nitrogénio organicos estaveis,
coloridos e disponiveis comercialmente (PRIOR et al., 2005). O reagente é soltvel
em solventes organicos e, em etanol, apresenta uma banda de absor¢cao maxima
em aproximadamente 517 nm, sendo possivel o monitoramento do progresso da

reacao com o antioxidante pela medida da perda da coloracgéo violeta.

Originalmente desenvolvido por BENZIE & STRAIN (1996) para avaliar a
capacidade de reducdo férrica do plasma, o ensaio FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) foi adaptado para a determinacdo da atividade antioxidante
em plantas. O método esta baseado na reducdo do fon Fe®*" a Fe®" presente no
complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), com consequente alteracdo da cor da

mistura reacional para azul, que pode ser monitorada a 595 nm.

Devido aos diferentes mecanismos de reacdo dos meétodos, a atividade
antioxidante de uma amostra ndo deve ser concluida a partir dos resultados de
um unico método in vitro, sendo recomendada a avaliagdo por pelo menos dois
para assegurar resultados confiaveis (SCHLESIER et al., 2002; PEREZ-JIMENEZ
et al., 2008). Os métodos DPPH e FRAP s&o uns dos mais utilizados na avaliacao
da atividade antioxidante de substancias naturais devido a sua simplicidade, baixo
custo e obtenc&o rapida dos resultados (HUANG et al., 2005; LOPEZ-ALARCON
& DENICOLA, 2013).
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3.5 Consideragdes parciais

A revisdo da literatura apresentou caracteristicas da candeia (Eremanthus
erythropappus), uma arvore nativa conhecida pelo seu principal produto, o éleo
essencial rico em a-bisabolol, um sesquiterpeno de alto valor empregado na

industria farmacéutica e de cosméticos.

A extracdo de O6leos por tecnologias ndo convencionais, com CO;
supercritico, liquidos pressurizados e solvente assistido por ultrassom, apresenta-
se como uma alternativa ao método de destilacdo, usualmente empregado pelas
industrias para a obtencado de Gleos essenciais. Na extracdo supercritica, além de
elevados rendimentos, a técnica é considerada limpa, pois o solvente é removido
do extrato pela despressurizacao do sistema. A pressurizacao de solvente liquido,
bem como o uso do ultrassom, tem como principais vantagens a redugdo no
tempo de extragdo e no consumo de solvente, com obtencdo de elevados

rendimentos.

Dentro deste contexto, o presente trabalho visa avaliar métodos nao
convencionais de extracdo do 6leo de candeia (tecnologia supercritica com CO; e
cossolventes, liquidos pressurizados e solvente assistido por ultrassom), bem
como a caracterizacdo dos Oleos obtidos. Além disso, avaliar a re-extracdo do

6leo do residuo industrial empregando CO, supercritico.

A literatura apresenta a utilizacdo do CO, supercritico na extracéo do 6leo
da candeia. No entanto, as informacfes sobre caracterizacdo do Oleo séo
escassas, notadamente quanto a composi¢cdo quimica, atividade antioxidante e
antimicrobiana. O presente trabalho também se destina ao estudo da re-extragcéo
e caracterizacdo do 0Oleo do residuo industrial, visto que, para este material ndo
foram encontrados informacdes a respeito. Dessa forma, um estudo mais
completo a respeito do 6leo da madeira de candeia e do residuo industrial pode

conduzir a novas aplicagcdes destes produtos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Madeira de candeia e residuo industrial

Os cavacos de madeira de candeia (Eremanthus erythropappus), lotes |
(02/2013) e 1l (03/2015), e do residuo industrial (material apos a extracéo do 6leo
essencial por arraste a vapor) foram fornecidos pela empresa Citréleo Oleos
Essenciais Industria e Comércio Ltda (Torrinha — SP, Brasil).

4.1.2 Reagentes

Nas extracdes foram utilizados os seguintes solventes: dioxido de carbono
de alta pureza >99,9 % (White Martins) nas extracdes supercriticas; alcool etilico
absoluto (Panreac), acetato de etila (Anidrol) e n-hexano (Anidrol), nas extracdes

convencionais em Soxhlet, PLE e assistidas por ultrassom.

Os reagentes utilizados nas analises de fendlicos totais e capacidade
antioxidante foram: Acido galico (Vetec), reagente de Folin-Ciocalteu (Dinamica),
carbonato de sodio (Anidrol), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), TPTZ (2,4,6-
Tri(2-piridil)-s-triazina), procedentes da Sigma Aldrich, cloreto férrico
hexahidratado (Biotec), acetato de sodio trihidratado, sulfato férrico
heptahidratado e persulfato de potassio (Neon). Acido acético, acido cloridrico e

alcool etilico 99,5 % procedentes da Anidrol.

Nas andlises de atividade antimicrobiana foram utilizados: caldo Mueller
Hinton (Himedia), dimetilsulféxido (Synth) e 2,3,5-Trifeniltetrazolio cloreto

(Dinamica).

Na analise de a-bisabolol foi utilizado o padrdo (-)-a-bisabolol (Sigma
Aldrich) e os solventes hexano (Panreac), acetonitrila (Panreac) e acido fosforico
85 % (Sigma Aldrich), reagentes grau HPLC.
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4.2 Preparacdo da madeira para a extragdo do 6leo

Os cavacos da madeira de candeia e residuo industrial foram secos em
estufa a 40 °C por 12 h e moidos em triturador forrageiro (Trapp, TRF 400
Trapp). Apos, o material foi classificado por peneiramento de acordo com a série
Tyler (16-42 mesh), sendo utilizadas nos experimentos as fragbes retidas nas
peneiras de 28 e 32 mesh, 30 e 70 %, respectivamente, que corresponderam as

fragcbes com maior quantidade de massa.

4.3 Caracterizagdo da matéria-prima

4.3.1 Teor de umidade e substancias volateis

A determinacdo da umidade das amostras foi realizada por meio do
método gravimétrico que se baseia na perda de umidade e substancias volateis
quando a amostra é submetida a 105 °C (AOAC, 2012). Foram pesados
aproximadamente 2 g de amostra em placa de petri e, esta colocada em estufa a
105 °C por 3 horas, sendo posteriormente acondicionada em dessecador com
silica gel até atingir a temperatura ambiente e pesadas. O procedimento foi
repetido até a massa ficar constante e o teor de umidade e volateis calculado
pela diferengca entre a massa antes e ap0s a secagem. As medidas foram

realizadas em triplicata.

4.3.2 Diametro médio da particula

O diametro médio das particulas de madeira utilizadas nos experimentos,
correspondentes as fragbes massicas retidas nas peneiras, foi estimado de
acordo com GOMIDE (1983), dado pela Eqg. 4.1.
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4.1

Em que: d, € o diametro medio superficial das particulas (m); d; é o
diametro médio da abertura da peneira (m); m, & a massa da amostra retira na

peneira i (g); M é a massa total de amostra (g) e n é o nimero total de fracdes.

4.3.3 Densidade real

A determinacdo da densidade da madeira de candeia, pg, ja triturada e

peneirada, foi realizada em picndmetro (Micromeritics®, modelo Accupyc 1330)
utilizando gas hélio, no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo —
LRAC da Faculdade de Engenharia Quimica, Unicamp. O resultado final de

densidade real foi obtido pela média de 10 determinacoes.

4.4 ExtracBes do Oleo

Nesta secdo serdo apresentados os procedimentos das extracdes do Oleo
da madeira de candeia e do residuo industrial com dioxido de carbono em
condi¢cbes supercriticas, bem como das extracdes do 6leo de candeia com CO,
supercritico adicionado dos cossolventes etanol e acetato de etila. Além destes,
serdo descritas a metodologias para obtencdo dos extratos da madeira com
solventes orgéanicos pelas técnicas Soxhet, extracdo com liquidos pressurizados
(PLE) e ultrassom. O lote | de cavacos de candeia somente foi empregado nas
extragbes com CO, puro, em que foram avaliados os efeitos da presséo e
temperatura no rendimento de 6leo e teor de a-bisabolol.
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4.4.1 Extragdes com CO; supercritico

As extracdes do Oleo da madeira de candeia e do residuo industrial com
CO, foram realizadas em uma unidade de extracdo de escala laboratorial do
Laboratorio de Cinética e Termodinamica Aplicada (LACTA), da UFPR, campus
Politécnico. O modulo constitui de um reservatorio para o solvente, uma bomba
seringa (Isco, 500D) e dois banhos termostaticos - o primeiro (Julabo, F25-ME)
com a finalidade de resfriar o fluido na bomba seringa e o segundo (Quimis,
Q214M2) para manter o extrator aquecido nas temperaturas desejadas, e um
extrator de aco inox com capacidade de aproximadamente 80 cm?® (didmetro de

2,52 cm e altura de 16 cm).

Empregou-se um planejamento experimental completo 2% com triplicata no
ponto central para avaliar o efeito das varidveis temperatura e pressdo no
rendimento da extragdo. Os experimentos foram conduzidos em temperaturas de
40, 55 e 70 °C, pressbes de 160, 200 e 240 bar e vazdo massica de
1,96 x 107 (+ 0,03) kg min™. Em cada experimento, o extrator foi preenchido com
aproximadamente 29 g do material triturado. O 6leo extraido foi coletado em
frasco ambar e sua massa determinada a cada 10 minutos durante 120 minutos
de extracdo. Os rendimentos foram calculados pela razdo entre a massa do 6leo
extraida e a massa de madeira utilizada (base Umida). Os dados experimentais
foram analisados utilizando o StatisticaTM, versao 7.0, software (Statsoft) a 5 %
de significancia.

A solubilidade do 6leo no solvente foi calculada pelo método dindmico. No
inicio da extracdo, considera-se que, devido a extracdo da fracdo de 6leo de facil
acesso, 0 solvente que sai do extrator esta saturado e, portanto, sua
concentragdo € igual a concentragdo de equilibrio. Assim, os valores da
solubilidade foram calculados a partir da inclinacdo da parte linear das curvas de

extragcdo, conforme a Equacéo 4.2.

mé €0
Y, = ! 4.2)

solvente
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Onde:

Y, : solubilidade do 6leo no solvente (g gy

My - Massa total de 6leo obtido no inicio da extracdo, durante a etapa de

taxa constante (g);

M. wenie:. Massa de solvente consumido no inicio da extragdo, referente a

parte inicial (linear) da curva de extragao (g).

4.4.2 Extragcbes com CO,+ cossolventes

A partir dos resultados de rendimento e concentragcdo de a-bisabolol das
extracOes do Oleo de candeia com CO, supercritico, selecionou-se uma condicao
de temperatura e pressao para a realizacdo das extragcdes com a mistura de CO,
supercritico e os cossolventes etanol e acetato de etila. Os experimentos foram
realizados com CO; puro e com a adi¢ao de 1, 3 e 5 % v/v dos cossolventes, em
modo continuo. As concentracdes foram selecionadas com base em outros
estudos (MICHIELIN et al., 2009; BERMEJO et al., 2016; GUINDANI et al., 2016;
MARTINS et al., 2016b), nos quais aumentos significativos no rendimento foram
obtidos com o uso de pequenas quantidades destes solventes modificadores
(<5 %) ao COa».

Os experimentos foram realizados em um moédulo experimental
(representado na Figura 4.1), do Laboratério de Tecnologia Supercritica e
Equilibro de Fases da UEM, constituido de duas bombas seringa (Isco, modelo
500D), uma para o CO, e outra para o solvente organico, dois banhos
termostaticos (Quimis, Q214M2), um para controle da temperatura das bombas e
outro para controle de temperatura do extrator, e um extrator de aco inox com
capacidade de aproximadamente 58 cm?® (diametro de 1,95 cm e altura de
19,4 cm).
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Figura 4.1 — Representacdo do médulo de extragdo supercritica. (A): cilindro de
COg; (B): bomba seringa do CO»; (C): bomba seringa do cossolvente; (D):
reservatorio do cossolvente; (E): leito de extracdo; (F): frasco coletor do 6leo.

As extragbes foram conduzidas com vazdo massica de
2,05 x 10 (+ 0,01) kg min™* da mistura de solventes (CO, + etanol/acetato de
etila). Em cada experimento, o extrator foi preenchido com aproximadamente
19 g do material triturado. O 6leo extraido foi coletado em frasco a&mbar e sua
massa determinada a cada 10 minutos durante 120 minutos de extracao total. Os
experimentos foram realizados em duplicata e o rendimento dado pela média +

desvio padréo.

A densidade da mistura COj+cossolventes foi calculada pela equacéo de
estado de Peng Robinson com regra de mistura quadratica de van der Waals
(vdW2) (PENG & ROBINSON, 1976), apresentada no Anexo |.

4.4.3 ExtracfBes com solventes organicos — Soxhlet

As extragbes em aparato Soxhlet foram realizadas com os solventes

organicos n-hexano, acetato de etila e etanol, indices de polaridade de 0.0, 4.4 e
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5.2, respectivamente (PHENOMENEX, 2010). Aproximadamente 10 g da
madeira triturada foram submetidos a extragdo por 6 horas com o0s solventes
(250 mL) nas suas respectivas temperaturas de ebulicdo. O tempo foi
selecionado com base em outros trabalhos que também empregaram a técnica
(BISCAIA & FERREIRA, 2009; QUEIROZ & CAJAIBA, 2016; ESPINOSA-PARDO
et al. 2017). ApOs a extracao, a mistura de solvente e extrato foi concentrada em
rotaevaporador (IKA, RV 10 Control) e levada a estufa a 60 °C para remocéo do

solvente residual. As extracfes foram realizadas em triplicata.

4.4.4 Extracdes com liquidos pressurizados — PLE

As extracbes PLE, em modo continuo, foram realizadas em uma unidade
experimental constituida basicamente de um reservatorio do solvente, uma
bomba de liquido de alta pressédo (Waters, 515), uma coluna de ac¢o inox de
14,3 cm® (7,8 mm de diametro e 30 cm de comprimento), aquecida por
resisténcias elétricas, e uma valvula micrométrica de controle de presséo no final

do extrator.

Em cada extracdo, o extrator foi preenchido com aproximadamente 5 g da
madeira de candeia triturada para formar o leito, suportado por um filtro de aco
inox com diametro de poro de 2 um para evitar a passagem das particulas. Os
experimentos foram realizados nas temperaturas de 40, 55 e 70 °C e presséo
constante de 100 bar, assim como também empregada nos trabalhos de
GARCIA-MENDOZA et al. (2017) e TRENTINI et al. (2017). O solvente (etanol,
acetato de etila e n-hexano) foi bombeado & vazdo volumétrica de 2 mL min™ e,
imediatamente apos o sistema atingir a pressao de 100 bar, a valvula de controle
de presséo foi aberta para coleta da amostra. O extrato foi recolhido em frasco
ambar durante 20 min de extracdo total. Os experimentos foram realizados em
duplicata e o rendimento dado pela razao entre extrato e massa inicial de madeira

(base umida).
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4.4.5 Extragdes com solvente assistido por ultrassom

As extracOes foram realizadas em um aparato experimental constituido de
um ultrassom (Ultronique, QR500), equipado com uma ponteira de titanio de
13 mm de didmetro, um reator encamisado de vidro com capacidade de 250 mL,
conectado a um banho termostatico (Quimis, Q214M2) para controle da
temperatura de extracdo. A poténcia nominal do equipamento é de 500 W,

podendo ajustada de 20 a 99 % do total, com frequéncia fixa de 20 kHz.

Empregou-se um planejamento experimental Box-Behnken com triplicata
no ponto central para avaliar o efeito das variaveis temperatura, razao volume de
solvente/massa de madeira e poténcia sobre o rendimento das extracdes. Os
experimentos foram conduzidos em temperaturas de 40, 50 e 60 °C, razéo
volume/massa de 10, 15 e 20 mL g* e amplitude de 30, 60 e 90 % da poténcia
nominal maxima do equipamento, com volume fixo de n-hexano de 100 mL. O

solvente foi selecionado a partir dos resultados das extracdes Soxhlet e PLE.

Baseado no comportamento cinético realizado na condicdo referente ao
ponto central do planejamento (50 °C, 15 mL g™ e 60 % de poténcia), o tempo de
7 minutos foi selecionado para todas as extracdes. ApOs 0s experimentos, 0
solvente foi removido do 6leo em rotaevaporador e as amostras armazenadas em

frasco ambar sob refrigeracéo a aproximadamente 4 °C.

4.5 Caracterizacédo do leito de particulas — extracdes supercriticas

45.1 Densidade

A densidade do leito completado com a madeira triturada (p,,) foi

determinada a partir da relacéo dada pela Equacéo 4.3:

Priito =5 (43)

leito
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Em que:

Ms: massa de inerte, correspondendo a massa alimentada no extrator

descontada a quantidade de 6leo extraida (Q);

V..o : Volume total do leito (cm?®).

45.2 Porosidade

A porosidade do leito (¢) foi determinada pela raz&o entre o volume de

espacos vazios e seu volume total, empregando-se a Equacéao 4.4:

g=1- Lo (4.4)
2

Onde:

Puie : densidade do leito (g cm™);

p. . densidade da madeira (g cm®), determinada de acordo com sec&o

4.3.3.
4.6 Modelagem matematica das curvas cinéticas da extragcdo supercritica

As curvas cinéticas de extracdo do oOleo da madeira de candeia e do
residuo industrial com CO, supercritico foram representadas pelo modelo
matematico de SOVOVA (1994), descrito na se¢do 3.3.2.2.

No modelo de Sovova, o parametro r representa a fracdo de Oleo
facilmente disponivel e depende do processo de preparacdo da matéria-prima,
como moagem e peneiramento. O valor deste parametro foi considerado
constante para conferir a ele significado fisico, visto que o procedimento de pré-

tratamento foi 0 mesmo para todo o material, e independe das condi¢cbes de
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extracdo. No ajuste deste parametro utilizou-se o método “golden search”, com a

seguinte funcao objetivo:

nexpN(

F=2 2m

i=1 j=1

o — Mgt ) (4.5)

Os parametros adimensionais Z e W, que estdo relacionados aos
coeficientes de transferéncia de massa no filme externo e no sélido,
respectivamente, foram determinados com o emprego do método de otimizagéo
multivariavel Simplex Down-Hill (NELDER & MEAD, 1965) a partir da minimizacao
da funcao objetivo dada pela Equacéo 4.6.

F= ZN;,( Mg — 0|I) (4.6)
J:
Calc

Em que: My € a massa de éleo extraida obtida pelo modelo matematico;

Ex| z - . . 7 -
monf’j € a massa de Oleo obtida experimentalmente, N_exp é o numero

experimentos e N o nimero de pontos da curva cinética experimental.
4.7 Fracionamento do 6leo de candeia e isolamento do a-bisabolol

O d6leo de candeia, extraido com CO, a 70 °C e 240 bar, aproximadamente
2 g, foi submetido a cromatografia em coluna preenchida com silica gel 60 (70-
230 mesh, Macherey-Nagel) e eluida com 100 mL de n-hexano,
n-hexano:diclorometano (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4.6, 3:7, 2:8, 1:9), diclorometano,
diclorometano:acetato de etila (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4.6, 3:7, 2:8, 1:9), acetato de
etila, acetato de etila:etanol (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9) e etanol,
obtendo-se 216 fracdes de aproximadamente 12 mL.

As fracdes foram analisadas por cromatografia em camada delgada - CCD

(Silicagel 60 F254, Meck), empregando como fase mével a solu¢cdo n-hexano:éter
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etilico (7:3 v/v). Para a revelacdo, borrifou-se o reativo de vanilina sulfirica
(vanilina 1 %, em etanol, adicionada a solucéo etandlica de acido sulfurico 5 %),
seguido de aquecimento das placas a 100 °C até o desenvolvimento da coloragdo
maxima (WAGNER & BLADT, 1996). As fracdes com similaridade de perfil na
CCD foram reunidas em 9 grupos (F1-F9) e a fracdo F4, de maior pureza, foi
submetida a andlise de determinacdo da composi¢cdo por cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas — CG-EM.

4.8 Caracterizagdo do 6leo

4.8.1 Composicao quimica

As andlises para determinagcdo da composicdo volatil dos 6leos extraidos
da madeira de candeia com CO, supercritico puro e com a adicdo de 5 % dos
cossolventes etanol e acetato de etila e pelos métodos Soxhlet e PLE com n-
hexano, bem como dos 6leos obtidos do residuo industrial, foram realizadas em
um cromatografo a gas (Agilent 7890B) acoplado a espectrdbmetro de massas
(Agilent 5977A Series GC/MDS) e equipado com uma coluna capilar de 30 m x
0,25 mm x 0,25 pum (Agilent HP-5MS) e as condicbes utilizadas foram:
temperatura inicial de 50 °C, aquecendo até 80 °C & 10 °C min™, aumentando até
180 °C 4 5 °C mint e até 250 °C & 15 °C min™*, mantendo por 5 min nesta
temperatura. A vazdo do gas de arraste hélio foi de 1 mL min™. As temperaturas
do injetor e detector foram de 280 e 310 °C, respectivamente, e o volume de
injecdo da amostra (20 mg mL™ em diclorometano) foi de 1 pL no modo Split
1:100. Os compostos foram identificados por comparagcdo dos espectros de

massa com os da livraria NIST - National Institute of Standards and Technology.

4.8.2 Concentragao de a-bisabolol

A concentracdo do sesquiterpeno a-bisabolol nas amostras extraidas da

madeira de candeia e residuo industrial foi determinado em cromatégrafo liquido
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de alta eficiéncia LC-20AT com detector UV-vis SPD-20A, ambos da marca
Shimadzu, equipado com uma coluna C18 de 4,6 mm x 250 mm x 5 um. Utilizou-
se um loop de 20 pyL e o vazdo de fase mdével (mistura acetonitrila:dgua:acido
fosforico 80:19:1) de 1 mL min™ no modo isocratico. O comprimento de onda

utilizado para a deteccao foi de 200 nm, conforme RIBAS et al. (2014).

Para a quantificagéo foi construida uma curva de calibragdo com o padréo
de (-)-a-bisabolol (Sigma Aldrich) com concentracdes de 0,01 a 0,32 mg mL™ em

hexano, que apresentou R?>0,99.

4.8.3 Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado de acordo com
método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 1965). Para a reacao utilizou-
se, uma aliquota de 0,3 mL da solucéo etandlica de 6éleo (1 mg mL™), 2,5 mL da
solucéo aquosa do reagente Folin-Ciocalteau a 10 % (v/v) e 2,0 mL de carbonato
de sodio a 7,5 % (m/v). Apos agitacao, a mistura foi deixada reagir por 2 horas a
50 °C na auséncia de luz e, apds, sua absorbancia foi determinada em 760 nm. A
quantificacdo foi determinada mediante a equacao da reta da curva padréo de
acido galico (10 a 100 ug mL™), e expressos em mg equivalente de &cido galico
por g de 6leo (mg GAE g de 6leo). As amostras avaliadas foram as extraidas da
madeira de candeia (lote 1) com CO, supercritico puro e com a adi¢cdo de 5 %
dos cossolventes etanol e acetato de etila (lote 1) e as obtidas pelos métodos

Soxhlet e PLE. As analises foram realizadas em triplicata.

4.8.4 Atividade antioxidante

Assim como na determinacdo do teor de fendlicos totais, as amostras
selecionadas para as andlises de atividade antioxidante foram as extraidas da
madeira de candeia com CO, supercritico (lote I), com CO, supercritico e adicao
de 5 % dos cossolventes etanol e acetato de etila (lote 1l) e as extraidas pelos

métodos Soxhlet e PLE com os solventes etanol, acetato de etila e n-hexano.
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4.8.4.1 Reducdao do radical DPPH

A capacidade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de acordo com
MENSOR et al. (2001) e CHOI et al. (2002). Os 6leos foram avaliados em
diferentes concentraces (100-1500 ug mL™* em etanol). A 2,5 mL de cada
amostra foi adicionado 1 mL da solugdo etandlica de DPPH 0,3 mM e apo6s 30
minutos de reacdo a absorbancia da mistura foi determinada em 517 nm. O a-
bisabolol puro foi avaliado até a concentragdo de 10000 ug mL™. O controle
negativo foi preparado pela mistura de 1 mL da solu¢do DPPH 0,3 mM com 2,5
mL de etanol. Etanol foi utilizado como branco. Os ensaios foram realizados em

triplicata e a atividade antioxidante foi determinada a partir da Equacao 4.7.

A
AA(%) =100 — (M}mo (4.7)

controle

Os valores I1Csy, concentracdo do Oleo necessaria para reduzir a
concentracéo inicial de DPPH em 50 %, foram obtidos da regresséo linear entre
as concentracoes utilizadas (abscissa) e a porcentagem da atividade antioxidante
(ordenada).

4.8.4.2 FRAP — método de reducao do ferro

O ensaio FRAP foi realizado segundo metodologia descrita por BENZIE &
STRAIN (1996), com modifica¢cdes. Uma aliquota de 90 pL da solucéo etandlica
do 6leo (1000 pg mL™) foi misturada com 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP (25 mL de tampéo acetato 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL de solucdo de
TPTZ 10 mM em HCI 40 mM e 2,5 mL de solucdo aquosa de cloreto férrico
20 mM). A mistura foi incubada a 37 °C por 5 min e sua absorbancia determinada
em 595 nm utilizando como branco o reagente FRAP. O mesmo procedimento foi
realizado para o a-bisabolol puro (10000 pug mL™). Uma curva padréo de sulfato
ferroso (100-2000 pM) foi utilizada para determinacdo da capacidade

antioxidante e os resultados expressos em uM Fe®* por g de éleo.
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4.8.5 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das amostras (6leo da extracdo supercritica a
70 °C e 240 bar e a-bisabolol, obtido do fracionamento do 6leo) foi avaliada frente
sete espécies bacterianas, incluindo quatro Gram-positivas: Staphylococcus
aureus (ATCC 14458), Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 25923), Bacillus
cereus (ATCC 11778) e Bacillus subtilis (ATCC 6633) e trés Gram-negativas
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi (ATCC 06539), Escherichia coli
(ATCC 10536) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 77736), empregando o método de
microdiluicdo em caldo, com microplacas de 96 pocos, conforme Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

As amostras foram diluidas em caldo Mueller Hinton (MH) com 1 % de
dimetilsulféxido (DMSO), obtendo-se a concentracéo final de 10 mg mL™. Foram
transferidos 100 uL de cada amostra para a microplaca contendo 100 pyL de caldo
MH e, em seguida, realizaram-se diluicbes seriadas (1:2), de modo a obter
concentracdes finais de 5000 a 39 pg mL™. Em cada poco da microplaca foram
adicionados aproximadamente 5 x 10* UFC. Utilizou-se DMSO 1 %, em caldo MH,
como controle negativo, que ndo afetou o crescimento bacteriano, e Ampicilina

como controle positivo para todas as bactérias testadas.

As microplacas foram incubadas a 37 °C por 18-24 h. Apés, adicionaram-
se 10 pL de uma solucdo 5 mg mL™* de 2,3,5-Trifeniltetrazélio cloreto em cada
poco da microplaca para verificar o crescimento microbiano. A concentragcao
inibitéria minima (MIC) foi definida como a menor concentracdo das amostras que

visivelmente inibiu o crescimento bacteriano apos o periodo de incubacéo.

4.9 Analise estatistica

As diferencas significativas entre as médias dos resultados experimentais,
p<0,05, de rendimento, concentracado de a-bisabolol, teor de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante foram analisadas pelo teste Tukey, empregando
programa computacional Statistica 8.0 (STATSOFT, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo, primeiramente € apresentada a caracterizacao dos lotes | e Il
de madeira de candeia e do residuo industrial. Também séo apresentados e
discutidos os resultados dos efeitos da temperatura e pressdo no rendimento das
extracbes com CO, supercritico, em que foram empregados o lote | de cavacos
de candeia e o residuo industrial. Posteriormente, empregou-se o lote Il da
madeira de candeia nas extracdes com CO, supercritico adicionado dos
cossolventes etanol e acetato de etila, bem como nas extracdes Soxhlet, com
liquidos pressurizados e com solvente assistido por ultrassom, e os resultados
obtidos sdo discutidos. Em seguida, sdo apresentados os resultados de
caracterizacdo dos Oleos quanto a composicdo quimica, concentracdo de
a-bisabolol e atividade antioxidante. Por fim, os resultados da atividade
antibacteriana do Oleo de candeia extraido com CO, supercritico e do
sesquiterpeno a-bisabolol, obtido do fracionamento do 6leo por cromatografia em

coluna.

5.1 Caracterizacdo da madeira de candeia

A umidade da matriz vegetal € um dos parametros que afetam o
rendimento e seletividade na extracao supercritica. Para a maioria das matérias-
primas, um alto conteudo de agua é indesejavel, pois esta age como uma barreira
para a extracdo. No entanto, em alguns casos, a agua expande a estrutura sélida
facilitando a transferéncia de massa. Segundo relatos da literatura (MARTINEZ,
2008; IVANOVIC, et al., 2011), a influéncia da umidade na transferéncia de massa

e solubilidade é insignificante para valores entre 3 e 12 %.

Apés secagem e trituracdo, a madeira de candeia empregada nas
extracOes apresentou teor de umidade de 5,42 % (lote I) e 4,63 % (lote Il), e O
residuo industrial 3,53 %. A densidade real da matéria-prima foi de 1,44 g cm™ e

diametro médio de particula (d,) de 5,2 x 10*m.
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5.2 Extragfes do 6leo

5.2.1 Extracdes com CO, supercritico

Na Tabela 5.1 sao apresentadas as condicdes experimentais de
temperatura e pressdo empregadas nas extragdes do 6leo de candeia (lote ) e do
residuo industrial, bem como a densidade do CO,, a solubilidade (Y) do 6leo no

solvente (determinada pelo coeficiente angular da parte linear da curva de
extragdo — g de Oleo por kg de solvente) e o rendimento obtido em cada condicao.

Tabela 5.1 - Condi¢gBes experimentais e rendimentos das extracbes do 6leo da
madeira de candeia e do residuo industrial empregando CO, supercritico.

T P pel Y ® Rendimento
Experimento Material
(°C)  (ba) (gem®)  (gsieo kgsowene™) (%)
1 40 160 0,796 3,18 1,16
2 40 240 0,873 3,67 1,28
3 Candeia 70 160 0,549 3,04 1,16
4 70 240 0,725 4,00 1,42
5 55 200 0,755 3,63 £ 0,08 1,27 +0,04°
6 40 160 0,796 0,79 0,27
7 40 240 0,873 0,84 0,29
8 Residuo 70 160 0,549 0,86 0,32
9 70 240 0,725 1,10 0,41
10 55 200 0,755 0,87 £ 0,03 0,33 +0,01°

% Densidade do CO; (National Institute of Standards and Technology - NIST).
P Solubilidade do 6leo no solvente.
¢ Média * desvio padréo de triplicata.
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Nas extracdes do 6leo da madeira de candeia, 0 maior rendimento (1,42 %)
foi obtido na condigdo de maior temperatura e pressdo do planejamento, 70 °C e
240 bar, respectivamente. O menor rendimento (1,16 %) foi obtido nos
experimentos de menor pressédo utilizada (experimentos 1 e 3). Comportamento
similar também foi observado no trabalho de RIBAS et al. (2014), em que o0 maior
rendimento (0,72 %) foi obtido no experimento de maior temperatura e pressao

empregado na extracéo do 6leo de candeia com CO,, 60 °C e 245 bar.

Os valores de solubilidade para as extracdes do 6leo da candeia
apresentados na Tabela 5.1, 3,04 a 4,00 Qeeo KUsovente ., SAO proximos aos
encontrados por SOUZA et al. (2008) e RIBAS et al (2014) na extracao do 6leo de
candeia com CO; supercritico. No primeiro trabalho, para as trés condi¢cdes de
temperatura e pressdo empregadas, a solubilidade variou de 3,33 a
5,00 geieo KGsovente - € 0 rendimento obtido foi de aproximadamente 1,65 a 2,40 %.
No segundo trabalho, a solubilidade foi de 1,70 a 4,40 Qseo KGsovene~, COM
rendimentos finais de 0,30 a 0,72 %. Levando-se em consideracéo a similaridade
dos valores de solubilidade entre os trabalhos, a diferenca dos rendimentos
obtidos deve estar associada as caracteristicas do lote de candeia empregado na
extracao.

Sao varios os fatores que influenciam no rendimento de 6leo, tais como,
condicBes de solo e clima, parte utilizada da planta, método de extracdo, entre
outras, e isso pode explicar as variacdes entre os trabalhos reportados na
literatura. MORI et al. (2009) verificaram que os rendimentos mais elevados do
O0leo essencial da candeia s&do encontrados para arvores mais velhas e
localizadas em areas de menor altitude. SCOLFORO et al. (2004) encontraram
variacdes de 0,33 a 1,37 % para a quantidade de Oleo essencial extraido de
plantas com didametro entre 5 a 45 cm pelo método de arraste a vapor. SILVERIO
et al. (2013) obtiveram rendimentos de 0,2, 0,2, 0,3 e 0,4 % na hidrodestilacao de

flores, folhas frescas, folhas secas e galhos de candeia, respectivamente.

As extracBes empregando o residuo industrial mostraram que este material
ainda tem potencial para a recuperacao de 6leo. O maior rendimento, 0,41 %
também foi obtido na condicdo de maior pressédo e temperatura do planejamento.
O menor rendimento (0,27 %) foi encontrado para a condigdo de menor pressao e
temperatura, 40 °C e 160 bar.
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Utilizou-se o programa computacional Statistica 8.0 (STATSOFT, USA)
para a andlise estatistica dos efeitos, considerando o modelo linear e um intervalo
de 95 % de confianca. No Grafico de Pareto (Figura 5.1) sdo apresentados o0s
efeitos das variaveis temperatura e pressédo sobre o rendimento da extracdo do

6leo da madeira de candeia.

Presséo /

TxP +

+

Temperatura +

p=0.05

Efeito estimado (valor absocluto)

Figura 5.1 - Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis temperatura e pressao no
rendimento da extracdo do 6leo de candeia.

Para as condicdes utilizadas, a pressédo foi a Unica variavel com efeito
significativo sobre o rendimento (p<0,05). Os experimentos 1e 2 a40°Ce3e4a
70 °C (Tabela 5.1) sugerem que o aumento da pressdo em uma mesma
temperatura aumenta o rendimento da extracdo, o que pode ser explicado pelo

aumento da densidade do solvente.

Nos experimentos a 160 bar, o acréscimo de 30 °C na temperatura de
extracdo diminuiu a solubilidade do 6leo no solvente de 3,18 para 3,04g kg™
Entretanto, nos experimentos realizados a 240 bar o aumento da temperatura,
com consequente reducdo na densidade do CO,, resultou em um aumento da

solubilidade 3,67 para 4,00 gkg™*, e do rendimento de 1,28 para 1,42 %. Assim,
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pelos valores da densidade do solvente e o rendimento em cada experimento,
pode-se concluir que, para a mais baixa pressdao empregada, o efeito da
densidade do solvente predomina sobre o rendimento, enquanto a maior pressao,

o efeito predominante é o da pressao de vapor do soluto.

Comportamento similar sobre os efeitos da temperatura e pressao foi
reportado por outros autores que empregaram o CO, supercritico, tais como:
CONDE et al. (2013), na obtencdo de compostos fendlicos e lipofilicos da madeira
de Pinus pinaster, ACOSTA et al. (2014), na extracdo a partir do residuo de

Meziaurus itauba e TOMITA et al. (2014), que obtiveram 6leo do farelo de arroz.

A validade do modelo foi verificada pela andlise do teste F, mediante dados
da analise de variancia. O modelo é validado, ou seja, se ajusta aos dados
experimentais, quando Fcacuiado>Ftabelado- O Modelo obtido pela regresséo linear
explicou 93,9 % das variacdes entre 0s valores experimentais e 0s previstos pelo
mesmo, indicando uma boa concordancia. A analise da estatistica “F’ é

apresentada na Tabela 5.2 e o modelo é dado pela Equacéo 5.1.

Tabela 5.2 - Analise de variancia para predicdo do rendimento da extracdo do
6leo da candeia com CO, supercritico.

Causa de Soma a Média b
.~ L. GL L. I:calculado Ftabelado
variacao guadratica quadratica
Modelo 0,0459 3 0,0153 15,30 8,94
Residuo 0,0030 3 0,0010
Total SQ 0,0489 6 0,0081
R%= 0,939

2 Graus de liberdade.
b Frabelado(6;3;0,05).

Rendimento (%) = 1,2998 — 0,0093T — 0,0008P + 0,00006TP 5.1

Na Figura 5.2 sédo apresentados os efeitos da temperatura e pressao sobre
o rendimento da extracdo a partir de uma superficie de resposta. Verifica-se que a

regido com maior rendimento esta localizada nos niveis mais altos de temperatura
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e pressdo, apresentando pouca variacdo no resultado com o aumento da
temperatura para baixas pressoes.

445 e
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Figura 5.2 - Superficie de resposta para o rendimento da extracdo do 6leo de
candeia em funcao das temperaturas e pressdes empregadas.

Para as extracdes do 6leo do residuo industrial, ambas as variaveis
temperatura e pressao foram significativas (Figura 5.3), aumentando-se o valor
dessas variaveis aumenta-se o rendimento da extracdo. Da mesma forma que
nas extracbes do Oleo de candeia, o efeito da pressdo sobre o rendimento
também foi verificado nas extragBes do residuo industrial, justificado pelo efeito da
densidade do solvente (experimentos 6-7 e 8-9). Da andlise do efeito da
temperatura (experimentos 6-8 e 7-9), pode-se concluir que o efeito da pressao

de vapor do soluto é predominante sobre o rendimento para ambas as pressdes
empregadas.
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Figura 5.3 - Gréfico de Pareto dos efeitos das varidveis temperatura e pressao e
temperatura no rendimento da extracéo do 6leo do residuo industrial.

A validade do modelo foi verificada pela andlise do teste “F”, mediante
dados da analise de variancia (Tabela 5.3). O modelo obtido pela regresséo linear
explicou 97,7 % das variacbes entre os valores experimentais e 0s previstos,
indicando uma boa concordancia. A equacédo do modelo € descrito pela Equacao
5.2.

Tabela 5.3 - Andlise de variancia para predicdo do rendimento da extracdo do
0leo do residuo industrial com CO; supercritico.

Causa de Soma a Média b
. N L, GL L. I:calculado Ftabelado
variagao quadratica quadratica
Modelo 0,0115 3 0,0038 38,00 8,94
Residuo 0,0003 3 0,0001
Total SQ 0,0118 6 0,0020
R*= 0,977

2 Graus de liberdade.
b Frabelado(6;3;0,05).
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Rendimento (%) = 0,3525 — 0,0030T — 0,0009P + 0,00003TP 5.2

A superficie de resposta dos efeitos da temperatura e pressdo sobre o

rendimento da extracdo empregando o residuo industrial € apresentada na Figura

5.4, na qual é possivel verificar o efeito positivo das variaveis temperatura e
pressdo sobre o rendimento da extracao.
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Figura 5.4 - Superficie de resposta para o rendimento da extracdo do 6leo do
residuo industrial em funcédo das temperaturas e pressdes empregadas.

Assim como nas extracdes do Oleo da madeira de candeia, os maiores
rendimentos sdo observados para as condicdes de maiores temperaturas e

pressdes. No entanto, para este material, um aumento da pressado a baixas
temperaturas tem um efeito pouco significativo no resultado.

5.2.1.1 Curvas cinéticas

As curvas cinéticas da extracdo supercritica do 6leo da madeira de candeia

e residuo industrial sdo apresentadas nas Figuras 5.5 e 5.6, respectivamente.
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Como pode ser verificado, a condicdo de 70 °C e 240 favoreceu a taxa de

extracao para os dois materiais.
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Figura 5.5 — Curvas cinéticas das extrac6es do 6leo da madeira de candeia.
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Figura 5.6 - Curvas cinéticas das extracdes do 0leo do residuo industrial.
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Embora as taxas iniciais de extracdo do 6leo da candeia em ambas as
condicbes de 240 bar sejam muito proximas, verifica-se que o aumento da
temperatura, com consequente aumento na volatilidade e difusdo do soluto,
favoreceu a extracdo do Oleo de dificil acesso, resultando no maior rendimento

para a condicéo de 70 °C e 240 bar.

Para ambos o0s materiais, as curvas cinéticas apresentaram
comportamento tipico, com os trés periodos da extracdo, CER, FER e DC,
respectivamente. No primeiro periodo, a taxa de extracdo é constante devido a
presenca do 6leo na superficie da matéria-prima, ou seja, o soluto € de facil
acesso. No segundo periodo, ha diminuicdo na taxa de extracdo devido ao
esgotamento do 6leo na superficie do sélido e inicio da extracdo do Oleo contido
no interior das células intactas e, por fim, no ultimo periodo, o solvente extrai
somente o Oleo contido no interior do sélido e, portanto, a taxa de extracao €
baixa.

5.2.1.2 Modelagem matematica das cinéticas de extracao

O modelo matematico de SOVOVA (1994) foi utilizado para representar as
curvas cinéticas de extracdo. Para a madeira de candeia, os parametros foram:
concentracéo inicial de Oleo de 1,47 x 1072 Jsleo gsé"do'l (dada pela razao entre a
massa de 6leo extraida na condicdo de maior rendimento, 240 bar e 70 °C, e a
massa de sélido inerte), densidade do leito de 0,358 g cm™, porosidade de 0,752
e massa de material inerte de 28,58 g. Os parametros das extracdes do residuo
industrial foram: concentracgdo inicial de dleo de 4,05 x 103 Joleo gsondo'l, densidade
do leito de 0,362 g cm™, porosidade de 0,750 e massa de material inerte de
28,88 g. Para ambos os materiais a vazdo massica de solvente utilizada foi de
1,96 x 107 kg min™, densidade do sélido de 1,44 g cm™, densidade do solvente e

solubilidade do 6leo no CO, conforme a Tabela 5.1.

Na Tabela 5.4 sdo apresentados os parametros ajustados do modelo de
Sovova, Z, W e r. O parametro r representa a fracdo de 0Oleo de facil acesso,
sendo de 0,29 para a madeira de candeia e 0,60 para o residuo industrial. Como

apresentado na secdo 3.3.2.2, os parametros Z e W sao diretamente
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proporcionais aos coeficientes volumétricos de transferéncia de massa nas fases

fluida e sélida, k.a ksa, respectivamente, e o menor valor de W é explicavel

devido a maior resisténcia para a difusédo do soluto contido nas particulas intactas.

Assim, como j& esperado, os valores de k.a foram elevados quando
comparados aos de k;a . Para as extragdes com madeira de candeia, k-a variou

de 1,70x107" a 2,71x10"'min™" e de 9,95x102 a 4,50x 10" 'min™" para as

extracdes com o residuo industrial, enquanto, para o primeiro material k;a foi de
1,08x102a6,81x10min"" e de 1,81x102a 1,12 x 102 min~" para segundo.

De acordo com uma revisdo dos resultados apresentados na literatura
(HUANG et al., 2012), os valores do coeficiente de transferéncia de massa no
filme externo séo, geralmente, de duas a trés ordens de magnitude maiores que
os do coeficiente interno, devido ao primeiro coeficiente estar relacionado a
extracdo do Oleo liberado na superficie da particula, ou seja, fragcdo de facil

extracao, e o segundo, a difusédo do 6leo contido no interior do sélido.

Tendo em vista os periodos da extracdo, t.; se refere ao tempo do

esgotamento do 6leo de facil acesso nas particulas localizadas na entrada no leito

e inicio da extragédo do Oleo contido no interior destas particulas e t.., , ao tempo

em que se encerra a extracdo de todo o 6leo facilmente disponivel no material

contido no extrator. Para as extragbes empregando a madeira de candeia, t_.

variou entre 19,7 e 28,9 min e, para o residuo industrial, de 45,2 a 61 min. Os
maiores valores encontrados para o segundo material pode ser explicado pela

maior fracdo de 6leo na superficie das células em relacdo ao primeiro.

Em geral, verifica-se que, embora a difusividade aumente com a
temperatura, o efeito da densidade do solvente parece predominar sobre o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa no filme externo, sendo este
aumentado com a pressdo. Para a fase solida, ambas as variaveis afetaram
positivamente o coeficiente volumétrico de transferéncia de massa; o efeito da
temperatura atribuido ao aumento da difusividade do éleo contido no interior das
células e a possivel ruptura das paredes celulares com o0 uso de altas pressdes
(OZKAL et al., 2005, JIA et al., 2009).
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Tabela 5.4 - Parametros ajustados do modelo de Sovova para as extracfes do 6leo da madeira de candeia e do residuo industrial

com CO; supercritico.

T P Leer Urer kF a ksa

Material Z W r

(°C) (bar) (min) (min) (min) (min)

40 160 8,88 0,06 0,29 2,24 24,29 2,68x10" 1,08x10°3

40 240 9,79 0,13 0,29 1,57 19,72 2,71x10" 2,23x10°3
Candeia 70 160 3,98 0,08 0,29 5,22 28,91 1,74x10" 1,31x10°3

70 240 6,04 0,39 0,29 2,50 26,38 2,09x10* 6,81x103

55 200 521 0,17 0,29 3,26 24,68 1,70x10*" 2,80x10°3

40 160 4,48 0,11 0,60 10,20 60,75 1,36x10*" 1,81x10°°

40 240 9,73 0,14 0,60 4,05 48,48 2,82x10" 2,50x1073
Residuo 2 3
_ _ 70 160 2,27 0,19 0,60 13,42 47,60 9,95x10° 3,11x10°
industrial

70 240 13,06 0,63 0,60 2,42 45,22 4,50x10? 1,12x102

55 200 7.50 0,22 0,60 5,01 49,23 2,46x10" 3,83x10°
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Nas Figuras 5.7 e 5.8 sdo apresentadas as curvas cinéticas de extracao do

Oleo de candeia e do residuo industrial ajustadas pelo modelo de Sovova.

Rendimento

Figura 5.7 - Curvas cinéticas de extracdo do 6leo da madeira de candeia com
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CO; supercritico ajustadas pelo modelo de Sovova.
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Figura 5.8 — Curvas cinéticas de extracao do 6leo do residuo industrial com CO;

supercritico ajustadas pelo modelo de Sovova.
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Os indicadores estatisticos da modelagem matematica (desvio médio
absoluto — DMA e coeficiente de determinacdo — R?) sdo apresentados na Tabela
5.5. O modelo de Sovova apresentou bom ajuste aos dados experimentais, com
erro médio absoluto maximo de 4,37 % para as extracdes da madeira e 6,11 %

para o residuo industrial.

Tabela 5.5 - Valores dos indicadores estatisticos para a modelagem de Sovova.

Material ! i DMA (%) R?
(°C) (bar)
40 160 2,33 0,997
40 240 4,37 0,991
Candeia 70 160 3,19 0,994
70 240 2,26 0,997
55 200 4,01 0,998
40 160 2,81 0,993
40 240 6,11 0,980
Residuo industrial 70 160 4,00 0,970
70 240 3,02 0,994
55 200 6,08 0,984

5.2.2 Extragdes do 6leo da madeira de candeia com CO,+cossolventes

Conforme MAZZUTTI et al. (2012), a quantidade de cossolvente na
extracao supercritica deve ser minima a fim de se evitar a necessidade de etapas
adicionais para remocgdo do solvente do extrato, aumentando o0s custos
operacionais. Dentre os tipos de solventes, o etanol é o mais empregado como
modificador, pois é inécuo para a saude humana e para o meio ambiente (MELO
et al.,, 2014). Acetato de etila também é um cossolvente importante, com

aplicacdes nas industrias farmacéutica e alimenticia (FALCO & KIRAN, 2012).
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Desta forma, investigou-se o efeito da adicdo de 1, 3 e 5 % (v/v) dos
cossolventes ao CO, na extracdo do 6leo da madeira de candeia (lote Il). Os
experimentos foram realizados em 70 °C e 240 bar, condi¢do na qual foi obtido o
maior rendimento das extracées com CO, puro (secao 5.2.1). Os rendimentos das
extragdes, bem como os valores da densidade e solubilidade aparente para cada
condicdo sdo apresentados na Tabela 5.6. As curvas cinéticas da extracdo do

0leo de candeia sao apresentadas nas Figuras 5.9 e 5.10.

Tabela 5.6 - Resultados das extracdes do 6leo de candeia com CO; puro e com
adicdo de 1, 3 e 5 % dos cossolventes etanol (EtOH) e acetato de etila (EtAc), na
temperatura de 70 °C e pressao de 240 bar.

pe Y ® Rendimento®
Solvente
(g cm?) (Gsieo KTsowente ) (%)

CO; 0,702 3,52 1,55+ 0,012

CO; + 1% EtOH 0,709 3,58 1,66 + 0,01°
CO, + 3% EtOH 0,722 4,01 1,95 + 0,02
CO; + 5% EtOH 0,734 4,33 2,35+ 0,02°
CO, + 1% EtAC 0,709 3,28 1,54 £ 0,012
CO, + 3% EtAC 0,718 3,45 1,60 + 0,02%
CO, + 5% EtAC 0,727 3,68 1,86 + 0,03°

Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si ao
nivel de 5 %.

# Densidade da mistura CO,+cossolvente calculada pela equacédo de estado de
Peng Robinson com regra de mistura quadratica de van der Waals (vdW?2).

® Solubilidade do 6leo no solvente.

¢ Média + desvio padrédo de duplicata.
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Figura 5.9 - Curvas cinéticas experimentais das extracées do 6leo candeia com
CO; supercritico e o cossolvente etanol.
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Figura 5.10 - Curvas cinéticas experimentais das extracdes do 6leo candeia com
CO; supercritico e o cossolvente acetato de etila.
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Os resultados apresentados na Tabela 5.6 e nas Figuras 5.9 e 5.10
mostram que a adi¢do do etanol ao CO, proporcionou maiores rendimentos em
comparacao ao acetato de etila, com maximo de 2,35 % para o primeiro solvente
e 1,86 % para o segundo. A adicdo do cossolvente etanol nas proporcdes de 1, 3
e 5 % aumentou a quantidade de 6leo extraida em 7, 26 e 52 %, respectivamente,
em relagcdo ao rendimento com o CO, puro (1,55 %). A adicdo do acetato de etila
somente foi significativa para a proporcdo de 3 e 5 %, sendo o rendimento

elevado de 3 e 20 %, respectivamente.

Embora os valores de densidade do solvente tenham sido influenciados
pela presenca dos cossolventes, o aumento da solubilidade, mais pronunciada
com a adicado do etanol, se deve, provavelmente, a capacidade desse solvente
em realizar ligacdo de hidrogénio com o soluto, diferentemente do acetato de
etila, que é um solvente aproético (ASEP et al., 2013; BERMEJO et al., 2016). Este
efeito é evidenciado quando se analisa, por exemplo, os resultados obtidos com a
adicdo de 5 % de acetato de etila e 3 % de etanol. Para o primeiro solvente, o
rendimento foi de 1,86 %, com densidade de 0,727 g cm™, enquanto, para uma
densidade préxima (0,722 g cm™), obtido com o etanol, o rendimento foi de
1,95 %.

A adicao de pequenas quantidades do cossolvente etanol e acetato de etila
ao CO, proporcionou consideravel aumento no rendimento, em uma dada
condicao de pressao e temperatura (3 a 52 %), assim como também verificado
por MICHIELIN et al. (2009) e MARTINS et al. (2016b). No primeiro trabalho, os
autores obtiveram um aumento de até 72 % no rendimento das extracdes
supercriticas a partir de Cordia verbenacea empregando 5 % de etanol e acetato
de etila como cossolventes ao CO,. No segundo, o rendimento das extragdes
supercriticas a partir da biomassa de Eichhornia crassipes aumentou em até 65 %

com a adicdo de 5 % do cossolvente etanol.

Para a extracdo do 6leo de candeia com CO, puro apresentados na secao
5.2.1, verificou-se que o aumento no rendimento é mais significativo com o
aumento na pressdo de operacdo, obtendo-se um aumento maximo de
aproximadamente 22 % (1,16 para 1,42 %) para o aumento da pressao extracao
de 160 para 240 bar, na temperatura de 70 °C. Comportamento similar também foi

obtido por RIBAS et al. (2014), em que o0 aumento da pressdo de extracdo do 6leo
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de candeia de 120 para 245 bar, na temperatura de 60 °C, elevou o rendimento
de 0,36 para 0,72 %.

5.2.2.1 Modelagem matematica das cinéticas de extracao supercritica com

cossolvente

Os parametros utilizados para a modelagem matematica das curvas de
extracdo do Oleo de candeia com CO, supercritico e 0s cossolventes etanol e
acetato de etila foram: concentracao inicial de 6leo de 2,42 x 1072 Jsleo gsé"do'l
(dada pela razédo entre a massa de 0leo extraida com CO, + 5 % de etanol, e a
massa de sélido inerte), densidade do leito de 0,312 g cm™, porosidade do leito
de 0,784, massa de sélido inerte de 18,10 g, densidade do sélido de 1,44 gcm™e
vazdo massica de solvente de 2,05 x 10 kg min™. A densidade e solubilidade do

6leo no solvente conforme apresentado na Tabela 5.6.

Na Tabela 5.7 sado apresentados os parametros ajustados do modelo de
Sovova, Z, W e r. Para este lote de madeira de candeia (lote 1), a fracdo de
Oleo de facil acesso foi de 0,46. Assim como nas extraces com CO; puro, 0s
coeficientes volumétricos de transferéncia de massa no fluido foram maiores do
que os da fase sélida, de 1,55 x 10" a 3,20 x 10™" min~" para o primeiro e de

9,00 x 10*a 8,40 x 10 min™ para o segundo.

Devido a sua dificuldade, a extracéo do 6leo contido no interior das células

intactas é considerada como limitante do processo, sendo que 0s maiores

rendimentos foram obtidos nos experimentos com os maiores valores de ksa. A

adicdo dos cossolventes aumentou em até aproximadamente 10 vezes o valor
deste coeficiente, devido possivelmente, a ruptura das paredes celulares e/ou
inchamento do solido, melhorando assim a transferéncia de massa interna

durante a extracao.

Pelos dados estatisticos, 0 modelo apresentou um bom ajuste aos dados
experimentais, com coeficiente de determinacdo R?>0,98 e erro médio absoluto
maximo de 3,78 %. As curvas cinéticas experimentais ajustadas com o modelo

matematico sao apresentadas nas Figuras 5.11 e 5.12.
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Tabela 5.7 - Parametros ajustados do modelo de Sovova para as extracdes do 6leo da madeira de candeia com CO; supercritico

e adicao dos cossolventes etanol e acetato de etila.

teer tren k.a koa DMA
Solvente Z W r R?
(min) (min) (min™) (min™) (%)

CO, 6,08 0,03 0,46 4,38 32,69 3,20x10™ 9,00x10™ 2,40 0,990
CO,+1% EtOH 4,54 0,05 0,46 5,88 34,87 2,31x10* 1,20x10°® 3,25 0,992
CO,+3% EtOH 3,41 0,13 0,46 7,03 36,00 1,60x10" 3,20x10° 2,39 0,995
CO,+5% EtOH 5,37 0,32 0,46 3,93 34,60 2,77x10™" 8,40x107° 2,85 0,995
CO,+1% EtAc 2,89 0,02 0,46 9,51 37,93 1,55x10™ 5,00x10 2,98 0,986
CO,+3% EtAc 4,30 0,03 0,46 6,13 34,12 2,24x10" 9,00x10™ 2,49 0,992
CO,+5% EtAc 6,10 0,08 0,46 4,07 32,39 3,07x10™ 2,00x10° 3,78 0,988
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Figura 5.11 - Curvas cinéticas de extracdo do 6leo da madeira de candeia com
CO, supercritico e o cossolvente etanol ajustadas pelo modelo de Sovova.
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Figura 5.12 - Curvas cinéticas de extracdo do 6leo da madeira de candeia com
CO; supercritico e o cossolvente acetato de etila ajustadas pelo modelo de
Sovova.
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5.2.3 Extragdes com solventes organicos — Soxhlet e PLE

A madeira de candeia (lote Il) foi submetida a extracdo com os solventes
etanol, acetato de etila e n-hexano pelo método convencional em Soxhlet, nas
suas respectivas temperaturas de ebulicdo, e pressurizados a 100 bar, nas
temperaturas de 40, 55 e 70 °C, método PLE. As condi¢Ges experimentais e os

rendimentos obtidos sdo apresentados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Condicbes experimentais e rendimentos das extracfes Soxhlet e
PLE com etanol, acetato de etila e n-hexano.

) T Tempo Rendimento®
Método Solvente _
(°C) (min) (%)
40 4,14 + 0,042
PLE 55 20 5,03 + 0,08
Etanol
70 5,56 + 0,10°
Soxhlet +78 360 7,23+0,23
40 2,91 + 0,032
PLE Acetato de 55 20 3,86 +0,01°
etila 70 4,18 + 0,06°
Soxhlet +77 360 5,10 + 0,40
40 0,53 + 0,012
PLE 55 20 0,75 + 0,02°
n-Hexano
70 0,85 + 0,04°
Soxhlet + 68 360 1,57 + 0,07

Letras iguais na mesma coluna, e para o mesmo solvente das extracbes PLE,
indicam que as médias néo diferem entre si ao nivel de 5 %.
& Média + desvio padrdo de duplicata.

Os resultados mostram que a polaridade do solvente empregado na

extracdo Soxhlet teve influéncia sobre o rendimento, sendo que, quanto maior a
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polaridade maior a quantidade de extrato obtido, o que se deve a baixa
seletividade destes solventes polares. O etanol, solvente mais polar, forneceu o
maior rendimento 7,23 %, diferentemente do solvente apolar n-hexano que
apresentou o menor rendimento de 1,57 %. Efeito similar foi observado por RIBAS
et al. (2014) na extracdo em Soxhlet com a madeira de candeia e os solventes
n-hexano e diclorometano, em que foram obtidos rendimentos de 1,18 e 3,60 %,

respectivamente, evidenciando a afinidade dos compostos por solventes polares.

O maior rendimento da extracdo Soxhlet em relacdo a PLE, quando
utiizado o mesmo solvente, estd relacionado a recirculagdo do solvente na
temperatura de ebulicAo, que aumenta a solubilizagdo dos compostos
(MEZZOMO et al.,, 2010), além da alta temperatura também diminuir a
viscosidade e tensdo superficial do solvente, facilitando a penetracdo na matriz

sélida e, consequentemente, a extracdo (MARKOM et al., 2007).

Também € verificado um aumento do rendimento com a temperatura
empregada na PLE para os trés solventes. Um aumento desta variavel
geralmente melhora a eficiéncia da extracdo devido a reducdo das interacfes
moleculares entre os analitos e a matriz. Também, pela diminuicdo da viscosidade
do solvente, o que melhora sua penetracdo na amostra e pela reducéo da tenséo
superficial solvente/matriz, permitindo que os analitos se dissolvam mais
rapidamente no solvente (CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005; TURNER &
WALDEBACK, 2013; AMEER et al., 2017). Além disso, a taxa de difusdo é
aumentada, resultando em extracdes mais rapidas (MUSTAFA & TURNER,
2011).

Na maior temperatura, de 70 °C, foram obtidos os maiores rendimentos da
PLE com os solventes etanol, acetato de etila e n-hexano, 5,56, 4,18 e 0,85 %,
respectivamente. Esses rendimentos, obtidos com tempo de extracdo de 20 min,
correspondem, respectivamente, a 77, 82 e 54 % do rendimento da extracao
Soxhet, com 360 min de extracdo total. Deve-se ressaltar que a quantidade de
solvente empregada no método PLE foi seis vezes menor em relacdo ao usado
no método convencional em Soxhlet, reduzindo assim, 0 consumo energético na

separacao deste ao final da extracao.
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5.2.4 Extracdo do 6leo de candeia com solvente assistido por ultrassom

Para as extracdes do 6leo da madeira de candeia assistidas por ultrassom,
selecionou-se 0 n-hexano devido a maior pureza em a-bisabolol dos 6leos obtidos
com este solvente, cujos resultados sédo apresentados na secao 5.3.2. Na Tabela

5.9 sdo apresentadas as condigdes experimentais de temperatura (X,), razao
liquido/solido (x,) e poténcia (X;), de acordo com o planejamento
Box—Behnken 33, e os rendimentos (Y ) obtidos ao final de 7 minutos.

O tempo das extracdes foi selecionado apds a realizacdo de experimentos
cinéticos na condicdo de ponto central do planejamento (50 °C, 15 mL g * e

poténcia de 60 % da nominal do equipamento). Conforme mostrado na Figura

5.13, apds 7 minutos de extracdo, ndo houve variacao significativa no rendimento.
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Figura 5.13 - Curva cinética da extragdo do 0leo da madeira de candeia com n-
hexano assistida por ultrassom na condic&o de 50 °C, 15 mL g * e 60 % da
poténcia nominal do equipamento.
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Tabela 5.9 - CondicbGes experimentais e rendimentos das extracdes do Oleo de
candeia com n-hexano assistidas por ultrassom.

Variaveis Resposta
X, X, X, Y
Experimento Razao
Temperatura liquido/sdlido Poténcia® Rendimento
(°C) (%) (%)
(mLg™)
1 40 10 60 1,05
2 60 10 60 1,17
3 40 20 60 1,22
4 60 20 60 1,28
5 40 15 30 1,16
6 60 15 30 1,16
7 40 15 90 1,12
8 60 15 90 1,31
9 50 10 30 1,15
10 50 20 30 1,28
11 50 10 90 1,16
12 50 20 90 1,31
13 50 15 60 1,25 + 0,02°

& Porcentual relativo a poténcia nominal do equipamento (500 W).
b Média + desvio padrdo de quadruplicata.

Os rendimentos, para as condicdes empregadas, variaram de 1,05 a
1,31 %, sendo estes valores correspondentes a 67 e 83 % do rendimento obtido
na técnica convencional em Soxhlet, com volume de solvente 2,5 vezes menor e
7 minutos de extracdo. O maior rendimento foi obtido em ambos os experimentos
8e 12 (60 °C,15mL g™, 90 % ; 50 °C, 20 mL g *, 90 %, respectivamente). Em
contrapartida, no experimento 1 (40 °C, 10 mL g ™, 60 %) foi verificado o menor
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rendimento, 1,05 %. Para avaliar o efeito das variaveis empregadas sobre o
rendimento das extracdes, empregou-se a analise estatistica considerando um
intervalo de confianca de 95 %. O modelo polinomial de segunda ordem que

prediz o rendimento da extracdo (Y ) em funcdo das variaveis independentes
temperatura (x,), razéo liquido/sdlido (x,) e poténcia (X,) é dado pela Equagéo

5.3 e os coeficientes de regressao estimados sédo apresentados na Tabela 5.10.

2 2 2
Y :ﬁo +ﬁlxl +ﬂ2X2 +ﬂ3X3 +ﬁllxl +ﬁ22X2 +IB33X3 +ﬂ12X1X2 +ﬁl3X1X3 +ﬁ23X2X3 53

Tabela 5.10 - Coeficientes de regressdo da superficie de resposta para o0s
rendimentos das extracdes assistidas por ultrassom.

Coeficiente Valores preditos
B, -0,383750
b 0,050875
B, 0,043500
B -0,006958
B, -0,000512
By -0,000550
Bas -0,000007
B -0,000300
Bis 0,000158
B 0,000033

No Grafico de Pareto (Figura 5.14), verifica-se que, para um nivel de
confianca de 95 %, os parametros lineares da temperatura, razdo liquido/sélido e
poténcia (x,, X, € X;, respectivamente), o parametro quadratico da temperatura
(xlz) e a interagdo entre temperatura e poténcia (X,X;) foram estatisticamente

significativos (p<0,05) e todos com efeito positivo. Os fatores razéo liquido/sélido

e temperatura foram 0s que mais contribuiram para a extracao do oleo.

72



O aumento do rendimento para as condi¢des de maiores quantidades de
solvente em relacdo a massa de madeira é consistente com o0s principios de
transferéncia de massa, uma vez que o gradiente de concentracdo € a forca
motriz para a difusdo (ZHANG et al., 2009; SHALMASHI, 2009; SAHIN & SAMLI,
2013).

Como j& mencionado na secdo 5.2.3, além de maiores temperaturas
diminuirem a viscosidade e tensdo superficial, a pressdo de vapor do solvente
aumenta, o que leva a um aumento no niumero de bolhas de cavitagdo (TIAN et
al., 2013; TEKIN et al., 2015). Embora a intensidade do colapso das bolhas possa
diminuir em altas pressdes de vapor, devido a baixa diferenca entre a pressao
interna e externa (CHEMAT et al, 2017), foi observado um aumento no
rendimento com o0 aumento da temperatura, para as condicdes empregadas. O
efeito positivo do aumento da poténcia no rendimento pode ser explicado devido
aos colapsos mais violentos das bolhas de cavitagdo, ocasionando maior
destruicdo das paredes celulares da matéria-prima e, facilitando assim, o acesso
do solvente aos analitos (DOLATOWSKI et al., 2007; CRAVOTTO et al., 2008).
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Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 5.14 — Grafico de Pareto dos efeito das variaveis temperatura ( x,), razéo
liquido/solido (x,) e poténcia do ultrassom (X;) no rendimento da extracdo do 6leo
de candeia.
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A analise de variancia (ANOVA) para os resultados experimentais do
planejamento Box-Behnken é apresentada na Tabela 5.11. O coeficiente de
determinacdo (R?) para a Equacdo 5.3 foi de 0,981, indicando que 98,1 % da
variacdo total no rendimento é atribuida as variaveis estudadas. O modelo nao
apresenta falta de ajuste ao nivel de confianca de 95 %, pois o valor de Fcaculado
(0,67) foi menor que 0 Fiapelado (9,28). Além disso, mostrou-se a validade do
modelo pelo teste F da regressédo, em que Fcacuiado (30,00) foi maior o valor de F
tabelado (Ftapelado= 4,10).

Tabela 5.11 - Analise de variancia (ANOVA) para os rendimentos das extracdes
assistidas por ultrassom.

Causa de Soma a Média
L Lo GL L. Fcalculado Ftabelado
variacao quadratica guadratica
Regressao 0,0806 9 0,0090 30,00 4,10°
Residuo 0,0015 6 0,0003
Falta de
. 0,0006 3 0,0002 0,67 9,28°
ajuste
Erro puro 0,0009 3 0,0003
Total 0,0821 15
R? 0,981 R? ajustado 0,954

3Graus de liberdade; ® Fiapelado(9;6;0,05); ¢ Frapelado(3;3;0,05).

Na Figura 5.15 sdo apresentados os efeitos da temperatura e razao
liquido/sélido no rendimento da extracdo para uma poténcia fixa de 60 % da
nominal. Para uma razao liquido/sélido definida, o aumento da temperatura
aumenta a quantidade de Oleo extraida (experimentos 1 e 2; 3 e 4). O mesmo
comportamento € observado quando a razdo é aumentada em uma mesma

condi¢cédo de temperatura (experimentos 1 e 3; 2 e 4).

A interacdo entre temperatura e poténcia da extracdo € apresentada na
Figura 5.16, para uma razdo liquido/sélido fixa de 15 mL g™, e mostra que, em
baixa poténcia, 0 aumento da temperatura ndo tem efeito significativo para o
aumento do rendimento (experimentos 5 e 6), assim como para 0 aumento da
poténcia em baixa temperatura (experimentos 5 e 7). Maiores rendimentos s&o

verificados para condicdes com maiores temperaturas e poténcia ultrassonica.
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Figura 5.15 — Superficie de resposta do rendimento em fung¢éo da temperatura e
razao liquido/solido, com poténcia do ultrassom de 60 %.

\og) CasunpuSy

Figura 5.16 — Superficie de resposta do rendimento em funcéo da temperatura e
poténcia do ultrassom, com razao liquido/sélido de 15 mL g™.

75



Na Figura 5.17 sdo apresentados os efeitos da razdo liquido/sélido e
poténcia sobre o rendimento a temperatura de 50 °C. Os resultados indicam que o
aumento da poténcia somente € significativa para altas razdes liquido/solido
(experimentos 9 e 11; 10 e 12). Em contrapartida, o aumento da razdo aumenta a

recuperacdo do Oleo para todos os niveis de poténcia utilizada (experimentos 9 e
10; 11 e 12).

() GBI

Figura 5.17 — Superficie de resposta do rendimento em funcéo da razéo
liquido/sélido e poténcia do ultrassom, com temperatura de 50 °C.

5.3 Caracterizacao do o6leo

5.3.1 Composicao quimica

Os resultados das analises de composicdo da fracdo volatil dos oleos
extraidos da madeira de candeia (lote 1) e do residuo industrial extraidos com CO;

supercritico, bem como as amostras extraidas da madeira de candeia (lote II) com
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CO, + 5% de etanol/acetato de etila, Soxhlet e PLE com n-hexano, constam na
Tabela 5.12. S&o apresentados 0s compostos identificados com seus respectivos

namero de registro CAS e area relativa (%).

As analises mostraram similaridade na composicao dos 6leos extraidos nas
diferentes pressdes e temperaturas empregadas. Os sesquiterpenos a-bisabolol
(58,95-77,81 %), eremantina (5,41-14,41 %) e costunolida (0,81-2,36%) sao os
compostos majoritarios do 6leo extraido da madeira de candeia (amostras 1A-1E
E 3A-5A). No 6leo extraido do residuo industrial (amostras 2A-2E), a quantidade
destes compostos foram, respectivamente, 52,57-62,25 %, 12,92-15,72 % e
3,52-4,45 %, sendo encontrado também o composto Bis(2-etilhexil) ftalato (8,50-

18,10 %), possivelmente de contaminacdo ambiental (CAO, 2010).

As amostras extraidas com CO, puro e com adicdo de cossolventes
apresentaram similaridade qualitativa na composi¢édo (amostras 3A, 3B e 3C). A
adicdo dos solventes modificadores elevou a concentragdo do acido isovalérico,
gquando comparado a extracdo com CO, puro (0,76 a 2,26 %). Segundo
QUEIROZ & CAJAIBA (2016), a presenca deste composto no 6leo de candeia é
responsavel por conferir o odor desagradavel ao mesmo e, pelo processo de
extracdo industrial por arraste a vapor, sua concentracdo € elevada,

aproximadamente 8,4 %.

Em relacdo as técnicas Soxhlet e PLE (amostras 4A e 5A,
respectivamente), foram selecionadas para a analise as amostras extraidas da
madeira de candeia com o0 solvente apolar n-hexano, devido a similaridade das
caracteristicas visuais com o0s 0leos obtidos pela extragdo supercritica. Pelos
resultados, estes 6leos também tém como principal constituinte o a-bisabolol
(58,95 % para a amostra extraida em Soxhlet e 67,10 % para a amostra da PLE a
70 °C). Assim como o 6leo obtido da extracdo supercritica, apresentam 0s
compostos bioativos 6xidos de a-bisabolol A (4,32 e 3,89 %) e B (0,85 e 0,66 %),
costunolida (0,90 e 0,81 %) e eremantina (5,41 e 5,12 %). Além destes, o
n-hexano extraiu o glicerideo monoestearina com uma area reativa de 15,63 %
para a amostra do Soxhlet e 12,03 % para a da PLE, explicavel pelos glicerideos
serem uns dos principais constituintes dos extrativos lipofilicos de madeiras
(GUTIERREZ et al., 1999; SUN & TOMKINSON, 2003).
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Tabela 5.12 — Composi¢ao quimica da fracdo volatil do 6leo extraido da madeira de candeia e do residuo industrial.

Area relativa (%)

Composto CAS?® Condicao de extracao
1A 1B 1C 1D 1E 2A 2B 2C 2D 2E

Acido isovalérico 503-74-2 - 0,87 - 0,74 0,82 - - - - -
Oxido de a-bisabolol B 26184-88-3 1,88 2,07 2,00 1,78 2,17 1,55 1,64 1,82 1,50 1,37
a-bisabolol 515-69-5 74,13 71,78 75,22 7292 70,14 61,21 58,88 62,25 55,92 5257
Oxido de a-bisabolol A 22567-36-8 1,11 1,21 1,36 1,41 1,61 1,17 1,26 1,83 1,65 1,44
Costunolida 553-21-9 2,33 2,33 2,36 2,20 2,33 3,55 3,52 4,45 4,00 3,93
Eremantina 37936-58-6 1436 13,81 13,84 14,41 13,68 1294 12,92 1527 15,11 15,72
Bis(2-etilhexil) ftalato 117-81-7 - - - - - 14,89 1550 8,50 15,15 18,10

Monoestearina - - - - - - - - - - -
Outros - 6,19 7,93 5,22 6,54 9,25 4,69 6,28 5,88 6,67 6,87
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(Continuacéao)

Area relativa (%)

Composto CAS?® Condicao de extracao
3A 3B 3C 4A S5A F4
Acido isovalérico 503-74-2 0,76 2,06 2,26 1,68 0,70 -
Oxido de a-bisabolol B 26184-88-3 4,58 5,56 5,31 4,32 3,89 -
a-bisabolol 515-69-5 77,81 67,40 73,16 58,95 67,10 98,23
Oxido de a-bisabolol A 22567-36-8 1,20 1,93 1,34 0,85 0,66
Costunolida 553-21-9 1,22 1,80 1,34 0,90 0,81 1,05
Eremantina 37936-58-6 9,38 12,19 9,27 5,41 5,12
Bis(2-etilhexil) ftalato 117-81-7 - - - - - -
Monoestearina - - - - 15,63 12,03 -
Outros - 5,05 9,06 7,32 12,26 9,69 0,72

Candeia lote I: 1A (40 °C; 160 bar); 1B (40 °C; 240 bar); 1C (70 °C; 160 bar); 1D (70 °C; 240 bar); 1E (55 °C; 200 bar); Residuo
industrial: 2A (40 °C; 160 bar); 2B (40 °C; 240 bar); 2C (70 °C; 160 bar); 2D (70 °C; 240 bar); 2E (50 °C; 200 bar).

Candeia lote II: 3A (COz a 70 °C e 240 bar); 3B (CO2 + 5 % etanol); 3C (CO, + 5 % acetato de etila); 4A (Soxhlet com n-hexano);

5A (PLE com n-hexano a 70 °C); F4: fracdo isolada do 6leo de candeia.
& nimero de registro CAS, de acordo com ADAMS (2001).
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O Oleo da madeira de candeia (Eremanthus erythropappus) ja € conhecido
pela sua composicdo de a-bisabolol e as altas concentracbes reportadas neste
estudo estdo em concordancia com outros trabalhos. Para o processo de extracao
com CO, supercritico, SOUZA et al. (2008) obtiveram o 6leo com até 74 % de
a-bisabolol. RIBAS et al. (2014) empregaram CO, supercritico e propano
comprimido na extragdo do 6leo de candeia e o teor de a-bisabolol variou entre
36,19 a 60,91 %. Aplicando a extragao convencional por hidrodestilagdo, MORI et
al. (2009) extrairam um 6leo com 71,6 % de a-bisabolol. Pelo mesmo processo,
BRAUN et al. (2003), GALDINO et al. (2006), NASCIMENTO et al. (2007) e LIMA
et al. (2013), obtiveram 6leos com concentracdes até 55,9, 72,9, 63,0 e 65,2 %,
respectivamente. Em relacdo as variacfes encontradas para as concentracées de
bisabolol no 6leo de candeia, MORI et al. (2009) verificaram que o 6leo extraido
de arvores mais jovens e localizadas em areas de maiores altitudes apresenta os

maiores teores do sesquiterpeno.

Como apresentado, a concentracdo de a-bisabolol no éleo extraido pela
tecnologia supercritica € similar a do 6leo essencial obtido pela hidrodestilacéo.
Os 6leos também apresentam similaridade qualitativa em relagdo aos outros
compostos identificados. No 6leo essencial extraido por BRAUN et al. (2003), os
compostos majoritarios, além do a-bisabolol, foram: 0 sesquiterpeno eremantina
(4,8 %), 6xido de a-bisabolol B (7,5 %), 113,13-dihidroeremantina (2,9 %) e acido
isovalérico (1,1 %). O 6leo essencial extraido por LIMA et al. (2013) apresentou
eremantina (0,41 %), Oxidos de a-bisabolol A e B (0,27 e 10,4 %,

respectivamente) e p-bisaboleno (2,95 %).

Em relagdo aos componentes identificados no Oleo de candeia deste
trabalho, o sesquiterpeno a-bisabolol apresenta atividade anti-inflamatoria,
desinfetante, antibacteriana, dermatoldgica, e antiespasmodica (KAMATOU &
VILJOEN, 2010), como ja comentado anteriormente, e € amplamente empregado
em formulagcdes dermatolégicas e cosméticas (OLIVEIRA et al.,, 2009). O
a-bisabolol apresenta suscetibilidade a oxidacdo, e os produtos formados séo
principalmente os 6xidos de a-bisabolol A e B, que também exibem atividade anti-
inflamatoéria (WALECZEK et al., 2003). ELIZA et al. (2009) mostraram que 0O
sesquiterpeno eremantina possui atividade hipoglicémica no tratamento de
diabetes. No trabalho de DURAIPANDIYAN et al. (2012), verificou-se que o0s
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sesquiterpenos eremantina e costunolida isolados de Costus speciosus

mostraram uma significante atividade antifiingica.

Devido a concentracao elevada de a-bisabolol no 6leo extraido da madeira
de candeia, o processo de isolamento do sesquiterpeno por cromatografia em
coluna foi eficiente e a fracdo (F4) mais pura foi obtida com um teor de 98,23 %
do sesquiterpeno.

5.3.2 Concentragao de a-bisabolol

Na analise de composi¢cdo quimica dos 6leos foi empregado o método de
normalizacdo de area, uma técnica que apresenta alguns inconvenientes, tais
como propagacao de erros devido a interdependéncia dos resultados, além de

considerar que todos os componentes sejam detectados (VISENTAINER, 2012).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi empregada para a
quantificacdo do a-bisabolol nas amostras de 6leo extraidas da madeira de
candeia e do residuo industrial visto que esta técnica pode analisar tanto os
compostos volateis quanto ndo volateis (MERFORT, 2002), sendo amplamente
utilizada para a analise de sesquiterpenos (PEDRO et al., 2009). Para isso,
empregou-se uma curva de calibracdo com o padrédo do composto e os resultados

sdo apresentados na Tabela 5.13.

A maior quantidade de a-bisabolol para as extracdes utilizando a madeira
de candeia, 74,45 %, foi obtida na condicdo de maior temperatura e menor
pressdo do planejamento (70 °C e 160 bar), correspondente & menor densidade
do CO, (0,549 g cm™). Por outro lado, a amostra que apresentou a menor
quantidade de a-bisabolol, 65,31 %, foi obtida na condi¢gdo de maior densidade do
solvente (0,873 g cm™), equivalente a 40 °C e 240 bar. Analisando os resultados,
percebe-se que ambas as variaveis temperatura e pressao sao significativas no
conteudo de a-bisabolol extraido. A temperatura apresenta um efeito positivo
enquanto a pressao, um efeito negativo, visto que menores densidades do
solvente sdo conseguidas em condicbfes de maiores temperaturas e menores

pressoes.
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Tabela 5.13 — Concentracdo de a-bisabolol nos 6leos extraidos da madeira de
candeia (lote I) e residuo industrial com CO, supercritico.

Material T (°C) P (bar) a-bisabolol (%)  ga-bisabolol Kgmadeira
40 160 70,92 8,47
40 240 65,31 8,45
Candeia 70 160 74,45 8,86
70 240 69,38 10,00
55 200 70,33 £0,38 9,13+0,11
40 160 48,11 1,30
40 240 45,73 1,33
Residuo 70 160 50,62 1,62
70 240 39,75 1,63
55 200 45,75+ 1,16 1,50+ 0,01

Como apresentado na Tabela 5.13, pode-se verificar que, embora o 6leo
extraido na condi¢do de menor densidade do solvente tenha apresentado o maior
teor do a-bisabolol, na condigdo de 70 °C e 240 bar foi possivel obter o maior
rendimento a-bisabolol (g do sesquiterpeno para cada quilograma de madeira),
10,00 g kg™, contra 8,86 g kg™ para a condicéo de 70 °C e 160 bar, ou seja, um
aumento de 13 %.

Nas extracbes do Oleo do residuo industrial, o maior conteudo de a-
bisabolol (50,62 %) também foi obtido na condicdo de menor densidade do
solvente (70 °C e 160 bar) e a menor quantidade deste composto (39,75 %) foi
encontrado para a amostra extraida a 70 °C e 240 bar, maior nivel do
planejamento. Em ambas as condi¢cdes descritas, o rendimento do sesquiterpeno
foi praticamente a mesma, 1,62 g kg™ para a extracdo 70 °C e 160 bar e
1,63 g kg™ a 70 °C e 240 bar, sendo que neste caso a menor pressdo de extracdo

pode ser empregada.
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Quanto as extracbes do Oleo da madeira de candeia (lote Il) com CO;
supercritico e adicdo dos cossolventes etanol e acetato de etila, as concentracées
de a-bisabolol nas amostras foram de 68,88 a 77,97 %, ndo apresentando
diferenca significativa entre si pela andlise de Tukey a 5 % (Tabela 5.14). Por
outro lado, avaliando o rendimento, a adicdo do cossolvente etanol resultou no
aumento da quantidade extraida deste composto em relacéo a extracdo com CO,
puro. Para a adicdo de 1, 3 e 5 % de etanol, o0 aumento do rendimento do
sesquiterpeno foi de 10, 14 e 41 %, respectivamente, sendo possivel obter até
16,53 Qabisabolol KOmadera . Com 5% de acetato de etila o rendimento do composto
foi 19 % superior ao obtido com solvente puro, correspondendo a

14,04 gq-visabolol KOmadeira-1.

Tabela 5.14 — Concentracdo de a-bisabolol nos 6leos extraidos da madeira de
candeia (lote II) com CO, supercritico e cossolventes.

Extracdo a-bisabolol (%) Ja-bisabolol KOmadeira

CO, 75,78 + 2,67° 11,75 + 0,412
CO, + 1% EtOH 77,97 + 3,942 12,91 + 0,65%
CO, + 3% EtOH 68,88 + 2,14° 13,43 + 0,42%
CO, + 5% EtOH 70,33 + 2,252 16,53 + 0,53°
CO; + 1% EtAc 77,42 +3,17° 11,89 + 0,49%
CO, + 3% EtAc 77,05 + 2,99% 12,31 + 0,48%
CO, + 5% EtAc 75,45 + 3,952 14,04 +0,73°

Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si ao
nivel de 5 %.

QUEIROZ & CAJAIBA (2016) verificaram que a adicdo do cossolvente
etanol nas extragbes com CO, supercritico teve a maior contribuicdo para o
aumento no rendimento da extragcao do a-bisabolol dentre as variaveis estudadas
(quantidade de etanol, presséo, temperatura e tempo de extracdo), e os valores

variaram de 0,6 a 7,4 Qq-bisabolol kgmadeira-l-
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Para as extracbes com o0s solventes etanol, acetato de etila e n-hexano,
pelos métodos Soxhlet e PLE, o teste Tukey a 5 % mostrou que ndo houve
diferenca significativa na concentracdo do sesquiterpeno quando se empregou o
mesmo solvente em ambas as técnicas de extragcdo, assim como para as

diferentes temperaturas na PLE. Os resultados sao apresentados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 — Concentracdo de a-bisabolol nos éleos extraidos da madeira de
candeia (lote Il) pelos métodos Soxhlet e PLE.

a-bisabolol
Método Solvente T(OC) Ja-bisabolol kgma\deira-l
(%)
40 20,21 + 0,142 8,36 + 0,062
PLE 55 20,68 + 1,132 10,40 + 0,572
Etanol
70 19,23 + 0,162 10,69 + 0,092
Soxhlet +78 19,44 + 1,95% 14,06 + 1,41°
40 29,23 + 0,08% 8,51 + 0,022
PLE Acetato de 55 32,98 +0,172 12,73 +0,07°
etila 70 32,53 + 0,062 13,59 + 0,84°
Soxhlet + 77 30,15 + 2,472 15,37 + 1,26°
40 63,39 + 1,492 3,33 + 0,082
PLE 55 64,23 + 1,89% 4,79 +0,14°
n-Hexano
70 63,40 + 1,292 5,36 +0,11°
Soxhlet + 68 59,89 + 2,752 9,41 + 0,43°

Letras iguais ha mesma coluna, e para 0 mesmo solvente, indicam que as médias
nao diferem entre si ao nivel de 5 %.

As maiores quantidades de a-bisabolol para as extracdes com etanol,
acetato de etila e n-hexano, foram de 20,68, 32,98 e 64,23 %, respectivamente.
Embora as extragcbes com etanol e acetato de etila (PLE e Soxhlet) tenham
apresentado elevado rendimento do sesquiterpeno a-bisabolol (8,36 a

15,37 Qoubisabolol KOmadeira ©), € importante considerar que isto se deve a elevada
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guantidade de extrato obtida com estes solventes, pois a pureza dos mesmos foi
baixa (19,23 a 32,98 %).

Tabela 5.16 - Concentracdo de a-bisabolol nos 6leos extraidos da madeira de
candeia (lote II) com n-hexano assistido por ultrassom.

Variaveis Resposta
Experimento & X2 & Y2
Temperatura Razao Amplitude® a-bisabolol Ja-bisabolol
°C) (mLg™) (%) (%) KOmadeira
1 40 10 60 69,14 + 2,502 7,26 £ 0,262
2 60 10 60 63,52+1,172  7,43+0,14%
3 40 20 60 63,78+ 1,152 7,78 £ 0,14*°
4 60 20 60 67,17+1,312 8,60+ 0,17*
5 40 15 30 64,05+2372  7,43+0,29%
6 60 15 30 64,38 +1,582 7,47 +0,18%°
7 40 15 90 70,31+3,072 7,87 £0,34™
8 60 15 90 63,35+1,692 8,30 £ 0,22°
9 50 10 30 66,82 +2,932 7,68 +0,34™
10 50 20 30 65,88+ 2,562 8,43+ 0,33%
11 50 10 90 69,98 +2,672 8,12+ 0,31
12 50 20 90 67,90 £ 1,552 8,90 + 0,20°
13 50 15 60 65,90 £ 0,782 8,20 + 0,10°

@ Porcentual relativo & poténcia nominal do equipamento (500 W).
Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias ndo diferem entre si ao

nivel de 5 %.

Assim como na técnica Soxhlet, amostras com altas concentracdes de

a-bisabolol foram obtidas com o solvente n-hexano pelas extracdes assistidas por

ultrassom. Embora os valores apresentados na Tabela 5.16 tenham variado entre

63,35 e 70,31 %, o teste Tukey a 5 % mostrou que nao houve diferenca

significativa no conteudo do sesquiterpeno para as condi¢cdes empregadas. No
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entanto, pelo mesmo teste de comparacdo de médias, quando se avalia o
rendimento de a-bisabolol, dado pelo rendimento de 6leo e a concentracdo do
sesquiterpeno, verifica-se influéncia das variaveis estudadas, temperatura, razao
liquido/sdlido e amplitude da poténcia. A diferenca entre 0 maior e menor
rendimento foi de aproximadamente 23 %, sendo 0 maximo de
8,90 Qa-bisabolol KOmadeira — 0btido no experimento 12 (50 °C; 20 mL g™; 90 %).

Avaliando as quatro técnicas empregadas para a obtencdo do 6leo de
candeia (CO; supercritico, Soxhlet, PLE e ultrassom), a extracao supercritica com
adicdo de 5 % do cossolvente etanol, a 70 °C e 240 bar, foi a que proporcionou o
maior rendimento do sesquiterpeno de interesse (16,53 Qqbisabolol KOmadeira ),
seguida da extracdo Soxhlet com acetato de etila (15,37 Qo-bisabolol kgmadeira'l).
Embora sejam quantidades proximas, deve-se ressaltar a baixa pureza do extrato
obtido da segunda técnica em termos de a-bisabolol, bem como os
inconvenientes do método, tais como elevado tempo de extracdo e quantidade
requerida de solvente, bem como, a necessidade de separacdo do solvente do
6leo ao final do processo (WANG & WELLER, 2006).

5.3.3 Fendlicos totais e atividade antioxidante

Os 6leos extraidos da madeira de candeia com CO; puro e com adicéo de
5 % e dos cossolventes etanol e acetato de etila, bem como os obtidos pelos
meétodos Soxhlet e PLE, foram analisados quanto ao teor de compostos fendlicos
(TPC) e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP; o primeiro mede a
capacidade de eliminag&o de radicais livres (MIGUEL, 2010) e o segundo mede a
capacidade da amostra em reduzir o complexo Fe**-TPTZ em Fe?*-TPTZ. Os

resultados para as extracdes supercriticas sdo apresentados na Tabela 5.17.

Os 6leos da madeira de candeia (lote 1) tiveram os melhores resultados na
extracdo conduzida na maior temperatura e pressdo do planejamento, 70 °C e
240 bar. Segundo CZAIKOSKI et al. (2015), Oleos essenciais e extratos vegetais
sdo considerados ter atividade antioxidante quando seu ICsy, concentracéo
necessaria para reduzir em 50 % a concentracdo inicial do radical DPPH, for

menor que 250 pg mL?. Assim, o método DPPH revelou baixa atividade
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antioxidante para os 6leos extraidos (1122 a 604 pug mL™), explicavel pelas suas
altas concentracdes de a-bisabolol, que nao exibiu atividade antioxidante
(IC50>10000 pg mL™). VAN ZYL et al. (2006) reportaram um |Cso>450 pg mL™

para este sesquitepeno puro.

Tabela 5.17 — Fendlicos totais e atividade antioxidante dos 6leos da madeira de

candeia extraidos com CO, supercritico puro e com a adicdo de cossolventes.

T P TPC ICs0 FRAP
Material
(°C) (bar)  (Mgcae Jeleo ™) (ug mL™?) (UMOlke2+ Gsieo )
40 160 34,5+ 0,6° 900 + 15° 425 + 3°
70 160 29,2 + 0,62 1122 + 15° 317+ 22
Candeia
40 240 36,8+ 0,7 646 + 132 584 + 3¢
Lote |
70 240 40,6 +0,8¢ 604 + 142 601 + 6¢
55 200 38 + 1% 635 + 372 532+ 7°
70 240 31+22 716 + 35° 529 + 12
Candeia
CO,+5% EtOH 33+ 12 605 + 39%° 565 + 9°
Lote Il
CO,+5% EtAc 36,2+0,7° 489 + 152 598 + 13°
G_
_ - - >10000 61,13 + 3,07
bisabolol

Letras iguais ha mesma coluna, e para 0 mesmo lote de candeia, indicam que as
médias nao diferem entre si ao nivel de 5 %.

ICs0: concentragdo do Oleo necessaria para reduzir a concentracdo inicial da
solucdo de DPPH em 50 %; FRAP: Capacidade do antioxidante em reduzir 0os
fons férricos (Fe**).

Em geral, extratos obtidos de extracdo supercritica com CO, apresentam
baixa atividade antioxidante devido ao carater apolar deste solvente, que nao
favorece a extracdo dos compostos fendlicos (29 a 41 mgcae Jsieo -), SUbstancias
de carater geralmente polar, responsaveis pela capacidade antioxidante (DIAS et
al., 2017). Nos estudos de extracdo com CO, supercritico, MICHIELIN et al.
(2009), encontraram ICso de 228 a 1052 pg mL™ para os extratos de Cordia
verbenacea DC. ANDRADE et al. (2012), reportaram valores ICso de 1706 a 2129

87



g mL™ para os extratos de casca de café e de 478 a 2369 pg mL™ para os
extratos de borra de café. Para os extratos de flores de Eupatorium intermedium,
CZAIKOSKI et al. (2015), encontraram I1Csp de 5231 a 6720 pg mL™.

Nos testes pelo método FRAP, a maior atividade para os Oleos foi
equivalente a 601 pM de Fe?* por g de 6leo da madeira de candeia e o
sesquiterpeno a-bisabolol apresentou capacidade redutora de 61,13 pM Fe?* g,
LADO et al. (2004) analisaram a capacidade redutora do a-bisabolol puro pelo

método FRAP e o valor encontrado foi de 2,68 uM Fe* g™

Neste mesmo
trabalho, os autores encontraram a capacidade redutora de 145 uM g™ para o
Oleo essencial de Chamomillae anthodium, sendo este constituido de 45 % de
a-bisabolol. Desta forma, pode-se concluir que a capacidade antioxidante

observada esté relacionada aos outros compostos presentes no oleo.

Embora o a-bisabolol ndo tenha apresentado capacidade antioxidante nos
testes in vitro (Tabela 5.17), estudos mostram gque este sesquiterpeno apresenta
atividade antioxidante em testes biol6gicos. ROCHA et al. (2010) mostrou que o
a-bisabolol apresenta efeito de protecéo nas lesdes gastricas induzidas por etanol
e indometacina. Os resultados encontrados por BRAGA et al. (2009) mostram que
0 a-bisabolol € um potencial agente antioxidante capaz de diminuir o estresse
oxidativo causado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) e,

consequentemente diminui as reacdes inflamatorias.

Para as extracbes com a madeira do lote II, verifica-se que a adi¢cdo do
cossolvente acetato de etila elevou, mais significativamente, a quantidade de
fendlicos totais no 6leo extraido e a capacidade antioxidante dos mesmos. Para a
extracdo com CO; puro, os fendlicos totais foram de 31 mgcae gmeo'l, enquanto,
para a adicdo de 5 % de etanol e acetato de etila, os valores foram de 33 e 36
Mgeae Joleo -, FeSpectivamente. A andlise estatistica, teste Tukey 5 %, mostrou
que, somente o Oleo extraido com CO, + 5% de acetato de etila apresentou TPC

significativamente maior que a amostra extraida sem cossolvente.

Embora os valores de ICsy tenham reduzido com a adicdo dos
cossolventes, as amostras ainda apresentaram baixa inibicdo. A adicdo de 5 % de
acetato de etila reduziu o ICsy de 716 para 489 pg mL™, quando comparado a

amostra extraida com CO puro. Similarmente, pelo método FRAP, a adicdo dos
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cossolventes elevaram a capacidade antioxidante dos Oleos extraidos, de
529 UMOlres+ Geleo - (EXtracdo com CO,) para 565 e 598 pmolrez+ Goreo t, COM a

adicao de etanol e acetato de etila, respectivamente.

Na Tabela 5.18 sdo apresentados os resultados para as amostras
extraidas com o0s solventes orgéanicos, métodos Soxhlet e PLE. Assim como
verificado nas extracdes supercriticas com CO,, 0s solventes polares etanol e
acetato de etila favorecem a recuperacdo de compostos fendlicos (flavonoides,
taninos, fendis simples e acidos fendlicos). As maiores concentracbes de
fendlicos foram verificadas para as extragdes com etanol, seguido do acetato de
etila e do n-hexano (35 a 131 Mgcae Jsieo ). A atividade antioxidante também foi
maior de acordo com a polaridade do solvente, explicado pela maior quantidade

de compostos fendlicos nestas amostras.

Tabela 5.18 — Fendlicos totais (TPC) e atividade antioxidante dos 6leos da
madeira de candeia extraidos pelos métodos Soxhlet e PLE.

TPC ICso FRAP
Método Solvente T(°C)
(MJcae Goleo ) (ug mL™) (MMOlre2+ Goleo )
40 126 + 2,92% 59,3 + 0,49 1949 + 1232
PLE 55 131+ 2,45° 50,4 + 0,9° 2003 + 1102
Etanol
70 131 +1,98° 36,7 + 0,52 1986 + 1152
Soxhlet +78 120 + 4,112 456 +0,7° 1848 + 892
40 110 + 2,28° 71+2° 1582 + 59°
PLE Acetato 55 102 +0,84° 78 + 2° 1538 + 45
deetla 70 114 + 1,49° 55 + 2a 1619 + 25°
Soxhlet +77 91 + 3,952 71 +1° 1405 + 472
40 35,0 + 0,62 911+ 30° 438 + 182
PLE n- 55 37 £1%° 879 + 30° 419 + 19?
Hexano 70 40 + 2° 616 + 172 443 + 172
Soxhlet + 68 35+ 32 1036 + 39° 433 + 192

Letras iguais na mesma coluna, e para o0 mesmo solvente, indicam que as médias

nao diferem entre si ao nivel de 5 %.



Avaliando as extragbes com o mesmo solvente, os extratos obtidos em
Soxhlet apresentaram os menores valores de TPC e atividade antioxidante em
relacdo a extracdo PLE, indicando que a segunda técnica é capaz de recuperar
0s compostos fenolicos em menor tempo e com menor uso de solvente. Outra
observacéo € o efeito positivo da temperatura na PLE, obtendo-se as maiores
concentracbes de fendlicos, e consequentemente, atividades antioxidantes na
temperatura de 70 °C. Comportamento similar foi obtido por VIGANO et al. (2016)
para os extratos da casca de maracuja obtidos com etanol a 30, 45 e 60 °C e
pressdo de 100 bar. No trabalho de GARCIA-MENDOZA et al. (2017), o efeito
positivo do aumento da temperatura (40, 60 e 80 °C) na extragdo dos compostos
fendlicos do residuo industrial de jucara (Euterpe edulis Mart.) foi atribuido,
possivelmente, ao aumento da solubilidade destes compostos no solvente, devido
as menores interacfes soluto-matriz com a temperatura e menor viscosidade e

tensdo superficial do solvente que facilita sua penetracdo na matriz sélida.

A relacdo entre os resultados dos métodos DPPH e FRAP com os valores
de TPC obtidos neste trabalho sugerem que os compostos fendlicos sao
responsaveis pela atividade antioxidante dos 6leos analisados, como também
observado em trabalhos anteriores (TABART et al., 2009; SIM et al., 2010;
KEDARE & SINGH, 2011; GUINDANI et al., 2016). Os elevados coeficientes da
correlacdo linear de Pearson (Tabela 5.19) para os resultados das andlises

apresentados Tabelas 5.17 e 5.18 evidenciam a afirmagao anterior.

Tabela 5.19 — Coeficiente de correlacao linear de Pearson (r) entre resultados dos
ensaios de atividade antioxidante obtidos para o 6leo de candeia.

Correlacao r
Fenolicos totais e DPPH -0,91
Fenolicos totais e FRAP 0,99

DPPH e FRAP -0,93

De acordo com os resultados, o aumento da concentracdo de compostos
fendlicos nas amostras teve uma alta influéncia na capacidade antioxidante das

mesmas. A correlagéo negativa entre TPC e DPPH de (r=-0,91) indica que quanto
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maior o teor de compostos fendlicos, menor a concentracdo necesséria da
amostra para reduzir os radicais DPPH. A correlagdo entre TPC e FRAP foi de
r=0,99 e entre os métodos DPPH e FRAP a correlagédo foi alta, com r=-0,93,
sendo o coeficiente negativo explicado pelos valores de ICsy do primeiro método,

ou seja, quanto menor o ICso requerido maior a atividade antioxidante da amostra.

A alta correlacdo encontrada pode ser explicada devido aos métodos TPC,
com emprego do reagente de Folin-Ciocalteu, DPPH e FRAP se basearem no
mesmo mecanismo de reacao, por transferéncia de elétrons do antioxidante para
reduzir um oxidante (HUANG et al., 2005; BOEING et al., 2014; BALLUS et al.,
2015).

5.3.4 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana in vitro do Oleo de candeia, extraido com CO,
puro a 70 °C e 240 bar, e do a-bisabolol, obtido do fracionamento do 6leo, foi
avaliada contra espécies Gram-positivas e Gram-negativas empregando o método
de microdiluicdo. Dentre as sete espécies bacterianas testadas, B. cereus, B.
subtilis, S. Typhi, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus e S. aureus MRSA, somente
as duas ultimas apresentaram inibicdo para as concentracdes utilizadas (<5000
ng mL™?). Os valores da concentracdo inibitéria minima (MIC) para estas duas

espécies sdo apresentadas na Tabela 5.20.

Tabela 5.20 — Concentracgao inibitdria minima (MIC) do Oleo de candeia extraido
com CO,, 70 °C e 240 bar, e do a-bisabolol para a inibicdo de S. aureus e S.
aureus MRSA.

MIC (ug mL™) Controle Positivo
Espécie -
_ ) Ampicilina
bacteriana Oleo a-bisabolol .
(Mg mL™)
S. aureus 325 2500 4
S. aureus MRSA 2500 5000 62
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Conforme relatado em outros trabalhos (MICHIELLIN et al., 2009; SANTOS
et al., 2012; SILVA et al., 2013, GUINDANI et al., 2016), extratos naturais sdo
classificados quanto a sua atividade antibacteriana pelo valor de MIC: forte
inibidor para MIC até 500 pg mL™; inibidor moderado para MIC entre 600 e 1500
ng mL™ e fraco para MIC acima de 1500 ug mL™. O éleo de candeia extraido com
CO, supercritico apresentou forte inibicdo de S. aureus, apresentando MIC de
325 ug mL™ e fraca atividade contra a espécie S. aureus MRSA, MIC de 2500 g

mL™.

O principal composto do 6leo de candeia, o sesquiterpeno a-bisabolol,
apresentou baixa inibicdo das espécies S. aureus e S. aureus MRSA, com MICs
de 2500 e 5000 pg mL™?, respectivamente, levando-se & conclusdo de que a
elevada atividade do 6leo extraido com CO, supercritico contra S. aureus esta

relacionada aos outros constituintes da amostra ou sinergismo entre eles.

NASCIMENTO et al. (2007) também verificaram que a inibicdo de S.
aureus nao estava relacionada a presenga maijoritaria do a-bisabolol no 6leo
essencial de E. erythropappus. No trabalho de KAZEMI (2014) a inibicdo de S.
aureus foi testada para o a-bisabolol e 6xido de bisabolol e a maior atividade foi
obtida para o segundo constituinte. Dois outros sesquiterpenos, também
presentes no 6leo de candeia, o eremantina e costunolida, foram avaliados contra
S. aureus, ndo sendo obtida inibi¢cdo da espécie (DURAIPANDIYAN et al., 2012).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a afirmacdo, jA dada em
trabalhos anteriores, de que a tecnologia supercritica empregando dioxido de
carbono é vantajosa para a obtencdo do 6leo da madeira de candeia (Eremanthus

Erythropappus), com elevada concentragédo do sesquiterpeno a-bisabolol.

O maior rendimento das extracbées com CO, foi obtido na condicdo mais
elevada do planejamento experimental (70 °C e 240 bar), correspondendo a
1,42 % para a madeira de candeia e 0,41 % para o residuo industrial. Este ultimo
resultado demonstra o material ainda tem potencial para a recuperacéo de 0leo.
Um aumento significativo de até 52 % no rendimento do 6leo da candeia foi obtido
com a adi¢do do cossolvente etanol ao CO, supercritico.

Pelas técnicas Soxhlet e PLE, embora os solventes polares etanol e
acetato de etila tenham proporcionado os maiores rendimentos, somente os 0leos
obtidos com n-hexano apresentaram alta pureza no composto de interesse,
a-bisabolol. Com este solvente apolar, nas extracdes assistidas por ultrassom foi
possivel obter até 83 % do rendimento obtido na técnica convencional em
Soxhlet, com volume de solvente 2,5 vezes menor e 7 minutos de extracao.

Em relacdo as técnicas empregadas, deve-se ressaltar a importancia de se
obter um produto com elevada pureza no composto de interesse aliado a um alto
rendimento. Assim, pelos resultados obtidos, a extracdo supercritica com adicao
de 5 % de etanol foi a mais favoravel para a extracdo do 6leo da madeira de
candeia, com a vantagem de ndo necessitar de uma etapa adicional para a
separacédo do solvente do 6leo ao final do processo. Além disso, deve-se ressaltar
a inocuidade biolégica do solvente etanol em comparacdo ao n-hexano e acetato
de etila.

Visto que o a-bisabolol ndo apresentou atividade antioxidante, os 6leos da
madeira de candeia constituidos majoritariamente por este sesquiterpeno, tais
como os das extracdes supercritica e 0s extraidos com n-hexano, também
apresentaram baixa atividade pelos métodos DPPH e FRAP. Diferentemente
deste sesquiterpeno, o Oleo extraido da madeira de candeia apresenta alta

inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus.
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\]

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar condi¢des de pressbes maiores de 240 bar na extracdo do Oleo da
madeira de candeia com CO, supercritico, visto o efeito positivo desta
variavel no rendimento;

Investigar o efeito da vazdo massica de solvente e tamanho de particula no
rendimento;

Empregar o cossolvente etanol em concentragbes maiores do que as
utilizadas neste estudo, para avaliacdo do efeito no rendimento e teor de
a-bisabolol;

Investigar a composi¢do quimica dos extratos obtidos com os solventes
polares na extracdo Soxhlet e PLE;

Determinar os compostos fendlicos nos extratos obtidos com os solventes
polares na extracao Soxhlet e PLE por cromatografia liquida;

Avaliar a atividade antifungica do éleo de candeia e do a-bisabolol.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO I - Determinacéo da densidade da mistura CO,+cossolventes

A densidade do solvente nas extracdes supercriticas CO, e adicao dos
cossolventes foi calculada pela equacéo de estado de Peng Robinson com regra
de mistura quadrética de van der Waals (vdW2) (PENG & ROBINSON, 1976). A
Equacao é representada por:

o_ RT _ a
v—b v(v+Db)+b(v-Db)

10.1

Em que P € a pressédo absoluta do sistema; T é a temperatura absoluta;
R é a constante universal dos gases e v € o volume molar. Os parametros a e

b sdo obtidos da regra de mistura dada pelas Equacdes 10.2 e 10.3.

n n

a=>> xx; /aa, @-k;) 10.2

i-1 j=1

b:_zn:zn: xixj(b‘;b" ](1—|ij) 10.3

Onde: x, é a fracdo molar das espécies i; n € o numero das diferentes

espécies na mistura; k; and I; sdo os parametros de interagao binaria entre os

componentes na mistura, k;=k; and I, =1;; k;=1;=0. Para o sistema
COz+cossolvente, os parametros de interagdo binaria sdo k,,=0.0703 e |,,= -
0.0262, para o CO;+etanol, e k,,=-0.0373 e |,,= -0.0639 para CO,+acetato de
etila (BORGES et al., 2007). Os parametros dos components puros a;, and b, séo
dados pelas Equacgbes 10.4 e 10.5:
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. 0.45724R*Tc;’
! Pc,

2
1+ (0.37464 +1.542260, —0.26992@2{1— Lj ] 10.4

Tc.

Tc,
Pc,

b, =0.07779R 10.5

Em que: Tc,, Pc, and o, s&o, respectivamente, temperatura e pressao e

fator acéntrico dos componentes da mistura. Estes dados para os componentes

puros, CO,, etanol e acetato de etila, sdo apresentados na Tabela 9.1.

Tabela 9.1 — Propriedades dos componentes puros

Componente T. (K) P, (bar) ® MW (g mol™)
CO; 304,10 73,80 0,2390 44,010
Etanol 516,20 63,00 0,6350 46,069

Acetato de 523,20 38,30 0,3620 88,107
etila

A partir do volume molar v e massa molar da mistura (MW _. ), calculou-se

mix

a densidade da mistura ( p,,;, ), dada pela Equagé&o 10.6:

Prix = 10.6
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