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RESUMO

A extracdo supercritica é considerada uma tecnologia limpa, por
envolver processos sustentaveis, ambientalmente corretos e de alta
eficiéncia. Além disso, é caracterizada por utilizar um menor consumo
de energia e residuos menos tdxicos. Deste modo, devido as suas
inimeras vantagens, a utilizagdo desta técnica vem crescendo no meio
industrial. No entanto, para a obtencdo de extrato de Palo santo (Bursera
graveolens), pertencente a familia Burseraceae, ndo foram encontrados
dados na literatura. O Palo santo € um material lenhoso aromatico, de
fragrancia forte, bastante utilizado na medicina popular devido a sua
acdo repelente, antiproliferativa, anti-inflamatéria e antimicrobiana,
dentre outras. Deste modo, visando apresentar uma alternativa aos
inseticidas sintéticos, este trabalho teve como objetivo obter extratos
naturais e 6leo essencial do material lenhoso Palo santo, por meio de
diferentes técnicas de extracdo. Além disso, se buscou determinar uma
metodologia com maior seletividade aos compostos de interesse e
melhor condigdo ao processo de extracdo, baseando-se na qualidade do
produto final e menor impacto ambiental. Para isto, diferentes técnicas
de extracdo e condicfes de operagdo foram avaliadas. As técnicas
estudadas foram hidrodestilagdo, sohxlet, ultrassom e extracdo
supercritica. Na extracdo em soxhlet e ultrassom, foram empregados os
solventes hexano e etanol. J& na extracdo supercritica, foram usados o
CO, supercritico puro e com cossolvente. As condi¢cBes de operacdo
utilizadas na extracédo supercritica foram de 80 bar a 200 bar, 32 °C a 44
°C e 5 % a 25 % de cossolvente. O maior rendimento foi obtido quando
o solvente etanol foi utilizado no processo. Dentre 0s ensaios de
extracdes supercriticas, o maior rendimento obtido foi de 20,39%, onde
foram utilizadas condi¢6es de 170 bar, 41 °C e 20 % de cossolvente. A
caracterizacdo dos extratos obtidos e do 6leo essencial nas diferentes
condi¢des de operacdo foram realizadas por cromatografia gasosa,
permitindo a identificacdo dos seguintes compostos majoritarios: Mint-
furanone, D-limoneno, Alfa-terpineol, Germacreno D, Beta-gurjunene,
D-carvona e Cis-carveol. De acordo com dados obtidos na literatura, o
Mint-furanone e o D-limoneno apresentam potencial inseticida, onde se
destacam por atuarem contra o mosquito Aedes aegypti. Além de
apresentar potencial inseticida, o Mint-furanone também apresenta
potencial repelente, 0 que o torna um composto bastante interessante
para o desenvolvimento de novos produtos.



Palavras-chave: Palo santo (Bursera graveolens). Extracdo supercritica.
Potencial inseticida.



ABSTRACT

Supercritical extraction is considered a clean technology because it
involves sustainable, environmentally correct and high efficiency
processes. In addition, it is characterized by lower energy consumption
and less toxic waste. Thus, due to its numerous advantages, the use of
this technique has been growing in the industrial environment. However,
to obtain extract of Palo santo (Bursera graveolens), belonging to the
family Burseraceae, no data were found in the literature. Palo santo is an
aromatic woody material with strong fragrance, widely used in folk
medicine due to its repellent, antiproliferative, anti-inflammatory and
antimicrobial action, among others. Thus, in order to present an
alternative to synthetic insecticides, this work had the objective of
obtaining essential oil and natural extracts from the Palo santo ligneous
material, through different extraction techniques. In addition, it was
sought to determine a methodology with greater selectivity to the
compounds of interest and better condition to the extraction process,
based on the quality of the final product and lower environmental
impact. For this, different extraction techniques and operating
conditions were evaluated. The techniques studied were
hydrodistillation, blowing, ultrasound and extraction with pure
supercritical CO2 and addition of co-solvent. The operating conditions
used in the supercritical extraction were 80 bar at 200 bar, 32 ° C at 44 °
C and 5% at 25% co-solvent. The highest yield was obtained by the
techniques in which the ethanol was used in the process. Among the
supercritical extractions, the highest yield was 20.39%, where 170 bar,
41 ° C and 20% co-solvent conditions were used. The characterization
of the essential oils and the extracts obtained in the different operating
conditions were performed by gas chromatography, allowing the
identification of the following major compounds: Mint furanone, D-
limonene, alpha-terpineol, Germacrene D, Beta-gurjunene, D-carvone
and Cis-carveol. According to data obtained in the literature, Mint-
furanone and D-limonene present insecticidal potential, where they
stand out for acting against the mosquito Aedes aegypti. In addition to
presenting insecticidal potential, Mint-furanone also presents potential
repellent, which makes it a very interesting compound for the
development of new products.

Keywords: Palo santo (Bursera graveolens). Supercritical extraction.
Insecticidal potential.
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1. INTRODUCAO

O Palo santo, denominado cientificamente como Bursera
graveolens, pertence a familia Burseraceae e é bastante encontrado em
regides localizadas entre o México e o Peru. E um material lenhoso
aromatico, caracterizado por apresentar uma forte fragrancia; picante,
doce e balsdmica (YUKAWA et al., 2006).

Esta espécie exibe uma fonte prospera, ja que diferentes partes do
seu material estdo empregadas na medicina popular. As resinas
produzidas podem ser aplicadas para o tratamento de hérnias, distensdes
dos pés e para extrair corpos estranhos da pele. Os extratos via oral
podem ser usados contra asma, diarreia e pedra nos rins (ROBLES et al.,
2005). Além disso, o extrato de Palo santo apresenta acdo inibitdria para
0 crescimento de células tumorais da mama, bem como para o
protozoario Leishmania amazonensis, caracterizando-se como um 6leo
com acdo antiproliferativa (MONZOTE et al., 2012). Também apresenta
acdo anti-inflamatéria e antimicrobiana (ROBLES et al.,, 2005;
SANTANA et al, 2009). A madeira e as folhas sdo usadas como
repelente de insetos e para tratar dores de diferentes origens.

Sabe-se que a utilizacdo de muitos inseticidas sintéticos podem
ocasionar diversos problemas, tanto para a sadde humana, quanto para o
meio ambiente. Assim, a busca por um inseticida de largo espectro e
rapida degradacdo, menos agressivos ao meio ambiente, encontra-se em
destaque. Uma das alternativas corresponde a obtencdo de inseticidas a
base de substancias quimicas presentes nas plantas (MARANGONI,
2011).

Os Oleos essenciais e 0s extratos naturais sdo substancias
promissoras para 0 desenvolvimento de novos produtos, apresentando
compostos com acdo inseticida, larvicida ou repelente contra diversos
insetos. Com relacdo a Bursera graveolens, tanto o 6leo essencial,
guanto o extrato, apresentam forte potencial para fornecerem produtos
alternativos aos inseticidas sintéticos.

Sabe-se que o0s Gleos essenciais e 0s extratos correspondem a uma
mistura de compostos com estruturas organicas de baixo e alto peso
molecular, respectivamente. S&o biossintetizados em varios 6rgdos do
vegetal e a sua composicao pode variar de acordo com o local onde foi
extraido e o tipo de extracdo utilizada. Além disso, a composi¢do pode
ser influenciada por parametros relativos as condi¢Ges edafocliméticas e
a época de colheita das plantas.

Quanto aos processos de extracdo, os 0leos essenciais sdo obtidos
por meio da técnica de hidrodestilacdo, gerando produtos de grande
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interesse comercial e apresentando aplicagdo na indUstria farmacéutica,
perfumaria, cosmética e produtos alimentares (REGNAULT-ROGER et
al., 2012). Outras técnicas de extracdo, como soxhlet, ultrassom e
fluidos supercriticos, sdo utilizadas para a obtencéo de extratos naturais,
pois, além dos compostos de baixo peso molecular, também extraem
compostos de alto peso molecular.

A qualidade e a composigéo final dos extratos obtidos a partir de
produtos naturais estdo diretamente relacionados com a escolha da
técnica empregada. A metodologia de extracdo é determinada de acordo
com a familia dos compostos a ser extraida e, também, se a finalidade
do processo é qualitativo ou quantitativo (BISCAIA, 2007).

Cada tecnologia aplicada para extracdo de 6leos essenciais e
extratos naturais apresenta vantagens e desvantagens. Assim, a definicéo
por um método mais seletivo, com melhores condi¢des de processo,
associados a qualidade do produto final e preservagdo do meio
ambiente, foram critérios utilizados neste trabalho para avaliar os
processos de extracéo.

Diante disso, este trabalho utilizou diferentes técnicas de extracio
e analisou a composicdo do 6leo essencial e dos extratos obtidos por
Bursera graveolens. As técnicas utilizadas foram hidrodestilacéo,
soxhlet, ultrassom e extracdo com CO, supercritico, com e sem adi¢do
de cossolvente.

Para facilitar a apresentacéo, este trabalho se encontra estruturado
em capitulos, onde o capitulo 2 apresenta o objetivo geral e 0s objetivos
especificos. O capitulo 3 apresenta uma revisdo bibliografica dos
métodos de extracdo utilizados e uma abordagem sobre 6leos essenciais
e extratos naturais. No capitulo 4 sdo descritos os materiais e métodos
utilizados para a realizacdo dos experimentos. No capitulo 5 s&o
apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos. No
capitulo 6 sdo apresentadas as conclusdes desta pesquisa. Nos capitulos
7, 8 e 9 sdo apresentadas as sugestdes de trabalhos futuros, as
referéncias bibliograficas utilizadas e Anexo, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo, tem como principal objetivo a obtencdo de extratos

naturais e do 6leo essencial do material lenhoso Palo santo (Bursera
graveolens), por meio de diferentes técnicas de extracdo, para aplicacéo
em produtos inseticidas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)

d)

f)

A seguir, apresenta-se os objetivos especificos deste trabalho.

Utilizar a técnica de hidrodestilacdo para a obtencdo do 6leo
essencial de Palo santo;

Utilizar as técnicas soxhlet e ultrassom, com dois solventes
organicos de diferentes polaridades, para a obtencdo de extratos
do Palo santo;

Utilizar técnica de alta pressao (extragdo com CO, supercritico
puro e com adicdo de cossolvente) e avaliar o rendimento da
extracdo em funcdo das condi¢des de operacdo do processo
(pressdo, temperatura e cossolvente), analisar a adi¢do do
cossolvente na extracdo supercritica e verificar a dindmica de
extracdo supercritica;

Comparar as metodologias aplicadas, de acordo com a
composicdo quimica do 6leo essencial e dos extratos obtidos;
Identificar a técnica mais eficiente e as melhores condic6es do
processo, baseando-se, principalmente, na seletividade dos
compostos de interesse.

Verificar a presenga de compostos com potencial inseticida no
oleo essencial e nos extratos obtidos a partir do Palo santo.

Nas sequéncia, esta apresentada a revisdo bibliografica dos

assuntos relacionados ao tema desse trabalho.
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3. REVISAO DA LITERATURA

O presente capitulo tem como objetivo abordar aspectos
encontrados na literatura, bem como contextualizar os principais
interesses e relevancia do trabalho. A seguir, sera apresentada uma breve
revisdo ressaltando aspectos relacionados as principais caracteristicas do
Palo santo, uma abordagem sobre Gleos essenciais e extratos naturais e
os métodos de extragdo utilizados neste trabalho.

3.1 PALO SANTO (BURSERA GRAVEOLENS)

O Palo santo corresponde a uma espécie de madeira aromética
natural, cientificamente designada como Bursera graveolens. E
produzida por uma planta lenhosa, com folhas caducifdlias, e apresenta
caracteristicas particulares com relacdo a sua fragrancia; picante, doce e
balsdmica (YUKAWA et al., 2006). Quando adulta, esta planta pode
alcancar entre 8 a 15 metros de altura, com um didmetro variando entre
30 a 50 cm. Apresenta um crescimento relativamente rapido, facilitando
a sua proliferagéo nas florestas. Como pode ser visualizado na Figura 1,
0 seu caule apresenta um aspecto liso e uma colora¢do cinzenta,
acrescentado de um listrado branco, onde ocorre a liberacdo de resinas
quando é submetido a cortes ou escoriagdes (MORGAN e JOSE, 2013).

Figura 1 - Tronco da Bursera graveolens com listras de resinas.
TR ki
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Fonte: Morgan e Jose (2013).
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O Palo santo é uma planta nativa da América tropical, bastante
encontrada em regides localizadas entre o México e o Peru. Desenvolve-
se em diferentes altitudes, proximo ao mar, presentes em algumas
regides do Equador, ou em elevadas altitudes, como no norte do Peru.
Podem crescer em ambientes com solos rochosos, aridos e pobres de
nutrientes (SANTANA et al., 2009; MORGAN e JOSE, 2013).

A espécie do Palo santo pertence a familia Burseraceae, a qual
compreende 18 géneros, com mais de 700 espécies divididas em trés
grupos: Protieae (trés géneros), Canarieae (0ito géneros) e Bursera (sete
géneros). O género Burcera envolve cerca de 100 espécies com uma
ampla distribuicdo geogréfica. Este género é caracterizado por
apresentar Oleos essenciais constituidos por triterpenos, esterdides,
lignanas e flavondides, obtidos a partir de suas resinas. As lignanas,
derivadas de podofilotoxina, podem induzir uma variedade de efeitos
bioldgicos, tais como, antioxidantes, antiviral, antibacteriano, inseticida,
fungicida, prevenir doencgas coronarias e antitumoral, onde, neste caso,
ja existem estudos comprovando a sua eficiéncia para o tratamento de
células cancerigenas do pulmao, testiculo e linfomas (MALDINI et al.,
2009; NOGE et al., 2009; MARQUES et al., 2010; VELAZQUEZ-
JIMENEZ et al., 2011).

Além disso, as resinas produzidas por esta espécie podem ser
usadas no tratamento de hérnias, distensfes dos pés e para extrair corpos
estranhos da pele. J4 os extratos podem ser usados contra a asma,
diarreia e pedra nos rins (ROBLES et al., 2005).

Durante muitos anos, esse material lenhoso foi utilizado como
incenso em igrejas, por ser constituido por resinas aromaticas e dleos
essenciais, tornando-se popularmente conhecido como Palo santo. Além
disso, diferentes partes desse material lenhoso sdo utilizadas na
medicina popular. A madeira e as folhas sdo utilizadas como repelente
de insetos e para tratar dores de diferentes origens. Nos Ultimos anos, a
producdo do 6leo essencial desse material se tornou mais atraente,
devido os beneficios econdmicos, a partir da elaboracdo de perfumes
finos, por exemplo (YUKAWA et al., 2006; MORGAN e JOSE, 2013;
CARRION-PALADINES, 2016).

De acordo com Monzote et al. (2012), a composi¢do quimica do
6leo essencial do Palo santo apresenta entre 0s seus constituintes
majoritarios, o limoneno. Em suas analises, os autores verificaram que o
6leo apresenta agéo inibitoria para o crescimento de células tumorais da
mama, bem como, para 0 protozoario Leishmania amazonensis,
caracterizando-se como um 6leo com acéo antiproliferativa.
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Santana et al. (2009), verificaram que o extrato hidroalcéolico da
espécie Bursera graveolens apresenta propriedades anti-inflamatorias.
Ja o0s pesquisadores Robles et al. (2005), identificaram acédo
antimicrobiana no Oleo essencial, onde este conseguiu inibir
satisfatoriamente a Staphylococcus aureus e Bacilllus subtilis.

3.2 OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS NATURAIS

Os 06leos essenciais e 0s extratos naturais correspondem a uma
mistura de compostos naturais com estruturas organicas de baixo e alto
peso molecular, respectivamente. Sdo biossintetizados em varios érgéos
do vegetal, estando presentes no interior de células oleicas ou em
espacos intercelulares, nas folhas, cascas, talos, frutas, sementes, raizes
e madeira. Esses compostos sdo designados como metabdlitos
secundéarios e desempenham funcbes ecologicas e bioldgicas
importantes para a planta, atuando em sua defesa, devido a sua atividade
antimicrobiana e antioxidante (BAJPAI et al., 2012; NAJAFIAN, 2014;
MOHAMMADHOSSEINI et al., 2017).

De acordo com sua origem sintética, esses metabdlitos
secundarios podem ser divididos em dois grupos, compostos de origem
terpenica e compostos aromaticos. Os principais terpenos sdo 0s
monoterpenos (C10) e os sesquiterpenos (C15). Os monoterpenos
correspondem as moléculas mais representativas, constituindo 90% da
composicdo desses metabdlitos  secundarios, aproximadamente.
Compreendem aos alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres, éteres, peroxidos e
fendis (BAKKALI et al., 2008).

Ja 0s compostos aromaticos, ocorrem com menor frequéncia e
seus constituintes compreendem aos aldeidos, alcool, fenois, metoxi
derivados e metileno dioxi (BAKKALI et al., 2008; BAJPAI et al.,
2012).

Os Oleos essenciais e 0s extratos naturais podem conter de 20-60
componentes em concentracfes bastante diferentes. Sdo caracterizados
por dois ou trés componentes, onde, geralmente, estes determinam as
propriedades biol6gicas dos extratos, tanto os efeitos benéficos, quanto
os prejudiciais, como o seu perfil toxicolégico. Esses dois aspectos,
benéfico e prejudicial, devem ser levados em consideracédo para garantir
a seguranga humana.

A composicgao dos compostos naturais pode variar dependendo do
local onde foi extraido e o tipo de extracdo utilizada. Além disso, é
influenciada fortemente por pardmetros relativos ao tempo e a época de
colheita das plantas; o tipo dos 6rgéos das plantas e dos correspondentes
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grupos familiares, geogréficos e condi¢Ges climaticas; idade fisioldgica;
estagio de desenvolvimento; estado das plantas; secagem poés-colheita;
armazenamento das plantas; diversidade; e os métodos de extracdo
(LOZIONE; VENSKUTONIS, 2005; MOHAMMADHOSSEINI et al.,
2017).

Sabe-se que o0s materiais lenhosos sdo constituidos por trés
polimeros principais, a celulose, a hemicelulose e a lignina. Além disso,
esses materiais lignocelulésicos, como também sdo designados, séo
constituidos por compostos que ndo fazem parte da estrutura da parede
celular, os metabélitos secundarios, como, por exemplo, os 6éleos
essenciais, que apresentam compostos de bastante interesse no meio
industrial (LIMA et al., 2007).

Para a obtencdo do 6leo essencial, faz-se necessario a utilizacao
de métodos que busquem quebrar a parede celular, sem interferir na
qualidade final do 6leo. No entanto, conseguir essa ruptura ndo € algo
tdo simples, ja que a celulose corresponde a um polissacarideo linear,
gue apresenta cadeias empacotadas por microfibrilas e estabilizadas por
ligagdes de hidrogénio; a hemicelulose é um heteropolimero curto e com
muitas ramificacbes, que promove a integracdo da rede celulose-
hemicelulose-lignina e ocasiona rigidez; e a lignina que corresponde a
um polimero amorfo que acarreta rigidez na parede celular e resisténcia
contra ataque microbiano (CHEMMES et al., 2013).

Atualmente, diversos métodos estdo sendo estudados com intuito
de romper a estrutura lignocelulésica, sem prejudicar os compostos
presentes no Gleo. Esses métodos podem ser classificados em fisicos,
quimicos ou fisico-quimicos (CHEMMES et al., 2013). Baseando-se nos
principios fisicos, de acordo com os dados apresentados na literatura,
verifica-se que as técnicas de hidrodestilacdo e arraste a vapor sdo as
mais usadas. Porém, em termos de investigacdo da composicdo quimica,
a hidrodestilacdo encontra-se em destaque. Nessas técnicas, a parede
celular do vegetal sofre uma ruptura pela acdo do vapor e libera o éleo,
formando uma mistura heterogénea com a agua. A partir disso, o vapor
d’agua atua aumentando a pressdo de vapor do sistema, fazendo com
que o 6leo entre em ebulicdo mais rapidamente, em uma temperatura
abaixo daquela normalmente observada para a substancia pura
(TANDON, 2008). No entanto, essa temperatura utilizada pode
prejudicar os compostos termossensiveis (DONELIAN et al., 2009).

Deste modo, o 6leo essencial corresponde ao produto obtido por
meio dos métodos como a hidrodestilacdo, por exemplo, e sdo produtos
de grande interesse comercial, ja que apresentam aplicagdo na inddstria
farmacéutica, perfumaria, cosmética e de produtos alimentares
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(REGNAULT-ROGER et al., 2012). Outros métodos de extragdo, como
a utilizacdo de fluidos supercriticos, além dos compostos de baixo peso
molecular, também extraem compostos de alto peso molecular, sendo
necessario realizar um fracionamento para separar 0s compostos. Deste
modo, o produto obtido a partir desses métodos de extracdo sdo
designados de extratos.

Tanto os 6leos essenciais, quanto os extratos vegetais, podem
apresentar fortes atividades bioldgicas contra bactérias patogénicas,
fungos, virus, insetos e deterioracdo por oxidacdo. Deste modo, a
substituicdo de compostos sintéticos por compostos de origem natural,
tem impulsionado o desenvolvimentos de diversos projetos, como o
projeto de ecopesticidas, por exemplo, j& que 0s compostos Ssdo
ambientalmente favoraveis e de facil utilizacdo (PAVELA, 2015).

Sabe-se que a utilizacdo de muitos inseticidas sintéticos podem
ocasionar diversos problemas, tanto para a sadde humana, quanto para o
meio ambiente. Além disso, estes inseticidas podem desenvolver
populacdes de mosquitos resistentes, representando um dos problemas
mais graves em sua utilizacdo (OMS, 2017). Assim, houve um aumento
no nimero de pesquisas relacionadas a substituicdo de inseticidas
sintéticos por outros inseticidas a base de extratos vegetais,
apresentando um largo espectro, uma rapida degradacdo e uma menor
agressividade ao meio ambiente (MARANGONI, 2011; PAVELA,
2015).

Os constituintes presentes nos 6leos essenciais ou extratos
vegetais atuam em processos bioquimicos, desequilibrando o sistema
endocrinolégico dos insetos. Podem apresentar uma acdo neurotdxica
em insetos, provocando uma hiperatividade, seguida por uma hiper-
excitacdo, levando a sua queda e imobilizacdo (ENAN, 2001). De
acordo com pesquisas realizadas por Pavela (2015), varios
monoterpenos, como D-limoneno e  Terpineol, apresentam
neurotoxicidade contra alguns insetos.

Assim, o0s mecanismos de acdo das substancias quimicas
presentes nos 6leos essenciais e nos extratos vegetais, sdo caracterizados
em Varios niveis de acordo com a sua capacidade de penetrar a cuticula
do inseto e entrar em seus corpos, relacionando de forma direta a sua
capacidade de fornecer o efeito inseticida.

Atualmente, j& existem inseticidas bioldgicos disponiveis no
mercado, como o0s produtos a base de Bacillus thuringiensis sub.sp.
israelensis, que apresentam boa atividade contra larvas de Aedes, e de
Bacillus sphaericus, para larvas de Anopheles e Culex. Porém, a
substituicdo de inseticidas sintéticos por produtos alternativos ainda é
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bastante recente e precisa ser melhor estudada, ja que, em grande escala,
esses produtos apresentam um alto custo (FUNASA, 2001).

Muitas pesquisas buscam utilizar diferentes métodos para
aumentar a protecdo dos seres humanos contra mosquitos, ja que estes
sdo vetores de uma grande variedade de patdgenos e parasitas humanos,
transmitindo doencas como maldria, leishmaniose, doenca de chagas e
dengue, por exemplo (PAVELA, 2015)

No Brasil, existe uma forte preocupacdo com o combate ao
mosquito Aedes aegypti, vetor da dengue. De acordo com o Ministério
da Saude, em 2016, foram registrados 1.500.535 casos provaveis de
dengue. Neste ano de 2017, até Fevereiro, j& foram registrados 21.174
casos provaveis de dengue no pais, onde a regido Sudeste registrou o
maior nimero de casos provaveis (42,6%) em relacdo ao total do pais,
seguida das regides Nordeste (17,9%), Centro-Oeste (16,9%), Sul
(11,4%) e Norte (11,2%) (OMS, 2017).

Portanto, os Oleos essenciais e 0s extratos sdo substancias
promissoras para 0 desenvolvimento de novos produtos com agdo
inseticida, larvicida ou repelente contra diversos insetos, tornando-se
uma boa alternativa para a substituicdo dos produtos sintéticos.

Inmeras familias de plantas apresentam compostos com
atividade inseticida, como as familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Annonaceae, Labiata, Canellaceae e Burseraceae. Dentre estas, 0
presente trabalho busca estudar a familia Burseraceae.

3.3 METODOS DE EXTRACAO

A qualidade e a composicao final dos extratos obtidos a partir de
produtos naturais estdo diretamente relacionados com a escolha da
técnica de extracdo empregada. A metodologia de extracdo é
determinada de acordo com a familia dos compostos a ser extraida e,
também, se a finalidade do processo é qualitativo ou quantitativo
(BISCAIA, 2007).

As substancias biologicamente ativas podem ser extraidas pelo
método de hidrodestilagdo e pelos métodos de extragdo com solvente e
de alta pressdo. Nas extragdes com solventes, como soxhlet e ultrassom,
diversos tipos de solventes podem ser utilizados, como alcoois metilico,
etilico e propilico; hexano; cloroférmio; acetona, entre outros. A técnica
de soxhlet é largamente aplicada em indUstrias quimicas, farmacéuticas
e alimenticias. J& entre os métodos de alta pressdo destaca-se a extracdo
com fluido supercritico, técnica eficiente e de baixo impacto ambiental.
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3.3.1 Hidrodestilacao

A hidrodestilagcdo corresponde a uma técnica convencional de
extracdo de dleos essenciais, onde utiliza o equipamento Clevenger para
a sua realizacdo, Figura 2. Neste equipamento, a matriz a ser tratada é
colocada em contato direto com a agua, na qual sera submetida a
aquecimento até a ebulicdo, provocando a formacdo de vapor, que
arrasta 0os compostos mais volateis. Apos a condensagdo, 0S Compostos
separam-se da &gua por meio da decantagdo (REVERCHON e DE
MARCO, 2006).

Figura 2 - Aparelho tipo Clevenger.
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Fonte: Reverchon e De marco (2006).

A hidrodestilacdo pode ser utilizada para a extracdo de 6leo
essencial de varios tipos de matrizes vegetais, como flores, frutos,
folhas, raizes, sementes, casca de caule, castanhas, galhos, entre outros.
Apesar de ndo ser uma técnica de alta eficiéncia, é bastante utilizada em
laboratérios devido a sua versatilidade (LEAL, 2008).

A técnica apresenta vantagens e desvantagens. Dentre as
vantagens, destaca-se a sua simplicidade e facil execucdo. Ja entre as
desvantagens, ela pode ocasionar a degradacdo térmica dos produtos, a
hidrélise e a solubilizacdo de alguns compostos em agua. Além disso,
apresenta 0 menor rendimento, perdas de compostos volateis e altos
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tempos de extragdo (REVERCHON e DE MARCO, 2006; UQUICHEA,
2015).

3.3.2 Extracao por soxhlet

Essa metodologia é bastante simples e amplamente utilizada no
meio académico, facilitando estudos com as matérias primas e 0s seus
extratos. Corresponde ao método padrdo, bastante utilizado como
referéncia para a comparacdo com outros métodos. Nesta técnica, a
amostra é colocada em contato com o solvente varias vezes (Figura 3)
facilitando a transferéncia do extrato presente na matriz vegetal para o
solvente (WU et al., 2011).

Figura 3 - Esquema de extracdo em por soxlet.
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Fonte: Google.com.

A técnica por soxhlet apresenta vantagens e desvantagens. Com
relagdo as vantagens, apresenta alto rendimento, permite a renovagao do
solvente durante todo o processo, através da recirculagdo, ndo ha
necessidade de filtracdo para separar a matriz vegetal do solvente
contendo o soluto, o que simplifica o tempo de manuseio do extrato
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apos a extracdo, pequena possibilidade de perdas ou contaminacdo do
extrato (BENELLI, 2010).

Entre as principais desvantagens desta técnica estdo a baixa
seletividade, a lentiddo do processo, utilizacdo de altas temperaturas,
necessidade de uma etapa posterior para eliminacdo do solvente,
gerando gastos, parcialmente seletivo, onde o poder de dissolucdo €
determinado pela temperatura e natureza do solvente (MELECCHI,
2005).

3.3.3 Extracéo por ultrassom

A técnica de ultrassom utiliza a energia das ondas sonoras
(vibragBes mecanicas), transmitidas com uma frequéncia superior a da
capacidade auditiva humana, frequéncias de 20,0 — 100 kHz, podendo
propagar-se em meios solidos, liquidos e gasosos (GUINDANI, 2014).

As ondas sonoras se propagam através de ciclos de compresséo e
expansdo, provocando o afastamento e a aproximacdo das moléculas
repetidas vezes. Essa alteracdo na pressdo do liquido gera cavitacéo,
bolhas ou microfluxos, proporcionando mudancas fisicas e quimicas
permanentes, como aquecimento e ruptura dos sélidos e instabilidade na
superficie da interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gas. Além
disso, nas matrizes vegetais, as ondas causam estresse mecéanico das
células e aumento da permeabilidade das paredes celulares. O aumento
do tecido celular pode ocasionar a quebra da parede celular, liberando os
compostos aromaticos, consequentemente, aumentando a eficiéncia de
extracdo e reduzindo o tempo do processo. Deste modo, verifica-se que
os principais fatores envolvidos nesta técnica sdo: intensidade e
frequéncia produzida pelo equipamento de ultrassom (LUQUE-
GARCIA e CASTRO, 2003; FREITAS, 2007; BENELLI, 2010).

Os dispositivos mais comuns para aplicacdo de ondas
ultrassdnicas sdo banho (direto ou indireto) e sonda, como podem ser
visualizados na Figura 4.
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Figura 4 - Esquema dos sistemas de ultrassom: (a) banho de ultrassom indireto;
(b) sonda de ultrassom; (c) banho de ultrassom direto.
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Fonte: Vinatoru et al. (1997).

Os banhos sdo os equipamentos mais utilizados. No entanto, eles
dificultam a reprodutibilidade experimental e a uniformidade na
distribuicdo da energia ultrassénica (GUINDANI, 2014).
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Com relagéo as vantagens em utilizar a técnica de ultrassom, tem-
se a simplicidade do equipamento, economia no custo inicial,
possibilidade de usar diferentes solventes para a extracdo e boa
repetibilidade (FREITAS, 2007). Além disso, quando comparada a
técnica de extracdo em soxhlet, a técnica de ultrassom aumenta a
polaridade do sistema por meio da cavitacdo e, consequentemente,
proporciona uma maior eficiéncia da técnica. Também permite a adi¢do
de um cossolvente, aumentando a polaridade da fase liquida, possibilita
a extracdo de compostos termicamente sensiveis e apresenta um menor
tempo de operacdo (GUINDANI, 2014).

Dentre as desvantagens, pode-se destacar a necessidade de
filtracdo apds a extracdo, aumentando o tempo final do processo e a
possibilidade de perda ou contaminacdo do extrato no decorrer da
aplicacdo da técnica.

3.3.4 Extracdo supercritica

A busca por processos tecnoldgicos alternativos encontra-se em
constante crescimento, acentuando-se nos Gltimos anos. Os
processos inovadores devem ter como principal
caracteristica os menores impactos ambientais, tais como: menor
consumo de energia, residuos menos toxicos, melhor utilizacdo de
subprodutos e melhor qualidade e seguranca do produto final (KNEZ et
al., 2014).

Diante disto, o uso das tecnologias de alta pressédo encontra-se em
destaque. Dentre estas, a tecnologia que envolve os fluidos
supercriticos estdo entre  as mais estudadas e aplicadas no
mercado (KNEZ et al., 2014).

A escolha por processos envolvendo fluidos supercriticos, pode
ser justificada pela participacdo deles em processos que sao sustentaveis,
ambientalmente corretos e eficientes. Dentre as indmeras vantagens
desses processos, pode-se destacar a possibilidade de oferecer separacao
e secagem do produto por expansdo simples, onde o gas pode ser
recuperado e reutilizado, sem a necessidade de um processo de
purificacdo (DE MELO et al., 2014; GUINDANI et al., 2014; KNEZ et
al., 2014). Além disso, apresentam caracteristicas nas quais permitem a
obtencdo de produtos de alto valor agregado e sem residuos quimicos.

Outra vantagem da extragdo com fluidos supercriticos refere-se a
necessidade de ajustar as propriedades termofisicas desses fluidos, como
a difusividade, a viscosidade, a densidade ou a constante dielétrica,
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alterando apenas o hindmio pressdo-temperatura (POURMORTAZAVI
e HAJIMIRSADEGHI, 2007; KNEZ et al., 2014).

O processo de extracdo pode ser dividido em duas etapas:
extracao e separagdo dos componentes sollveis no solvente supercritico.
Pode ser aplicada a uma matriz sélida, liquida ou viscosa. Na extracédo, o
fluido supercritico escoa através de um leito fixo de particulas
dissolvendo os componentes extraiveis. Posteriormente, a mistura
solvente e componentes extraidos é encaminhada ao separador. Neste, a
pressdo € reduzida, ocasionando a vaporizacdo do solvente e na
precipitacdo do soluto, o qual sera coletado e analisado (BRUNNER,
1994; ARAUCO, 2013).

Este processo pode ser aplicado em uma grande variedade de
setores industriais, como no processamento de alimentos, processamento
de subprodutos, extracdo de substincias de produtos naturais e
processamentos ambientais (HERRERO et al., 2010). Além disso, pode
ser utilizado em industrias de perfumes e cosméticos, produtos
farmacéuticos, téxteis, eletrdnicos, aerogeis, materiais ceramicos e
inovadores, indlstrias de petroleo, lavanderias de limpeza a seco,
processos de cromatografia, processos envolvendo a nanotecnologia,
producdo de biodiesel e vérias outras aplicacbes novas e futuras
(MARCHETTO e AZIZ, 2014).

3.3.4.1 Propriedade dos fluidos supercriticos

Com o intuito de entender o principal fundamento de uma
substancia em seu estado supercritico, faz-se necessario analisar a
Figura 5. No diagrama, cada substancia apresenta um Unico ponto
critico, definido como a temperatura caracteristica, Tc, € a pressao
caracteristica, Pc, no qual ndo existe diferenca entre as fases liquida
e gasosa. Como representado na figura, os fluidos supercriticos séo
definidos como substancias que apresentam temperaturas e pressdes
acima do seu ponto critico (ESFANDIARI, 2015).
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Figura 5 - Diagrama de fases.
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Fonte: Esfandiari (2015).

Analisando o diagrama da Figura 5, verifica-se que existem trés
linhas que delimitam trés regides, que correspondem aos trés estados
fisicos: solido, liquido e gasoso. Os pontos que se encontram ao longo
das linhas, ou seja, entre os estados, definem o equilibrio entre duas
fases. A pressdo de vapor inicia-se no ponto triplo, T, e termina no
ponto critico, C. No ponto critico, a Tc corresponde a maior temperatura
na qual um gas pode ser convertido para um liquido, pelo aumento da
pressdo. J& a pressdo critica, corresponde a maior pressao na qual um
liquido pode ser convertido a um gas, pelo aumento da temperatura.
Nessa regido sombreada, regido critica, as substancias apresentam
propriedades de gas e liquido.

Assim sendo, no estado supercritico, as substancias ndo
apresentam as propriedades especificas quando estdo presentes no
estado liquido ou gasoso. A substancia no seu estado supercritico
possui algumas propriedades de gas, como difusdo, viscosidade e tensdo
superficial, e de liquido, como densidade e poder de solvatacdo. E isto
justifica 0 uso dessas substancias em processos de separacdo, extraindo
compostos em um menor periodo de tempo (AZMIR et al, 2013). Ou
seja, os fluidos apresentam densidades como os liquidos, propriedades
de transportes como os gases e poder solvente que pode ser ajustado por
alteracGes na temperatura e na pressao.

Como pode ser verificado a seguir, Tabela 1, o fluido supercritico
apresenta uma densidade préxima a de liquidos, uma viscosidade
comparavel a dos gases e uma difusividade com um valor maior que a
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de liquidos. Além disso, quando um fluido encontra-se acima de suas
condicdes criticas, como na condicdo de pressdo equivalente a quatro
vezes mais a sua pressdo critica, suas propriedades fisicas também séo
comparaveis aos liquidos e gases (SANTQOS, 2012).

Tabela 1 - Comparagdo de algumas propriedades fisicas do gas, liquido e fluido.

Gas Fluido supercritico Liquido
Propriedades fisicas | (1atm-30°C) ~Tc, Pc Tc, 4Pc (15-30°C)
Coeficiente de difusdo | 0,1-0,4 0,7x10°  02x10°  (0,2-2)x10°
(cm?.s?)
Viscosidade (1-3)x 10" (1-3)x10*  (3-9)x10*  (0,2-3) x 107
(g.cm™s™)
Densidade (0,6-2)x10°  0,2-0,5 0,4-0,9 0,6-0,6
@L?h

Fonte: Santos (2012).

Diante disto, 0 processo de extragdo com fluido supercritico
corresponde a uma das tecnologias de alta pressdo. Dentre as inimeras
variaveis envolvidas neste processo, a pressao é a que mais influéncia na
extracdo, sendo a principal responsavel por estabelecer as respostas
sobre 0s aspectos técnicos e econdémicos do processo. Além disso, a
pressdo pode influenciar outros pontos, 0 mais propenso corresponde a
densidade. E a partir dela, que consegue-se verificar o quio préximo o
CO, supercritico atinge o seu poder solvente semelhante a um liquido
(DE MELO et al., 2014).

O efeito da pressdo do CO, supercritico na dindmica de extracdo
esta bem estabelecida na literatura, onde indica que oaumento na
pressdo operacional tem um efeito positivo no rendimento global. Isto
ocorre, porque um aumento na pressdo, em uma temperatura
constante, faz com que a densidade de CO, supercritico aumente, 0 que
aumenta o seu poder solvente e, consequentemente, a taxa de
extracdo (DUBA et al., 2015). Este fato pode ser visualizado na Figura
6.
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Figura 6 - Curvas de extracdo de diferentes pressbes: Rendimento do 6leo
versus consumo do solvente.
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Fonte: Duba et al. (2015).

A Figura 6 expressa a cinética de extragéo supercritica do 6leo da
semente de uva, utilizando como solvente 0 CO,. Duba et al. (2015)
plotaram os resultados do rendimento da extracdo versus o consumo do
solvente, trabalhando em um intervalo de pressdo de 200 a 500 bar, em
uma determinada temperatura. Observando o gréafico, verifica-se que
guanto maior apressdo, maior a solubilidade do solvente e,
consequentemente, maior o rendimento da extracdo. No entanto, a
viabilidade econémica em se usar altas pressGes deve ser estudada para
cada extracdo.

O aumento da pressdo podera estar associado ndo s6 aum
aumento no consumo de energia, mas também a um aumento na
guantidade de solvente necessario para o processo de extragdo, como
pode ser visualizado na Figura 7.
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Figura 7 - Variagdo do rendimento de extracdo do diuron a partir de um solo
poluido contra o volume de CO, em diferentes pressdes.
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Fonte: Pourmortazavi e Hajimirsadeghi (2007).

Ao observar os resultados dos seus trabalhos, Pourmortazavi e
Hajimirsadeghi (2007) verificaram que ao aumentar a pressdo no
processo seria necessario aumentar o volume do solvente. Deste modo,
verifica-se que a pressdo do fluido corresponde a um dos principais
pardmetros que influenciam a eficiéncia da extracdo. Analisando o
grafico a seguir, Figura8, é possivel confirmar que a elevagdo
da pressdo, a uma determinada temperatura, ocasiona um aumento na
densidade do fluido, melhorando a solubilidade dos
solutos (POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).
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Figura 8 - Diagrama densidade-pressdo para o didxido de carbono.
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Fonte: Pourmortazavi e Hajimirsadeghi (2007).

Além disso, analisando a Figura 8, verifica-se que aumentando a
temperatura, a densidade do CO, supercritico diminui,
para uma determinada pressdo. Isto torna-se mais evidente nos
maiores valores de pressdo. Além disso, a temperatura também causa
um efeito na volatilidade do soluto. Deste modo, prever o efeito do
aumento da temperatura em uma amostra € bastante complexo. Para um
soluto ndo-volatil, um aumento da temperatura pode resultar em uma
menor taxa de extracdo devido a diminuicdo da solubilidade. J& para um
soluto volatil, a taxa de extragdo dependerd do fator que interferira mais
fortemente: a solubilidade no fluido supercritico, que diminui & medida
que a temperatura aumenta, ou a volatilidade, que aumenta com o
aumento da temperatura (POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI,
2007).

Esse efeito complexo da temperatura, pode ser visualizado
na Figura 9.
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Figura 9 - Solubilidade versus pressdo em diferentes temperaturas.
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Fonte: Teor et al., (2013).

Uma vez determinada a pressdo de vapor, 0 aumento da
temperatura pode afetar tanto a densidade do solvente supercritico,
guanto a pressdo de vapor do soluto. A regido retrograde, corresponde a
uma regido, entre a pressdo inferior de passagem (P.) e a pressdo
superior de passagem (Py), onde a solubilidade de um soluto diminui
com o0 aumento da temperatura. Essa diminuicdo da solubilidade do
soluto é ocasionada pelo efeito dominante de uma rapida diminuicédo da
densidade. Acima e abaixo da regido retrograde, a solubilidade aumenta
com a temperatura, onde o efeito da pressdo de vapor de um soluto
domina (TEOR et al., 2013).

No processo de extracdo supercritica, varios solventes podem ser
utilizados para o0 processo. Entretanto, a viabilidade da
técnica, correspondente as propriedades criticas, a toxicidade, o custo
e 0 poder de solvatacdo, sdo os principais fatores que determinam o
solvente mais adequado. Alguns solventes esuas propriedades
criticas podem ser visualizados na Tabela 2.
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Tabela 2: Propriedades criticas dos solventes utilizados nos processos de
extracdo supercritica.

Temoeratura Presséo Volume
Solvente crl'ti(F:)a (K) critica critico Referéncia
(MPa) (cm*/mol)
. Jacobson et al.
Amonia 405,4 11,35 72,5 (1997)
Co, 304,1 7,37 94,1 See main text
for examples
Eter Cathpole et al.
dimetil 400,1 5,27 171,0 (2003)
Mohamed et al.
Etanol 305,3 4,87 145,5 (2002)
Shende e
Etileno 282,3 5,04 131,0 Lombardo
(2002)
Capriel at al.
Metanol 512,6 8,09 118,0 (1986)
n- Joyce e Thies
Hexano 507,5 3,02 368,0 (1997)
Catchpole et al.
Propano 369,8 4,25 200,0 (2003)
p Leal et al.
Agua 647,1 22,06 55,9 (2008)
Liang e Tilotta
Xenon 290,1 5,80 118,0 (1998)

Fonte: Pereira e Meirelles (2010).

Entre os solventes na tabela, alguns merecem destaque. A agua de
alta pressdo é bastante utilizada em varias matrizes, tais como solo,
madeira e  alimentos,as  propriedades de  mudangas fisico-
guimicas da 4gua é explorada, para extrair os solutos desejaveis. O
etanol é um outro solvente que vem sendo investigado. Ele
apresenta uma temperatura critica préxima ao do CO,, é inofensivo para
produtos alimentares termossensiveis. 0 propano e 0
éter dimetilico, também tém sido estudados como solventes alternativos.
Ambos tém pressGes mais baixas do quea pressdo critica
do CO, (PEREIRA e MEIRELLES, 2010).

O solvente mais utilizado corresponde ao diéxido de carbono,
pois é de baixo custo, in6cuo, ndo téxico, ndo reativo, nao inflamavel,
ndo poluente e tem uma baixa temperatura critica (Tc= 31,1 °C) e uma
pressédo critica moderada (Pc = 7,38 MPa) (ESFANDIARI, 2015). Além
disso,0 CO,também ¢é atraente por causa de sua alta
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difusividade, combinado com a sua forca solvente facilmente ajustavel.
Outra vantagem € que o CO, é gasoso a temperatura ambiente e sob
pressdo, 0 que torna arecuperacdo do analito muito  simples
e fornece analitos sem solventes (HERRERO et al., 2010).

A principal desvantagem do dioxido de carbono é a sua baixa
polaridade, mesmo em altas densidades. Porém, este problema pode ser
superado empregando-se modificadores polares, cossolventes, para
alterar a polaridade do fluido supercritico e para aumentar o seu poder
de solvatacdo, melhorando a eficiéncia da extracdo. Normalmente, uma
pequena quantidade de um modificador é considerada como (til para
melhorar significativamente a polaridade do dioxido de
carbono. Acredita-se que a razdo para o melhoramento do processo
é devido a interacdo cossolvente-soluto (PEREIRA e MEIRELLES,
2009).

Além disso, vale salientar que a estrutura fisica da matriz vegetal
apresenta grande importancia, ja que a eficiéncia do processo esta
relacionada a capacidade do fluido supercritico de se difundir na matriz.
Assim, diferentes fatores, tais como, tamanho da particula, forma,
superficie, porosidade, umidade, nivel de solutos extraiveis e a natureza
da matriz vegetal podem interferir significativamente em extracGes com
fluidos supercriticos (REVERCHON e DE MARCO, 2006).

O tamanho de particula apresenta um papel importante na taxa de
extracdo. Quando as particulas sdo utilizadas com tamanhos muito
pequenos, elas permitem uma difusdo mais rapida do solvente na matriz,
devido ao aumento da &rea superficial e reducdo do caminho difusivo.
Todavia, particulas muito pequenas podem ocasionar a adsor¢do do
soluto ja extraido; formagdo de caminhos preferenciais no leito de
extracdo; ou ainda, provocar perdas de compostos volateis durante o seu
processo de reducdo de tamanho. A dimensdo 6tima deve ser escolhida
cuidadosamente, analisando o conteido de 4gua da matéria prima e a
guantidade de compostos liquidos extraiveis, ja que podem interferir
negativamente no processo, devido a presenca do fendmeno de
coalescéncia entre as particulas (REVERCHON e DE MARCO, 2006;
POURMORTAZAVI e HAJUMIRSADEGHI, 2007; ARAUCO, 2013).

3.3.4.2 Utilizacdo de cossolvente

Com relagdo aos cossolventes, os autores De Melo et al. (2014)
plotaram o seguinte grafico, conforme Figura 10, onde apresentam uma
estatistica dos cossolventes mais utilizados, analisando 166 publicac6es
com estudos baseados na extragdo com fluidos supercriticos.
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Figura 10 - Cossolventes mais utilizados em extragdo com fluidos supercriticos
em matrizes vegetais.
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Fonte: Adaptado de De Melo et al. (2014).

Dentre os cossolventes, o etanol correspondeu ao modificador
mais utilizado, selecionado em 53% dos trabalhos analisados. Isso é
justificavel, pois, assim como o CO; supercritico, o etanol é considerado
um solvente seguro, tanto ao nivel da salde humana, quanto ao nivel
ambiental. O etanol ¢ uma substancia polar, deste modo, a adicdo de
pequenas quantidades pode aumentar de forma significativa a polaridade
do solvente supercritico (De Melo et al., 2014).

O segundo modificador mais utilizado correspondeu ao metanol,
usado em 21% dos trabalhos analisados, seguido por &gua e
diclorometano, com 5% e 3%, respectivamente. Apesar do metanol ser
mais polar que o etanol, ele pode apresentar perigos para a salde
humana.

E necessario avaliar de forma cuidadosa todos os parametros que
podem influenciar no processo, fazendo boas escolhas, em relacdo ao
solvente e a necessidade em se utilizar cossolvente, para que estes atuem
de forma eficiente e garantam um Otimo rendimento, sem custos
desnecessarios.

3.3.4.3 Curvas de extracdo

Uma curva de extracdo é construida a partir da quantificacdo do
extrato bruto em um fluxo continuo de solvente. Normalmente, é
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representada por um grafico de massa de extrato acumulada em fungéo
do tempo ou quantidade de solvente consumido. Como a taxa de
extracdo ndo é uma funcdo linear do tempo, diversos comportamentos
podem ser analisados através dessas curvas.

Essas curvas dependem dos pardametros do processo e dos
fendmenos envolvidos durante a extracdo. Desta forma, é dificil
comparar curvas obtidas a partir de matérias-primas diferentes e de
diferentes equipamentos, porém, as informac@es que ela pode fornecer,
como a duracdo da taxa constante de extracdo, sdo Uteis para comparar
uma série de experimentos com 0 mesmo substrato e o0 mesmo
equipamento (BRUNNER, 1994).

De acordo com Silva (2013), os processos de extracdo
apresentam uma curva tipica, caracterizada por trés etapas, controlados
por trés mecanismos de transferéncias de massa:

I. Etapa com taxa constante de extracdo (CER): o soluto encontra-se
presente em grandes quantidades na superficie das particulas da matriz,
denominado de “soluto de facil acesso”. Neste periodo, a conveccao
corresponde ao mecanismo dominante, controlado pelo fluxo do
solvente. A inclinacdo da curva é dada pela solubilidade do soluto no
solvente;

Il. Etapa com taxa decrescente de extragdo (FER): a camada de soluto de
facil acesso é reduzida. Como nem todas as particulas estdo revestidas
pelo soluto, apresentando falhas na sua cobertura, a taxa de transferéncia
de massa diminui rapidamente. Nesta etapa, 0s mecanismos de
transferéncia de massa por difusdo e por conveccdo ocorrem
simultaneamente;

I1l. Etapa difusional (DC): a camada externa do soluto praticamente
desaparece. O mecanismo de transferéncia de massa ocorre por difusdo
do solvente no interior das particulas sélidas. Na Figura 11 é possivel
observar a curva tipica de extracao.
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Figura 11 - Curva de extragdo do processo de SFE com suas etapas: taxa de
extracdo constante (CER); taxa de extragdo decrescente (FER); taxa difusional
(DC).
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Fonte: SILVA (2013).

A representacdo dessa curva de extracdo pode ser utilizada para
determinar alguns pardmetros do processo, como tempo de extracdo e
caracterizar as etapas de extracdo supercritica, por exemplo.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho consistiu em obter o 6leo essencial e o
extrato de Bursera graveolens, utilizando técnicas de extragdo de baixa
e alta pressdo. Dentre as técnicas de baixa pressdo, foram realizadas
extracbes via hidrodestilacdo, soxhlet e ultrassom de ponteira. Na
hidrodestilacdo, a agua foi utilizada como solvente. Ja nas extracfes em
soxhlet e ultrassom, dois solventes de polaridades diferentes foram
empregados, 0 hexano e o etanol. A técnica de extracdo de alta pressdo
utilizada foi a extracdo com CO, supercritico puro e com adicdo de
cossolvente, no caso o etanol. As dindmicas de extracdo e a andlise
estatistica foram estudadas. Além da verificacdo do rendimento, foi
realizada a caracterizacdo do 6leo essencial e dos extratos obtidos de
acordo com a sua composi¢cdo quimica. Buscou-se identificar os
compostos que apresentam atividade repelente e inseticida contra o
Aedes aegypti, onde a escolha desses compostos foi baseada em dados
presentes na literatura. Além disso, comparou-se as metodologias
aplicadas e determinou-se uma técnica, com as melhores condicfes
operacionais, fornecendo uma metodologia que proporcione uma maior
seletividade dos compostos de interesse quando o0 processo de extracao
do material lenhoso da Bursera graveolens for empregado.

4.1 MATERIA PRIMA

O Palo santo (Bursera graveolens) foi cedido pela Escuela
Superior de Administracion y Negocios - ESAN, localizada em Lima,
no Peru. O material lenhoso foi coletado na cidade de Piura, Costa Norte
do Peru, importado e direcionado para o Laboratério de Controle e
Processos Poliméricos - LCP, do Departamento da Engenharia Quimica
e Engenharia de alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina -
EQA/UFSC.

Quando recebida no LCP, a matéria prima foi submetida a uma
primeira moagem e acondicionada em embalagens de polietileno,
contendo aproximadamente 300 g, identificadas e mantidas sob
refrigeracdo em um freezer doméstico a -18 °C. A Figura 12 mostra a
matéria prima em pedacos de madeira, em particulas com
granulometrias diferentes e em embalagens de polietileno.
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Figura 12 - Matéria prima em: (a) pedagos de madeira, (b) em particulas com
granulometrias diferentes e (c) armazenadas em embalagens de polietileno sob
refrigeracéo.

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.1.1 Distribuicdo granulométrica

Inicialmente, a matéria prima foi moida grosseiramente, em um
comércio de madeira serrada. Posteriormente, a matéria prima foi
submetida a uma segunda moagem, em um moedor de café, e
classificada em um agitador de peneiras vibratorio vertical, Figura 13.

Figura 13 - (a) Moedor de café e (b) Agitador de peneiras.

(a)

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

(b)
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Vale salientar que este procedimento foi realizado diversas vezes,
em dois/trés dias antes da realizagdo de uma determinada extracdo, com
intuito de diminuir as perdas dos compostos volateis do material
lenhoso. Entdo, baseando-se na quantidade necessaria para a realizagéo
de um ou mais ensaios de extracdo, a moagem foi executada. Assim, em
determinados dias, retirou-se uma quantidade suficiente de matéria
prima, colocou-se em uma bandeja de plastico e secou em estufa com
circulacdo de ar, por 20 minutos, a 35 °C. Posteriormente, o material foi
submetido a uma segunda moagem e classificada por um agitador de
peneiras. Foi empregado o sistema de peneiras da série de Tyler, com
aberturas sequenciais de 35 mesh (500 pum), 45 mesh (355 pm), 60 mesh
(250 pm), 70 mesh (212 pm), 80 mesh (180 um), e fundo, onde foi
submetido a uma agitacdo por 20 minutos. Grande parte do material
ficou retido na granulometria de 45 mesh. Dessa forma, optou-se por
utilizar essa fracéo para a realizagdo dos experimentos.

Ap6s a separacdo granulométrica, a matéria prima foi
acondicionada em embalagens de polietileno, de acordo com as suas
fracOes, identificadas e mantidas sob refrigeracdo. A fracdo + 35 mesh
ndo foi armazenada durante muito tempo, pois foi submetida ao
reprocessamento no moinho e reclassificada granulometricamente.

4.1.2 Caracterizacgdo do leito de particulas

A caracterizagdo do leito de particulas, dentre os diversos
aspectos analisados, busca representar as caracteristicas fisicas
necessarias para avaliar as propriedades de transporte, como a
porosidade do leito e a densidade especifica do leito.

A densidade real (p;) ou absoluta da matriz vegetal seca foi
determinada no Laboratério de Termodinamica e Extracdo Supercritica
(LATESC), utilizando-se a metodologia de picnometria de gas hélio.

Esse método apresenta bons resultados, uma vez que o gas hélio
penetra nos menores poros do material s6lido e nos espagos vazios entre
as particulas.

A densidade aparente (p,) do leito de particulas foi calculada
por meio da medida da massa de B. graveolens suficiente para ocupar
um recipiente de volume conhecido. No presente trabalho, o volume
conhecido corresponde ao volume do extrator utilizado nos
experimentos em meio supercritico, onde apresenta um volume de 10
cm®. Essa medida é expressa em g/cm® e definida de acordo com a
Equacéo 1:
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massa de B.graveolens (g)

pa=

volume ocupado (cm3)

@)

A porosidade total do leito (£) de particulas de B. graveolens foi
calculada utilizando a massa especifica aparente do leito, de acordo com
a Equacéo 2:

a
e=1-2
pr

@
4.2 PROCESSOS DE EXTRAGAO

Foram utilizadas técnicas de extracdo de baixa e alta pressdo. O
método de extracdo de baixa pressdo aplicado foi a extracdo por
hidrodestilacdo e a extragdo por solventes de diferentes polaridades,
extracdo em soxhlet e ultrassom de ponteira. O método de alta presséo
estudado foi o de extragdo com dioxido de carbono no estado
supercritico puro e com adicao de cossolvente.

Os métodos aplicados foram comparados em termos de
rendimento e composicdo quimica do 6leo essencial e dos extratos
obtidos da B. graveolens. Os trés métodos de baixa pressdo foram
realizados no LATESC e o método de alta pressdo foi executado no
LCP, ambos do EQA/UFSC.

Vale salientar que, antes da realizacdo de qualquer técnica de
extracdo utilizada no presente trabalho, a matéria prima foi submetida a
secagem em estufa, por 20 minutos, em temperaturas de 25-28 °C, com
intuito de remover a umidade adquirida durante 0 seu armazenamento na
geladeira.

4.2.1 Extracédo por hidrodestilacdo

Para a realizacdo dos experimentos, utilizou-se um aparelho tipo
Clevenger, como apresentado na Figura 14. As extracGes foram
realizadas de acordo com o método adaptado descrito por Santos (2004),
com tempo total de extracdo de 5 horas.
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Figura 14: Aparelho tipo Clevenger.

-

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

O experimento foi realizado em triplicata. Pesou-se 30g de
matéria prima, 45 mesh (355 pum), em uma balanca analitica e transferiu-
se para um baldo de vidro de fundo redondo, com auxilio de um funil,
Figura 15 (a). Em seguida, utilizando uma proveta, foi adicionado o
solvente, 4gua destilada, aplicando uma proporc¢éo 3:100 g/L.

Figura 15 - (a) Preparo da amostra para a realizacdo da extracdo; (b) Aparelho
Clevenger acoplado ao baldo e este, por sua vez, a manta térmica e (c) Oleo
decantado no tubo graduado do aparelho Clevenger.

0 ~ ‘ i ‘lﬁ

@ (b) (©)

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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O baldo foi conectado ao aparelho Clevenger e o conjunto foi
conectado a uma manta de aquecimento para elevar a temperatura de
ebulicdo do solvente (100°C), Figura 15 (b). O sistema operou em
circuito fechado por um tempo suficiente para que o volume do 6leo no
tubo graduado do equipamento decantasse e permanecesse constante,
Figura 15 (c). Ao final do tempo de extracdo, o volume de 6leo obtido
foi medido na coluna graduada do aparelho Clevenger, transferido para
um frasco ambar por meio da valvula presente na base da coluna e
armazenado sob refrigeracdo em um freezer doméstico. O experimento
foi realizado em triplicata.

4.2.2 Extracao por soxhlet

O método de extragdo em soxhlet foi aplicado com intuito de
analisar o teor dos compostos presentes no extrato de B. graveolens e
compara-los com os resultados obtidos pela extragdo com fluido
supercritico. Foram utilizados dois solventes de diferentes polaridades
separadamente, hexano P.A. (apolar) e dlcool etilico P.A. (polar),
seguindo a metodologia descrita por Santos et al. (2015).

O aparelho utilizado para esse tipo de extragdo foi composto por
um baldo de vidro de fundo redondo contendo o solvente, conectado a
um extrator e um condensador, onde o cartucho da matéria prima ficou
retido dentro do extrator. O sistema foi acoplado a uma manta de
aquecimento para elevar a temperatura de ebulicdo do solvente. Em
volta dos baldes, foi usado papel aluminio com intuito de evitar a
dissipacdo de energia e ter um maior controle da temperatura de
aquecimento, Figura 16.
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Figura 16 - Aparelho para a realizacdo da extragdo por soxhlet. (a) visdo geral e
(b) com papel aluminio.

>

. b
Fonte: Desenvolvido pelo autor. ®)

Para realizar a extragdo, pesou-se 5 g da matéria prima em
cartuchos de papel de filtro, Figura 17 (a), a serem extraidos em 150 mL
de solvente, ou seja, uma proporcdo amostra-solvente de 1:30 (g/mL).
Foi determinado um tempo de extracdo de 5 horas. Apds a extragdo,
foram selecionados dois baldes para a retirada de duas aliquotas de
extrato de 30 mL, onde foram transferidas para dois frascos ambar
separadamente, Figura 17 (b), e armazenadas sob refrigeracdo para
andlises posteriores. Em seguida, utilizou-se o rotaevaporador para
eliminar o solvente presente nos baldes, Figura 17 (c), e determinar o
rendimento do 6leo obtido. As extracbes foram realizadas em triplicata.
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Figura 17 - (a) Cartucho com o material particulado; (b) Frasco &mbar com os
extratos obtidos por soxhlet; (c) Rotaevaporador.

(b)

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.2.3 Extracdo por ultrassom

O processo de extracdo foi realizado em um equipamento de
ultrassom de ponteira, representado na Figura 18.

Figura 18 - Equipamento de ultrassom assistida de ponteira.

U
S9l) 1)

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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As especificagdes aplicadas para esse tipo de extragdo foram:
Modelo Ultrassom de Ponteira, Macroponteira, Poténcia 500 W,
Frequéncia 20 KHz e Amplitude 70%. Os solventes utilizados e a
propor¢do amostra:volume de solvente foram os mesmos empregados na
extracdo com soxhlet (secéo 3.2.2), seguindo a metodologia adaptada de
Luque-Garcia e Castro, 2003.

Inicialmente, pesou-se 1g da matéria prima, com auxilio de uma
balanca analitica, em um bécker de vidro de 100 mL e adicionou-se 30
mL do solvente, medido com auxilio de uma proveta de vidro de 100
mL. Em seguida, esse bécker foi colocado em uma caixa de isopor
contendo gelo e submetido as ondas de ultrassom por um tempo de 4
minutos. Depois, as amostras foram filtradas a vacuo, utilizando um
kitasato e uma bomba de vacuo.

O experimento foi realizado em triplicata e um ensaio extra, onde
0 primeiro, 0 segundo e o terceiro extrato obtidos foram transferidos
para um baldo de vidro, onde, ap6s a filtracdo, as amostras foram
submetidas a rotaevaporacdo para eliminacdo do solvente e
determinacdo do rendimento. O quarto extrato, ensaio extra, foi
transferido para um frasco ambar. A Figura 19 apresenta as amostras
preparadas para a execucdo do experimento, o kitassato e a bomba de
vacuo utilizados para o procedimento de filtracdo e o material filtrado,
armazenado tanto em balBes, para ser rotaevaporado, quanto no frasco
ambar, para ser refrigerado.

Figura 19 - (a) Preparo das amostras; (b) Filtracdo a Vacuo; (c) Extrato filtrado
para ser rotaevaporado (Préprio autor).

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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4.2.4 Extracao supercritica

O processo de extracdo com dioxido de carbono em estado
supercritico foi realizado no LCP, no EQA-UFSC.

O equipamento utilizado foi um HPLC-SC da Jasco Inc, com
opcdo de extragdo e cromatografia supercritica, como pode ser
visualizado na Figura 20.

Figura 20 - Unidade de extragdo supercritica do Laboratério de Controle de
Processos: HPLC SC.

=

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Este equipamento é constituido por trés bombas: bomba de CO,
(B1), bomba de cossolvente (B2) e bomba de eluente (B3); forno de
aquecimento, trocador de calor, transdutores de presséo, detector UV-vis
em linha, valvula back-pressure automatizada (BP), sistema de
aquecimento (H), responséavel por controlar o efeito do resfriamento
provocado pela expansdo do CO,. Utilizou-se o vaso de extracdo (E),
com volume interno de 0,010 L (1,0 x 10°® m3), com filtro de 10 um na
saida do extrator, evitando uma contaminacéo na linha com particulados
solidos. O equipamento possui uma interface de comunicacdo LC-net Il
(Jasco Inc.) com um computador, onde é possivel controlar as variaveis
operacionais, por meio do software ChromNAV, como temperatura,
vazdo de solvente, cossolvente e eluente, além da pressdo mediante a
back-pressure automatizada.
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Figura 21 - Unidade de extracdo (HPLC - SC). B - bomba HPLC, E - extrator,
BP - valvula back-pressure, H — aquecimento.

S
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Fonte: Arauco, 2013.

A técnica de extracdo supercritica foi empregada para a
determinacdo do rendimento global de extracdo, com o emprego de CO,
puro ou com cossolvente, e também para a obtencdo de curvas de
extracdo, necessarias para comparacao e futuras aplicacdes.

No processo de extracdo supercritica, foi utilizado o método
dindmico, que consiste na passagem continua do solvente supercritico
pela matriz sélida, nos experimentos cinéticos e na determinacdo do
rendimento global de extracdo (FERREIRA, 2009).

O tempo de extracdo foi determinado por meio de um teste
preliminar de extracdo com CO, supercritico e adi¢cdo de cossolvente,
aplicando uma pressdo de 140 bar, 38 °C, 15 % de cossolvente e vazdo
de 3 ml/min. Assim, além de determinar o tempo de extracdo, também
foi possivel analisar o perfil do extrato supercritico obtido da B.
graveolens.

Deste modo, o tempo de extracdo utilizado em todos 0s ensaios
envolvendo a extracdo supercritica foi fixado em 120 min, ja que neste
tempo, o rendimento de extragdo aproximou-se da etapa de taxa nula de
extracdo. Com relacdo a vazdo de solvente, empregou-se 3ml/min em
todos os ensaios supercriticos.

4.2.4.1 Planejamento experimental

Para analisar a influéncia da pressdo e da temperatura no
rendimento global de extragdo, bem como na seletividade de compostos
de interesse, aplicou-se um planejamento fatorial completo, com dois
fatores, cinco niveis e 2 repeti¢cbes no ponto central, designado como
planejamento em estrela. Este planejamento consistiu na analise de uma
série de 10 experimentos, onde a pressdo e a temperatura foram as
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variaveis empregadas. Na tabela 3, é possivel observar os valores das
variaveis e dos niveis utilizados nesse planejamento.

Tabela 3 - Valores utilizados no planejamento em estrela para dois fatores.

Variaveis Cédigo  -a -1 0 1 +a
Pressdo (bar) P (bar) 80 110 140 170 200
Temperatura T (°C) 32 35 38 41 44

9]

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No planejamento em estrela, os niveis estudados foram: o, + 1 ¢
0, onde o valor de o foi calculado da seguinte forma:

n 2
a= 24=24=141
E n corresponde ao nimero de fatores estudados.

A tabela 4, a seguir, apresenta a matriz do planejamento em
estrela.

Tabela 4 - Valores codificados e reais do planejamento em estrela para dois
fatores, pressao e temperatura.

Ensaios Pcod (bar) — Teeq (°C) Prea (0ar)  Trea (°C)
1 -1 -1 110 35
2 -1 +1 110 41
3 +1 -1 170 35
4 +1 +1 170 41
5 -a 0 80 38
6 +a 0 200 38
7 0 -0 140 32
8 0 +a 140 44
9 0 0 140 38
10 0 0 140 38

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Os experimentos foram realizados utilizando, aproximadamente,
3,0 gramas do material lenhoso. Foram realizados 9 experimentos para
estimar os coeficientes do modelo empirico e mais 1 experimento para
determinar o erro experimental.
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Apos cada ensaio de extracdo, os extratos foram pesados em
balanca analitica e armazenados em frascos na geladeira, a -18°C. O
rendimento global de extracdo () foi calculado pela razdo entre a
massa de extrato obtida (Mexirao) € Mmassa de B. graveolens (Mg graveolens)
utilizada para formar o leito, de acordo com a seguinte Equacéo 3:

Y (%) — Mextrato x 100

MB.graveolens

®)

Vale salientar que esta mesma equacdo foi utilizada para
determinar o rendimento nas extracdes a baixas pressoes.

Para analisar a influéncia da pressdo, temperatura e cossolvente
no rendimento global de extracdo e a seletividade de compostos de
interesse, foi utilizado um Delineamento Composto Central Rotacional —
DCCR, que corresponde a um fatorial completo 23, incluindo 6 pontos
axiais e 2 repeti¢ces no ponto central, totalizando 16 ensaios. A Tabela 5
apresenta os valores utilizados no planejamento DCCR e a Tabela 6 os
codificados e reais do planejamento DCCR.

Tabela 5: Valores utilizados no planejamento em estrela para dois fatores.

Variaveis Caodigo -0 -1 0 +1 +a
Pressdo (bar) P (bar) 80 110 140 170 200
Temperatura T (°C) 32 35 38 41 44

(°C)

Cossolvente (%) | CS (%) 5 10 15 20 25

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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Tabela 6: Valores codificados e reais do planejamento DCCR para trés fatores,

pressao, temperatura e cossolvente.

Ensaios PCod TCod CSCod I:’Real TReal CSReal
1 -1 -1 -1 110 35 10
2 +1 -1 -1 170 35 10
3 -1 +1 -1 110 41 10
4 +1 +1 -1 170 41 10
5 -1 -1 +1 110 35 20
6 +1 -1 +1 170 35 20
7 -1 +1 +1 110 41 20
8 +1 +1 +1 170 41 20
9 -1,68 0 0 80 38 15
10 +1,68 0 0 200 38 15
11 0 -1,68 0 140 32 15
12 0 +1,68 0 140 44 15
13 0 0 -1,68 140 38 5
14 0 0 +1,68 140 38 25
15 0 0 0 140 38 15
16 0 0 0 140 38 15

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Para o célculo do rendimento global (Y) em extracdes com adi¢éo
de cossolvente, faz-se necessario evaporar o solvente, inicialmente, e
depois utilizar a equacdo e determinar o rendimento. Deste modo, 0s
frascos contento os extratos com o etanol, foram colocados em uma
estufa por 72 horas, utilizando uma temperatura de 40°C. Em seguida,
os frascos foram pesados em uma balanca analitica até peso constante. A
massa obtida apds a evaporacdo do solvente corresponde a massa do
extrato supercritico com adicdo de cossolvente de Bursera graveolens

Deste modo, apds a obtencdo da massa dos extratos, a equacdo de
rendimento pode ser utilizada.

Além dos 26 ensaios realizados nos dois planejamentos
experimentais, extracbes adicionais foram realizados, com intuito de
apresentar o comportamento das varidveis estudadas utilizando outras
opcoes de gréaficos, ndo ficando restrita apenas aos gréficos obtidos pelo
software Statistica, Tabela 7.
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Tabela 7: Experimentos adicionais.

Ensaios adicionais | Pressdo (bar)  Temperatura (°C)  Cossolvente (%)
1 110 35 0
2 110 38 0
3 110 41 0
4 110 35 20
5 110 41 20
6 140 35 0
7 140 38 0
8 140 41 0
9 140 35 20
10 140 41 20
11 170 35 0
12 170 38 0
13 170 41 0
14 170 35 20
15 170 41 20

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Todos 0s ensaios adicionais foram realizados em ftriplicata.
Porém, nos ensaios que apresentam as mesmas condicGes das extracdes
realizadas no planejamento, este resultado foi considerado, tonando-se
necessario a realizagdo de apenas duas extracdes para que a média fosse
obtida.

A partir dos dados adquiridos, a andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o software Statitica, versdo 10, onde foi possivel a
obtencdo de tabelas e graficos para um melhor entendimento do
resultado. Além disso, em algumas tabelas aplicou-se o teste de Tukey,
com um nivel de 95% de confianca.

4.2.4.2 Curvas de extracdo

Os experimentos da dindmica de extracdo correspondem a
determinacdo da massa de extrato acumulado em funcdo do tempo de
extracdo. Estes experimentos foram realizados, tanto para obtencdo das
curvas de extragdo supercritica com CO, supercritico puro de Bursera
graveolens, quanto de extracdo com adicdo de cossolvente.

Para a determinacdo das curvas de extracdo foram utilizados
frascos de coleta previamente pesados em balanca analitica e a coleta do
soluto extraido foi realizada em intervalos de tempos pré-determinados.
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Ao final da coleta, os frascos foram novamente pesados objetivando
obter a massa de extrato em funcdo do tempo de extragéo.

As curvas de extracdo podem ser obtidas de diferentes formas: | -
plotando-se a massa de extrato acumulado em funcdo do tempo; Il -
massa de CO, consumido; ou Il - rendimento de extracdo versus a razao
massa de solvente por massa de amostra. No presente trabalho, as curvas
de extracdo foram obtidas de acordo com o item 1.

Os experimentos foram realizados utilizando o CO, puro ou com
adicdo de cossolvente, nas mesmas condicGes de pressao, temperatura e
cossolvente descritas nos dois planejamentos utilizados. Foram
realizadas duas curvas, uma com uma condic¢do 6tima do planejamento
de extracdo supercritica com CO, puro, planejamento em estrela, e a
outra com uma condicdo 6tima escolhida do planejamento de extracéo
supercritica com adicdo de cossolvente, planejamento em DCCR.

4.2.5 Caracterizacédo quimica do dleo essencial e dos extratos obtidos
de Bursera graveolens

Para a caracterizacdo quimica do 6leo essencial e dos extratos de
Bursera graveolens obtidos pelas diferentes técnicas de extracéo,
estudadas no presente trabalho, foram realizadas as analises de
cromatografia gasosa em detector de ionizacdo de chama (GC-FID),
elaboradas no Laboratério de Analises, no EQA-UFSC.

As andlises cromatograficas com espectro de massa foram
realizadas com um equipamento GC 7890?, associado a um detector MS
Agilent 5975C. A coluna, uma coluna capilar de silica fundida com HP-
SMS (Agilent) (30 m de comprimento x 250 pm i.d. x 0,25 um de
espessura de pelicula composta de fenilmetilpolissiloxano a 5%) foi
ligada a um detector quadripolar, que opera no modo El a 70 eV. O géas
hélio foi utilizado como o gas de arraste, a uma taxa de fluxo de 1 mL
min™. As temperaturas de injegao e interface foram de 250 °C e 250 °C,
respectivamente, com uma relacdo de divisdo de 1:50. O volume de
injecdo foi de 1 pl com o auto amostrador Agilent GC Sampler 80 e o
programa de temperatura do forno consistiu em subir gradualmente de
40 °C durante 2 min, depois de 3 ° C / min para 145 ° C, depois de 10 °
C / min para 250 ° C durante 10 min. Os compostos foram identificados
por comparacdo dos seus espectros de massa com o0s do Instituto
Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos, inicialmente, a
caracterizacdo do leito de extracdo e da matriz vegetal utilizada nos
experimentos. Posteriormente, serdo apresentados e discutidos os
resultados referentes ao rendimento e a composi¢do quimica dos
extratos obtidos pelas técnicas de baixa presséo (hidrodestilagao, soxhlet
e ultrassom) e de alta pressdo (extracdo supercritica, utilizando CO,
supercritico, com e sem adicdo de cossolvente). Juntamente, serdo
discutidos os efeitos dos parametros pressao, temperatura e cossolvente
no rendimento dos extratos supercriticos e as curvas de extracao.

5.1 CARACTERIZACAO DO LEITO DE PARTICULAS

A caracterizacdo do leito de particulas que constitui o leito da
extracdo supercritica é de fundamental importancia para entender a
dindmica de extracdo e os fenbmenos de transferéncia de massa
envolvidos no processo e, a partir disso, facilitar futuras aplicacdes
desse material lenhoso.

A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para massa especifica
real dos sélidos, massa especifica aparente do leito, porosidade do leito
e o diametro de particulas de Bursera graveolens, onde este foi indicado
pela andlise de granulometria.

Tabela 8 - Parametros do leito fixo

Parémetros

Densidade real (p,, Kg/m®) 1,3307 (+ 0,008)
Densidade aparente (p, Kg/m®) 0,3156 (+ 0,04)
Porosidade do leito (¢) 0,763

Diametro da particula (mm) 0,355

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Romero (2007), pesquisando a extracdo do 6leo de Sacha inchi,
utilizou trés tamanhos de particulas diferentes para a extracdo do 6leo
com CO, supercritico. O autor observou um pequeno aumento no
rendimento de extragdo com a diminuicdo do tamanho de particula, ja
gue 0 acesso ao Gleo tornou-se mais facil. O maior rendimento de
extracdo foi com a utilizacdo de um tamanho de particula de 0,387 mm.
Deste modo, o presente trabalho utilizou uma particula com didmetro de
0,355 mm, mostrando-se de acordo com o autor citado. Além disso, vale
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ressaltar a dificuldade para reduzir o didmetro das particulas de Bursera
graveolens, material lenhoso de dificil fragmentacdo, o que justifica a
ndo utilizacdo de um didmetro de particula menor.

Para todos os métodos de extracdo, as amostras foram submetidas
a secagem em estufa. Deste modo, a analise de umidade ndo foi
realizada.

5.2 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO
5.2.1 Extracao por hidrodestilagédo

A extragdo do 0leo essencial de Bursera graveolens foi realizada
pela técnica tradicional de hidrodestilacdo, jA que esta corresponde a
uma técnica bastante utilizada para a obtengdo de 6leo essencial de
materiais lenhosos.

Assim, com intuito de analisar a composi¢do quimica presente no
6leo essencial de Bursera graveolens, foi realizada a hidrodestilagdo. Os
experimentos foram realizados em triplicata. A média do rendimento do
6leo essencial obtido foi de 3,55% (x 0,19%).

Santana et al. (2009), analisando o efeito anti-inflamatorio e a
composi¢do quimica do 6leo de Bursera graveolens, utilizaram esta
técnica e obtiveram um rendimento de 0,05%. Essa diferenca no
rendimento pode ser justificada pelo menor tempo de duragdo na
extracdo, j& que os autores utilizaram 3,5 horas, enquanto no presente
trabalho foi utilizado 5 horas. E, também, pelos diversos fatores
inerentes ao material lenhoso, como em relagdo aos fatores
edafocliméticos e ao periodo de colheita do material vegetal.

Na Tabela 9 é possivel verificar os componentes identificados no
6leo essencial de Bursera graveolens obtido por hidrodestilacdo. Foram
identificados 48 compostos.

Dentre os compostos identificados, 0s que apresentaram picos de
maior area relativa no cromatdgrafo do 6leo essencial foram: D-
limoneno (14,19%), Alfa-terpineol (12,81%), Germacreno D (8,53%),
D-carvona (6,03%) e Cis-carveol (5,23%).
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Tabela 9 - Composicéo quimica do 6leo essencial de Bursera graveolens obtido
pela técnica de hidrodestilacéo.

N° Composto Area relativa (%)
1 D-limoneno 14,1922
2 Alfa-terpineol 12,8126
3 Germacreno D 8,5314
4 D-carvona 6,0338
5 Cis-carveol 5,2293
6 Trans-sesquisabineno hidratado 4,8485
7 Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene 4,5259
8 Delta-candineno 2,1787
9 Carveol 2,1066
10 Neoisolongifoleno 1,8688
11 Beta-bisaboleno 1,8498
12 Epizonareno 1,7316
13 Allo-aromadendrene 1,1480
14 Didehydro-cycloisolongifolene 1,1423
15 Orto-cimeno 1,0853
16 Spathulenol 0,9683
17 Trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol 0,9573
18 (E,E)-cosmene 0,9558
19 1,3,8-menthatriene 0,8591
20 3,4,4-trimethyl-3-(3-0xo0-but-1-enyl)- 0,7621
bicyclo[4.1.0]heptan-2-one
21 Mint-furanone 0,6942
22 Beta-elemene 0,5851
23 Cycloheptane,4-methylene-1-methyl-2-(2- 0,5770
methyl-1-propen-1-yl)-1-vinyl-
24 Alfa-gurjunene 0,5541
25 Gama.-muurolene 0,5511
26 Perilla alcohol 0,4105
27 Pulegone 0,3949
28 M-methylacetophenone 0,3753
29 Menthol 0,3749
30 Dihydrocarvone 0,3421
31 Dihydrocarveol 0,3292
32 Alfa-amorphene 0,3285
33 Cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol 0,3142
34 2-methylenebornane 0,2739
35 Perilla aldehyde 0,2584
36 1-methyl-4-(prop-1-en-2-yl)-7- 0,2321
oxabicyclo[4.1.0]heptan-2one
37 Alfa-calacorene 0,2226
38 Calamenene 0,2195
39 Elemol 0,2090
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40 Tricyclo[3.2.1.02,7]oct-3-ene, 2,3,4,5- 0,1957
tetramethyl-

41 Beta-terpineol 0,1840

42 Eremophilene 0,1722

43 6-isopropenyl-4,8a-dimethyl- 0,1558
1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydronaphthalene-2-ol

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

De acordo com SILVA et al. (2016), o 6leo essencial obtido de
10 espécies diferentes da familia Burseraceae, género Protinum, foi
extraido usando a técnica de hidrodestilacdo. Os autores observaram que
o rendimento de 6leo essencial entre as espécies variou de 0,8%, o
menor rendimento, a 5,4%, o maior rendimento. No entanto, a grande
maioria apresentou um rendimento em torno de 2-3%, corroborando
com o resultado do presente trabalho. Com relagdo a composicdo
guimica dos extratos obtidos, 0s mesmos autores observaram uma
grande complexidade e variacdo entre 0S compostos presentes nas
amostras, que pode estar relacionada com as condi¢fes ambientais,
como temperatura e umidade, por exemplo. As substancias mais comuns
encontradas nos extratos foram: hidrocarbonetos monoterpenos alfa -
pineno, limoneno, beta-felllandreno, p-cimeno e o alcool monoterpeno
alfa —terpineol, onde, dentre as espécies analisadas, a Protium occultum
(Daly), apresentou o limoneno e o alfa-terpineol como seus
componentes majoritarios, estando de acordo com a composi¢do do
extrato obtido no presente trabalho.

Zuniga et al. (2005) extrairam 6leo essencial de 8 espécies
diferentes de casca do género Bursera, através da técnica de arraste a
vapor, e obtiveram um rendimento de 0,02% a 0,29%. Os mesmos
autores identificaram 45 componentes no 6leo essencial das cascas, onde
0s mais abundantes foram o alfa-terpineol, terpin-4-ol, alfa-thujene,
linaloool e limoneno, corroborando com os resultados da composicao do
extrato obtido por hidrodestilagdo de Bursera graveolens.

Ja Monzote et al. (2012), estudaram a composi¢do quimica e as
propriedades anti-proliferativas do Oleo essencial da Bursera
graveolens. Eles também verificaram em seus resultados que o dleo
obtido pela técnica de hidrodestilacdo apresentou uma composicdo
guimica complexa e dominada pelo limoneno (26,5%).

Com relagdo ao composto limoneno, verifica-se que ele
corresponde a um monoterpeno ciclico natural e € um dos constituintes
mais comuns em diversos 6leos citricos. Geralmente, € um composto
reconhecido como seguro pela FDA (Administracdo de Alimentos e
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Medicamentos) para um agente aromatizante e tem uma toxicidade
relativamente baixa. Ndo apresenta um risco mutagénico, carcinogénico
ou nefrotdxico para os seres humanos (SUN, 2007). E um composto que
apresenta uma alta atividade repelente. Atualmente, ja se tem relatos na
literatura sobre a sua atividade inseticida contra ectoparasitas de
animais, acaros, microrganismos e insetos. Além disso, com relagdo aos
insetos, foi verificado que o limoneno apresentou atividade repelente,
larvicida e inseticida contra o Aedes aegypti (HOLLINGSWORTH,
2005; COLE et al., 2008; ASSUNCAO, 2013), tornando-se uma
alternativa aos inseticidas sintéticos. Deste modo, é um composto de
bastante interesse comercial. J& o alfa-terpineol, dentre as diversas
atividades, apresenta acéo biocida (OLIVEIRA, 2008).

5.2.2 Extragdo usando solventes

As técnicas de extracfes em soxhlet e ultrassom foram aplicadas
com intuito de comparar o rendimento e a composi¢do quimica do
extrato de Bursera graveolens com as outras técnicas usadas no decorrer
do presente trabalho. Dois solventes de diferentes polaridades foram
utilizados, 0 hexano e o etanol.

Os experimentos foram realizados em triplicata. A média do
rendimento massico do extrato de Bursera graveolens, para cada técnica
e solvente utilizado, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Rendimento global () das extraces de Bursera graveolens a baixa
pressdo, utilizando dois solventes de diferentes polaridades.

Método de extragéo Solventes
Hexano [IP® - 0] Etanol [IP" - 5,2]
Y (%) Y (%)
Soxhlet 14,75 (+ 0,74) 29,05 (+ 0,51)
Ultrassom 11,49 (+ 2,45) 22,65 (+1,94)

“indice de polaridade do solvente.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ao comparar os rendimentos obtidos para um mesmo solvente,
constata-se que a técnica de extracdo em soxhlet apresentou 0s maiores
rendimentos em relacdo a técnica de ultrassom. Diversos fatores podem
justificar tal resultado, como a temperatura de operacdo, o reciclo do
solvente e as interagBes entre o solvente e a matéria prima, por exemplo,
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gue podem contribuir para uma maior solubilizacdo dos compostos em
soxhlet (MEZZOMO et al., 2010).

Além disso, o resultado também indica que o solvente mais polar
promoveu um maior rendimento de extragdo, sugerindo que o0s
compostos presentes no material lenhoso da Busera graveolens
apresentaram uma polaridade intermediaria ou alta.

Na Tabela 11 é possivel verificar os componentes identificados
no extrato de Palo santo obtido por extracdo em soxhlet, para os dois
tipos de solventes. Foram identificados 19 compostos com o solvente
hexano e 21 com o solvente etanol. Com o0 solvente hexano, 0s
compostos que apresentaram os picos com maior area relativa foram: D-
limoneno (23,52%), Beta-gurjunene (12,16%), Mint-furanone (11,59%),
Alfa-terpineol (11,15%) e Beta-bisabolene (10,17%). Ja com o solvente
etanol, os compostos com os picos de maior area foram Mint-furanone
(13,60%), D-limonene (9,20%), Alfa-terpineol (8,32%), Alfa-
amorphene (6,22%) e D-carvone (3,24%).

Tabela 11 - Composicdo quimica do extrato de B. graveolens obtido pela
técnica em soxhlet, usando dois solventes de diferentes polaridades.

Solvente: Hexano Solvente: Etanol
N°  Composto Area N°  Composto Area
relativa relativa
(%) (%)
1 D-limonene 23,5163 1 Mint-furanone 13,5981
2 Beta-gurjunene 12,1619 2 D-limonene 9,2030
3 Mint-furanone 11,5900 3 Alfa-terpineol 8,3226
4 Alfa-terpineol 11,1486 4 Alfa-amorphene 6,2203
5 Beta-bisabolene 10,1686 5 D-carvone 3,2414
6 D-carvone 4,7416 6 Beta-bisabolene 3,1553
7 Aristolene 2,1936 7 Cis-carveol 2,3138
8 Gama-muurolene  1,6290 8 Longifolene 1,9359
9 Beta-selinene 1,0534 9 Beta-selinene 1,7100
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10 Alfa-amorphene 0,9867 10 Alfa-bisabolol 1,4921
oxide B
11 O-cymene 0,9005 11 1,4transl,7cis- 1,2154
acorenone

12 7.beta.-ethyl- 0,6563 12 Alloaromadendre  0,8237
8.beta.-hydroxy- ne oxide-(1)
2,6-
dimethylbicyclo[4
.4.0]dec-1-ene

13 1,3,8-p- 0,6508 13 Gama-muurolene  0,7692
menthatriene

14 Cis-Z-.alpha.- 0,6291 14 Isoledane 0,7068
Bisabolene
epoxide

15 EE-cosmene 0,5846 15 Beta-cadinene 0,6888

16 E-11- 0,5215 16 1,3,8-p- 0,6163
Hexadecenoic Menthatriene
acid, ethyl ester

17 Octadecanoic 0,4789 17 P-Cymene 0,5589
acid, ethyl ester

18 4,4-Dimethyl-3- 0,3989 18 Isolongifolene, 0,4554
(3-methylbut-3- 9,10-dehydro-
enylidene)-2-
methylenebicyclo
[4.1.0]heptane

19 Hexadecanoic 0,1276 19 Alloaromadendre  0,4551
acid, ethyl ester ne

20 Sec-Butyl acetate  0,4227
21 1,3,8-p- 0,2759

Menthatriene

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Os componentes identificados no extrato de Bursera graveolens

obtido pela técnica de ultrassom de ponteira, para os dois tipos de
solventes, podem ser visualizados na Tabela 12. Foram identificados 28
compostos no dleo obtido com o solvente hexano e 13 compostos no
6leo obtido por etanol. Os trés compostos que apresentaram 0S picos
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com maior area foram: D-limoneno, Alfa-terpineol e Mint-furanone,
para os dois tipos de solventes.

Tabela 12 - Composic¢ao quimica do extrato da Bursera graveolens obtido pela
técnica de ultrassom, usando dois solventes de diferentes polaridades.

Solvente: Hexano Solvente: Etanol

N°  Composto Area N°  Composto Area
relativa relativa
(%) (%)

1 D-limonene 13,0575 1 Mint-furanone 13,2130

2 Alfa-terpineol 9,7456 2 D-limonene 11,2284

3 Menti-furanone 9,0371 3 Alfa-terpineol 9,3774

4 Epizonarene 6,8669 4 Gama-muurolene  8,0956

5 Beta.-bisabolene  5,7047 5 Beta-bisabolene 3,7506

6 D-carvone 3,2443 6 D-carvone 3,5689

7 Alfa  bisabolol 2,5054 7 Cis-carveol 3,5059

oxide B

8 Aristolene 2,4741 8 1h-indene, 2,1222
2,3,3a,4-
tetrahydro-
3,3a,6-trimethyl-

1-(1-
methylethyl)-

9 Cis-carveol 2,2814 9 1,4- 1,3341
ethanoazulen-7-
ol,decahydro4,8,
8,9-tetramethyl-,

(+)-

10 Alfa-amorphene  2,0987 10 Isoaromadendren  0,9628
e epoxide

11 Octadecanoic 1,7239 11 Beta-elemene 0,6636

acid, ethyl ester

12 Ethyl oleate 1,2593 12 M-cymene 0,5891

13 Beta-elemene 0,9921 13 Beta-vatirenene 0,5885

14 Gama-muurolene  0,9318

15 1,3,8-p- 0,9175

Menthatriene

16 O-cymene 0,7358

17 Hexadecanoic 0,7332

acid, ethyl ester

18 Alfa- 0,6779

himachalene

19 Alpha-muurolene  0,6243
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20 Cadalene 0,5030
21 Menthone 0,4978

22 3,4,4-Trimethyl-  0,4508
3-(3-oxo-but-1-
enyl)-
bicyclo[4.1.0]hep
tan-2-one

23 Cis-(-)- 0,4145
2,4a,5,6,9-
Hexahydro-
3,5,5,9-
tetramethyl(1H)b
enzocyclohepten
e

24 Alloaromadendre  0,4086
ne

25 Isoaromadendren  0,4008
e epoxide

26 1H-Indene, 5- 0,363
butyl-6-
hexyloctahydro-

27 Toluene 0,2195

28 7-pentadecyne 0,1157

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Munoz-Acevedo et al. (2013), utilizaram a destilacdo,
simultaneamente a uma extracdo com solvente (cloroférmio), para
determinar a composicdo quimica das fracfes volateis dos frutos
imaturos, folhas, ramos, cascas de caule e resina de Bursera graveolens.
Os autores observaram que o limoneno foi identificado como o principal
componente (23,2%) em 06leos essenciais de oleorresinas de
Burseraceae, corroborando com 0s extratos obtidos com a utilizagdo do
hexano como solvente, tanto para a técnica de extracdo em soxhlet,
guanto para a técnica de ultrassom.

Além disso, 0s mesmos autores observaram que a casca do caule
da Bursera graveolens foi caracterizada por Mint-furanone (44,6%), 3-
hidroxi-mentofuranone (16,2%), iso-mentofuranone (6,4%), limoneno
(3,4%), limoneno-1,2-diol (3,2%), trans-carveol (1,8%), carvona (1.7%)
e derivado de mint-furanone (1,4%). Deste modo, estando de acordo
com os resultados obtidos no presente trabalho para as extracfes que
utilizaram o etanol como solvente, em que 0 componente majoritario foi
o mint-furanone.
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Yukawa et al. (2006), aplicando a técnica de extracdo com éter
dietilico, conseguiram obter um rendimento de extrato da Bursera.
graveolens de 32,2%. Com relagdo a composigdo do extrato, os autores
também conseguiram obter como componentes majoritarios o limoneno,
[B-bisaboleno, carvona, trans-carveol, cis-carveol e juneol, mostrando-se
de acordo com a composic¢do do extrato obtido no presente trabalho com
0 solvente hexano.

Além disso, ao observar relatorios disponiveis na literatura sobre
a estrutura quimica dos metabolitos secundarios encontrados na madeira
do Palo santo, verificou-se que 0S compostos apresentam quatro
estruturas benzofuranicos (3-hidroxi-mentofuranona; 2,3-
didehidromentofuranona; mint-furanona e isomintfuranona) (Yukawa;
Iwabuchi, 2003; Yukawa et al, 2004). Deste modo, estando de acordo
com o0s resultados obtidos neste trabalho, jA que essas estruturas
qguimicas também foram encontradas na composi¢cdo do extrato da
Bursera graveolens obtido pelas técnicas de extracdo em soxhlet e
ultrassom.

5.3 EXTRACAO COM CO, SUPERCRITICO
5.3.1 Teste preliminar e andlise do perfil do extrato

O teste preliminar de extracdo foi realizado com objetivo de
definir o tempo de extracdo e analisar o perfil do extrato. Dessa forma,
utilizou-se uma pressdo de 140 bar, 38 °C e 15 % de cossolvente,
condicdes intermedidrias de pressdo, temperatura e cossolvente que
serdo empregadas posteriormente nos ensaios de rendimento, e vazdo
3ml/min.

A partir do teste, ficou estabelecido um tempo de extracdo de 120
min. Utilizando o espectro, foi possivel analisar o perfil do extrato,
onde, inicialmente, ocorreu uma varredura para identificacdo dos
principais picos. Assim, como pode ser observado na Figura 22, 0s picos
principais se encontram em 199 e 200 nm.
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Figura 22 - Perfil do extrato da Bursera graveolens utilizando a extragdo com

CO, supercritico e adigdo de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

5.3.2 Extrac¢do com CO2 supercritico puro

5.3.2.1 Rendimento global da extracdo supercritica

Na extracdo com CO, supercritico, a avaliacdo do rendimento
global de extracdo, adquirido por diferentes condicbes de pressdo e
temperatura empregadas, sinaliza o grau de solubiliza¢do do solvente e,
consequentemente, a influéncia sobre o rendimento do processo.

A Tabela 13 apresenta o resultado do rendimento global (Y) de
Bursera graveolens com CO, supercritico, as condi¢Ges de pressao (bar)
e temperatura (°C) empregadas, bem como os valores da densidade do

solvente supercritico (pCO5).
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Tabela 13 - Rendimento obtido a partir do planejamento em estrela para a
extracéo supercritica sem adi¢8o de cossolvente.
Presséo | Temperatura pCO,

Ensaio (bar) °C) (glem?®) Y (%)
1 110 35 793,95 | 3,35
2 110 41 669,31 | 3,41
3 170 35 838,09 | 3,69
4 170 41 801,58 | 4,14
5 80 38 304,14 2,45
6 200 38 850,32 | 4,21
7 140 32 822,44 3,26
8 140 44 729,45 4,03
9 140 38 793,95 | 3,11
10 140 38 793,95 | 3,19

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

De acordo com a Tabela 13, o maior rendimento para o extrato de
B. graveolens foi obtido na condi¢do de 200 bar e 38 °C. J& 0 menor
rendimento foi obtido em uma condicdo com o mesmo valor de
temperatura, 38 °C, e uma pressao de 80 bar.

Vale ressaltar que os ensaios no ponto central fornecem
informacBes muito Uteis sobre 0 comportamento das respostas entre 0s
niveis inicialmente atribuidos aos fatores, além de evidenciar a
gualidade da repetibilidade do processo. O erro puro €, nesse contexto
de pequeno nimero de repeticdes num Unico ponto, extremamente
dependente da variabilidade do processo, nesse ponto. Ele é excelente
para estimar a falta de ajuste. Assim, verifica-se que 0 processo de
extracdo com CO, supercritico para o B. graveolens apresentou uma boa
repetibilidade e uma falta de ajuste estatisticamente insignificante, ao
nivel de 5 %, como sera discutido no item seguinte, a partir da Analise
de Variancia dos dados.

Ainda de acordo com a Tabela 13, os resultados demonstram que
o rendimento de extragdo aumenta com 0 aumento da pressdo, a
temperatura constante. Para a condi¢do isotérmica de 35 °C, o
rendimento aumenta de 3,35 % (m/m) para 3,69 % (m/m) quando a
pressdo de operacdo é elevada de 110 para 170 bar, respectivamente. O
mesmo comportamento também é observado na temperatura de 41 °C.
Este desempenho é justificado pela elevagdo da massa especifica do
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solvente supercritico com a pressdo, ou seja, ocorre um aumento do
poder de solvatacdo do CO, com a densidade (BRUNNER, 1994).

Corroborando com Duba et al. (2015), onde buscaram estudar o
rendimento de extracdo versus o consumo de solvente, em uma
temperatura fixa, os autores verificaram que quanto maior a pressao
utilizada no processo de extracdo, maior a solubilidade do solvente e,
consequentemente, maior o rendimento. No entanto, antes de estabelecer
valores de pressdo que poderdo ser empregados em um processo
industrial, por exemplo, é necessario avaliar a viabilidade econémica do
processo, pois, além do aumento no consumo de energia, existe também
um aumento na quantidade de solvente necessario para a sua execucao,
que sdo fatores de extrema importancia.

O efeito da temperatura é um pouco mais complexo. Enquanto a
densidade do solvente aumenta com a diminuicdo da temperatura,
aumentando o poder de solvatacdo, a pressdo de vapor do soluto diminui
com a temperatura, reduzindo o poder de solvatacdo (BRUNNER,
1994). Assim, a partir dos dados apresentados na Tabela 13, por
exemplo, na condicdo de 140 bar, o rendimento diminui de 3,26 %
(m/m) para 3,11 % (m/m) com a elevacdo da temperatura de 32 °C para
38 °C, devido a reducdo na massa especifica do CO, supercritico.
Porém, um efeito contrario ocorre para pressdes de 170 bar. O aumento
da temperatura de 35 °C para 44 °C aumenta o rendimento. Desta forma,
neste caso, o efeito da pressdo de vapor é dominante, enquanto que no
outro ponto o efeito da densidade do solvente é mais importante. Esta
oposicao de efeitos resulta na inversdo das isotermas de rendimento,
conhecido como fendmeno de retrogradacdo (MICHIELIN et al., 2009).

Na figura 23, é possivel observar as isotermas de rendimento de
extracdo supercritica utilizando pressGes de 110, 140 e 170 bar.
Verifica-se que com um aumento da temperatura de 35 °C para 38 °C,
existiu-se um aumento nos rendimentos nas trés pressdes analisadas.
Porém, ao comparar-se as isotermas de 38 °C e 41 °C, inicialmente,
apresentou um menor rendimento com o aumento da temperatura. Isto
pode estar relacionado a retrogradacdo. Porém, no presente trabalho nédo
foi possivel determinar uma clara faixa de inversdo, a partir das
temperaturas utilizadas, tornando-se necessario, em trabalhos futuros,
usar uma faixa de temperatura mais ampla para poder identificar a
pressdo em que a densidade do solvente apresenta efeito dominante e em
gue a pressdo de vapor do soluto apresenta o principal mecanismo que
afeta o processo de extracdo.



78

Figura 23: Isotermas de rendimento de extracdo supercritica sem adigdo de
cossolvente para a B. graveolens.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Assim, proximo ao ponto critico do solvente, um pequeno
aumento na pressdo aumenta substancialmente a densidade e,
consequentemente, aumenta o seu poder de solvatacéo do fluido. Porém,
préximo a esse ponto em questdo, um aumento na temperatura diminui a
densidade do solvente e, consequentemente, o seu poder de solvatacao.
Deste modo, a solubilidade de solutos em fluidos supercriticos aumenta
rapidamente com a elevacdo da pressdo em condicOes isotérmicas.
Apesar do aumento da temperatura diminuir o poder de solvatac&o, isso
eleva a pressdo de vapor do soluto. Assim, a variagdo da densidade com
a temperatura depende da pressao e este fato explica o rendimento dos
extratos, observados na figura 24.
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Figura 24 - Influéncia da densidade no rendimento total de cada ensaio
utilizando a extragdo supercritica sem adi¢éo de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Na figura 24, é possivel verificar o comportamento do
rendimento a medida que ocorre 0 aumento da densidade operacional.
Nota-se que, mesmo existindo uma tendéncia de aumento do rendimento
com um aumento da densidade, alguns ensaios apresentaram uma
diminuicdo no rendimento, 0 que pode estar relacionado a interferéncia
da pressdo de soluto.

Este comportamento é bastante comum em extratos vegetais e
também foi observado por Santos (2012), quando obteve extratos
supercriticos de semente de pitanga, e Arauco (2013), quando obteve
extratos de Schinus terebinthifolius Raddi.

Para analisar o comportamento da pressdo e temperatura,
plotaram-se os graficos seguintes, Figura 25 e 26. A partir da Figura 25
é possivel analisar o processo de extracdo isobarico, assim como
isotérmico. Na analise do processo isobarico, observa-se que,
independente da pressdo utilizada, 0 aumento da temperatura aumentou
o rendimento do processo. Isto pode estar relacionado a interferéncia da
pressdo de vapor no extrato da Bursera graveolens, além do aumento da
difusividade e menor viscosidade do solvente, quando compara-se 0s
rendimentos obtidos usando temperaturas de 35 °C e 38 °C. Este fato
corrobora com Arauco (2013), onde também observou um aumento no
rendimento de extragdo com CO, supercritico com 0 aumento da
temperatura, quando trabalhou com a Schinus terebinthifolius Raddi.
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Figura 25 - Efeito da pressdo e temperatura sobre o rendimento do extrato
supercritico de B. graveolens.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ja na Figura 26, é possivel analisar isotermicamente o processo
de extracdo a partir de resultados experimentais realizados a 41 °C.
Deste modo, observa-se que o rendimento da extragdo aumentou com o
aumento da pressdo, indicando que a densidade apresentou um efeito
dominante nas condicdes testadas.

Figura 26 - Efeito da pressdo sobre o rendimento do extrato supercritico da
Bursera graveolens.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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5.3.2.2 Analise estatistica

Os resultados da analise estatistica, aplicada aos dados do
rendimento global de Oleo essencial de B. graveolens, estdo
apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Coeficientes de regressdo com base no MS residual para a resposta
rendimento global do éleo essencial de B. graveolens.

Coeficientes  Erro t(2) P -95% +95%
Fatores ) | de regressdao padrao
Média 3,1500 0,0400 78,7500 0,0081 ;,6418 3,6582
()P (L) | 04449 0,0200 22,2439 0,0286 3’1908 0,6990
P (Q) 0,1300 0,0265 4,9135 0,1278 6,2062 0,4662
@) T (L) |0,1999 00200  9,9934 00635 s 04540
T(Q) 0,2875 0,0265 10,8665 0,0584 6,0487 0,6237
1L x 2L 0,0975 0,0283 3,4472 0,1797 6,2619 0,4569

P — Presséo (bar); T — Temperatura (°C)
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Os coeficientes de regresséo da equacdo preditiva do rendimento
dos extratos de B. graveolens em func¢do das varidveis independentes (P
e T) sdo apresentados na Tabela 14. Verifica-se que apenas o coeficiente
linear da pressdo foi estatisticamente significativo, ao nivel de
significancia (5 %). O coeficiente quadratico da pressdo, o coeficiente
linear e quadratico da temperatura, nem mesmo a interacdo entre P e T,
apresentaram coeficientes significativos nos modelos. Isto indica que o
efeito da pressdo independe da temperatura.

O fato da temperatura ndo apresentar influéncia significativa
sobre o rendimento global, quando utiliza-se uma pressédo de 80 a 200
bar, é devido ao efeito contrario que esta apresenta na regido de inversdo
das isotermas. O efeito da temperatura, apresentado como ndo
significativo estatisticamente, pode estar relacionado a pequena faixa de
temperatura avaliada (AT = 3 °C) e as diferencas ndo significativas entre
a maioria dos rendimentos.
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A andlise de variancia (ANOVA) indicou uma porcentagem de
variacdo explicada de 86,95 % e Fcal superior ao Ftabelado, Tabela 15.
O coeficiente de determinacéo ou de explicacdo, R? corresponde a uma
medida da qualidade do ajuste da reta de regressdo a nuvem de pontos.
Assim, fornece uma medida da propor¢do da variacdo explicada pela
equacao de regressao em relacdo a variagdo total das respostas.

Tabela 15: ANOVA - Analise de Variancia para os dados obtidos na extracéo
supercritica sem adi¢do de cossolvente.

Fonte  de | SQ©  GL® oM® R, P (RHY
variagéo
&)) P (bar) | 15833 1 L5633 4947688 00286 | geoc

P(bar)(Q |00773 1 00773 241429  0,1278

@ T (C)|03196 1 03196 99,8681  0,0635
(L)
T(C)(Q) |03779 1 03779 1180804  0,0584

1L x 2L 0,0380 1 0,0380 11,8828 0,1797
Falta de | 0,3448 3 0,1149 35,9164 0,1219
ajuste
Erro puro 0,0032 1 0,0032
Total SQ 2,6670 9

W'SQ — Soma dos Quadrados

@ GL — Graus de Liberdade

©® QM — Quadrado Médio

“ R? — Coeficiente de determinacio = SQr/SQT
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

O efeito das variaveis sobre o rendimento de extragao supercritica
podem ser analisados pela Figura 27 (Diagrama de pareto). Quando um
efeito é positivo este indica que a variavel ou a combinacdo de variaveis
apresenta um incremento positivo no valor do rendimento, quando
negativo o comportamento é inverso.

Analisando a Figura 27, observa-se que, em um nivel de
significancia de 95%, a variavel que interfere significativamente no
processo de extragdo de B. graveolens com CO, supercritico sem adi¢éo
de cossolvente corresponde a pressdo, indicando ser um dos principais
pardmetros a influenciar o rendimento final da extracéo.
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Figura 27 - Gréfico de pareto. Extracdo com CO, supercritico sem cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A descricdo grafica do modelo ajustado, também conhecida como
superficie de resposta, bem como a projecdo de seus cortes sobre o
plano dos fatores gerando as curvas de contorno, sdo apresentados na
Figura 28 e 29, a seguir.

Figura 28: Gréafico de superficie de reposta para o rendimento global da
extracdo supercritica de B. graveolens com CO, puro, em funcéo da presséo e
temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.



Na figura 28, observa-se que nos intervalos estudados, os maiores
rendimentos ocorreram para niveis altos de pressdo, indicando que
guanto maior o valor da pressdo aplicada no processo, maior 0
rendimento. Com relacdo as linhas de contorno (Figura 29), verifica-se
gue os maiores rendimentos de extracdo com CO, supercritico puro de
Bursera graveolens podem ser obtidos ao aplicar pressdes acima de 140
bar. Além disso, verifica-se que quanto maior a pressdo utilizada, os
valores de temperatura necessaria para obter rendimentos maximos sao
menores.

Figura 29 - Gréfico de linhas de contorno para o rendimento global da extragdo
supercritica de B. graveolens com CO, puro, em fungdo da pressdo e
temperatura.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Nédo foram encontrados trabalhos na literatura com extragdes
supercriticas do material lenhoso de B. graveolens. Consequentemente,
ndo foram utilizadas referéncias diretas que atestem a influéncia das
varidveis (pressdo e temperatura) no rendimento de extracdo. Nesta
perspectiva, para justificar a influéncia das varidveis no rendimento de
extracdo, resultados de trabalhos realizados com material vegetal da
mesma familia da B. graveolens (Burseraceae) foram analisados e
aplicados como referéncia.
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5.3.2.3 Curvas globais de extracdo

Como ja discutido anteriormente, sabe-se que 0 ensaio que
apresentou um melhor rendimento de extrato de B. graveolens foi o
ensaio 6, onde utilizou-se uma pressdo de 200 bar e uma temperatura de
38 °C, onde, para uma futura aplicacdo industrial, pode apresentar um
alto custo. Deste modo, 0 ensaio 4, apresentando as condi¢des de 170
bar e 41 °C, constatou-se um rendimento alto e uma menor presséo.
Entdo, diante disto, optou-se por estudar o comportamento do
rendimento ao longo do tempo deste ensaio.

Uma curva foi plotada para cada extracdo realizada, assim como,
para a média da triplicata. As curvas obtidas mostraram um
comportamento tipico, onde foi possivel observar as trés etapas de
extracdo. Na primeira etapa (I), a taxa de extragdo foi constante,
inicialmente linear. Nesta etapa, o solvente entra em contato facilmente
com o extrato, ja que as células do material vegetal foram abertas pela
moagem e a extracdo pode ser controlada pela relacdo de equilibrio
entre o0 extrato e a fase fluida. Na segunda (l1) e terceira (ll1) etapa, a
taxa de extragdo foi decrescente e, praticamente, nula, respetivamente. A
etapa 1l € uma etapa lenta, caracterizada pela diminuicdo da inclinacdo
da curva, e o seu principal mecanismo de extracdo corresponde a difuséo
intraparticula. Deste modo, para a determinagdo do rendimento, o tempo
de extracdo deve atestar que esta etapa de extracdo seja alcancada
(BRUNNER, 1994).

Na Figura 30, é possivel observar as curvas do processo de
extracdo supercritica de B. graveolens usando a condicdo de pressdo e
temperatura estabelecidas para o ensaio 4.

Os experimentos foram realizados através do método dinamico de
extracdo, caracterizado pela passagem continua do solvente supercritico
na matriz sélida. A Figura 30 apresenta a curva dindmica de extracéo
obtida para o ensaio 4, realizada nas condicfes de operagdo (170 bar, 41
°C) e vazdo de 3,0 g/min durante todo o experimento.
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Figura 30 - Curva de extracdo (CO, puro) de B. graveolens, na condi¢do de 170
bar e 41 °C.

Curva de extracdo normalizada - B. graveolens
(CO, puro)
100 . s s - °
88 3 L )
S0 :-1::
80 gﬂ
T 70
S 60
= 50
E
5 8
< 30
20
10
[ ]
0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 1S5
t (min)
®Curval ® Curva2 Curva3 © Média

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ao analisar a Figura 30, observa-se que a curva de extracdo
obtida apresentou um comportamento tipico das curvas de extragcdo com
CO, supercritico puro. Nas curvas de extracdo supercritica de B.
graveolens, duas etapas merecem uma maior atencao, | e Il. A primeira
etapa apresenta um rapido aumento acumulado de massa de extrato em
um pequeno intervalo de tempo, o que reflete na rapida solubilizacdo do
extrato pelo CO, supercritico, e a segunda etapa (platd da curva) indica
gue a mobilidade do solvente pelo B. graveolens foi reduzindo ao longo
do tempo. Os resultados podem ser explicados com base na distribuicdo
de extrato dentro das células do material lenhoso. Na fase I, o extrato é
extraido da superficie das particulas e a solubilidade do extrato em CO,
supercritico controla a transferéncia de massa. Na Ultima etapa, o extrato
presente nas células intactas vai se difundindo e a transferéncia de massa
é controlada pela difusdo do extrato de dentro das particulas. Assim, a
taxa de transferéncia de massa é baixa e incrementos de rendimento de
extrato sdo insignificantes em comparacdo a fase rapida (DANH et al.,
2009).
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5.4 EXTRACAO COM CO, SUPERCRITICO COM ADICAO DE
COSSOLVENTE

5.4.1 Rendimento global da extracéo supercritica

De acordo com os resultados obtidos para as extragcbes com
solvente (Tabela 10), os rendimentos obtidos em soxhlet e ultrassom,
utilizando hexano e etanol como solvente, foram superiores aos
rendimentos da extragdo supercritica com CO, puro (Tabela 13). Os
rendimentos em soxhlet utilizando o solvente hexano foi de 14,75 *
0,74% e o solvente etanol foi de 29,05 + 0,51%, enquanto que para o
ultrassom foi 11,49 + 2,45% (hexano) e 22,65 + 11,94% (etanol). Ja nas
extracbes com fluido supercritico sem cossolvente, os melhores
rendimentos foram obtidos a 200 bar e 38 °C (4,21 %) e 170 bar e 41 °C
(4,14%).

Diante disso, com intuito de aprimorar o rendimento de extragdo
e ampliar a quantidade de compostos solubilizados pela mistura
solvente/cossolvente, considerou-se o emprego do etanol como um
solvente organico e o utilizou como cossolvente na extracao supercritica
para obtencdo do extrato de Bursera graveolens. Sabe-se que, como 0
CO, é um solvente de carater apolar, ele extrai preferencialmente
compostos apolares. Assim, a adicdo de um cossolvente com
caracteristica polar faz com que compostos polares, ndo extraidos
inicialmente pelo CO; puro, possam ser solubilizados pela mistura deste
com o cossolvente.

O etanol pode ser utilizado como cossolvente ao CO, na extragdo
supercritica devido a sua ndo-toxicidade e a sua facil evaporacdo no
extrato, onde a sua utilizacdo na tecnologia supercritica se encontra
amplamente relatada na literatura (CASAS et al., 2007; SALGIN, 2007;
MEZZOMO et al., 2010). Assim, buscando aumentar o rendimento e a
guantidade de compostos no extrato de B. graveolens obtidos pela
extracdo supercritica, utilizou-se etanol como cossolvente ao CO,, em
concentracdes de 5 %, 10 %, 15 %, 20 % e 25 %.

A Tabela 16 apresenta o resultado do rendimento global (Y) de
Bursera graveolens com CO, supercritico, as condi¢Ges de pressao (bar)
e temperatura (°C) empregadas, bem como a porcentagem de
cossolvente utilizado no processo. Foi utilizado um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), que corresponde a um
delineamento composto central com pontos axiais.
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Tabela 16 - Rendimento obtido a partir do planejamento DCCR para extracdo
supercritica de B. graveolens com adi¢do de cossolvente.

Ensaios | P (bar) T(°C) CS(%) R (%)

1 110 35 10 14,1128
2 170 35 10 15,3016
3 110 41 10 16,3016
4 170 41 10 16,6218
5 110 35 20 20,0745
6 170 35 20 19,9901
7 110 41 20 20,1906
8 170 41 20 20,3850
9 80 38 15 17,3824
10 200 38 15 18,8257
11 140 32 15 17,9030
12 140 44 15 17,4579
13 140 38 5 8,09379
14 140 38 25 20,3742
15 140 38 15 17,9860
16 140 38 15 18,2324

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

De acordo com a Tabela 16, o maior rendimento para a extracéo
de extrato de B. graveolens com cossolvente foi obtido na condicéo de
170 bar, 41 °C e 20 % de cossolvente. J& o menor rendimento foi obtido
em uma condicdo de 140 bar, 38 °C e 5 % de cossolvente. Além disso,
na Tabela 16, é possivel verificar que quanto maior a concentracio de
cossolvente utilizado no processo, maior o rendimento, corroborando
com os resultados obtidos por Benelli (2010), que observou em seus
estudos com bagaco de laranja, que existiu um aumento no rendimento
com um aumento da concentracdo de etanol testada. Deste modo, este
comportamento pode ser consequéncia da maior solubilizagdo de
compostos polares pela mistura etanol/CO,, ndo ocorrendo quando se
utiliza CO, puro. Um alto rendimento também foi obtido quando foi
utilizado o etanol nas extragdes com solvente, apresentando valores de
rendimento de 29,05 + 0,51% para o soxhlet e 22,65 + 1,94% para a
ultrassom.

Corroborando com Marangoni (2011), onde buscou determinar as
melhores condi¢Ges para a obtencdo do composto rotenona, o autor
conseguiu observar que a adicdo de cossolvente contribuiu
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significativamente para um maior rendimento e melhor seletividade do
composto desejado.

O gréfico a seguir, Figura 31, apresenta o efeito da pressao e
temperatura sobre o rendimento do extrato supercritico de B.
graveolens. Observa-se que existe uma certa tendéncia do aumento da
pressdo apresentar um maior rendimento de extracdo.

Figura 31 - Efeito da pressdo e temperatura sobre o rendimento do extrato
supercritico de B. graveolens, com adi¢do de 20% de cossolvente no processo.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A Figura 32 apresenta o efeito da concentracdo de cossolvente.
Observa-se que independente da condicdo de pressdo e temperatura
utilizada no processo, 0 aumento do rendimento foi proporcional ao
aumento da concentracdo de cossolvente utilizada, indicando que a
quantidade de cossolvente favorece as interagcBes soluto/solvente,
consequentemente, aumenta o rendimento.
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Figura 32 - Efeito da concentragdo do cossolvente no rendimento do extrato
supercritico de B. graveolens.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
5.4.2 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o
software Statistica. Os coeficientes de regressdo da equagdo preditiva do
rendimento dos extratos de B. graveolens em funcdo das variaveis
independentes (P, T e CS) sdo apresentados na Tabela 17. Verifica-se
gue apenas os coeficiente linear e quadratico do cossolvente foram
estatisticamente significativos, ao nivel de significancia (5 %). Desta
forma, somente o cossolvente apresentou independéncia em relagdo as
outras variaveis estudadas.



91

Tabela 17 - Estimativa dos efeitos significativos que influenciaram no
rendimento de extragdo supercritica com adi¢do de cossolvente.

Fatores” Efeitos Erro t(1) P -95% +95%
estimados padrdo

Média 17,9411 0,1171 153,158 10,0042 16,4526 19,430
@) P (L) 0,7870 00899 87523 00724 -0,3555 1,9295
P (Q) 0,5135 0,1092 47036  0,1334 -0,8737 11,9007
@ T WL 05397 00899 60017 01051 -0,6029 1,6822
T(Q) 0,3374 0,1092 300903 0,1992 -1,0498 11,7246
(3)CS (L) 5,8562 0,0899 65,0164 0,0098 4,7037  6,9888
CS (Q) 2,0265 0,1092 18,5618 10,0343 -3,4137 -0,6393
1L x 2L 0,0482 0,1175 0,4106  0,7519 -1,4445 11,5410
1L x 3L -0,1569 0,1175 -1,3356 0,4091 -1,6497 11,3359
2L x 3L -0,6713 0,1175 -5,7137 0,1103 -2,1641 0,8215

WP _ Pressio (bar); T — Temperatura (°C); CS — Cossolvente (%)
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A analise de variancia (ANOVA) indicou uma porcentagem de
variacdo explicada de 90,62% e Fcal superior ao Ftabelado, Tabela 18.
O coeficiente de determinacéo ou de explicacdo, R? corresponde a uma
medida da qualidade do ajustamento da reta de regressdo a nuvem de
pontos. Assim, fornece uma medida da propor¢do da variacéo explicada
pela equacéo de regressdo em relacdo a variacdo total das respostas.

Tabela 18 - ANOVA - Andlise de Variancia para os dados obtidos na extragéo
supercritica com adi¢do de cossolvente.

Fatores SQ GL MS Fcal p R,
(1) P (bar) (L) | 2,1146 1 2,1146 76,6020 0,0724 0,9062
P (bar) (Q) 0,6107 1 0,6107 22,1240 0,1334
2)T(C) (L) 0,9943 1 0,9943 36,0200 0,1051
T(°C) (Q) 0,2636 1 0,2636 9,5500 0,1992
(3)CS (%) (L) | 116,6923 1 116,6923 4227,1 0,0098

(CS) (%) (Q) 9,5112 1 9,5112 344,54 0,0343

1L x 2L 1,0047 1 0,0047 0,1690 0,7520

1L x 3L 0,9012 1 0,0492 1,7840 0,4091

2L x 3L 0,9012 1 0,9012 32,646 0,1103

Falta de ajuste | 14,2001 5 2,8400 102,878 0,0747

Erro puro 0,0276 1 0,0276

Total SQ 151,6574 15

W'SQ — Soma dos Quadrados

@ GL — Graus de Liberdade

® QM — Quadrado Médio

“ R? _ Coeficiente de determinacio = SQr/SQT
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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O efeito das varidveis sobre o rendimento de extra¢do supercritica
com cossolvente podem ser analisados na Figura 33 (Diagrama de
pareto).

Analisando a Figura 33, observa-se que, em um nivel de
significncia de 95 %, a variavel que interferiu significativamente no
processo de extracdo de B. graveolens, quando se utilizou a extragdo
com CO, e adicdo de cossolvente, foi a variavel cossolvente.

Figura 33 - Gréafico de pareto. Extragdo com CO, supercritico com adi¢do de
cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

No diagrama de pareto, quanto mais a direita da linha pontilhada
vermelha os efeitos estiverem, tanto mais significativos serdo para o
experimento supercritico, considerando um nivel de probabilidade de
confianga de 95 % (significancia de 5 %).

A figura 34 apresenta a superficie de resposta. Observa-se que,
independente da pressdo utilizada, o rendimento da extracdo aumentou
com 0 aumento da concentragdo de cossolvente.
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Figura 34: Gréafico de superficie de reposta para o rendimento global de
extracdo supercritica com CO, e adicdo de cossolvente em funcdo da pressao e
concentracdo de cossolvente utilizado.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Ja na Figura 35, verifica-se que ao utilizar uma concentracdo de
cossolvente acima de 10%, o rendimento da extracdo de B. graveolens
encontra-se nos seus melhores rendimentos.

Figura 35: Gréfico das linhas de contorno para o rendimento global de extragdo
supercritica com CO, e adicdo de cossolvente em fungdo da pressdo e

concentracdo de cossolvente utilizado.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.




94

Vale salientar que em todas as extracdes, das diferentes técnicas
empregadas, as extracdes utilizando etanol como solvente apresentaram
0s maiores valores de rendimento em massa. Isto pode ser justificado
pela possivel presenca de grupos hidroxilas na estrutura molecular dos
compostos presentes no extrato da B. graveolens e, também, pela
possivel formacdo de ligagdes de hidrogénio entre estas hidroxilas e o
etanol.

5.4.3 Curvas globais de extragdo

As curvas de extracdo supercritica da B. graveolens, Figura 36, se
apresenta de forma caracteristica, do mesmo modo que a dindmica de
extracdo supercritica sem adicdo de cossolvente. O ensaio escolhido foi
0 ensaio que apresentou o maior rendimento, ensaio 8, com as condicfes
de 170 bar, 41 °C e 20 % de cossolvente.

Figura 36 - Curvas de extragdo da B. graveolens na condic¢do de 170 bar, 41 °C
e 20 % de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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5.5 COMPOSICAO QU[MICA DOS EXTRATOS OBTIDOS POR
MEIO DA EXTRACAO COM CO, SUPERCRITICO PURO E COM
ADICAO DE COSSOLVENTE

No Apéndice é possivel observar duas tabelas, Apéndice A e
Apéndice B, os componentes identificados no extrato de B. graveolens
obtido por extragdo com CO, supercritico puro e com adicdo de
cossolvente no processo.

Ao observar as tabelas, verifica-se que em todos 0s ensaios
experimentais, 0 componente que se apresentou em maior quantidade foi
o mint-furanone, seguido do alfa-terpineol. A concentracdo destes
compostos foi maior na extracdo em que utilizou a adicdo de
cossolvente, quando comparada a extracdo com o CO, puro.

Com relacdo ao mint-furanone, Humbert et al. (2012), inovando
no processo de extracdo da Euodia suaveolens Scheff, planta da familia
Rutaceae, a partir da utilizagdo de um solvente orgénico ou
hidroalcodlico, o autor observou que o mint-furanone corresponde a um
dos componentes majoritarios do extrato obtido por esta espécie e,
juntamente com outros compostos, proporciona atividade repelente.

Bougherra et al. (2015), ao avaliarem a atividade repelente do
6leo essencial de Pistacia lentiscus contra as espécies Rhyzopertha
dominica, Sitophilus zeamais e Tribolium confusum, observaram que o0s
compostos alfa-pineno (15.9 %), cariofileno (7.0 %), alfa-terpineol (6.9
%) e mirceno (6.4 %) apresentaram uma Otima atividade repelente para
as trés espécies avaliadas. Estes compostos também estdo presentes no
extrato supercritico de B. graveolens, indicando uma possivel atividade
repelente no extrato obtido do Palo santo.

Segundo a Embrapa (2016), o 6leo essencial do louro (Laurus
nobilis) apresentou atividades repelente e tdxica sobre Rhryzopertha
dominica e Tribolium castaneum. O dleo essencial apresentou em sua
composic¢do quimica o alfa-terpineol entre 0os compostos majoritarios,
também observado no presente trabalho.

Enan et al. (2001) avaliaram a composicdo quimica do Oleo
essencial e a sua atuagdo como defensivo agricola natural. Os autores
verificaram que os trés compostos majoritarios do dleo essencial foram
eugenol, alfa-terpineol e alcool cinAmico. Ao aplicar sobre trés espécies
diferentes, Periplaneta americana, Camponotus pensilvanicus e Blatella
germanica, o 6leo apresentou fortissima atividade inseticida, onde o
alfa-terpineol foi 0 composto que apresentou uma maior resposta para
essa atividade.
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Alciole (2009), estudou a composicdo e a atividade inseticida
contra larvas de Aedes aegypti em condicGes laboratoriais do 6leo obtido
de Cordia curassavica. O autor identificou vinte e seis compostos
volateis presentes no dleo essencial desta espécie, onde 0s principais
componentes foram: beta-elemene, alfa-gurjuneno, (E)-Cariofileno,
beta-gurjuneno, alloaromadendrene, gama-Muurolene, germacrene D,
trans-calamenene, delta-Cadinene, alpha-Calacorene, epi-Longipinano,
beta-Calacorene, Oxido cariofileno. Ainda segundo este autor, 0s
resultados do d6leo de C. curassavica apresentou uma forte
potencialidade de atividade inseticida.

De acordo com Cole (2010), o 6leo essencial da Aroeira
apresentou entre 0s seus componentes principais o limonene e o-cimeno.
Além disso, em seus estudos, 0 autor verificou que o éleo apresentou
um bom resultado para atividade larvicida, inseticida e repelente contra
0 Aedes aegypti.

De forma similar, Assuncdo (2013) realizou a extracdo e estudou
a composicdo analitica das cascas frescas da Citrus sinensis. O autor
observou que o constituinte majoritario do 6leo essencial desta espécie
foi o D-limoneno e apresentou efeito larvicida contra o Aedes aegypti. Ja
Furtado (2005), estudou o Oleo essencial de C. limon, conhecido
popularmente como limao, cujo constituinte principal foi o limoneno.
Os 0leos essenciais apresentaram atividade larvicida contra o A. aegypti.

Niculau et al. (2013), estudaram a atividade inseticida do 6leo
essencial de Pelargonium graveolens. Eles verificaram que o-geraniol,
linalool, carvone e citral causaram uma mortalidade significante de 30,
90, 84 e 64 %, respectivamente, comparada ao controle negativo.

Moura (2015), em seus estudos, verificou que os 6leos essenciais
de manjericdio e candeeiro apresentaram o0 alfa-bisabolol como
componente majoritario, possuiram efeito inseticida fumigante sobre
adultos de C. maculatus e se representaram como uma alternativa ao uso
de inseticidas sintéticos.

Deste modo, os extratos obtidos pela técnica com fluido
supercritico apresentam uma alta seletividade na extracéo e possibilitam
a obtencdo de compostos puros que podem ser aplicados para a
elaboracdo de novos produtos alternativos aos inseticidas sintéticos.

5.6 COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE EXTRACAO DE
BURSERA GRAVEOLENS

Os resultados da Tabela 19 indicam que os maiores rendimentos
foram obtidos para as extra¢es em soxhlet com etanol, ultrassom com
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etanol e extragdo supercritica com cossolvente, alcangando valores de
29,05 %, 22,65 % e 18,59 %, respectivamente.

Tabela 19: Valores de rendimento global de extracdo de B. graveolens obtido
por diferentes métodos.

Métodos Rendimento (%)™
HD 3,56° £ 0,20
Sx Hex 14,75 +0,74

‘ Sx Etanol 29,05% + 0,51 ‘
Ultra Hex 11,497 + 2,45

‘ Ultra Etanol 22,65" + 1,94 ‘
FSC 4,76°+0,72

‘ FSC Etanol 18,59° + 0,85 ‘

' Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de significancia.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Com intuito de uma melhor visualiza¢do dos dados apresentados
na Tabela 19, os resultados podem ser visualizados na figura a seguir.

Figura 37 - Valores de rendimento global de extracdo de B. graveolens obtido
por diferentes métodos.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A partir da Figura 37, observa-se que dentre os métodos
estudados, a hidrodestilacdo apresentou o menor rendimento. Isto pode
ser justificado pelo fato do extrato de Bursera graveolens conter
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terpenos e terpendides, compostos caracterizados por sua instabilidade
térmica devido a dupla ligacdo carbono-carbono. Portanto, as moléculas
apresentam diferentes reorganizagfes (isomerizacdo) que fazem com
gue a solubilidade seja reduzida. Além disso, somado a proximidade dos
pontos de ebulicdo, torna-se dificil o isolamento dos compostos
presentes nos extratos obtidos por esta técnica. Assim, este resultado
corrobora com Fornari et al, (2012), onde verificou que a
hidrodestilagdo apresenta um baixo rendimento e uma baixa seletividade
dos compostos de interesse.

Na técnica de hidrodestilagcdo, a ebulicdo da agua provoca a
formacdo de vapor e, consequentemente, o arraste dos compostos
volateis presentes na amostra. O extrato obtido nestas condigdes é
caracterizado como 6leo essencial, enquanto que nos demais processos
de extracdo sdo obtidas misturas de compostos de diferentes classes
(MICHIELIN, 2009). Assim, neste trabalho, a fracdo designada como
6leo essencial, obtida por hidrodestilacdo, foi igual a 3,56 %.

Ao comparar 0s métodos de extracdo aqui empregados para um
mesmo solvente, nota-se que a extracdo soxhlet com o solvente etanol
(29,05 %, m/m) apresentou um rendimento maior e estatisticamente
diferente ao rendimento obtido por ultrassom utilizando o mesmo
solvente (22,65 %, m/m). Este resultado corrobora com Benelli (2010),
onde, em seus estudos com extracdo de 6Oleo essencial de bagaco de
laranja, observou que a técnica em soxhlet apresentou um maior
rendimento quando comparada com a técnica de ultrassom.

Sabe-se que a polaridade de um composto é definida em funcéo
da habilidade da molécula em participar de interacbes com outras
moléculas polares presentes no sistema. Neste caso, a temperatura de
operacgdo, o reciclo do solvente e as interaces solvente-componente de
B. graveolens podem ter contribuido para a maior dissolucdo e
rendimento. Na extracdo em soxhlet, realizada na temperatura de
ebulicdo do solvente, a tensdo superficial e a viscosidade do solvente
sdo reduzidas quando comparadas a extragbes em temperatura inferior,
como € o caso da técnica por ultrassom. Assim, com uma maior
temperatura no processo, o solvente pode alcangar 0os espagos da matriz
gue contém solutos com maior facilidade, solubilizando uma maior
quantidade e diferentes tipos de solutos (BARWICK, 1997; MARKON
et al., 2007).

Avaliando a polaridade dos solventes, o extrato de B. graveolens
apresentou rendimentos mais elevados com o solvente etanol, sugerindo
gue 0s compostos presentes no material lenhoso do Palo santo apresenta
polaridade de intermedidria a alta. Em contrapartida, as extracfes com
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solventes de baixa polaridade, hexano e CO,, apresentaram 0S menores
rendimentos, sugerindo uma menor concentracao de compostos apolares
presentes na matriz vegetal de B. graveolens.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que 0s maiores
rendimentos foram encontrados nas técnicas onde o solvente etanol foi
utilizado no processo, tanto para técnicas de baixa pressdo, como para
de alta pressdo. Assim, para a obtencdo do extrato de B. graveolens, o
etanol mostrou-se ser um solvente/cossolvente adequado para ser
utilizado e proporcionar um maior rendimento entre as técnicas de
extracao.

A extracdo em soxhlet com etanol apresentou um rendimento
médio significativamente superior aos outros métodos utilizados. Além
disso, verifica-se, na Tabela 21, que ndo houve diferenca significativa
entre as técnicas de ultrassom e soxhlet, quando ambos utilizaram como
solvente o hexano. J& a hidrodestilacdo e a extracdo com CO,
supercritico puro nao diferiram significativamente entre si.

Este resultado corrobora com Freitas (2007), que submeteu o
caule Spiranthera odoratissima a extragdo com solvente organico e
fluido supercritico. O autor observou que os rendimentos obtidos por
meio das extragdes com fluido supercritico foram inferiores aqueles
obtidos por maceracdo com solvente. Porém, o método de extracdo
supercritica e as condi¢fes de extracdo utilizadas apresentaram uma
maior seletividade.

Ao utilizar as técnicas de soxhlet e hidrodestilagdo, Nascimento
(2015) analisou exemplares de variedades de pimentas secas e in natura.
O autor observou que a técnica de soxhlet apresentou um rendimento
superior ao rendimento da hidrodestilacdo, estando de acordo com os
resultados do presente trabalho.

Da mesma forma, Barros (2014), trabalhando com a extracdo do
6leo de manjericdo por meio de métodos convencionais € com CO,
supercritico, observou que a hidrodestilagdo apresentou o menor
rendimento (0,26 %). Usando a técnica em soxhlet e extracdo
supercritica, o rendimento foi de 2,39 % e 0,43 %, respectivamente.
Assim, estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho, onde a hidrodestilagdo e a extragdo com CO,
supercritico apresentaram rendimentos inferiores a extracdo em soxhlet.
No entanto, ndo foi observado diferenca significativa entre as técnicas
de hidrodestilagéo e extragdo supercritica sem adicao de cossolvente.

Usando técnicas de hidrodestilagcdo assistida por ultrassom de
micro-ondas, Leyva et al. (2007) obtiveram um rendimento de 0,14 %
de extrato de B. graveolens e uma composicdo com 0s seguintes
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componentes majoritarios: limoneno (42,1 %), mirceno (19,8 %) e de
mint-furanone (14,7 %), corroborando com a composicdo do Oleo
essencial obtido no presente estudo.

Com relagdo a adicdo de cossolvente na extracdo supercritica, 0s
resultados corroboraram com os dados obtidos por Marangoni (2011),
onde observou que a adi¢do de cossolvente aumentou significativamente
o0 rendimento e a seletividade dos compostos.

Os compostos que se apresentaram em maior quantidade nas
extracOes de baixas e altas pressdes, com ou sem a utilizacdo de um
solvente, foram o D-limoneno e o mint-furanone. Na Figura 38, €
possivel observar a quantidade destes compostos em relacdo a cada
método de extragdo estudado.

Em relacdo ao D-limoneno, verifica-se que apresentou maiores
concentracBes nas técnicas em que o solvente hexano foi utilizado,
indicando que este composto apresenta uma maior afinidade aos
solventes mais apolares. JA& o mint-furanone, apresentou um
comportamento contrario, onde sua concentracdo foi maior nas técnicas
em que o solvente etanol foi usado, indicando sua maior solubilidade
nesse solvente devido a similaridade das suas estruturas quimicas.

Figura 38 - Comparagdo entre os métodos em relacdo ao percentual de D-
limoneno e mint-furanone.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Como a extragdo supercritica apresentou uma maior seletividade,
esta técnica foi considerada a técnica para a melhor extracdo dos
extratos presentes na B. graveolens. Além disso, escolheu-se as
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melhores condic¢Bes de acordo com as extragfes em que 0 cossolvente
foi empregado.

A Figura 39 apresenta a composi¢do do extrato supercritico
obtido com adicdo de cossolvente. Observa-se que o composto presente
em maior quantidade foi o mint-furanone. E que, em relacdo as
condi¢des estudadas, o ensaio 7 foi considerado o melhor ensaio, ja que
este se encontra entre 0S ensaios com maior rendimento e maior
guantidade dos compostos de interesse. Além disso, este ensaio utilizou
uma menor pressdo no processo, 0 que torna mais facil uma futura
aplicacdo industrial.

Figura 39 - Composi¢do do extrato supercritico obtido de alguns ensaios da
extracdo supercritica com adigdo de cossolvente.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Apesar do ensaio 14 apresentar um maior rendimento para 0s
compostos de interesse, 0 ensaio 9 também apresentou um rendimento
alto. Como este ensaio utilizou uma menor pressao NO processo, estas
condi¢Bes foram escolhidas como as melhores condi¢cbes para a
obtencdo de mint-furanone e D-limoneno por meio da extragdo com CO,
supercritico com adigéo de cossolvente utilizando como matéria prima a
Bursera graveolens.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, confirmou-se que diferentes
métodos de extracdo apresentam diferencas no rendimento e na
composicdo dos extratos, e que isto estd relacionado aos compostos
presentes na matriz vegetal.

Foi verificado a composicdo do 6leo essencial de Palo santo
(Bursera graveolens) e identificados como componentes majoritarios, 0s
compostos D-limoneno e alfa-terpineol.

Ao utilizar as técnicas com solventes (soxhlet e ultrassom),
observou-se que o0s solventes organicos utilizados para a obtencdo dos
extratos do Palo santo forneceram, para cada técnica, rendimentos e
constituintes majoritarios diferentes, onde o solvente etanol foi 0 que
apresentou os melhores resultados.

Em relacdo a técnica em soxhlet, os componentes majoritarios
foram o D-limoneno e beta-gurjunene, com o solvente hexano, e mint-
furanone e D-limoneno, com o solvente etanol. Ja a técnica de ultrassom
apresentou como componentes majoritarios o D-limoneno e alfa-
terpeneol, com o hexano, e mint-furanone e D-limoneno, com o etanol.

As técnicas em soxhlet e ultrassom, utilizando o etanol como
solvente, apresentaram um rendimento que ndo existiu diferenca
significativa. Além disso, foram os maiores rendimentos, indicando que
o solvente é eficiente para melhorar o processo de extracao.

Com relacdo a técnica de alta pressdo, verificou-se que 0s
rendimentos foram maiores com o uso do etanol como cossolvente,
confirmando que este pode beneficiar de forma significativa o
rendimento do processo. Além disso, verificou-se que a técnica de
extracdo supercritica apresentou uma maior seletividade na extracdo de
compostos, quando comparada com as outras técnicas. O componente
majoritario foi o mint-furanone, para ambos os tipos de extracdo
utilizada.

Também foi possivel observar que a dindmica de extracdo do
Palo santo se apresentou de forma semelhante as tipicas curvas de
extracdo com CO, supercritico, indicando uma futura aplicacdo em
trabalhos com modelagem matematica, com intuito de aperfeigoar esta
técnica.

Assim, a partir deste trabalho, verificou-se que 0s compostos de
interesse aqui estabelecidos, o mint-furanone e o D-limoneno, podem
ser obtidos com maior qualidade e eficiéncia por meio do uso da técnica
de extragdo supercritica com cossolvente, fornecendo um extrato com
possibilidade de a¢éo inseticida, seguro e ambientalmente correto.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos durante a execucdo deste trabalho,
algumas sugestdes sdo dadas para trabalhos futuros.

e Realizar a atividade inseticida e repelente do 6leo essencial e do
extrato obtido pela técnica de extragdo supercritica com adicdo
de cossolvente;

e Determinar um modelo matematico a partir dos dados das
curvas de extragdes com CO, supercritico puro e com adicdo de
cossolvente;

e Encapsular o dleo essencial e o extrato obtido pela tecnologia
supercritica;

e Avaliar a atividade inseticida e repelente do 6leo essencial e do
extrato supercritico encapsulado e observar se existiu um
aumento nestas atividades.
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