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RESUMO

O processamento da madeira de eucalipto gera um considerdvel volume
de residuo formado principalmente por galhos, flores e folhas da arvore.
As folhas sdo compostas por substincias de grande interesse para a
indudstria quimica, farmacéutica e de alimentos como compostos
antioxidantes e aromdticos. A espécie Eucalyptus dives, da familia
Mpyrtaceae, possui folhas com Oleo essencial rico em piperonal,
eucaliptol e timol. Para obtencdo deste 6leo sdo empregadas vdarias
técnicas de extracdo, dentre as quais se pode destacar a Extragio
Supercritica (ESC) que opera a altas pressoes, é livre de residuos toxicos
e ndo provoca degradacdo térmica aos extratos, conservando as
caracteristicas sensoriais do produto, além das técnicas de extracdo
convencionais como hidrodestilacio e extracdo com solventes
organicos. O estudo da cinética de ESC e das varidveis operacionais
através da modelagem matemdtica permite definir pardmetros
fundamentais para a viabilidade econdmica do processo. Neste trabalho,
0 objetivo foi avaliar a obtencao do 6leo essencial de folhas de eucalipto
através de diferentes métodos de extracdo, a potencial atividade
antioxidante dos extratos e sua funcionalidade como ingrediente para
alimentos e estudar a cinética e modelagem de ESC a fim de propor um
estudo de viabilidade econdmica do processo. Folhas de eucalipto foram
coletadas na regido norte do Rio Grande do Sul e encaminhadas para os
processos de preparacdo da matéria-prima, extracdo de seu OSleo
essencial através de hidrodestilacio, extracdo Soxhlet utilizando
diferentes solventes orgéanicos e ESC operando em diferentes condic¢des
de pressdo e temperatura. Avaliou-se o comportamento do rendimento
global de ESC em funcdo da pressdo e temperatura de operagdo. Os
extratos foram avaliados quanto a sua potencial atividade antioxidante,
teor de fendlicos totais e capacidade em inibir rea¢des de peroxidase em
vegetais. O uso de folhas de eucalipto provenientes do residuo do
processamento da madeira na obtencdo de dleo essencial através de ESC
€ um processo vidvel economicamente e apresenta vantagens sobre
outras técnicas convencionais de extracdo, como aumento no
rendimento global de extracdo. A condi¢cdo de operacdo de ESC que
apresentou melhor rendimento global de extracdo foi a de 250 bar e
30°C. A modelagem matemética apresentou bons ajustes dos parAmetros
para o Modelo de Martinez et al. (2003) e o estudo de viabilidade
econdmica apresentou um custo especifico de 6leo entre US$ (2,47 —
3,78)/kg de 6leo com um tempo de operacdo entre 30 e 60 minutos,
sendo compativel com o pre¢o de mercado.






ABSTRACT

The processing of eucalyptus wood generates a huge content of waste
consisting mainly of twigs, flowers and leaves of the trees. The leaves
are composed of substances of great interest for the chemical,
pharmaceutical and food industries, such as antioxidants and aromatic
compounds. The specie Eucalyptus dives, from Myrtaceae family, has
leaves with essential oil rich in piperonal, eucalyptol and thymol.
Various extraction techniques can be employed to obtain this oil, among
which we highlight Supercritical Fluid Extraction (ESC), which operates
at high pressures, is free of toxic waste and does not lead to thermal
degradation of the extract compounds, retaining the sensory
characteristics, as well as conventional extraction techniques such as
hydrodistillation and extraction with organic solvents. The kinetic study
of ESC and its operational variables through mathematical modeling
allows setting basic parameters for the study of economic viability of the
process. This study was conducted to obtain the essential oil of
eucalyptus leaves using different extraction methods, evaluating the
potential antioxidant activity of extracts and its functionality as an
ingredient for foods, as well as the study of the kinetics and modeling of
ESC in order to propose an economic feasibility study process.
Eucalyptus leaves were collected in northern Rio Grande do Sul, Brazil,
and brought to the preparation processes of raw material, extraction of
essential oil by hydrodistillation, Soxhlet extraction using different
organic solvents and ESC operating under different conditions of
pressure and temperature. The performance of the global yield of ESC
as a function of pressure and temperature was evaluated. The extracts
were screened for their potential antioxidant activity, total phenolic
content and ability to inhibit peroxidase reactions in vegetables. The use
of eucalyptus leaves from the byproducts of wood in obtaining essential
oil through ESC is economically feasible and has advantages over other
conventional extraction techniques, such as increasing the global yield
of extraction. The operational mode of ESC with the best global yield
was of 250 bar and 30°C. The mathematical modeling showed good fits
of the parameters for the model of Martinez et al. (2003) and economic
feasibility study showed a specific cost of oil between US$ (2,47 — 3,78)
/ kg oil with a running time between 30 and 60 minutes, which is a
compatible price with the market
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1. INTRODUCAO

A industria da madeira no Brasil é responsdvel pela geracdo de
grande parcela do PIB nacional. As industrias de papel, papeldo e de
celulose consomem a maioria desta madeira, sendo de inegdvel
importincia na economia atual. A obtencdo destes produtos se dd
mediante o processamento da madeira de 4rvores como o eucalipto.
Originalmente a obtencdo de madeira para a producdo de papel e
celulose era realizada através do extrativismo, nas ultimas décadas a
exigéncia da sociedade e da prdpria legislacio por processos
sustentaveis tem se acentuado. Desta forma, tornou-se comum o fato das
industrias possuirem suas proprias fazendas de eucalipto, de onde obtém
matéria-prima para seus produtos de forma renovavel. Ainda assim, a
producio de subprodutos da madeira de eucalipto gera um consideravel
volume de residuos, compostos pelas partes da planta que ndo sdo
aproveitadas na confeccdo dos produtos. Entre estas partes destacam-se
folhas, flores, galhos menores e cascas das drvores. Estes residuos
constituem uma rica fonte de compostos aromdticos e antioxidantes de
grande interesse para a industria quimica, farmacéutica e de alimentos
(EMBRAPA, 2008).

A espécie Eucalyptus dives (E. dives) foi recentemente
introduzida no Brasil através de dreas de reflorestamento no sul do pats.
Possui estrutura mediana, casca rugosa e suas folhas apresentam um teor
médio de 50% de piperitona, que pode facilmente ser convertida em
timol e mentol. Outro componente, o felandreno (20 a 30%), vem sendo
muito utilizado como solvente nas industrias quimica e farmacéutica
(BRAGA, 1971).

A obtencdo de 6leos essenciais (OE) a partir de matérias-primas
de origem vegetal, como as folhas de eucalipto, é uma atividade comum
para as industrias de forma a obter determinados compostos presentes
no 6leo para aplicacdo em diversas finalidades através de diferentes
tipos de métodos de extracdo, tais como hidrodestilagdo, extragdo com
solvente orginico e Extracdo Supercritica (ESC).

A Extracdo Supercritica é uma tecnologia que tem se destacado
devido ao seu interesse para a inddstria de alimentos, como uma
alternativa aos processos convencionais como extracdo com solvente e
destilacdo a vapor, para a obten¢do de OE e oleoresinas. Os extratos
produzidos por ESC sio livres de residuos; além disso, a mesma pode
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ser conduzida a baixas temperaturas, o que € necessario para preservar a
qualidade de produtos termosensiveis (MEZZOMO, 2008).

A ESC pode ser realizada em uma ampla faixa de condicdes
(temperatura e pressdo). O ajuste desses parametros de processo afeta a
solubilidade de cada composto no solvente, possibilitando a extracdo
seletiva dos produtos desejados com melhores caracteristicas funcionais
e nutricionais (BRUNNER, 1994).

A viabilidade econdmica dos processos utilizando a ESC ¢é
determinante para a sua aplicacdo e a mesma ¢é avaliada através do
aumento de escala que consiste na estimativa do comportamento do
sistema em processos em escala industrial, a partir de processos em
laboratério. O alto investimento da instalacdo de uma unidade de
extracdo ¢é justificado devido a necessidade de equipamentos e
acessOrios com material resistente as altas pressdes empregadas nos
processos.

A modelagem matemaética dos processos de extragdo tem como
principal objetivo determinar os parimetros ajustdveis dos modelos a
partir de dados experimentais, a fim de que estes sejam mantidos
constantes na transposicdo de escala para, entdo, se obter o design do
processo em maior escala, como dimensdo de equipamento, vazido do
solvente e tamanho da particula (MARTINEZ et al. 2003).

A qualidade dos extratos obtidos através do conhecimento de sua
composicdo quimica, seu potencial antioxidante e demais finalidades
especificas € vital para a aprovacdo de sua viabilidade e utilizagdo em
subprodutos ou em demais processos industriais.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal estudar a viabilidade

de obtencdo de componentes naturais oriundos das folhas de eucalipto,
com aplicabilidade na industria de alimentos, de forma que tais produtos
sejam potenciais substitutos de ingredientes sintéticos, através da
avaliacdo dos processos de extracdo e da qualidade dos extratos obtidos.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

c)

d)

Identificagdo de espécie de eucalipto com potencial para uso na
producio de ingredientes para a industria de alimentos;

Avalia¢do dos rendimentos dos extratos de eucalipto obtidos
através dos sistemas de extracdo hidrodestilacdo, extragdo com
solvente organico e extracio supercritica;

Avaliacdo da atividade antioxidante, do teor de compostos
fendlicos e do potencial inibidor de peroxidase em vegetais dos
extratos de folhas de eucalipto obtidos pelos métodos aplicados;

Estudo da cinética dos processos de extracdo empregados,
através de modelagem matematica;

Avaliag¢do do custo fixo e operacional dos diversos processos

empregados, visando a andlise da viabilidade economica da
producio de extratos de eucalipto.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Eucalipto

Segundo Pereira (1987), dentre as espécies de eucalipto
utilizadas, as do género Eucalyptus destacam-se pela grande plasticidade
e por desenvolverem-se com grande vigor em diferentes condi¢des
ecoldgicas. Sdo utilizadas pela importdncia da madeira como
combustivel para siderurgia, inddstria moveleira, construcdo civil,
postes e fabricacdo de papel.

As folhas descartadas dos processos citados anteriormente, antes
tratadas como residuos vém ganhando destaque em sua produgdo nos
dltimos anos para a extragdo de seu Oleo essencial, atualmente muito
utilizado por industrias de diversos segmentos.

O género Eucalyptus, da familia Myrtaceae, compreende mais de
700 espécies (Ambiente Brasil, 2008), algumas das quais tém sido
estudadas quanto ao potencial de seus extratos. A grande diversidade de
espécies de eucalipto faz com que a variedade de compostos presentes
nas plantas seja grande. Por isso, é fundamental identificar qual espécie
estd em estudo, e classificar as mesmas quanto ao tipo de substincia
dela extraiveis.

As espécies de eucalipto sdo compostas por tronco, cascas, flores,
frutos e folhas. As folhas sdo distribuidas em folhagem persistente e sdo
cobertas de glandulas que segregam 6leo. Muitas espécies apresentam
ainda dimorfismo foliar. Quando jovens as suas folhas sdo arredondadas
e ocasionalmente, sem peciolo. Depois de um a dois anos de
crescimento, a maior parte das espécies passa a apresentar folhas
alternadas, lanceoladas a falciformes (com forma semelhante a uma
foice), estreitas e pendidas a partir de longos peciolo (AMBIENTE
BRASIL, 2008).

As Figuras 1 e 2 demonstram espécies distintas de eucalipto
encontradas no Brasil.
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Figura 1 Eucalyptus citriodora.
Fonte: Ambiente Brasil, 2008.

Figura 2 Eucalyptus globulus.
Fonte: Ambiente Brasil, 2008.

3.1.1 Producio de eucalipto no Brasil

O Brasil possui atualmente cerca de 6 milhdes de hectares em
area reflorestada com eucaliptos que sdo destinadas a producdo de
carvao vegetal para a industria siderdrgica e de ferroligas, para producgéo

de celulose, papel, painéis de madeira e outros subprodutos, como tecido
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sintético, cdpsulas de remédios, produtos de limpeza, alimenticios,
perfumes e medicamentos. Numa protecdo racional as florestas nativas,
cresce a cada dia o uso da madeira sélida proveniente dessas plantacdes
florestais. Embora muitas vezes criticadas pela opinido puiblica como
uma ameaca as florestas naturais, as florestas plantadas de eucalipto
cumprem na verdade um papel de compensacio, fornecendo a matéria-
prima que de outra forma seria obtida das florestas naturais. Além disso,
os eucaliptos sdo drvores de crescimento rdpido, de alta rotatividade
natural e comercial, pois possuem diversas aplicagdes e utilidades
(BRASIL ESCOLA, 2010).

As alternativas de producdo associadas a preserva¢do ambiental e
ao aumento do nivel de emprego e renda tém sido geradas visando a
melhoria da qualidade de vida dos produtores e sociedade em geral. O
plantio de florestas de eucalipto tem sido utilizado como um Sistema
Agroflorestal, que consiste na combina¢do de cultivos simultaneos e/ou
seqiienciais de espécies arboéreas naturais e/ou introduzidas com culturas
agricolas anuais através de culturas frutiferas, pastagens, etc.
(RODIGHERYI, 1998).

O eucalipto é utilizado no Brasil em diversos segmentos
comerciais e industriais, onde toda a planta é aproveitada. Das folhas,
extrai-se 0 OE empregado em produtos de limpeza e alimenticios, em
perfumes e na industria farmacéutica. A casca oferece tanino, usado no
curtimento do couro. O tronco fornece madeira para sarrafos, lambris,
ripas, vigas, postes, varas, esteios para minas, mastros para barco, tdbuas
para embalagens e méveis. Sua fibra € utilizada como matéria-prima
para a fabricacdo de papel e celulose (EMBRAPA, 2008).

3.1.2 Composicao da folha de eucalipto

As folhas de eucalipto segregam seu OE por estruturas secretoras
especializadas — pélos glandulares, células parenquimadticas
diferenciadas, canais oleiferos e bolsas especificas. Tais estruturas
podem estar localizadas em algumas partes especificas da folha, em toda
ela ou em toda a planta. Porém, 6leos essenciais obtidos de diferentes
drgdos de uma mesma planta, como folhas e flores, por exemplo, podem
apresentar composi¢do quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores
distintos. (SIMOES, 2004).

A Figura 3 demonstra as estruturas secretoras da folha de
eucalipto, produtoras de seu 6leo essencial.
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_—— Epiderme superior

Parénouima palicadico

Glandula enddgena

Parénquima lacunoso

Epiderme inferior

Figura 3 Esquema de corte transversal de folha de eucalipto.
Fonte: Oliveira; Akisue; Akisue, 1998.

Sdo vdrios os fatores que s@o citados por Simdes (2004), por
exercerem influéncia na obten¢do do OE de eucalipto, sendo eles:

e Variabilidade genética: de forma geral, é considerado um
instrumento valioso para a realizacio de trabalhos de
melhoramento, visando o incremento na produgdo de 6leo e o
aumento da quantidade do componente quimico desejado.

e Jdade da folha: Propde-se a existéncia de 5 tipos
morfologicamente distintos de folhas durante o tempo de vida da
arvore, cada um correspondendo a um estigio de
desenvolvimento. Assim, na planta podem existir: folhas
cotiledonares, folhas de plantulas, folhas juvenis, folhas
intermediarias, folhas adultas.

Segundo Matos (2002), a média de vida normal das folhas de
eucalipto é de aproximadamente 18 meses, o que pode estar sujeito a
uma ampla variagdo, existindo folhas que permanecem apenas poucos
meses e folhas que permanecem por 3 a 4 anos presas ao caule,
ocorrendo a transicao dos tipos de folhas nesse periodo.

Boland et al. (1982), relatam que, para o E. delegatensis, o
rendimento de 6leo de folhas de plantulas é muito menor do que o
observado nas outras fases das folhas da planta. Franich (1986) relata
que, para o E. nitens, o rendimento do 6leo essencial para folhas juvenis
foi de 1%, ou seja, menos da metade do que o normalmente relatado
para folhas de drvores adultas (2,5%).

e Ambiente: a temperatura, a umidade relativa, a duracdo da
exposicdo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta
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na segregacdo do dleo essencial na superficie da folha. Wang;
Wang; Xie (1997) concluiram que o rendimento em 6leo é
afetado por condi¢des ecofisioldgicas, e que as melhores estacdes
para a coleta de folhas e extracdo de O6leo sdo inverno e
primavera.

o Métodos de amostragem, extracdo e andlise do 6leo: Penfold;
Willis (1961) citam cuidados que devem ser tomados na coleta,
armazenamento e utilizacdo das amostras de folhas de eucalipto.
Em primeiro lugar, os autores citam os métodos de amostragem,
sugerindo a atencdo para a aleatorizacdo da coleta e a composi¢ao
da amostra (ramos, peciolos e folhas ou somente a lamina foliar).
Também sdo citados cuidados no armazenamento, mudangas no
ambiente em que se encontram as amostras, como umidade e
aquecimento, e as técnicas de extracdo, juntamente com as
condi¢des dos aparelhos e experiéncia do técnico responsavel
pelo experimento, sempre relacionando os fatores com o
rendimento de dleo essencial encontrado para cada tipo de
situagao.

e Manejo da cultura: o corte da arvore, o sistema de rotacdo de
plantio, a indu¢@o do crescimento e o tempo de espera para o
corte exercem influéncia direta na formagdo da planta e na
composicdo quimica da madeira e das folhas da mesma.

3.1.2.1 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo definidos como produtos obtidos de
partes da planta através de mecanismos induzidos para este fim
(SIMOES, 2004). Sdo produtos volateis resultantes do metabolismo
secunddrio das plantas, normalmente formados em células ou grupos de
células especializadas, geralmente encontradas nos caules e folhas
(HILI, EVANS; VENESS, 1997). Os 6leos essenciais contém variadas
classes de compostos orgédnicos. De acordo com Brilho (1967), a
presenca de tais compostos nos 6leos em altas ou baixas concentragdes
afeta diretamente sua qualidade.

Segundo o decreto 50.040, de 24 de janeiro de 1961 da ANVISA
(2010), considera-se 6leo essencial o produto aromético, sapido, volatil,
sob a forma oleosa, extraido de vegetais.

Embora todos os érgdos de uma planta consigam acumular éleos
voldteis, sua composicdo pode variar segundo a localizacdo do dleo nas
mesmas, como por exemplo, 6leo extraido de casca de uma planta rico
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em um determinado composto e 6leo extraido da folha da mesma planta
rico em um composto completamente diferente. A composi¢do quimica
de um 6leo volitil, extraido de um mesmo 6rgao de uma mesma espécie
vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época da
coleta, condicdes climdticas e de solo. Os 6leos voldteis sdo muito
conhecidos desde a antiguidade por possuirem atividade bioldgica e por
suas atividades antimicrobiana, antiftingica e antioxidante (BUSATTA,
2006).

Devido a sua origem biossintética, os Oleos volateis, que sdo
substincias complexas de estrutura de baixo peso molecular, podem ser
classificados em duas séries: a terpénica e a aromdtica, e dependendo da
técnica de extracdo podem ter a presenga de estruturas de maior peso
molecular como cumarinas, homologos superiores de terpenos e
fenilpropanos (ROGERS, 1981; BRUNETON, 1992; apud BUSATTA,
2006) conforme demonstra o esquema da Figura 4.

CO:

‘FS

. Metabolismo H
Eritrose- — L J-Fosfoglicerato
4Fosfate _— Primario \ i3 PGA

PEP Piruvato
Ciclo Acido .
Tricarboxilico Acefil CoA
Aminoacidos Alifaticos
Metabolismo — - -
o Acido Via Acido Via Acido Via
Secundario Chiguimico Malénico Mevaldnico DXPS
Aminoacidos -
l aromaticos + \ j
", Isoprendides
Fenilpropandides | IPP | DMAPP
| Yy

Lignanas Terpendides e
ngnlr_las Estercides
Cumarinas

Figura 4 Representagdo do ciclo biossintético dos componentes
secunddrios originados na formacao dos dleos essenciais.
Fonte: adaptado de Simdes, 2004.
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Os 6leos podem ser liquidos a temperatura ambiente e, em alguns
casos, semi-solidos. A série terpénica apresenta densidade inferior a da
dgua, e as substincias aromdticas apresentam densidade superior.
Possuem odor caracteristico e sdo diferenciados pelo indice de refragao.
Sao soldveis em 4lcool e em solventes orginicos e muito pouco soldveis
em dgua (BUSATTA, 2006).

Uma gama bastante ampla de constituintes quimicos pode ser
identificada nos 6leos essenciais, havendo referéncias da presenga de
hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres,
oxidos, peréxidos, furanos, dcidos organicos, lactonas, etc. Entre os
constituintes do 6leo essencial, alguns apresentam maior concentragio e
sdo conhecidos como componentes principais. Aqueles que se
apresentam em baixissimas concentragdes sdo conhecidos por
componente traco (SIMOES, 2004).

3.1.2.2 Oleos essenciais de eucalipto

Segundo Doran (1991), cerca de 20 espécies de eucalipto s@o
citadas pela producio de 6leo essencial com interesses pela gama de
constituintes quimicos presentes em cada um deles. Eles encontram-se
divididos em trés grupos, em fung¢do da sua utilizacdo final: 6leos
medicinais, 6leos para perfumaria e 6leos industriais.

Na produgdo de 6leo essencial de eucalipto, para cada 1000 kg de
massa foliar, sdo obtidos cerca de 10 a 16 kg de 6leo (1,0 a 1,6% de
rendimento) e entre 65 a 85% de seus componentes majoritdrios. As
exportacdes brasileiras do 6leo essencial de eucalipto, no periodo de
2005-2008, somaram US$ 9,6 milhdes relativos a 1.237 t, sendo 66%
oriundo do estado de Sdo Paulo e 33% de Minas Gerais. O principal
importador foi a Unido Europeia (45%), especificamente Espanha
(24%), Reino Unido (13%) e Suica (10%), seguido dos Estados Unidos
(33%) (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Sao considerados dleos essenciais para uso medicinal aqueles que
apresentam teores de 1,8-cineol acima de 70% e baixos teores de
felandreno. Para Lassak (1988), esse tipo de 6leo € encontrado nas
espécies E. globulus, E. tereticornis, E. smithii, E. camadulensis entre
outros. Segundo Matos (2004), algumas espécies de eucalipto
demonstraram  apresentar atividade contra bactérias, fungos,
protozodrios e enzimas.

Os Oleos essenciais de eucalipto utilizados na perfumaria
possuem o citronelal como constituinte majoritdrio, sendo o E.
citriodora sua principal fonte. Esses 6leos fazem parte da composi¢ao
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de perfumes para diversos fins, sendo mais utilizados em produtos de
limpeza, como desinfetantes e sabdes (VITTI; BRITO, 2003).

Entre os 6leos industriais os constituintes majoritirios sdo o
felandreno, matéria-prima utilizada em desodorantes e odorizadores, o
mentol que é um flavorizante de produtos medicinais, e a piperitona de
onde € extraido o timol, utilizado como conservante de gomas e pastas
(DORAN, 1991). A Tabela 1 lista os principais tipos de o6leos
essenciais de eucalipto existentes na literatura e suas respectivas
composicoes.

Tabela 1 Oleos essenciais majoritérios das principais espécies de
eucalipto relatados por Vieira, (2004).

. Componente principal Rendimento
Espécie
Nome | Teor (%) (%)
Oleos medicinais
E. camadulensis Cineol 80-90 0,3a2,8
E. cneorifolia Cineol 40-90 2,0
E. dives Cineol 60-75 3,0a26,0
E. dumosa Cineol 33-70 1,0a2,0
E. elaeophara Cineol 60-80 1,5a2,5
E. globulus Cineol 60-85 0,7a24
E. lecoxylon Cineol 65-75 0,8a2,5
E. polybractea Cineol 60-93 0,7a5,0
E. radiata Cineol 65-75 2,5a3,5
E. sideroxylon Cineol 60-75 0,5a2,5
E. smithii Cineol 70-80 1,0a22
E. tereticornis Cineol 45 09al,0
E. viridis Cineol 70-80 1,0al,5
Oleos industriais
E. dives Felandreno 20-40 1,5a5,0
E. dives Piperitinol 40-56 3,0a6,5
E. Elata Piperitona 40-55 2,5a5,0
E. radiata Felandreno 35-40 3,0a4,5
Oleos para perfumaria
E. citriodora Citronelal 65-80 0,5a2,0
E. macarthurii Acido de geranil 60-70 0,2al,0
E. staigerana Citral (a + b) 16-40 1,2a1,5
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O d6leo essencial de eucalipto pode sofrer variagdes no seu
rendimento e na sua composicdo quimica devido a influéncia de
diversos fatores. Dentre estes, pode-se citar como relevantes a genética,
as condi¢cdes ambientais (luz, dgua, temperatura, solo, tipo de manejo
florestal, etc), os fisioldgicos (parte utilizada da planta, a idade da planta
e da folha, etc), além da técnica de extragdo e andlise de 6leo (XAVIER,
1993).

Os dleos essencias presentes em algumas espécies de Eucalyptus
(Myrtaceae) sdo sintetizados em estruturas secretoras, em que a secre¢ao
¢ formada em glandulas endégenas que eventualmente se rompem e
liberam substincias na cavidade resultante deste rompimento. Esses
Oleos podem estar envolvidos nas intera¢des animal-planta, planta-
micro-organismos e planta-planta, com a finalidade de sobrevivéncia ou
manutencdo da planta, conferindo a ela capacidade de adaptacdo as
condi¢des do meio em que se vive (DORAN, 1991).

O monitoramento dos principios ativos e o estudo dos fatores
envolvidos na variacdo dos teores destes constituintes sdo fundamentais
nas recomenda¢des de manejo do ambiente, otimizando a produgdo e a
conservacdo dos compostos quimicos do 6leo essencial.

3.1.3 Eucalyptus dives

A espécie Eucalyptus dives é origindria da Austrdlia e foi
introduzida no Brasil no final da década de 90 por extrativistas e
exploradores da madeira do eucalipto. E uma érvore frondosa e de
pequeno porte; as folhas juvenis tém coloragdo azul esverdeada. A
folhagem adulta € espessa, brilhante e amplamente lanceolada. No verdo
pequenas flores brancas aparecem nas axilas foliares. A Figura 5
demonstra as folhas da espécie de E. dives.

Além da madeira ser amplamente utilizada, alguns estudos
referentes ao Oleo essencial de suas folhas tem sido relatados na
literatura; o 6leo predominante varia de acordo com a regido de
extracdo; o Oleo voldtil consiste principalmente em piperonal, cineol
(eucaliptol) ou timol. E uma planta aromitica, antisséptica que tem
efeitos antiinflamatérios. Plantas que contém principalmente piperonal
sdo as mais amplamente usadas. O mentol e timol sdo utilizados pela
inddstria principalmente em produtos para higiene oral (CONCEICAO,
2010).
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Fonte: Chest of Books, 2010.

As Figuras 6, 7 e 8 demonstram as estruturas quimicas dos
principais componentes do OE presente nas folhas da espécie E. dives.

O piperonal, também conhecido como heliotropina, ¢ um aldeido
aromdtico em forma de cristais transparentes, possui odor floral
comumente descrito como sendo similar ao de baunilha e cereja. E
usado como aromatizante e como matéria-prima para perfumes. Ele
pode ser obtido pela oxidagdo do dlcool piperonila ou a redugdo do
acido pipérico (WIKISOURCE, 2010).

Figura 6 Estrutura quimica do piperonal.
Fonte: WIKISOURCE, 2010.

O eucaliptol é um composto organico natural, monoterpendide,
em forma de liquido incolor. E um éter ciclico também conhecido por
uma variedade de sindnimos como: 1,8-cineol, limoneno 6xido
cajeputol, 1,8-oxido-p menthane (WIKISOURCE, 2010).
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Figura 7 Estrutura quimica do eucaliptol em 2 diferentes arranjos

estruturais
Fonte: WIKISOURCE, 2010.

O timol (2-isopropil-5-metilfenol) é uma substincia cristalina
incolor com cheiro caracteristico que pertence ao grupo dos terpenos.
Como todo o fenol, em geral, se dissolve em bases formando um sal
correspondente. Um de seus isOmeros é o carvacrol. Através de
hidrogenagdo, produz a mistura racémica de (+/-) mentol.

O timol caracteriza-se por seu poder desinfetante e fungicida. Por
seu sabor agradavel estd presente a formulacdo de diversos enxaguantes
bucais, pastas de dentes, etc (WIKISOURCE, 2010).

s -

OH

Figura 8 Estrutura quimica do timol
Fonte: WIKISOURCE, 2010.

3.2 Atividade antioxidante

Uma substincia antioxidante pode ser definida como um
composto ou substancia quimica que inibe a oxida¢do ou qualquer
substincia que, quando presente em baixa concentra¢io comparada a do
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substrato oxiddvel, pode retardar ou inibir significativamente a oxidacdo
do mesmo (ATOUI et al. 2005).

Os antioxidantes podem ser de origem sintética ou natural. A
importancia de antioxidantes naturais tem sido demonstrada por estudos
que comprovam que o consumo de alimentos ricos nesses compostos
tem efeito benéfico na saide humana, embora as substancias sintéticas
sejam mais baratas, de facil obtencdo e de qualidade homogénea
(DORMAN et al. 2003). No entanto, a utilizagdo de antioxidantes
sintéticos € restrita em vdrios paises devido aos seus possiveis efeitos
indesejaveis na saide humana, fazendo com que haja grande interesse
na obtencdo e utilizacdo de antioxidantes de fontes naturais (HRAS et al.
2000).

Quando adicionados a alimentos, os antioxidantes minimizam a
rancidez, retardam a formagdo de produtos de oxidacdo téxicos, mantém
a qualidade nutricional e aumentam a vida de prateleira (FUKOMOTO;
MAZZA, 2000).

Os antioxidantes s3o compostos que contém diferentes grupos
quimicos e tem diferentes estruturas e propriedades. Para extrair e
manipular essas substincias complexas, um solvente capaz de extrair
diferentes grupos de substancias € necessario. O CO, supercritico parece
ser o solvente ideal neste campo devido as condi¢des de temperatura
suaves empregadas no estdgio da extracdo. Além disso, o processamento
com o CO, cria um meio sem oxigénio, de modo que as reacdes
indesejdveis da oxidacdo podem ser evitadas (CORTESI et al. 1995).

Antioxidantes naturais extraidos de plantas podem ser utilizados
como alternativa aos antioxidantes sintéticos, devido a seu efeito
equivalente ou maior na inibicio da oxidagdo lipidica. (BANDONIENE;
MURKOVIC, 2002). Os antioxidantes naturais podem funcionar como
agentes redutores, inibidores de radicais livres, quelantes e sequestrantes
de oxigénio (G()MEZ, 2003). Esses compostos incluem flavondides,
dcidos fendlicos, terpenos, tocoferdis, fosfolipidios, dcidos orgénicos
polifuncionais e também extratos de plantas (RIBEIRO, 2007). Os
extratos que contém essas substincias sdo ricos em compostos fendlicos
e sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias,
anticarcinogénicas e antimicrobianas (HRAS et al. 2000).

3.2.1 Compostos fenélicos
Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados em plantas

comestiveis e ndo comestiveis e estes tem sido reportados por
apresentarem  multiplos efeitos bioldgicos, incluindo atividade



43

antioxidante (KAUR; KAPOOR, 2001). As propriedades antioxidantes
dos fendlicos sdo devidas principalmente as suas propriedades redutoras,
que permitem que ajam como agentes redutores, doadores de hidrogénio
e queladores do oxigénio.

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo
secunddrio das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e
reprodugdo. Além disso, se formam em condi¢des de estresse como,
infecgdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros. Esses compostos
encontram-se largamente em plantas e sdo um grupo muito diversificado
de fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina. Os fendlicos, em
plantas, sdo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além
de atuarem como agentes antipatogénicos e contribuirem na
pigmentacdo. Em alimentos, sdo responsdveis pela cor, adstringéncia,
aroma e estabilidade oxidativa (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os fendlicos sdo definidos como substincias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Possuem estrutura varidvel e com isso, sdo
multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles,
destacam-se os flavonéides, dcidos fendlicos, fendis simples, cumarinas,
taninos, ligninas e tocoferdis (SHAHIDI; NACZK, 1995).

3.2.2 Peroxidase em vegetais

A peroxidase € uma importante enzima existente em plantas e que
estd envolvida em diversas reagdes, ligacdes de polissacarideos,
oxidagdo do dcido indol 3 acético, ligacdes de mondmeros, lignificacdo,
oxidac¢do de fendis, defesa de patdgenos, regulagdo da elongacdo de
células e outros (CAMPOS et al. 2003).

As plantas conttm um numero relativamente elevado de
isoenzimas de peroxidase localizadas principalmente nas paredes
celulares, chamadas de peroxidases aniOnicas. Elas catalisam a oxidacio
do substrato utilizando o poder antioxidante do H,O, ou de peréxidos
organicos; o substrato € geralmente um composto aromatico como 0s
compostos fendlicos. As isoenzimas diferem em sua afinidade por
distintos substratos, porque sua especificidade ndo é absoluta (CAMPOS
et al. 2003).

A importancia fisiolégica da peroxidase nas reacdes enzimaticas
em que a mesma se envolve no metabolismo da planta tem sido
amplamente estudada, sendo que esta enzima pode ainda causar
mudancas indesejaveis no aroma, gosto, cor, textura e também a perda
de nutrientes em alimentos (MACIEL; GOUVEA; PASTORE, 2007).
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3.3 Métodos de extracao

Virios métodos de extracdo de Sleos essenciais sdo encontrados
em bibliografias da area. Conforme o método empregado para extracio
de um 6leo essencial, suas caracteristicas quimicas podem ser alteradas.
O calor e a pressdo utilizados no ato da extragdo podem, por exemplo,
interferir na qualidade final do 6leo essencial, pois no momento da
extracdo as moléculas de um principio ativo podem ser quebradas e
oxidadas em produtos de menor eficicia, ou, as vezes, até toxico
(QUIMICA ESSENCIAL, 2010).

Usando diferentes técnicas extrativas é possivel obter uma grande
variedade de produtos a partir de plantas medicinais e aromadticas.
Segundo Busatto (2006), trés processos merecem atengdo especial no
que se refere a obtencdo de O6leos em niveis laboratoriais:
hidrodestilacdo, extracdo com solvente organico e com fluidos
supercriticos. Geralmente, em industrias, as esséncias sdo extraidas por
arraste a vapor, e em escala laboratorial, por hidrodestilacdo das plantas
ou parte das plantas (folhas, flores, sementes ou raizes). A extragdo com
CO; supercritico € uma técnica em ascensdo, amplamente estudada, que
utiliza o poder solvente do CO, em temperatura e pressdo nas
vizinhangas do ponto critico, tendo este um alto poder de extracido sem a
manutencao de residuos no extrato.

3.3.1 Hidrodestilacao

A extragdo por hidrodestilacdo é realizada através do método
Clevenger, onde a matriz € imersa em dgua destilada e o processo é
realizado a temperatura de ebulicdo da mistura. O aquecimento até
100°C provoca formagdo de vapor que arrasta 0s compostos mais
volateis. A mistura de vapor e soluto passa por um condensador e, apds
a condensagdo, os compostos soliveis separam-se da dgua por
decantag@o. Trata-se de um processo barato que possui inconvenientes
devido a alta temperatura empregada, proporcionando possiveis perdas
de compostos termoldbeis, reduzindo a qualidade do produto
(MARTINEZ et al. 2004; ROSA; MEIRELES, 2005; apud MEZZOMO,
2008), além de outros problemas operacionais como a formacdo de
emulsdes o que torna necessdria a remocdo residual da 4gua
(MEZZOMO, 2008).
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3.3.2 Extracao com solventes organicos

As extragdes com solventes orgdnicos podem utilizar uma ampla
variedade de solventes com polaridades distintas como: dlcoois metilico,
etilico e propilico, hexano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, dgua,
éter de petr6leo. Sdo técnicas comumente aplicadas nas industrias
quimica, farmacéutica e de alimentos para a producdo de extratos
diversos (MEZZOMO, 2008).

Oleos vegetais obtidos em escala laboratorial sio produzidos
tradicionalmente através da extracdo Soxhlet. O processo em geral
produz altos rendimentos, mas o principal problema € a necessidade de
eliminacdo do solvente apds a extragdo. A possivel degradacdo térmica
do 6leo, a eliminacdo incompleta do solvente, se tratar de um processo
lento e a baixa seletividade sdo as principais desvantagens deste
procedimento (REVERCHON; ADAMI; CAPUTO, 2006).

3.3.3 Extracao supercritica

O isolamento de substancias a partir de produtos naturais é objeto
de inumeras pesquisas. Muitas tecnologias analiticas inovadoras no
processo de extracdo tém sido apresentadas a fim de superar as
limitacdes deste isolamento. Uma técnica que vem sendo estudada nas
ultimas décadas e aplicada para a obtencao destes produtos € a utilizacdo
de fluidos supercriticos para a extracdo, separacio e concentracdo de
produtos naturais e componentes bioativos.

A temperatura critica de um gas € aquela temperatura acima da
qual ele ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando o quanto se eleve
a sua pressdo. A pressdo critica € definida como a pressdo de vapor
correspondente a temperatura critica. Estes valores de temperatura e
pressdo definem um ponto critico que é tnico para uma determinada
substancia (CALAME; STEINER, 1982; RIZVI, 1994,
MUKHOPADHYAY, 2000).

O processo de extracdo de compostos com gis a partir de
matrizes so6lidas consiste em duas etapas: a extragdo e a separagdo do
extrato do solvente. Na extracao, o fluxo do fluido supercritico solvente,
através de um leito fixo de particulas sélidas, dissolve os componentes
extraidos do sdlido. O solvente ¢é alimentado no extrator e
uniformemente distribuido na entrada do leito fixo. A mistura é
carregada € removida do extrator sendo alimentado no precipitador. A
direcdo do fluxo do solvente supercritico através do leito fixo pode ser
para cima ou para baixo, sendo que a influéncia da gravidade ¢é
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desprezivel. A forma do leito fixo também pode ser uma questdo de
consideracdo do projeto. A altura e o diametro dos leitos fixos, cilindros
em forma de camadas de material sdlido, e a combinagdo de extratores e
precipitadores podem ser algumas variagdes possiveis (BRUNNER,
1994).

O material sélido esgotara a partir do material extraido na direcdo
do fluxo. A concentracio de extrato de componentes aumenta na direcio
do fluxo no solvente supercritico e no material sélido. A forma o
sistema operativo dependem das condi¢des de funcionamento, das
propriedades cinéticas de extracdo do material s6lido e do poder de
solubilidade do solvente supercritico (BRUNNER, 1994).

O transporte de substincias pode ocorrer dentro de um sdlido
através das fronteiras de uma estrutura (estrutura do material vegetal)
que difere de substrato para substrato. Um mesmo material de um
mesmo tipo de planta é diferente do periodo de colheita para periodo de
colheita de acordo com as condigdes e o tratamento pds-colheita, com
sua idade e do tratamento antes da extracdo. Essas influéncias se referem
apenas a estrutura primdria. Além disso, o material sélido pode ser
composto por particulas de diferentes tamanhos e formas e a
distribui¢do do tamanho das particulas pode variar conforme as
condi¢des em que o mesmo foi submetido (BRUNNER, 1994).

A Figura 9 demonstra o esquema de funcionamento de uma
planta de extracdo supercritica.

A alta seletividade da etapa de separagdo € conseguida variando-
se as condicdes de temperatura e pressdo do sistema, sendo que é
possivel extrair maiores quantidades de produtos desejaveis em alta
pureza para uma determinada aplicacdo (SCHNEIDER, 1983).

A ESC € um processo livre de residuos téxicos, que previne a
degradacdo térmica dos extratos quando utiliza baixas temperaturas, e
nido requer grandes gastos com energia (devido a pressurizagdo do
solvente). Além disso, conserva as caracteristicas sensoriais do produto
(MENACKER et al, 2004). Outra vantagem da ESC ¢ a possibilidade de
facil recuperacdo do solvente supercritico apés o processo de extragao,
apenas pelo ajuste de pressdo e/ou temperatura, podendo o mesmo ser
continuamente reciclado, eliminando o grande problema de dos
processos convencionais de extracdo, que é a separacdo entre o produto
extraido e solvente empregado.



47

([

Transdutor de Fressio

Tanque pulmio —aH

sifonado encamisad

R
T Extrator L]
|— CFe]
P —_—
Banho
o0
] Termostatica
Q Walvula misramétrica
ﬁcom fita de aquecimento

— 'Elomba de
Alta Press3o

L)
=]
. Banho
o g!:mdr: Termostitico Cilindro Medidor
ifonado 3
M Colator de YWazdo

Figura 9 Esquema de um médulo de ESC
Fonte: COELHO; OLIVEIRA; PINTO, 1997.

Os principais parametros da ESC sdo a vazdo do solvente,
tamanho da particula de sélido e duragdo do processo. Outros fatores
determinantes do processo de extracdo sdo o poder de solubilizagdo e a
seletividade do solvente com relacdo aos componentes de interesse e a
capacidade de difusdo destes no fluido (REVERCHON et al. 2006). E
uma técnica que consiste em utilizar fluidos com valores de massa
especifica préximos aos dos liquidos, associados a difusividade
intermedidria entre gases e liquidos e viscosidades baixas (BRUNNER,
2004), fazendo com que as taxas de extracdo e rendimento do extrato
sejam altos devido ao aumento do poder de penetracdo do gds na matriz
s6lida, devido a sua baixa viscosidade e ao grande poder de solvatacdo
por causa dos altos valores de massa especifica.

A escolha do solvente a ser utilizado na ESC € fundamental para
0 bom desempenho do processo, pois 0 mesmo deve possuir bom poder
de solvatagdo, ser inerte e facilmente separado do produto, ser
relativamente barato, ter pressdo e temperatura criticas amenas por
razdes econdmicas e de qualidade. Além disso, para ser empregado na
inddstria de alimentos deve ser atdxico, ndo carcinogénico, ndo
inflamdvel, seguro ao meio ambiente e disponivel (REVERCHON;
ADAMI, CAPUTO, 2006).
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3.3.3.1 CO; supercritico

O CO, é um solvente atrativo para aplicagdo em alimentos. Ele é
completamente miscivel com hidrocarbonetos de baixo peso molecular e
compostos organicos oxigenados, possui alta volatilidade se comparado
aos compostos organicos, facilitando a recuperagdo do produto, boas
propriedades de transporte, como baixa viscosidade e alto coeficiente de
difusdo, baixo gasto de energia para separagdo soluto-solvente, e suas
propriedades de solvatagdo no estado supercritico sdo melhores do que
no estado liquido, solubilizando assim um maior nimero de compostos
(FILIPPI, 1982). Ele é facilmente disponivel em alta pureza, barato e
apresenta temperatura e pressdo criticas relativamente baixas (Tc =
31,1°C e Pc = 73,8 bar), conforme mostra a Figura 10 (BRUNNER,
1994).

Em valores de pressdo préximos ao de pressdo critica, com o
aumento da temperatura, o fluido apresenta valores de difusividade
semelhantes ao do gds. Quando comparada com a do fluido no estado
liquido apresenta uma capacidade de transporte de massa de 10-100
vezes maior (SCHNEIDER, 1983).

A viscosidade do CO, préximo a regido critica possui valores
tipicos dos gases, até mesmo nas zonas de altas pressoes entre 300-400
bar sua viscosidade apresenta valores inferiores aos dos solventes
organicos liquidos.
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Figura 10 Diagrama de fase pressido-temperatura (PT) para CO,
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O aumento da temperatura acarreta uma diminuicdo da
viscosidade que quando aliada as caracteristicas de difusividade e ainda
de tensdo superficial do gds, proporcionam ao solvente uma alta
capacidade de penetracdo em micro poros, o que implica em um
aumento muito expressivo nas taxas de transferéncias de massas
(MOYLER, 1993).

3.3.3.2 Curva de extragdo

As curvas de extragdo sdo divididas em tré€s partes:

1. Etapa 1: taxa de extracdo constante (CER): onde a superficie
externa das particulas estd completamente coberta em O6leo,
devido a transferéncia de massa por convecgao na fase fluida.

2. Etapa 2: taxa de extracdo decrescente (FER): onde comecam as
falhas na camada superficial do 6leo que cobre as particulas,
devido aos efeitos convectivos na fase fluida e os difusionais na
fase sélida.

3. Etapa 3: taxa de extracdo controlada pela difusdo no sélido:
predominio do fendomeno difusional.

@uantidade total de extrato no sdlido

1]
Difuszional

artidade de extrato

Qu

Tempo, quantidade de solvente

Figura 11 Curva tipica de extragcdo segundo Brunner (1994).
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A curva da Figura 11 € demonstrativa dos processos onde o
sOlido possui uma alta concentracdo inicial de extrato. Durante a
primeira parte da extracdo (CER), as particulas da matriz sélida se
encontram completamente envoltas por uma camada superficial de dleo,
devido a ruptura das paredes celulares com a trituragdo, fazendo com
que a extracdo seja caracterizada pela transferéncia de massa por
conveccdao (BRUNNER, 1994).

A Etapa FER ¢€ resultado de processos onde a concentra¢ao inicial
de soluto na matriz sélida € baixa ou o soluto estd inacessivel ao
solvente (BRUNNER, 1994). Dessa maneira, o processo difusional
comega a controlar a transferéncia de massa, pois o solvente encontra
espacos livres para penetracdo na matriz sélida, solubilizacido do soluto,
e posterior difusdo da mistura 6leo-solvente para a superficie da
particula. Em ambos os casos, a resisténcia interna a transferéncia de
massa é dominante desde o inicio do processo (SOVOVA, 1994).

A Etapa 3 é a de taxa quase nula de extracdo. Nesta etapa a
inclinacdo da curva diminui e o tragado se aproxima assintoticamente do
valor que representa o contetido teérico de 6leo extraivel (SOVOVA,
1994).

3.3.3.3 Rendimento

A quantidade percentual de material extraivel por ESC de uma
determinada matéria-prima, ou rendimento global, serd denominado X,
e calculada conforme a Equacdo 3.1.

X,=(m )x 100 Eq3.1

soluto / Mynatéria— prima

Onde X, € o rendimento global de extracio, mg,p,, € @ massa de
extrato obtida apés o processo de extragdo, Mmyaeria-prima € @ Massa de
amostra utilizada no processo.

O valor de Xy, no entanto, ndo depende apenas das caracteristicas
da matéria-prima, mas também da forma com que os compostos nela
presentes interagem com o solvente. Isto significa que as propriedades
do solvente também influem no valor de X,. Entre estas propriedades
estd a densidade do solvente, que afeta diretamente o seu poder de
solvatagdo (MARTINEZ, 2005).
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3.4 Modelagem matematica

A modelagem matematica de curvas globais de ESC tem sido
empregada por varios autores com o objetivo de reproduzir dados
experimentais existentes, e a partir deles ajustar pardmetros com 0s
quais se possam simular processos de extragdo em outras escalas e
condi¢des operacionais. Sendo assim, a modelagem matematica de
dados experimentais de ESC consiste numa ferramenta muito util, uma
vez que tem como principal objetivo a determinacio de parametros para
design de processo, tais como dimensdes de equipamentos, vazdo de
solvente e tamanho de particula (MARTINEZ et al. 2003). Existem na
literatura modelos empiricos baseados no formato das curvas de
extracdo experimentais, mas a maioria dos modelos parte do balango de
massa do processo (MARTINEZ, 2005). Alguns dos modelos
matemadticos de curvas de ESC estdo apresentados a seguir.

3.4.1 Modelo de Sovova (1994)

Neste modelo a transferéncia de massa interfacial ocorre de
formas diferentes, dependendo da disponibilidade ou nédo de soluto de
facil acesso ao solvente. A modelagem € feita para a transferéncia de
massa no processo de extracdo de 6leos com fluido supercritico, onde é
assumida a existéncia de dois periodos no processo de extra¢do: no
primeiro o 6leo de ficil acesso é removido a uma taxa constante, € no
segundo a resisténcia interna a transferéncia de massa controla o
processo, correspondendo a extracdo do 6leo de dificil acesso, presente
no interior da matriz sélida.

O modelo de Sovovd (1994) emprega o coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida para descrever o periodo de taxa de
extracdo constante (CER) considerando que o soluto de facil acesso
(Xp), disponivel na superficie das particulas sdlidas vai se esgotando ao
longo do leito, o coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida
para descrever a etapa na qual a resisténcia a transferéncia de massa é
dominada pela difusdo aonde o soluto de fécil acesso vai se esgotando
ao longo do leito iniciando a extrac¢do de soluto de dificil acesso (Xk) na
etapa (FER) e, na dltima etapa, quando os solutos de dificil, presentes no
interior das particulas sélidas, sdo retirados a etapa é controlada pela

resisténcia interna a transferéncia de massa, sendo chamada de etapa
difusional. As seguintes equacdes descrevem as etapas do processo.
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= Periodo de taxa constante de extracdo (CER), onde t < tcgr
My =Y * [] —exp(-Z) ]Qcozt Eq3.2

= Periodo de taxa decrescente de extracdo (FER), onde tcgg <t <
tFER

My =Y * [t —IcEr eXP(ZW - Z) ]Qcoz Eq 3.3

= Periodo controlado pela difusdo, onde t > tggr

(W) (WO
= N|{ Xg —}_ln 1+ exp| *o l —1|exp s
\ W e ) L.

i [y

Onde m,, ¢ a massa de extrato, tcggr € a duracdo da etapa de
extracdo constante, N € a massa de matéria-prima livre de soluto, Y* € a
solubilidade, Qco, € a vazdo média do solvente, X, é a razdo massica
inicial de soluto na fase sélida, Xy é a razdo massica de soluto no
interior de células intactas e W € um pardmetro para o periodo de taxa
de extracdo lenta.

3.4.2 Modelo de Martinez et al. (2003)

O modelo de Martinez et al. (2003) considera que para o processo
de extragdo, deve ser levado em conta a variacdo da composicdo do
extrato ao longo da extra¢do, de forma que se possa otimizar o processo
para a obtencdo dos compostos de interesse. O modelo é relativo a
sistemas multicomponentes e pode ser aplicado considerando o extrato
como um pseudocomponente ou uma mistura de substancias ou grupos
de componentes com estrutura quimica similar. Segundo os autores, a
aplicacdo do modelo considera o 6leo como um tnico componente e
também como uma mistura complexa de compostos.

O modelo logistico considera o balango de massa na fase sélida e
na fase fluida, dentro do leito de extracdo. O acimulo e a dispersido na
fase fluida sdo negligenciados, pois se assume que ambos os efeitos néo
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tém influéncia significativa no processo quando comparados a
convecgdo. O termo de transferéncia de massa interfacial é representado
por uma das solucdes da equacio logistica (MARTINEZ et al. 2003).

Neste modelo, quando o tempo tende ao infinito, a massa de
extrato tende a um valor fixo, assintoticamente. Este valor fixo pode ser
considerado como o total de massa extraivel, para determinadas
condi¢des operacionais de processo, sendo a expressdo do modelo
direcionada para um pseudocomponente apenas. (MARTINEZ et al.
2003; MARTINEZ, 2005).

O Modelo Logistico LM aplicado as curvas de extracfo resulta na
Equagdo 3.5.

My, (h=H,t)= my {]+ exp(btm)

oxp(bim) +exp[b(tm—t)]—]}

Eq3.5

Sendo my a massa total de extrato disponivel no sélido, mey € a
massa do 6leo extraida, t € o tempo de extracdo, b e tm s@o pardmetros
ajustaveis do modelo e tm corresponde ao instante em que a taxa de
extracdo de cada grupo de compostos ou um tnico pseudocomposto
alcancou seu maximo valor (MARTINEZ et al. 2003).

3.4.3 Modelo da Segunda Lei de Fick adaptado por Crank (1975)

O Modelo da Segunda Le de Fick adaptado por Crank (1975)
considera a transferéncia de massa como uma analogia a transferéncia
de calor, onde cada particula sélida (corpo sélido que contém o 6leo a
ser extraido) € como um corpo quente que perde calor para o meio
(solvente supercritico) com o tempo e as substincias a serem extraidas
encontra-se  uniformemente  distribuidas na  particula  sélida
(REVERCHON, 1997).

A equagdo € obtida através da andlise do balanco de massa na
superficie interna da particula e baseada na Segunda Lei de Fick para a
difusdo (Equacdo 3.6).

2

ot ox
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Onde o coeficiente de difusdo ndo depende da composi¢do. C
concentra¢do nas dimensdes de uma quantidade de substincia, t
tempo, D € o coeficiente de difusdo nas dimensdes, e x € a posi¢ao.

A Segunda Lei de Fick considera o fluxo de massa proporcional
ao gradiente de concentracdo dentro do sélido. Crank (1975) propds
uma solucdo analitica para a Lei de Fick, considerando distribui¢do de
umidade inicial uniforme e auséncia de qualquer resisténcia térmica.

A representagdo da difus@o da massa de uma substancia através
de uma particula é obtida por Crank através de correlacdes e
demonstrada conforme a Equacéo 3.7:

(€N

=1 [ —n’n’Dit |
M, =mg| 1 —— En—lexp —Q I Eq3.7
T n-l \ ¥ !

Onde: m., é a massa do extrato, my € a massa inicial do soluto, t
€ o tempo, D € igual a D¢s que corresponde ao coeficiente de difusdo, r
€ o raio da particula sé6lida e n € um niimero inteiro.

3.5 Viabilidade econémica da implementacao do processo

O Brasil possui a maior biodiversidade de espécies de plantas
conhecidas do mundo (entre 55.000-350.000 espécies), sendo que o pais
€ reconhecidamente competente e possui tradi¢do na produgdo agricola,
agregando qualidade e custo em quantidade suficiente para a demanda
de producdo, além de possuir inimeros estudos de processos com ESC
para a obtencdo de extratos oriundos de produtos naturais. Porém,
nenhuma unidade operacional de ESC em escala industrial funciona no
pais (ROSA; MEIRELES, 2005).

Devido ao potencial uso do extrato de eucalipto em diversas
formulagdes cosméticas, farmac€uticas e de alimentos e ao fato de que
as condi¢des de processo devem satisfazer tanto aspectos de qualidade
quanto econdmicos, a influéncia das condig¢des operacionais sobre o
custo de manufatura do extrato e sobre o retorno financeiro do
investimento tem em seu conhecimento fundamental importancia.

Apesar de a ESC ser um processo vidvel para a obtenc¢éo de uma
série de extratos de qualidade, o investimento inicial para a
implementacdo desse processo € considerado extremamente caro devido
aos equipamentos que operam a altas pressdes. O desenvolvimento de
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equipamentos em escala industrial traz como consequéncia a diminuicao
considerdvel dos custos de viabilizacdo deste tipo de projeto (ROSA;
MEIRELES, 2005).

Na extracdo de material sélido, os processos tipicamente operam
em batelada e algumas consideracdes devem ser feitas. Nestes
processos, a unidade deve ser carregada, descarregada, limpa e todas
essas etapas tém um impacto na taxa de producio.

No Brasil, o estudo realizado por Rosa e Meireles (2005)
apresentou uma metodologia simplificada para determinar os custos de
manufatura de extratos obtidos por tecnologia supercritica. Os autores
basearam-se na metodologia descrita por Turton et al (1998). O ponto
de partida para os célculos foi o custo de uma unidade de extracio de
tamanho e configuracdo padrio, isto é, comumente utilizada na inddstria
para o processamento de ervas, condimentos, pigmentos naturais, dentre
outros. O critério de ampliacdo de escala utilizado foi baseado na
hipétese de que o desempenho da unidade industrial € o mesmo da
unidade de laboratério, se forem mantidos constantes o tamanho de
particulas, a densidade do leito e a relacdo entre a massa da matriz s6lida
e a vazdo de CO,. O custo estimado pela metodologia é o custo de
manufatura e ndo o custo de venda do produto.






4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado em quatro etapas. 1) Coleta,
identificacdo e preparo da matéria-prima; 2) Obtencdo do 6leo essencial;
3) Estudo das cinéticas de extragdo e viabilidade econdomica do processo
e 4) Caracterizac@o do extrato obtido.

4.1 Coleta, identificacao e preparo da matéria-prima
4.1.1 Coleta

As folhas de eucalipto foram coletadas em uma drea de
reflorestamento da regido norte do estado do Rio Grande do Sul, Brasil,
nos meses de fevereiro e marco de 2009, devidamente separadas dos
galhos e flores e armazenadas em sacos plésticos.

4.1.2 Identificacao da espécie de eucalipto

A espécie de eucalipto coletado foi identificada de acordo com os
procedimentos do Instituto de Botanica do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Dois ramos com galhos, flores, frutos e folhas de eucalipto foram
submetidos ao processo de secagem a temperatura ambiente em local
seco, por 24 horas, e depois de envoltos por folhas de jornal seco foram
submetidas ao Departamento para técnicas de comparacdo entre
ramifica¢des da familia Myrtaceae para identificacao da espécie.

4.1.3 Preparo

O preparo da matéria-prima foi realizado no Laboratério de
Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). As folhas foram preparadas com o
objetivo de se obter uma maior exposi¢do do soluto ao solvente de
acordo com os seguintes procedimentos:

4.1.3.1 Secagem

A secagem da matéria-prima foi efetuada de acordo com o
seguinte procedimento:
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e Secagem em estufa de circulagio a vicuo (De Leo, Porto
Alegre/RS), a 30°C até umidade constante.

Oitenta gramas de folhas de Eucalipto foram depositadas em
formas metdlicas de modo que tivesse todo o seu leito superior
disponivel para contato com o ar quente de circulagcdo. Apds a passagem
de uma hora, as folhas eram viradas do lado contrario. As folhas secas
sdo mostradas na Figura 12.

Figura 12 Folhas de eucalipto ap6s a secagem

4.1.3.2 Moagem

A moagem da matéria-prima foi efetuada de acordo com o
seguinte procedimento:

e Moagem das folhas em moinho de facas (De Leo, Porto
Alegre/RS), seguido de peneiramento em agitador de peneiras
(Bertel Indistria Metaldrgica Ltda, Caieiras/SP). A granulometria
utilizada para os experimentos foi de -16 a +80 mesh.

¢ Qs tamanhos de particulas avaliados, obtidos das peneiras do
equipamento utilizado, foram de (180; 212; 300; 500) (mm/um) e
todos os tamanhos obtidos misturados em propor¢des iguais,
sendo esta mistura chamada de (all), também mensurada em
(mm/pm).

As folhas moidas sdo mostradas na Figura 13.
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4.1.3.3 Congelamento

O congelamento da matéria-prima foi realizado de acordo com o
seguinte procedimento:

¢ Congelamento em freezer (Brastemp, modelo 260) sob
temperatura inferior a -10°C.

Figura 13 Folhas de eucalipto ap6s a moagem

4.1.3.4 Umidade

Foi determinada a umidade das folhas em estufa a 105°C durante
3 horas de acordo com o método, de Perda por Dessecacio
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Cinco gramas de amostra foram medidas por gravimetria em
pesa-filtro tarado, previamente aquecido em estufa a 105°C por 1 hora,
resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado. Os pesa-
filtros com as amostras foram aquecidos em estufa a 105°C por 3 horas,
resfriados em dessecador até a temperatura ambiente e pesados. Essa
operagdo de aquecimento e resfriamento € repetida até peso constante da
amostra. Foi realizado procedimento em duplicata. Para o cdlculo da
umidade a seguinte equacgdo foi empregada:

u(%)=100x N/ P Eq 4.1

onde N ¢ a diferencga entre o peso inicial e o peso final da amostrae P é
0 peso inicial da amostra.
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4.2 Obtencao do extrato de folhas de eucalipto

Todos os procedimentos de extracdo para a obtencdo do extrato
de eucalipto foram realizados no LATESC da UFSC a fim de avaliar o
rendimento em cada processo de extragdo e melhores solventes para a
obtenc¢do do 6leo essencial de eucalipto.

Os extratos foram organizados de acordo com a Tabela 3.

4.2.1. Hidrodestilacao

A extracdo pelo método de Hidrodestilagdo foi realizada de
acordo com o proposto por Wasicky, (1963), foi realizada em duplicata
colocando-se 50 g de amostra de folhas de eucalipto devidamente
preparada em baldo de 1.000 mL de fundo chato adicionado de 700 mL
de dgua destilada sobre manta de aquecimento (Fisotom, modelo
EKX2600) com temperatura de 100°C, conectado a um condensador
acoplado a um banho termostitico (Microquimica, modelo MQBTZ99-
19) com temperatura de 10°C por um periodo de 6 horas. Apds esse
periodo, o 6leo foi coletado em frasco de vidro por diferenca de
densidade e pesado em balanca analitica (AS200, OHAUS, Florham
Park/NJ) e armazenados em freezer a uma temperatura inferior a -10°C.

Foram realizados ensaios em duplicata com todos os tamanhos de
particulas obtidos apds o peneiramento das amostras oriundas da
moagem, a fim de avaliar possiveis diferencas de rendimento entre as
amostras.

O rendimento do 6leo extraido foi calculado conforme a Equacgéo
3.2.

4.2.2. Extracao com solventes organicos

Foram realizados experimentos em duplicada com amostras com
todos os tamanhos de particulas misturados em propor¢des iguais
(all)(mm/pm), para extracdo Soxhlet com os seguintes solventes: dgua,
acetato de etila, diclorometano, etanol e hexano de acordo com AOAC
(1990).

Cinco gramas de folhas de eucalipto devidamente preparadas e
150 mL de solvente foram colocados dentro de um aparato Soxhlet de
500 mL e mantido sob refluxo por 4 horas. O solvente foi removido
através de um evaporador rotatério (Fisatom, modelo 802) acoplado de
controlador de vacuo (Nova Técnica, modelo NT 613, Piracicaba/SP) e,
em seguida, os frascos foram pesados em balanca analitica e
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armazenados em freezer a uma temperatura inferior a -10°C. O célculo
de rendimento foi realizado de acordo com a Equacédo 3.2

4.2.3. Extracao supercritica

A ESC foi aplicada através de uma série de técnicas para
obtengdo do extrato e andlise dos parimetros que envolvem o0s
fendmenos do processo.
4.2.3.1 Parametros da ESC

Os parametros que envolvem a ESC sdo essenciais para a andlise
da cinética das curvas de extracdo e foram obtidos conforme os dados
que seguem.

4.2.3.1.1 Didmetro médio de particulas

O didmetro médio de particulas foi determinado utilizando o
cdlculo proposto por Gomide (1983), conforme a Equagio 4.2.

d, = Zn:Ml./dl. > av/dl Eq4.2
/

Al=m; /M Eq 4.3

Onde, d, € o didmetro médio superficial das particulas em cm; my;
¢ a massa de amostra retida na peneira em g; M é a massa total de
amostra em g; d; € o diametro médio da peneira em cm; n é o nimero
total de fragdes.

4.2.3.1.2 Densidade real e aparente

A densidade aparente (pa) do leito de particulas de folhas de
eucalipto foi determinada de acordo com a relacdo entre a massa de
amostra utilizada nas extragdes pelo volume do leito de extracdo,
conforme célculos expressos no Apéndice A.
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m
p — amostra/ Eq 4.4
“ Vleito

Sendo, p, a densidade aparente em g/cm3; Mymestra @ quantidade de
amostra inicial colocada no leito de extracdo em g; Vi, 0 volume do
leito.

A densidade real (pr) foi determinada através de metodologia
especifica em Equipamento Micromeritics AccuPyc II 134 gas
picnometer em gés hélio do LATESC.

4.2.3.1.3 Densidade do CO,

A densidade do solvente supercritico (p_CO,) foi calculada
através da Equacdo de Angus; Armstrong; de Reuck, (1976) para cada
condi¢do experimental utilizada através de planilha elaborada em Excel.

4.2.3.2 Equipamento de ESC

Foi utilizada a planta de ESC do LATESC, que opera com
pressdes na faixa de 80-300 bar e vazio de CO, na faixa de 0,1-2,0 kg/h.
A planta € constituida de um cilindro de CO, com tubo pescador (White
Martins Ltda.) que alimenta a linha de extragdo imersa em banho
termostdtico (Thermo Haake, modelo C10-K10) que opera com
temperatura inferior a 0°C, bomba (Maximotor, modelo M111 CO,)
alimentada por ar comprimido e filtrado. A pressdo impressa no sistema
de extra¢do é regulada através de uma vélvula V1 (Tecsom Cat 26-
1761-24-161). O extrator constitui-se de um cilindro encamisado de aco
inox com extremidades rosqueadas de 33,5 cm de comprimento e 2,042
cm de didmetro interno e volume interno de 100 mL. A temperatura
aplicada no sistema de extracdo € mantida constante através de um
banho termostatico (Thermo Haake, modelo DC30-B30). As valvulas do
sistema encontram-se imersas em banho termostdtico (Microquimica,
modelo MQBTZ99-20) que opera com temperatura na faixa de 60°C. A
linha de saida do extrator é conectada a V3 (Sitec Microvalve, modelo
710.3012) e em seguida a V4 (Sitec Shutoff Valve, modelo 710.3010)
onde ¢é realizada a medida da vazdo de CO,. O 6leo obtido é coletado em
frascos ambar. As Figuras 14 e 15 apresentam a planta de extragéo
descrita que foi utilizada nos experimentos.
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Preparagio do Solverte Extragie ¢ Recuperagio do Extrato

E: Extrator; VT: Vilvula de controle da fregiiéncia da bomba; V1: Vilvula
reguladora de pressiio (back pressure); V2: Vilvula da entrada do extrator; V3:
Vilvula macrométrica da saida do extrator; V4: Vilvula micrométrica de saida
do extrator; PI: Mandmetro de controle do cilindro (WIKA do Brasil, PI: Cat
233.50.10); PI2: Mandmetro de controle da bomba (WIKA do Brasil, PI: Cat
233.50.10); PI3: Manémetro de controle do extrator (WIKA do Brasil, PL: Cat
233.50.10); TI: Coniroladores de temperatura; FI: Rotimetro; BC: Bomba de
co-solvente: VR: Vilvula de retengio da bomba de co-solvente.

Figura 15 Diagrama do processo de ESC
Fonte: Biscaia (2007)
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4.2.3.3 Obtencio do 6leo essencial utilizando fluido supercritico

Foram realizadas extragdes em duplicata. Cinco gramas de
amostra foram medidas por gravimetria com o objetivo de formar uma
altura no leito com pelo menos o dobro do diametro do extrator, com
todos os tamanhos de particulas misturados (all)(mm/um), devidamente
preparada, a qual se observou com altura de 5,13 cm no leito de
extracdo. Utilizou-se uma vazdo de 0,5 kg/h de CO,. Apds a coleta do
6leo, os frascos foram pesados em balanca analitica e armazenados em
freezer a uma temperatura inferior a -10°C.

O tempo de extragdo foi obtido mediante teste preliminar. Foi
realizada extracido na condi¢do experimental de 150 bar e 30°C, onde se
observou a Curva de Cinética de Extracdo (Rendimento x Tempo). O
tempo foi definido a partir da estabilizacdo da etapa difusional da curva
(Apéndice A).

O rendimento global de extracdo foi obtido através dos
experimentos onde foram consideradas as condi¢cdes experimentais de
interesse para o estudo, de acordo o planejamento experimental
mostrado na Tabela 2.

Foram realizados procedimentos em duplicata para cada condi¢do
experimental, realizando um planejamento experimental 2% com ponto
central, a fim de avaliar o rendimento, obtido a partir da Equacéo 3.2.

Tabela 2 Condigdes experimentais testadas no procedimento de ESC

Variaveis Variaveis Pressao Temperatura
codificadas de P codificadas de T (bar) (°C)
-1 -1 150 30
+1 -1 250 30
0 0 200 40
-1 +1 150 50
+1 +1 250 50

As curvas de cinética de extracdo foram realizadas para todas as
condi¢bes experimentais do planejamento a fim de avaliar o melhor
ajuste dos pardmetros de processo para cada uma delas.

Para cada condi¢o a coleta do soluto extraido foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados, sendo o extrato pesado em
balanga analitica, de forma a determinar a massa de 6leo obtida em
funcdo do tempo de experimento. A massa de extrato retida na linha do
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extrator foi recuperada mediante solucio na passagem de dlcool etilico
pela mesma e apds, separada do mesmo e pesada juntamente com a
massa de extrato obtida no frasco ambar.

A Tabela 3 apresenta um resumo dos experimentos realizados
para a obtencdo de 6leo essencial de folhas de eucalipto através das
técnicas apresentadas.

Tabela 3 Resumo dos extratos obtidos através dos métodos aplicados

Extr. Procedimento Condicao de obtencao
1 Hidrodestilacao -
2 Soxhlet Acetato de etila
3 Soxhlet Agua
4 Soxhlet Diclorometano
5 Soxhlet Etanol
6 Soxhlet Hexano
7 ESC 150-30
8 ESC 150-50
9 ESC 200-40
10 ESC 250-30
11 ESC 250-50

4.3 Estudo das cinéticas de extracao e viabilidade econdomica do
processo

4.3.1 Estudo das cinéticas de extracao

A modelagem matemadtica das curvas de extracdo foi realizada a
fim de avaliar cada modelo no melhor ajuste as curvas experimentais de
ESC de 6leo de folhas de eucalipto.

Foram utilizados os Modelos propostos por Sovovd (1994),
Martinez et al. (2003) e da Segunda Lei de Fick adaptado por Crank
(1975) adaptado por Reverchon (1997). Os parametros de processo
necessdrios para a aplicacdo dos modelos propostos foram determinados
experimentalmente ou estimados com base na literatura disponivel.

Na aplicacdo dos modelos o parAmetro X, foi considerado como
dado experimental caracteristico da condi¢@o operacional da curva a ser
modelada, sendo definido como 10 % superior ao valor final de
rendimento global (em termos de massa de extrato/massa de substrato,
g/g) obtido para o respectivo experimento, conforme descrito por
Martinez (2005).
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Foi utilizado o programa computacional Fortran para a
modelagem realizada com os Modelos de Sovovd (1994) e Martinez et
al. (2003) para a obten¢do dos dados modelados e parametros ajustados.
A obtencdo de dados e valores de pardmetros ajustados para o Modelo
da Segunda Lei de Fick adaptado por Crank (1975) foi feita utilizando o
programa computacional Mass Transfer desenvolvido por Correia et al.
(20006).

4.3.2 Viabilidade econéomica do processo

A estimativa de custos da ESC do 6leo de eucalipto foi realizada
com o auxilio do software Tecanalysis (ROSA; MEIRELES, 2005),
desenvolvido pelo Laboratério de Separacdes Fisicas (LASEFI) do
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). O célculo do custo de manufatura é
realizado de acordo com os parametros exigidos pelo software com os
respectivos valores baseados nos resultados obtidos nesse trabalho e em
dados existentes na literatura.

4.4 Caracterizacao do extrato

Para a avalia¢do do potencial quimico e bioldgico dos extratos de
eucalipto obtidos foram empregadas técnicas para avaliacio de sua
atividade antioxidante e aplicagdo como inibidor de reacdo enzimdtica
indesejdvel em alimentos.

4.4.1 Atividade Antioxidante (AA)

Para a determinagdo da Atividade Antioxidante (AA) dos
extratos, os mesmos foram submetidos a anélises de acordo com a
metodologia de determinacdo do radical DPPH (1,1-diphenyl-2picryl
hydrazyl), no LATESC da UFSC.

O experimento foi constituido da incubagdo por 30 minutos a
37°C do extrato em uma solucdo etandlica de DPPH na concentracdo de
0,3 nM, com posterior leitura de absorbancia em 517 nm, de acordo com
Mensor (2001).

A solucdo estoque da amostra (1,0 mg/mL) foi diluida em
concentragdes de 250 e 125 mL de 4cido gélico (AG). O percentual de
inibicdo da amostra testada sobre os radicais DPPH foi calculado através
da conversdo em porcentagem de Atividade Antioxidante (AA) segundo
a Equacgdo 4.4. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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AA = 100 —|(Abs e — ADS prunes )X 100 / Abs pppy | Eq 4.4

Onde AA ¢ a Atividade Antioxidante em %; AbS,mesua € a leitura
de absorbancia realizada para a amostra em nm; AbSpnco € a leitura de
absorbancia realizada para a amostra em branco em nm e Abspppy € a
leitura de absorbancia realizada para a amostra de controle em nm.

4.4.2 Determinacao do teor de fenélicos totais

O método foi realizado no LATESC da UFSC de acordo com a
metodologia de Folin-Ciocalteu descrito por Peschel et al. (2005), de
acordo com os seguintes procedimentos, todos em duplicata:

¢ Reativo de Folin-Denis: adiciounou-se 750 mL de dgua destilada
a uma mistura de 100 g de tungstato de s6dio (Na,WO,2H,0), 20
g de 4cido do fosfomolibdico e 50 mL de 4cido ortofosférico
(H5P0O,). Ferveu-se em refluxo durante 2 horas, esfriou-se e
diluiu-se para uma proporgado de 1:1;

e Solucdo saturada de carbono de sédio (Na,COs); adicionou-se
350 g de carbonato de s6dio a 1000 mL de dgua destilada a 80°C.
Esfriopu-se durante 12 horas. Semeou-se a soluc¢dio supersaturada
de cristais de Na,CO;.2H,0;

¢ Solucdo padrao de 4dcido tanico: pesou-se 0,1 g de 4cido tanico e
diluiu-se para 100 mL com dgua destilada. Transferiu-se uma
aliquota de 10 mL para um baldo de 100 mL e completou-se o
volume com 4gua destilada. Usou-se esta solugdo para a
montagem da curva padrdo.

Para a preparagdo da curva padrio, pipetou-se aliquotas de 1, 2,
4, 6, 8 e 10 mL da soluc¢do padrio de 4cido tinico para baldes de 100
mL contendo 75 mL de dgua destilada. Adicionou-se 5 mL do reagente
Folin-Denis e 10 mL da solucio de carbonato de sédio e diluiu-se até a
marca dos 100 mL com 4dgua destilada. Homogeneizou-se e deixou-se
em repouso por 30 min. Filtrou-se e determinou-se a absorbancia a 760
nm. As solucdes

Construiu-se a curva padrio (absorbéncia versus concentracdo de
taninos). Para a execugfo do ensaio, diluiu-se o extrato para 100 mL em
baldo volumétrico. Pipetou-se 1 mL dessa solu¢do em outro baldo de
100 mL. Pipetou-se 5 mL do reagente Folin-Denis e 10 mL da solucdo
saturada de carbonato de sédio. Completou-se o volume com &gua
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destilada, homogeneizou-se e esperou-se 30 min. Fez-se um branco em
paralelo.Filtrou-se a amostra e o branco. Efetuou-se a leitura no
espectofotdometro (Spectronic Unicam, modelo Genesys 10 vis,
NY/USA) a 760 nm.

Para célculo da quantidade de fendlicos (em TAE) empregou-se a
Equagao 4.5

Fendlicos Totais (8 148) = leitura (MG/mL) x 10
(1008 cxtraro) peso da amostra (g)

Eq4.5

Onde: leitura = concentrag@o de 4cido tanico obtida do gréfico da
curva padrio de 4cido tAnico referente a absorbancia lida para a amostra.

4.4.3 Teste de inibicio de peroxidase em vegetais

O procedimento de inibicdo da peroxidase iniciou com a
higieniza¢do das folhas de alface organica, provenientes de Antdnio
Carlos — SC, com agua corrente. Dez gramas das folhas foram cortadas,
lavadas, trituradas e homogeneizadas, 30 mL de dgua destilada foi
adicionada na homogeneizacio, a mistura foi filtrada e centrifugada a
10000g por 15 minutos em uma centrifuga para tubos (Quimis — Q222T)
e o sobrenadante constituiu a fonte de enzima para o experimento.

A segunda parte foi a preparag¢do do substrato a partir da mistura
de 10 mL de guaiacol 1%, com 10 mL de H,O, 0,3% e 100 mL de
solucdo tampdo de fosfato de sdédio, por fim preparou-se a reacdo que
contém 2,87 mL da mistura do substrato, 0,1 mL da fonte de enzima e
0,03 mL de solugdo antioxidante MIC 0,13 mL/100 (v/v), 2 X MIC e/ou
4 X MIC, o branco foi feito substituindo a solug@o antioxidante por dgua
destilada e as andlises foram feitas em duplicata. Optou-se por realizar
este procedimento utilizando-se a concentracdo de 4 X MIC, pois na
metodologia utilizada esta concentracdo ndo foi testada em folhas de
alface comum.

A atividade da peroxidase foi determinada utilizando um
espectrofotdmetro UV-VIS (Femto 800 XI) no comprimento de onda de
470 nm. O resultado foi expresso em porcentagem de peroxidase inibida
e esse valor foi comparado com a porcentagem de inibicdo quando é
utilizada uma solucdo contendo dcido ascérbico (0,017 g/100 g) ao invés
do antioxidante proveniente do 6leo essencial.
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4.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos quanto ao rendimento e a qualidade dos
extratos foram avaliados estatisticamente através de andlise de variancia
(ANOVA) a um nivel de significancia de 95%.

Os resultados analisados que apresentaram niveis de significincia
maiores do que 5% foram analisados através do Teste de Tukey para a
apura¢do e quantificacdo das mesmas.

Gréficos de superficie de resposta, curvas de contorno e equagdes
polinomiais de segunda ordem foram geradas para expressar a
dependéncia das varidveis de resposta (X, polaridade e ECsy) em
relacdo aos fatores (P e T) avaliados nos ensaios de rendimento. Em
todas as andlises o valor de 5 % foi utilizado para o nivel de
significancia (a = 0,05), sendo que toda a andlise estatistica foi realizada
através do software Statistica versdo 6.0 (Statsoft Inc., USA).

As tabelas e graficos de ANOVA e Teste de Tukey obtidas para
os tratamentos estatisticos aplicados estdo demonstradas no Apéndice C.






5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao e preparo da matéria-prima

Os resultados referentes ao preparo da matéria-prima serdo
apresentados nesta secdo.

5.1.1 Identificacao da espécie estudada

Apds a metodologia aplicada pelo Instituto de Botinica da
UEFSM, foi identificada a espécie E. dives, pertencente ao género
Eucaliptus da familia Myrtaceae (Anexo I).

Apesar de ter sido difundida no Brasil pelo extrativismo de sua
madeira, a espécie E. dives é estudada pela composi¢do de seu 6leo
essencial. Segundo a Tabela 1, algumas espécies foram catalogadas
como fonte de 6leo medicinal, devido ao seu alto teor de citronelal e
outras espécies como fonte de dleo industrial devido aos altos teores de
piperitona. O local da plantag@o e seu respectivo clima, caracteristicas
do solo e ambiente podem influenciar diretamente a composi¢do do dleo
essencial de suas folhas.

5.1.2 Secagem da matéria-prima

A Figura 16 mostra a curva de secagem da matéria-prima obtida,
sendo a massa de amostra em g x tempo de secagem em h.

A curva demonstra um comportamento caracteristico de secagem
para folhas, tendo sua umidade estabilizada apds aproximadamente 18
horas de exposi¢do a uma temperatura de 30°C, conforme os dados
experimentais do Apéndice E.

A transferéncia de calor para evaporar o liquido e a transferéncia
de massa da umidade interna e do liquido evaporado sdo fatores que
regem a intensidade do processo, pois sdo eles que determinam a
velocidade do processo de secagem (SHERWOOD, 1929).

A secagem é um processo crucial & prepara¢do adequada dos
produtos naturais, que objetiva diminuir consideravelmente o teor de
umidade destes. Valores elevados de umidade favorecem o
desenvolvimento de fungos e bactérias, bem como possibilitam a
atividade hidrolitica de diversas enzimas presentes nas células vegetais,
levando a degradacio dos principios ativos (SIMOES, 2004).
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Figura 16 Curva de secagem das folhas de eucalipto
5.1.3 Umidade

A Tabela 4 demonstra os valores obtidos através do teste de
umidade da matéria-prima estudada.

Tabela 4 Valores para umidade das folhas de eucalipto

Amostras
Tempo (h) 1. Massa (g) 2. Massa (g)
0 45,2 44,05
2 23,18 22,54
3 23,13 22,25
Umidade (%) 51,18 50,51
Média (%) 50,8 + 0,7

Castro et al. (2008) encontraram teores de umidade para folhas de
E. citriodora entre 52-60% para amostras coletadas em fevereiro e
teores de 44-50% para amostras coletadas em agosto.

A determinacdo da umidade das amostras frescas utilizadas em
processos de extracdo de dleos essenciais é de extrema importincia,
sendo que esta, em termos de massa absoluta de material imido, pode
conduzir a rendimentos diferentes e levar a interpretacdes distintas com
relacdo aos mesmos (FABROWSKI, 2002; apud CASTRO et al. 2008).
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5.2 Obtencao do dleo essencial de folhas de eucalipto

As andlises de rendimento do extrato de folhas de eucalipto
obtido pelos diferentes métodos de extragdo empregados t&m seus
valores mostrados nesta secao.

5.2.1 Hidrodestilacao

Foram realizados experimentos em duplicata para obten¢do do
6leo essencial das folhas de eucalipto através da hidrodestilagdo, a fim
de avaliar o rendimento e também a diferenca de rendimento entre
particulas de diferentes tamanhos. Os resultados encontram-se na Tabela
5.

Tabela 5 Rendimento para extrato das folhas de eucalipto obtido por

hidrodestilagdo
Hidrodestilacdo Particula (mm/pm) Xo(%)
500 2,6"+04
300 2*+0,0
Folhas de eucalipto 212 24%°+0,4
180 2,6"+04
all 2,1°+0,1

" Letras iguais ndo diferem significativamente (p > 0,05).

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
rendimentos dos extratos obtidos de folhas de eucalipto com diferentes
tamanhos de particulas, sendo o valor encontrado para p na andlise de
variancia de 0,7856. Assim, pode-se afirmar que a obtencdo do dleo
essencial de folhas de eucalipto ndo € influenciada pelo tamanho da
particula de matéria-prima, sendo estas menores do que 500 mm/pm.

Isso foi levado em conta para a realizacdo dos demais
experimentos do presente trabalho. Nas extracdes com solventes
organicos (Soxhlet) e na ESC foram utilizadas amostras “all”, ou seja,
com todos os tamanhos de particulas misturados em proporgdes iguais
para cada procedimento.

Pereira; Gherini; Sholl (2007) encontraram rendimento de 0,3%
para extrato obtido de folhas de E. grandis através de hidrodestilacio e
rendimento de 1,0% para extrato obtido de folhas de E.citriodora por
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hidrodestilacdo. Canzi et al. (2009) obtiveram rendimento de extrato de
folhas de E. grandis e de E. citriodora por hidrodestilacdo de 0,13% e
de 0,11%, respectivamente. Franco et al. (2005) encontraram
rendimento de 6,1% para extrato de folhas de E. cinerea através de
hidrodestilagao.

Apesar de variados, os rendimentos de extratos obtidos através de
hidrodestilacdo sdo considerados muito baixos quando comparados com
outras técnicas. Isso acontece devido ao processo ser submetido a altas
temperaturas, onde ocorrem perdas considerdveis de compostos volateis
presentes nas amostras, a utilizacdo de vapor d’dgua como um solvente
de baixa seletividade, ndo carregando consigo compostos que sio
retidos a matriz sélida da amostra e também devido ao processo de
separacdo do 6leo e da dgua no final do processo acontecer através da
diferenca de densidade de ambos, onde o erro amostral é muito grande
se comparado ao volume de extrato obtido.

5.2.2 Extracao com solventes organicos

A avaliagdo do rendimento do extrato de eucalipto através do
processo de extracdo com solventes orgdnicos — Soxhlet deu-se em
duplicata através da utilizacdo de solventes com diferentes niveis de
polaridade. Os solventes utilizados foram hexano, diclorometano,
acetato de etila, etanol e dgua sendo que os indices de polaridade dos
mesmos sdo 0; 3,1; 4,4; 5,2 e 9,0; respectivamente.

A polaridade definida como a habilidade da molécula em
participar de interacdes de todas as espécies com outras moléculas de
polaridade similar (BARWICK, 1997).

A Tabela 6 apresenta os valores para rendimento global de
extrato de folhas de eucalipto obtido através do processo de extracdo
com solventes organicos pelo método de Soxhlet, sendo que a Figura 17
apresenta uma compara¢do dos mesmos com o rendimento global obtido
através da hidrodestilagao.

Os resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 e na Figura 13
mostram que o rendimento mais elevado obtido através das extragdes
com solventes organicos por Soxhlet foi com o solvente etanol (27,0 +
0,4%) e o mais baixo com o solvente hexano (14,1 + 0,2%), além do
valor mais baixo encontrado para hidrodestilacdo (2,1 £ 0,1%). Na
comparagdo entre o rendimento global obtido com a polaridade de cada
solvente utilizado ndo pode se estabelecer uma regra, pois os resultados
oscilaram de forma irregular em comparagdo a ordem de polaridade dos
solventes.
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Segundo a ANOVA houve diferenca significativa no rendimento
global de extracdo de acordo com o solvente empregado (p = 0,0346),
ou seja, de acordo com o solvente utilizado na técnica de extracio
Soxhlet ha diferenca significativa no rendimento de dleo essencial de

folhas de eucalipto a ser obtido.

Tabela 6 Rendimento para extrato de folhas de eucalipto obtido através
de Soxhlet com diferentes solventes organicos

Soxhlet Solventes'” Polaridade Rendimento médio (%) ©
C¢H,4 0 14,1°+0,2
CH,Cl, 3,1 21+ 1,0
gl d s C,H;0, 4.4 215% 417
eucalipto
C,HO 5,2 27,0+ 0,4
H,O 9,0 26 +4,0

m C¢H,, = Hexano; CH,Cl, = Diclorometano; C,HzO, = Acetato de etila; C,HsO
= Etanol; H,O = Agua. ® Letras iguais ndo diferem significativamente (p >

0,05).
30,00 -
_ 2592 27,04
X
= 21,76 21,50
o
2
c
£
£ 14,11
B 15,00 ’
Q
3
I 2’12
0,00 ||
H20 CH2CI2 C2H60 CoH14 C4H802 Hidrodest.
Solventes

Figura 17 Grafico de rendimentos globais para extrato de folhas de
eucalipto obtidos através de Soxhlet com diferentes solventes orginicos
e por hidrodestilagio
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Aplicando-se o Teste de Tukey para a verificacdo de onde estdo
as diferencas significativas, observou-se que os solventes etanol e dgua,
que obtiveram os maiores rendimentos nas extragdes, diferiram
significativamente do solvente hexano, que obteve o menor rendimento.

Na avaliagdo dos rendimentos globais através da extragdo
Soxhlet, os mais altos rendimentos obtidos foram com os solventes
C,H¢O, CH,Cl,, C4HgO; e H,O o que indica que as folhas de eucalipto
possuem grande quantidade de compostos com polaridade intermedidria
e alta (3,1 a 9,0), devido ao maior rendimento e, consequentemente,
maior afinidade entre os mesmos. A Figura 18 mostra o rendimento
global obtido em fung¢do da polaridade dos solventes empregados.

Quando ¢é comparado o rendimento global obtido por
hidrodestilacio com o rendimento global obtido através de Soxhlet
utilizando dgua como solvente, hd uma grande diferenca nos resultados.
Isso se deve a utilizacdo do solvente em seu ponto de ebulicdo com
refluxo periédico na extracdo Soxhlet. Além disso, a matriz sélida fica
aprisionada em um espago menor podendo o solvente alcancar espacos
da matriz com maior facilidade e envolta por uma protecdo sdlida
garantindo, nesta condi¢io, menor tensdo superficial do solvente do que
na hidrodestilagdo. O refluxo constante facilita maior apreensido de
compostos voldteis, o que ndo ocorre na hidrodestilacao.

acetato de etila

b ——

® Polaridade
H @ Rendimento (%)

etanol

diclorometano _ =,
4gua _
|

0,0 5,0 10,0 150 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 18 Grafico de médias e desvios padrdes de rendimento global
para os solventes orgnicos utilizados nas extragdes Soxhlet

Silva; Brito; Junior (2006) realizaram extracdes com diferentes
espécies de folhas de eucalipto utilizando hexano e 4gua como solventes
avaliando o desempenho do rendimento de acordo com a época do ano
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em que as amostras fossem coletadas. Os maiores rendimentos foram
obtidos para amostras das espécies de E. camaldulensis e E. citriodora
coletadas no verdo e que utilizaram dgua como solvente com 12 e 25%
de rendimento, respectivamente. Para os extratos obtidos utilizando
hexano como solvente, os valores de rendimento foram baixos,
independente da época de coleta das amostras: os valores variaram de
0,6-2,5%.

Morrow; Fox (1980) avaliaram o rendimento de extrato de folhas
de eucalipto afetadas por pragas em diversos estdgios de crescimento
utilizando Soxhlet como técnica de extracdo. Amostras de E. viminalis,
E. stellulata e E. pauciflora obtiveram rendimentos, na sua melhor
forma, de 6,42 = 1,06%; 6,05 + 0,20% e 8,46 + 1,04%, respectivamente,
utilizando etanol como solvente.

5.2.3 Extracao supercritica

A avaliacdo de rendimento global para o extrato de folhas de
eucalipto obtido através de ESC foi realizada levando em conta o
planejamento experimental e as condi¢cdes experimentais propostas na
metodologia, bem como o tempo de extracdo 6timo encontrado no teste
prévio.

A solubilidade, a seletividade e o rendimento do processo sdao
funcdes das condicdes de operacdo (pressdo e temperatura) e, como
consequéncia, da densidade do solvente. A Tabela 7 apresenta as
médias, desvios padrdes e resultados do teste de Tukey do rendimento
global (X) da ESC em funcéo das diferentes condi¢des de pressao (P) e
temperatura (T) empregadas com as respectivas massas especificas do
CO; (p) obtidas a partir da equacdo de Angus; Armstrong; de Reuck,
(1976), caracteristicos para as condicdes de temperatura e pressiao
empregadas na extracdo do OE de folhas de eucalipto calculada
conforme a se¢do 4.2.3.1.3.

O maior rendimento encontrado através da ESC foi de 27 + 4%
para a condi¢do de 250 bar e 30°C e o menor foi de 9,9 + 0,6% para a
condic@o de 250 bar e 50°C. A Figura 19 demonstra o rendimento global
da extragdo do extrato das folhas de eucalipto para cada condic¢do
testada no planejamento experimental. Na andlise de varidncia, os
fatores pressdo x rendimento (p = 0,0119) e temperatura x rendimento (p
= 0,03193) apresentaram diferenga significativa nos rendimentos globais
obtidos.
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Tabela 7 Rendimentos globais de ESC nas condigdes experimentais

testadas

ESC P (bar) TCC) p_CO,kgm)V Xy (%)?
150 30 847.8 14°+1,0

d
Condicdo 250 30 919,0 274+ 4,0
experimental 200 40 841,5 16" + 8,0
150 50 584,5 12°+1,0
250 50 827.5 9,9 + 0,6

m ANGUS; ARMSTRONG; DE REUCK, (1976); @ Letras iguais ndo diferem
significativamente (p > 0,05).

z

Quando o fator pressdao x rendimento € analisado, os extratos
obtidos na condi¢@o de 150 bar ndo apresentaram diferenca significativa.
Os extratos obtidos nas condi¢des de 250 bar apresentaram diferenga
significativa, sendo que o maior rendimento em todas as condigdes
experimentais testadas foi obtido utilizando 250 bar e 30°C. Quando o
fator temperatura x rendimento € analisado, os extratos obtidos nas
condi¢des de 30°C apresentaram diferenga significativa e os extratos
obtidos na condi¢do de 50°C ndo apresentaram diferenca significativa. O
extrato obtido na condi¢do de 200 bar e 40°C apresentou diferenca
significativa apenas em relago ao extrato obtido na condigdo de 250 bar
e 30°C.

Porta et al. (1999) encontraram melhores valores de rendimento
para 6leo essencial de eucalipto obtido através de ESC na condic¢do de
90 bar e 50°C, com posterior fracionamento do 6leo, de 28,5%.

De acordo com os dados obtidos por Rodrigues et al. (2003) para
rendimento de Oleo essencial de erva-doce, o aumento isotérmico da
pressao resultou no significativo aumento do rendimento global de dleo
essencial. Mantida a condi¢do de temperatura de 30°C, obteve-se um
aumento no rendimento de 3,13x10 (kg soluto / kg CO,) na pressdo de
80 bar para 10,67x107 (kg soluto / kg CO,) na pressdo de 180 bar.



79

35

30
25

20

15

10

5* B
0 , , , ,

150/30 250/30 200/40 150/50 250/50
P(bar)/T(C)

X0(%)

Figura 19 Grifico de rendimentos globais de ESC nas condicdes
experimentais testadas

De acordo com a Figura 19 para a condi¢do de pressdao de 150
bar, o valor para o rendimento diminui de 14 + 1% para 12 + 1% de
acordo com a elevagdo da temperatura de 30°C para 50°C. O mesmo
ocorre quando é avaliada a condi¢do de 250 bar, onde o valor para
rendimento diminui de 27 + 4% para 9,9 £+ 0,6%. Isso acontece devido
ao poder de solvatacdo do solvente supercritico aumentar com a
diminuicdo da temperatura, enquanto que a pressido de vapor do soluto
aumenta com a temperatura aumentando a sua solubilizacdo. De acordo
com a Tabela 7, a diminui¢do do rendimento com o aumento da
temperatura de 30°C para 50°C pode ser explicado pela diminui¢do da
densidade do solvente de 847,8 kg/m’ para 584,5 kg/m’ na condicio de
150 bar e de 919,0 kg/m’ para 827,5 kg/m’ na condicdo de 250 bar.

A Figura 20 analisa a influéncia que a pressdo e a temperatura
exercem sobre o rendimento global dos extratos. A superficie indica que
os maiores rendimentos tendem a ser obtidos com pressdes acima de
200 bar. Porém, quando o fator analisado € a temperatura, os maiores
valores encontrados para rendimento estdo em faixas de temperatura
acima de 40°C. Assim, os valores encontrados demonstram que nem
sempre as maiores pressdes e menores temperaturas obtém maiores
rendimentos de extraco.
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Figura 20 Superficie de resposta da influéncia da temperatura e da
pressdo no rendimento global da extrag@o supercritica do extrato de
folhas de eucalipto

A linearidade do modelo que expressa a dependéncia do
rendimento do processo com a temperatura (T) e a pressdo (P) é
representada pela equacdo 5.1.

Xo(g) =-40,0254 + 0,1098T + 0,8271P Eq5.1

As Figuras 21, 22, 23 e 24 mostram curvas de extracdo onde sdo
observados os efeitos da pressdo e temperatura sobre o rendimento da
extragdo.

As Figuras 25 e 26 apresentam a influéncia que a densidade do
CO, exerce mediante as pressdes e temperaturas empregadas no
processo sobre o rendimento global de extragéo.
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Figura 21 Curvas de extrac¢do obtidas a 150 bar nas temperaturas de
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Figura 22 Curvas de extrac¢do obtidas a 250 bar nas temperaturas de
30°C e 50°C

De acordo com as Figuras 21 e 22 o poder de solvatagdo do
solvente sofre influéncia da temperatura mediante dois mecanismos:
densidade do solvente e pressdo de vapor do soluto. Com o aumento
isobdrico da temperatura ocorre a reducdo da densidade do solvente,
porém também o aumento da pressdo de vapor do soluto. Na pressdo de
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250 bar a variagdo da densidade com a temperatura € mais moderada, e a
pressdo de vapor do soluto passa a ser o fator dominante (Brunner,
1994). Como esses efeitos sdo contrdrios a influéncia da temperatura na
curva de extracdo é ditada pelo efeito dominante sobre o poder de
solvatagdo do solvente.
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Figura 23 Curvas de extragdo obtidas a 30°C nas pressdes de 150 bar e

250 bar
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Figura 24 Curvas de extragdo obtidas a 50°C nas pressdes de 150 bar e
250 bar
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De acordo com a Figura 23, o aumento da pressdo ocasionou
aumento no rendimento da extrag@o. Isso se dd devido ao aumento da
massa especifica do solvente supercritico, aumentando o poder de
solvatacdo deste nos compostos extraiveis do O6leo. Porém, um
comportamento contrdrio € mostrado na Figura 24. O aumento da
pressdo de 150 bar para 250 bar ocasiona uma diminui¢do, embora
pequena, de rendimento.

5.3 Estudo das cinéticas de extracao e viabilidade econémica do
processo

5.3.1 Estudo das cinéticas de extracao

Os modelos matemdticos empregados para a descri¢do das curvas
de extracdo obtidas nas diferentes condi¢des empregadas foram os
Modelos de Sovova (1994), Martinez et al (2003) e da Segunda Lei de
Fick adaptado por Crank (1975) adaptado por Reverchon (1997).

Para a modelagem do processo de extragdo € necessdrio o
conhecimento das varidveis do processo. Na Tabela 8 sdo apresentadas
as varidveis das condi¢des operacionais empregadas nos experimentos
realizados obtidas experimentalmente ou estimadas de acordo com a
literatura, de acordo com a metodologia apresentada.

As Figuras 27, 28, 29, 30 e 31 apresentam os dados experimentais
e modelados obtidos para a ESC de dleo essencial de folhas de eucalipto
de acordo com as varidveis de processo apresentadas na Tabela 8.
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Tabela 8 Varidveis das condi¢des operacionais testadas empregadas no
processo de ESC

T P
(OC) (bar) p_p(l) q_COZ(Z) Hb(3) Db(4) Dp(5) mﬂ(ﬁ) y*(3) X0(9) p_C02

30 150 0,25 833 8,65 2,001 0,003 11,97 0,0018 14 0,848
50 150 0,25 833 8§15 2,01 0,003 10,09 0,0018 12 0,584
40 200 025 833 49 2,01 0,003 5,07 00016 16 0,842
30 250 0,25 833 495 2,01 0,003 5,02 00028 27 0,919
50 250 0,25 833 505 2,01 0,003 5,71 0,0015 99 0,828

D p_p: densidade da matriz sélida a ser extraida (g/cm®) determinada de acordo com
asecdo 4.2.3.1.2;
@ q_CO,: vazio do solvente supercritico (g/min) de acordo com a secio 4.2.3.3;
® Hb: altura do leito de extracio preenchido com a matriz sélida para cada
experimento realizado (cm);
@ Db: didmetro do leito de extragdo (cm);
® Dp: diametro médio da particula de matéria-prima (cm) de acordo com o
Apéndice A;

) my: massa total de matéria-prima utilizada no leito de extracio para cada
experimento (g);
® y*: solubilidade da matriz sélida no solvente supercritico de acordo com o
Apéndice F;
© X,: rendimento global de extragio;
19 _CO,: densidade do solvente supercritico (g/m°).
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Figura 25 Curvas de ESC de extrato de folhas de eucalipto
experimental e modeladas para a condi¢do de pressdo de 150 bar e de
temperatura de 30°C
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Figura 26 Curvas de ESC de extrato de folhas de eucalipto
experimental e modeladas para a condicdo de pressao de 250 bar e de
temperatura de 30°C
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Figura 27 Curvas de ESC de extrato de folhas de eucalipto
experimental e modeladas para a condi¢@o de pressdo de 200 bar e de
temperatura de 40°C
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Figura 28 Curvas de ESC de extrato de folhas de eucalipto
experimental e modeladas para a condicdo de pressao de 150 bar e de
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As Figuras 27, 28, 29, 30 e 31 apresentam as curvas de extragio
dos experimentos 7, 8, 9, 10 e 11 e as curvas resultantes dos modelos
empregados: Sovova (1994), Martinez et al (2003) e da Segunda Lei de
Fick adaptado por Crank (1975) adaptado por Reverchon (1997). As
curvas sio expostas em fun¢do da massa acumulada de 6leo essencial de
folhas de eucalipto versus o tempo de extracdo. As condigdes de
operagdo foram apresentadas na Tabela 3 e os parimetros cinéticos na
Tabela 8.

A Tabela 9 apresenta os coeficientes, pardmetros ajustiveis e
Erros Médios Quadraticos (EMQ) dos modelos aplicados nas curvas de
ESC de 6leo essencial de folhas de eucalipto.

Todas as condic¢des testadas apresentaram curvas de extracdo com
um comportamento caracteristico. A etapa de taxa de extracdo constante
(CER) pode ser identificada em todas as condi¢des que corresponde, de
um modo geral, do perfodo inicial até 60 minutos, com excecdo da
condi¢io de 150 bar e 30°C que apresentou um tempo maior. De acordo
com Sovové (1994), esta etapa, o processo € controlado pela convecgao
na fase fluida (solvente + extrato), e a distdncia em relag@o ao equilibrio
€ a forca motriz para a transferéncia de massa.

Através da visualizacdo das curvas modeladas obtidas e dos EMQ
apresentados, pode-se dizer que o modelo que obteve melhor ajuste as
curvas de ESC foi o Modelo de Martinez et al (2003), que obteve os
menores valores para EMQ em todas as curvas de ESC testadas.

O parametro ajustdvel do modelo da Segunda Lei de Fick
adaptado por Crank (1975) é baseado no coeficiente de difusdo do
soluto na matriz sélida. Porém, como o processo de transferéncia de
massa ndao é apenas difusivo, o valor, embora representativo € com o
mesmo significado fisico, ndo é real.

No modelo de Martinez et al (2003) o parametro t,, corresponde
ao momento no qual a taxa de extracdo alcanga o seu maior valor.
Porém, quando o valor para este parAmetro é negativo o mesmo passa a
ndo ter mais significado fisico. Assim, a taxa de extracdo passa a ter o
seu valor maximo no momento inicial da extragdo. O modelo é baseado
no balango diferencial de massa dentro do leito de extracdo, sendo
considerados os fendmenos de transferéncia de massa nas fases sélida e
fluida.

Para se fazer o balanco de massa durante o processo de SFE, o
sistema € considerado como um leito cilindrico formado por particulas
da matéria-prima dispostas de forma homogénea. Através do leito o
solvente escoa axialmente, retirando da matéria-prima o extrato
(MARTINEZ, 2005).
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O conhecimento da maioria das varidveis determinadas na Tabela
8 foi necessdrio especificamente para a aplicagdo do modelo de Sovovd
(1994). A solubilidade, densidade do solvente, dados especificos da
matéria-prima no leito da particula e alguns dados especificos da curva
de extra¢do a ser modelada sdo dados necessdrios para a aplicacdo do
modelo, calculado a partir da matéria-prima inerte.

Tabela 9 Parimetros ajustdveis e erros médios quadréticos obtidos
através de modelagem matemdtica das curvas de ESC de 6leo essencial
de folhas de eucalipto

Modelagem Condic¢oes experimentais [P (bar) / T (°C)]

Modelos Parametros 150/30  250/30  200/40  150/50  250/50

2% Lei Fick D (m*min) 7,65x10"" 4,65x107'° 4,98x10"" 2,94x10"" 3,12x10™"!

adap. Crank gy 0,070 0230 0,190 0076 0,033
(1975)

Martinezet b (min")  0,0981  0,1211  0,0743  0,0087  0,0093
al (2003) t, (min) -432,02 -1.118,9 -387,14 ~-113,10 -123,89
EMQ 0,019 0087 0,055 0,006 0,008

Sovovd X, 0,065 0,146 0,113 0054 0,096
(1994) kya (min) 0,064 3,551 0476 0064 0,160
kxa (min) 0,004 0012 0010 0,003 0,004

EMQ 0,047 0,144 0097 0013 0014

De acordo com os grificos apresentados os modelos de Sovova
(1994) e de Martinez et al (2003) apresentaram maior proximidade com
os dados experimentais na etapa CER. O Modelo da Segunda Lei de
Fick adaptado por Crank (1975) apresentou variacdes no ajuste dos
dados experimentais, sendo mais préximo o seu ajuste nos pontos das
curvas presentes na etapa difusional. J4 o modelo de Martinez et al
(2003) também apresentou maior proximidade com os dados
experimentais em ambas as etapas. O modelo apresentou os menores
valores de EMQ em todas as condi¢des experimentais testadas, sendo o
modelo mais indicado para ajuste dos dados em uma possivel ampliagio
de escala do processo.

Os valores obtidos para o parimetro ajustivel do Modelo da
Segunda Lei de Fick adaptado por Crank (1975) apresentaram desordem
quanto a condi¢o experimental empregada. O maior valor obtido foi na
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condigio de 250 bar e 30°C. O modelo baseia-se na transferéncia de
massa por difusdo, sendo os valores obtidos para esses pardmetros,
apesar de possuirem o mesmo significado fisico da difusdo na ESC,
incompletos, pois o processo de ESC ndo é exclusivamente difusivo.

Através da andlise dos pardmetros obtidos pelo Modelo de
Sovova (1994), o teor de 6leo de dificil acesso (Xy) apresenta maiores
valores nas condi¢cdes de maiores pressdes aplicadas, o que confirma
que o fator pressdo € determinante para a obtencdo deste dleo a partir da
etapa difusional. O maior valor foi obtido na condi¢do de maior pressao
e de menor temperatura. O coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida (kya) apresentou o maior valor na mesma condi¢do operacional,
sendo o mesmo distante dos demais. Esta constante ¢ afetada,
principalmente, pela velocidade de escoamento do fluido. Para o
parametro do coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (kxa),
a principal influéncia € a transferéncia de massa intraparticular, sendo o
diametro da particula sua principal referéncia. Os valores de kyxs foram
inferiores aos valores de kys em todas as condigdes experimentais
testadas.

Segundo Weinhold et al. (2008), o soluto localizado internamente
nas particulas tem mais dificuldade de ser dissolvido e, desta forma, leva
mais tempo para atravessar a interface entre o sélido e fluido que o
soluto localizado na superficie das particulas. Sendo assim, os valores
menores de kyxa obtidos indicam que a convecgdo € o fendmeno mais
representativo do que a difusdo no processo de ESC.

O bom ajuste do Modelo pode ser observado em todas as
condigdes testadas provavelmente aos dois Unicos pardmetros e por
levar em conta o balanco diferencial de massa dentro do leito
considerando os fendmenos de transferéncia de massa que ocorrem tanto
na fase s6lida quanto na fase fluida.

5.3.2 Viabilidade econémica do processo

A viabilidade econdmica do processo foi estimada de acordo com
o software Tecanalysis (ROSA; MEIRELES, 2005). As variaveis
necessdrias para a obtencdo das melhores condicdes para a
implementagdo do processo estdo expressas na Tabela 10.

O custo de manufatura (CUM) € determinado pela soma do custo
direto, do custo fixo e despesas gerais. Os custos diretos sdo
dependentes diretamente da produgdo e sdo compostos pelos custos de
matéria-prima, de utilidades, operadores, etc. Os trés componentes do
CUM da ESC sdo estimados em termos de cinco custos principais:
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matéria-prima, utilidades, operadores, investimento inicial e tratamento
de residuos. Cada custo possui um peso na composicio do CUM,
conforme demonstra a Equacgdo 5.2 (ROSA; MEIRELES, 2005).

CUM =0,304FRI +2,73COP + 1,23% (CUT + CTR + CMP) Eq5.2

Onde: CUM = custo de manufatura; FRI = fracdo de
investimento, COP = custo com operadores; CUT = custo com
utilidades; CTR = custo com tratamento de residuos; CMP = custo de
matéria-prima.

Tabela 10 Varidveis de processo para estimativa de viabilidade
econdmica para implantagio

N° Variaveis operacionais Valores

1 |Investimento inicial: valores de duas unidades com | 550.000,00 e
volumes de 100 L e 400 L, respectivamente segundo | 2.000.000,00
(ROSA; MEIRELES, 2005) (US$).
2 | Tenpo total de operagdo anual: 24 h/dia em 330 dias/ano 7.920
(h/ano).

3 |Custo operador: valor indicado por (ROSA; 3,00
MEIRELES, 2005) (US$/h).

4 | Custo com matéria-prima sélida: residuo da producdo 0
de madeira de eucalipto.

5 |Custo com transporte: considera-se que a extragdo de 0
6leo seria um setor das industrias processadoras de
madeira.

6 |Umidade inicial: conforme resultados obtidos na se¢do 50
5.1.3 (%).

7 |Umidade final: conforme resultados obtidos na secdo 4,8
5.1.3 (%).

8 |Custos de moagem e secagem: valor indicado por 30

(ROSA; MEIRELES, 2005) (US$/t de matéria-prima).
9 | Custo elétrico: valor indicado por (ROSA; MEIRELES, 0,0703
2005) (US$/Mcal).
10 | Custo de CO,: valor indicado por (ROSA; MEIRELES, 0,15
2005) (US$).
11 |Perda de CO,: valor indicado por (ROSA; MEIRELES, 2
2005) (%).
12 |Custo de refrigeracdo de dgua: valor indicado por 0,0837
(PEREIRA et al. 2007. ROSA; MEIRELES, 2005)
(US$/Mcal).
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13 | Custo de vapor saturado: valor indicado por (PEREIRA 0,0133
et al. 2007. ROSA; MEIRELES, 2005) (US$/Mcal).
14 | Depreciacdo: valor indicado por (ROSA; MEIRELES, 10
2005) (%/ano).
15 | Tempo de extragdo: de acordo com o tempo obtido no| Entre 10 e

teste preliminar (Apéndice G) (min). 240
16 | Temperatura e pressdo de operagdo: de acordo com os| 150 -50
resultados da se¢do 5.2.3 (bar — °C). 250 -30

17 |Vazado de CO,: de acordo com a vazdo utilizada nos -
experimentos (kg CO,/h) adaptada aos novos volumes
de extratores.

18 |Massa especifica do leito: conforme resultado expresso -
nesta se¢do e calculado no Apéndice B adaptado aos
extratores de maior escala.

19 |Pressdo de separacdo: pressdo onde considera-se que o 40
extrato estd na fase liquida (bar).
20 | Método de ampliacdo de escala: razdo entre a massa de| Conforme
extrato no tempo de extracdo pela quantidade de| condig¢do
matéria-prima
21 |Custo de tratamento de residuos: sem geracdo de 0
residuos.

Dessa forma foi calculada a estimativa de custos de
implementacdo de unidades de ESC para obtengdo de extrato de folhas
de eucalipto através de duas condicdes:

e 250 bar e 30°C: condi¢io de maior rendimento global de
extracao;
® 150 bar e 50°C: condigdo aplicada para fins de comparag@o.

Os volumes escolhidos para os dois extratores em série foram de
100 L e 400 L, também para fins de comparacio.

A Tabela 11 apresenta os dados de custos estimados para
implementacdo de duas unidades de extracdo de extrato de folhas de
eucalipto em série para cada volume, nos volumes de 100L e 400 L,
operando na condi¢do de 150 bar e 30°C.

A Tabela 12 apresenta os dados de custos estimados para
implementacdo de duas unidades de extracdo de extrato de folhas de
eucalipto em série para cada volume, nos volumes de 100 L e 400 L,
operando na condig¢do de 250 bar e 30°C.

As Figuras 32, 33, 34 e 35 demonstram as proporc¢des dos custos
estimados para cada fator nas determinadas condi¢cdes e uma posterior
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comparagdo entre as duas condi¢cdes na implementacio das unidades de
ESC.

A fracdo de investimento (FRI) é dependente do custo do
equipamento, o custo com operadores (COP) depende do que o
equipamento considerado requer, o custo de utilidades (CUT) depende
somente do custo de cada utilidade necessaria para o funcionamento das
unidades, o custo com matéria-prima (CMP) € influenciado pelo tempo,
pois o nimero de extra¢des € inversamente proporcional a este e o custo
com tratamento de residuos (CTR) néo foi considerado ja que o mesmo
possui valor zero. Desta forma, o custo com manufatura (CUM) pode
ser obtido através dos parametros apresentados. O custo especifico (CS)
€ o custo responsavel pela manufatura de 1 kg de 6leo.

Tabela 11 Custos estimados para implementacdo de unidade de ESC
para obtenc¢do de OE de folhas de eucalipto na condi¢@o de 150 bar e
50°C

Tempo FRI CMP COP CUT CUM CS

Extrator i) (US$/ano) (US$/ano) (US$/ano) (US$/ano) (USS$/ano) (US$/keses)

30 167.037,00 79.595,71 120.200,67 97.832,70 464.666,11 27,86
60 167.037,00 68.155,71 120.200,67 97.832,70 453.226,11 20,20
90 167.037,00 64.342,38 120.200,67 97.832,70 449.412,78 27,22
2x100L 120 167.037,00 62.435,71 120.200,67 97.832,70 447.506,11 32,60
150 167.037,00 61.291,71 120.200,67 97.832,70 446.362,11 37,39
180 167.037,00 60.529,04 120.200,67 97.832,70 445.599,44 42,50
210 167.037,00 59.984,28 120.200,67 97.832,70 445.054,68 48,79
240 167.037,00 59.575,71 120.200,67 97.832,70 444.646,11 55,23

30 607.407,40 148.235,74 120.200,67 97.832,70 973.676,49 14,50
60 607.407,40 102.474,72 120.200,67 97.832,70 927.916,78 10,34
90 607.407,40 87.222,38 120.200,67 97.832,70 912.663,14 13,82
120 607.407,40 79.595,71 120.200,67 97.832,70 905.036,47 16,50
150 607.407,40 75.019,71 120.200,67 97.832,70 900.460,47 18,86
180 607.407,40 71.969,04 120.200,67 97.832,70 897.409,80 2145
210 607.407,40 69.790,00 120.200,67 97.832,70 895.230.65 24,53
240 607.407,40 68.155,71 120.200,67 97.832,70 893.596,47 27,75

2x400L
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Para duas unidades de extragdo de 100 L em série, o investimento
inicial em equipamentos e instala¢des seria de US$ 550.000,00 e para
duas unidades de extracdo de 400 L em série, o investimento inicial em
equipamentos e instalagdes seria de US$ 2.000.000,00, segundo dados
de Rosa; Meireles, (2005).

De acordo com a Tabela 11, os menores valores para CS sdo
encontrados no tempo de 60 minutos de extragcdo, ou seja, no ponto onde
a ESC concentra a maior fracdo mdssica de OE com a menor demanda
de custos operacionais na condi¢do de 150 bar e 50°C, para os dois
volumes de extratores escolhidos, sendo visualizado na Figura 36.

Para a Tabela 12, os melhores valores de CS sdo encontrados no
tempo de 30 minutos de extragdo para a condi¢do de 250 bar e 30°C para
os dois volumes de extratores escolhidos, o que pode ser visualizado na
Figura 37.

Tabela 12 Custos estimados para implementacio de unidade de ESC
para obtencdo de extrato de folhas de eucalipto na condi¢io de 250 bar e
30°C

Tempo FRI CMP COP CUT CUM CS

Extrator " i) (US$/ano) (US$/ano) (US$/ano) (US$/ano) (US$/ano) (US$/kgees)

30 167.037,00 112.132,25 120.200,67 169.158,79 568.528,73 5,28
60 167.037,00 102.745,58 120.200,67 169.158,79 559.142,06 8,24
90 167.037,00 99.052,25 120.200,67 169.158,79 556.013,17 11,77
120 167.037,00 98.052,25 120.200,67 169.158,79 554.448,72 15,05
2x100L 150 167.037,00 97.113,58 120.200,67 169.158,79 553.510,06 18,04
180 167.037,00 96.487,80 120.200,67 169.158,79 552.884,28 21,03
210 167.037,00 95.040,82 120.200,67 169.158,79 552.437,30 23,76
240 167.037,00 95.705,58 120.200,67 169.158,79 552.102,06 27,04

30 607.407,40 168.452,27 120.200,67 169.158,79 1.065.219,11 2,47
60 607.407,40 130.905,59 120.200,67 169.158,79 1.027.672,43 3,78
90 607.407,40 118.390,03 120.200,67 169.158,79 1.015.156,87 5,37
120  607.407,40 112.132,25 120.200,67 169.158,79 1.008.899,05 6,85
2x400L 150 607.407,40 109.377,58 120.200,67 169.158,79 1.005.144,42 8,19
180 607.407,40 105.874,47 120.200,67 169.158,79 1.002.641,31 9,53
210 607.407,40 104.086,53 120.200,67 169.158,79 1.000.853,37 10,76
240 607.407,40 102.745,58 120.200,67 169.158,79 999.512,42 12,24
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Figura 30 Diagrama da divisdo de custos estimados para 2 extratores
de 100 L de ESC para obtencido de extrato de folhas de eucalipto na
condi¢io de 150 bar e 50°C e 60 minutos de processo
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Figura 31 Diagrama da divisdo de custos estimados para 2 extratores
de 400 L de ESC para obtencdo de extrato de folhas de eucalipto na
condi¢iio de 150 bar e 50°C e 60 minutos de processo
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Figura 32 Diagrama da divisdo de custos estimados para 2 extratores
de 100 L de ESC para obtencdo de extrato de folhas de eucalipto na
condi¢d@o de 250 bar e 30°C e 30 minutos de processo
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Figura 33 Diagrama da divisdo de custos estimados para 2 extratores
de 400 L de ESC para obtencido de extrato de folhas de eucalipto na
condi¢io de 250 bar e 30°C e 30 minutos de processo

De acordo com as Figuras 32 — 35, o fator FRI é o principal
responsdvel pelos custos de implementacdo das unidades de ESC, com
exce¢do das unidades de 100 L na condigdo de 250 bar e 30°C. Este
fator tende a ser maior quando o volume dos extratores também € maior,
sendo o fator majoritdrio das duas condi¢des quando os volumes dos
dois extratores é de 400 L. Os fatores CUT e COP s3o maiores quando
os volumes dos extratores sdo de 100 L, tendo considerdvel queda na
divisdo quando os volumes apresentam 400 L.
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Segundo Mezzomo (2008), o FRI representa a maior parte do
custo do processo por se tratar de um equipamento de alto custo devido
a complexidade do processo e do material constituinte. O alto
investimento se dd principalmente pela necessidade de serem feitos de
material resistente as altas pressdes empregadas no processo e
necessitarem de um bom aporte de energia para o bom funcionamento
da bomba, com 4dgua de resfriamento e vapor saturado, implicando
juntamente com o fator CUT e COP.
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Figura 34 Custo especifico do extrato de folhas de eucalipto em funcdo
da condigfio 150 bar e 50°C

30,00
°
25,00 + °
S 20,00 - ¢
= °
74
= 15,00 L] R
» °
O 10,00 A . A A
A A *
5,00 1 ° A ®2unx100L
A A 2unx400 L
0,00 T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270
Tempo de ESC (min)

Figura 35 Custo especifico do extrato de folhas de eucalipto em fungéo
da condig@o 250 bar e 30°C
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De acordo com as Figuras 36 e 37, os extratores de 400 L
apresentaram menores custos especificos nas duas condi¢des avaliadas.
Na condi¢do de 150 bar e 50°C, o menor valor foi atingido entre o
tempo de 50 e 60 minutos de ESC. Na condi¢io de 250 bar e 30°C, o
menor valor foi atingido até o tempo de 30 minutos de ESC.

O menor custo € atingido nos menores tempos devido ao
comportamento caracteristico da curva de extracdo que, a partir das 3
horas finais, apresenta pontos experimentais na etapa FER, que ¢é
difusional e praticamente linear.

Segundo Mattoso (2010), o preco de mercado do 6leo essencial
de eucalipto, onde os componentes majoritirios sejam o cineol,
citronelal e eucaliptol, é estimado em US$ 7,41/L de éleo. O valor é
confrontado por LINAX (2010), que informa que o preco de mercado
para venda do Oleo essencial de eucalipto, dependendo de sua
composi¢do, pode variar de US$ 7,00 a US$ 30,00.

Sendo assim é possivel afirmar que o processo de ESC para
obtenc¢do de extrato de folhas de eucalipto € mais vidvel utilizando entre
30 e 60 minutos de ESC e 2 equipamentos de 400 L em série na
condigio de 250 bar e 30°C, obtendo um custo especifico de manufatura
de US$ 3,78.

5.4 Caracterizacao dos extratos obtidos

5.4.1 Atividade antioxidante

A andlise de DPPH promoveu a avaliacdo dos antioxidantes
como possiveis sequestradores de radicais livres.

O valor de ECs foi calculado na faixa de concentragio de 5 a 250
pg/mL, a qual pertence a concentracdo de 50% de atividade antioxidante
(AA), por regressdo linear, ji que a curva de concentracdo de extrato
(ug/mL) versus AA (%) assemelha-se a uma linha reta nessa faixa,
como pode ser visto no Apéndice N. Quanto maior o decréscimo da
absorbancia, mais potente € a atividade antiradical do composto.

A Tabela 13 apresenta os resultados de AA (%) e os valores de
ECs (ug/mL) dos extratos de folhas de eucalipto, obtidos através de
hidrodestilacio, Soxhlet e para as condi¢gdes de ESC.
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Tabela 13 Dados de atividade antioxidante (AA%) e ECsy (ug/mL)
obtidos no extrato de folhas de eucalipto

Condiciio AA (%) " ECs, (ug/mL)
Hidrodestilacao
- 0,39+0,1 1.182 + 12
Soxhlet

Acetato de etila 30,58+ 0,4 162 +3
Agua 8,3"+0,7 719 + 10
Diclorometano 11°+1 300 + 24

Etanol 38,8"+0,8 59,4 +0,7
Hexano 15,1°+ 04 272 £8

ESC [P(bar / T(°C)]

150/30 21,6'+0,4 212 +10
250/30 18,8°+0,1 208 2
200/40 17 +2 214 +23

150/50 7,3°+0,3 713 + 150
250/50 16,7 0,1 216+9

M Letras iguais ndo diferem significativamente (p > 0,05)

Segundo a ANOVA houve diferenca significativa entre os valores
de AA (%) para alguns dos solventes ou condicdes de extracdo
empregadas (p = 0,000001). O maior valor de AA (%) obtido foi na
técnica de extragdo Soxhlet utilizando o solvente etanol sendo 0 mesmo
de 38,8 + 0,8%. Este valor foi significativamente diferente de todos os
outros valores obtidos para AA(%).

O Teste de Tukey apontou quais foram os solventes ou condi¢des
que obtiveram valores estatisticamente iguais, sendo que quando sio
comparados os valores de AA (%) obtidos pelos extratos de Soxhlet,
todos apontam diferencas significativas entre si e quando comparados os
valores de AA (%) obtidos pelos extratos de ESC, trés condicdes sao
estatisticamente iguais: a condi¢do de 250 bar e 30 °C que apresentou
um valor de 18,8 £ 0,1%; a condigio de 200 bar e 40°C que apresentou
um valor de 17,5 + 1,7% e a condig@o de 250 bar e 50°C que apresentou
um valor de 16,7 +0,1%.

O menor valor obtido para AA (%) foi na técnica de extracéo de
hidrodestilagc@o, onde foi encontrado um valor de 0,34 + 0,11%.

A Figura 37 demonstra os valores de AA (%) obtidos e seus
respectivos valores de ECs,.
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Figura 36 Valores obtidos para AA (%) e ECsy dos extratos de folhas
de eucalipto

Segundo a Figura 37, as atividades antioxidantes dos extratos
obtidos por ESC com CO, puro foram maiores nas temperaturas de 30°C
e 40°C. Porém, o maior valor para AA (%) foi obtido com o solvente
etanol no processo de extracdo Soxhlet, onde a temperatura do processo
¢ realizado com altas temperaturas. A pressdo de opera¢do ndo parece
ter exercido influéncia nos resultados de AA (%), visto que os valores
obtidos em maiores pressdes foram menores do que os valores obtidos
em pressdes menores.

Na avaliacdo da AA (%) obtida nos extratos de Soxhlet, a
polaridade do solvente também nao foi um fator decisivo, pois o maior
valor obtido foi com o solvente etanol, de polaridade média. Solventes
com polaridades muito altas, como a dgua, e com polaridades muito
baixas, como o hexano, ndo obtiveram bons resultados de AA (%).

Para os valores de ECsy apresentados pelas extragdes com
Soxhlet observa-se que apenas o etanol apresentou valor abaixo de 100
(ug/mL) de extrato, ou seja, para inibir 50% a atividade dos radicais
livres, a quantidade de extrato necessdria é inferior a 100 (ug/mL).
Comparando esse valor com os obtidos por extratos de ESC, conclui-se
que os extratos obtidos por Soxhlet sdo antioxidantes mais potentes.

As extracdes com etanol e acetato de etila apresentaram maiores
valores de atividade antioxidante na extracdo Soxhlet. A presenca de
compostos fendlicos em espécies da familia Myrtaceae, da qual faz

2

parte o género Eucalyptus, é relatada em estudos como o de Chang,
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(2000) e Gomes; Canhoto, (2003). Os extratos obtidos com
diclorometano e CO, por ESC apresentaram valores significativos,
porém menores do que com outros solventes. Ja os extratos obtidos por
dgua e por hidrodestilacio ndo apresentaram bons resultados de
atividade antioxidante. A alta temperatura utilizada no processo por um
longo periodo de tempo, a alta polaridade deste solvente e possiveis
hidrélises de ésteres e decomposi¢do de outros compostos podem ter
degradado os compostos de interesse.

Os valores obtidos para AA(%), com exce¢do a do extrato obtido
por hidrodestilacdo, mostram que os extratos de folhas de eucalipto
possuem potencial atividade antioxidante. Existe uma grande variagdo
entre os diferentes compostos na sua efetividade como antioxidantes.
Em vista da grande diversidade entre o nimero de ensaios
(metodologias) antioxidantes disponiveis, os resultados de um unico
ensaio podem apenas surgir a propriedade antioxidante do extrato. Logo,
vérios ensaios sdo necessarios para assegurar uma melhor comparacio
de resultados e provar assim a propriedade antioxidante de um extrato
(KANATT; SHANDER; CHARMA, 2005).

5.4.2 Teor de compostos fenélicos

Nas andlises com o reagente Folin-Ciocalteau as absorbancias
lidas foram relacionadas com a concentracdo existente na amostra
através da curva de 4cido gélico mostrada na Figura 38. A quantidade de
fendis totais € representada pela quantidade de gramas equivalentes de
acido galico pela quantidade de gramas da amostra.

O tipo de extragdo empregada e sua respectiva condi¢do
experimental determinaram a ordem de AA encontrada no grupo de
amostras analisadas. A diversidade e complexidade das misturas
naturais de compostos fendlicos no extrato herbiceo tornam dificil a
caracteriza¢do e comparagdo de suas atividades antioxidantes (Zheng;
Wang, 2001). A Tabela 14 apresenta os valores de compostos fendlicos
totais presentes nos extratos de folhas de eucalipto obtidos através das
técnicas de extragdo empregadas.
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Figura 37 Curva padrio de 4cido gélico

A Tabela 14 mostra que o extrato obtido através de Soxhlet
utilizando etanol como solvente apresentou o maior valor de
concentra¢io de compostos fendlicos, sendo este de 103,0 + 5.5 mg/g. O
menor valor observado pelo extrato obtido por ESC na condig¢do de 150
bar e 50°C, sendo este de 26,5 + 0,2 mg/g. Os maiores valores de
concentragdo de compostos fendlicos foram observados nos extratos
obtidos por extracdo Soxhlet pelos solventes etanol, 4gua e acetato de
etila. Apesar de ndo terem apresentado grande potencial de atividade
antioxidante, os extratos obtidos por hidrodestilacio e por Soxhlet
utilizando 4gua como solvente apresentaram boa concentragio de
compostos fendlicos. J4 os extratos obtidos por ESC nas diferentes
condi¢des empregadas apresentaram concentracio de compostos
fendlicos maiores nos extratos obtidos com maiores pressoes.

Segundo a ANOVA houve diferenca significativa entre os valores
de concentragcdo de compostos fendlicos em vdrios extratos obtidos (p =
0,000001). O Teste de Tukey apontou que os extratos obtidos por
extracdo Soxhlet utilizando diclorometano e hexano e o extrato obtido
por ESC na condigdo de 200 bar e 40°C apresentaram resultados
estatisticamente iguais. Da mesma forma os extratos obtidos por
hidrodestila¢do e por ESC na condi¢do de 150 bar e 50°C. Sendo assim,
percebe-se que os extratos possuem potencial concentracdo de
compostos fendlicos independente da forma de obten¢do dos mesmos.
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Tabela 14 Teor de compostos fendlicos presentes nos extratos de folhas
de eucalipto obtidos através das técnicas de extracdo empregadas

Extratos Compostos fenélicos (mg/g) "
Hidrodestilagio 31,8°+0,9
Soxhlet — Agua 99,9°+ 1,4
Soxhlet — Acetato de etila 80,95f + (0,007
Soxhlet — Diclorometano 622*+1.2
Soxhlet — Etanol 103,0°£5,2
Soxhlet — Hexano 68,6°+ 14
ESC - 150 bar e 30°C 50,8+ 3,8
ESC - 250 bar e 30°C 478+ 4,1
ESC - 200 bar e 40°C 63,7+ 0,2
ESC - 150 bar e 50°C 26,5°+£0,2
ESC - 250 bar e 50°C 56,0 £ 4,1

" Letras iguais ndo diferem significativamente (p > 0,05).

A relacdo entre atividade antioxidante e fendlicos totais mostra
que estes ndo sdo os Gnicos responsaveis pela atividade antioxidante de
um extrato. A diversidade e complexidade das misturas nos extratos das
plantas dificultam a caracterizacdo dos compostos e a determinacio de
sua atividade antioxidante. O sinergismo entre os antioxidantes em uma
mistura torna a atividade antioxidante dependente da concentrag¢do, bem
como da estrutura e interacdo entre os mesmos (DJERIDANE et al,
2006).

5.4.3 Teste de inibicio de peroxidase em vegetais

O teste de inibicdo de peroxidase em vegetais foi determinado
através da verificagdo da atividade de peroxidase em alfaces e posterior
comparagdo com dcido ascorbico, gerando a porcentagem de inibicdo. A
Tabela 15 apresenta os valores encontrados para inibicdo da acdo da
enzima peroxidase em alface através da aplica¢do dos extratos de folhas
de eucalipto obtidos pelas técnicas de extracdo apresentadas.



103

Tabela 15 Atividade de peroxidase e porcentagem de inibi¢do de
peroxidase em alface através de aplicacdo do extrato de folhas de
eucalipto obtido por diferentes técnicas de extracio

Extrato Atividz}de da % de Inibicao
Peroxidase

Hidrodestilagao 106 £ 16 0,00
Soxhlet Etanol 72 £12 27,5
Soxhlet Agua 32+ 14 67,9
Soxhlet Acetato de Etila 87 +13 12,5
Soxhlet Hexano 84 + 14 15,8
Soxhlet Diclorometano 92 +14 7,8
ESC 150 bar/30°C 97 £17 3,3
ESC 250 bar/30°C 67+13 32,6
ESC 200 bar/40°C 82+19 17,6
ESC 150 bar/50°C 118 £ 13 0,00
ESC 250 bar/50°C 93+9 7,0
Acido Ascérbico 40+ 14 60,0

A maior porcentagem de inibicdo de peroxidase em alface foi
obtida pelo extrato obtido por Soxhlet utilizando 4gua como solvente
com um valor de inibicdo de 67,9%. O valor foi maior do que o extrato
utilizado como comparacdo, o acido ascorbico, que possui poder de
inibi¢do de 60,0%. Porém, o extrato obtido através de hidrodestilagdo
nao apresentou poder de inibicdo apesar de também utilizar 4gua como
solvente.

Outros extratos apresentaram bom indice de inibicdo da
peroxidase como o extrato obtido por ESC nas condi¢des de 250 bar e
30°C (32,6%) e o extrato obtido através de Soxhlet utilizando etanol
como solvente (27,5%). Além do extrato obtido por hidrodestilacdo, o
extrato obtido por ESC nas condi¢des de 150 bar e 50°C néo apresentou
poder de inibicdo da peroxidase (0,00%). Os extratos obtidos por
Soxhlet utilizando diclorometano como solvente, ESC nas condicdes de
150 bar e 30°C e 250 bar e 50°C apresentaram baixos indices de poder
de inibi¢do da peroxidase em alface (< 10%).

Filho; Vieira, (2002), relatam que a peroxidase € amplamente
encontrada em matrizes vegetais e é formada através de interacdes
moleculares com os compostos fendlicos. Sendo assim, sua capacidade
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de interagir com outros compostos fendlicos a fim de formar novas
reacdes, como a de inibi¢do, é muito maior quando um componente
possui considerdvel teor de compostos fendlicos em sua composigao.

O é4cido ascorbico é amplamente utilizado como inibidor de
escurecimento enzimdtico em alimentos pela indudstria de processados
em geral como batatas, sucos e vegetais. Ao atingir valores préximos e
até maiores de inibicdo da acdo da enzima em alface, os extratos de
eucalipto mostram ser potenciais inibidores da enzima peroxidase em
alimentos.



6. CONCLUSOES

A aplicagdo de tecnologia supercritica para obtengao do
extrato de folhas de eucalipto provenientes do processamento
da madeira apresentou vantagens sobre outras técnicas
convencionais de extracdo quanto a nio geragcdo de residuo e
maior rendimento global de extra¢do na condicdo de 250 bar e
30°C. A espécie de eucalipto identificada apresentou potencial
antioxidante com a presenca de compostos fendlicos em seus
extratos, sendo capaz, também, de inibir reagdes enzimaticas
ndo desejaveis em alimentos, como a peroxidase. O solvente
organico etanol apresentou bom rendimento global de extragao
0 que o torna um potencial co-solvente no processo de ESC.

O Modelo Logistico de Martinez et al (2003)
apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais nas curvas
de extragcdo obtidas, tornando-se o mais indicado para estudos
de ampliagdo de escala do processo.

A implementacdo de uma unidade de ESC para
obtencdo de extrato de eucalipto € um processo vidvel
economicamente tendo o seu menor custo especifico de
producdo de 1 kg de extrato entre 30 e 60 minutos de operagao
na condicao de maior rendimento.






7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e FEstudo da influéncia de pardmetros de processo como
quantidade de massa a ser extraida e vazdo do solvente a ser
aplicada.

e Teste de condi¢des experimentais de ESC com maiores pressdes
para verificar se o rendimento global de extragdo é maior.

e Verificagdo do rendimento do 6leo essencial através de ESC
através da aplicacdo do co-solvente etanol, com o objetivo de se
obter maior quantidade de dleo.

¢ Identifica¢do do perfil quimico do 6leo essencial obtido e dos
componentes majoritirios para comparagdo com 6leos de outras
espécies e verificacdo do seu valor agregado.

e Aplicacdo de técnicas de fracionamento do extrato de folhas de
eucalipto com o objetivo de identificar compostos de interesse
para a inddstria de alimentos.

e Aplicacio do extrato como ingrediente real em alimentos
através de técnicas de separacdo de compostos aroméaticos
presentes no 6leo.
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ANEXOS

Anexo I: Laudo de identificacao da espécie de eucalipto fornecido
pela UFSM

DEPARTAMENTO DE BOTANICA
Codigo Tipo Secao Referéncia Plano
074843  Analiss 07b-T2 Myrtacese AB-25

LAUDD 4.876-091

Diata de recebiments: 27.10.2002
Solicitante: Luis Farnando Wentz Brum/UFSC
Amostra: Galha'ramaflor/ pénculaffoliar/falha ip7/folha ip2

Identificacio Quantificagio Espécie
Mbrtaceas Comparativa Eucalyptus

Sub especie
Dives

Santa aria, 14 de junho de 2010.

Thai= do Canto
CEB 13.887

Uresraiia i feird S Sanka Maris — Oi. SEiis — CAMOSD: Al 38 52— Sds I Moes [25] SRR, Srls Mars B8, SRWE0HR

Figura 38 Laudo de identificacdo de espécie de folha de eucalipto
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APENDICES

Apéndice A: Teste preliminar para verificacao do tempo de ESC

e Condigéo operacional: 150 bar e 30°C

1,4
1,2 4
* *
*
14 * *
a *
o 08 .o
[
% 06 .
£
044 *
0,2
*
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
t (min)

Figura 39 Curva de extrag¢do de OE de eucalipto obtida no teste
preliminar para verificagdo do tempo de ESC

Através da andlise da curva de extragdo obtida pode-se perceber
que a etapa difusional inicia-se apds 10 minutos, ocorrendo um leve
acréscimo no rendimento no tempo entre 150 e 200 minutos. Entre os
pontos dos tempos 200 e 250 minutos pode-se perceber uma linearidade
caracteristica da etapa difusional da curva de ESC.
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Apéndice B: Quadros de ANOVA e Teste de Tukey

¢ ANOVA de hidrodestilagdo entre rendimento para os 5 tamanhos
de particula:

Quadro 1 ANOVA para tamanhos de particula e rendimento de
hidrodestilagdo

Univariate Tests of Significance for Rendimento (Spreadsheet2) Sigma-restricted
parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. Of MS F p
Intercept (58,70072 1 58,70072 295,6787 0,000012
Particula |0,33829 4 0,08457 0,4260 0,785642
Error (0,99264 5 0,19853

e ANOVA de Soxhlet para rendimento

Quadro 2 ANOVA para rendimentos Soxhlet

Univariate Tests of Significance for Rendimento (Spreadsheet4) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F p
Intercept |4869,348 |1 4869,348 |592,3612 0,000002
Solvente (206,605 4 51,651 6,2834 0,034600

Error 41,101 5 8,220
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e Teste de Tukey de Soxhlet para rendimento

Quadro 3 Teste de Tukey para rendimento Soxhlet

Tukey HSD test; variable Rendimento (Spreadsheet4)
Homogenous Groups, alpha = ,05000 Error: Between
MS = 8,2202, df = 5,0000

Solvente Rendimento 1 2
4 4 14,11000 st
5 5 21,50300 - ——
2 2 21,76000 ok sk kok
1 1 25,92000 Hokokk
3 3 27,04000 sokox

e ANOVA para rendimento e pressdo de ESC

Quadro 4 ANOVA para rendimento e pressido de ESC

Univariate Tests of Significance for Rendimento (%) (Spreadsheetl) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F P
Intercept  (3080,265 |1 3080,265 |90,86820 0,000029
Pressao (bar) (315,249 |2 157,624 4,64994  |0,031904

Error 237,287 7 33,898
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e ANOVA para rendimento e temperatura de ESC

Quadro 5 ANOVA para rendimento e temperatura de ESC

Univariate Tests of Significance for Rendimento (%) (Spreadsheet]) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS F P
Intercept 2373,154 |1 2373,154 141,65839 |0,000349
Temperatura (°C) 153,767 |2 76,883 1,34961 |0,031783
Error 398,769 |7 56,967

¢ ANOVA para rendimento e temperatura de ESC

Quadro 6 ANOVA para extratos e %AA

Univariate Tests of Significance for % AA (Spreadsheet21) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition

SS Degr. Of MS F p
Intercept 6356,679 1 6356,679 22415,21 10,000233
Extracdo |2320,065 10 232,007 818,11  |0,003526
Error 3,119 11 0,284

Tukey HSD test; variable % AA (Spreadsheet21) Homogenous Groups,
alpha = ,05000 Error: Between MS = ,28359, df = 11,000

Extracao X0 1 2 3 4 5
21,33500 *
27,25183 *
16,32000  |* *
12,94056 *
9,11972

DN | W] N =
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e Teste de Tukey para extratos e %AA

Quadro 7 Teste de Tukey para extratos e AA

Tukey HSD test; variable % AA (Spreadsheet21) Homogenous Groups,
alpha = ,05000 Error: Between MS =,28359, df = 11,000

Extracao

11

% AA
0,33500
7,25183
8,32000
11,94056
15,11972
16,73139
17,51444
18,83583
21,64805
30,45708
38,82667

1/2 |3 4 |5 6 |7 |8

%k
*

k

e ANOVA para extratos e compostos fendlicos

Quadro 8 ANOVA para extratos e compostos fendlicos

Univariate Tests of Significance for Fendlicos (Spreadsheet14) Sigma-
restricted parameterization Effective hypothesis decomposition

SS

Intercept 87393,62
Solvente (12112,44

Error

40,73

Degr. of MS F P

1 87393,62 23603,83 |0,000000
10 1211,24 327,14 |0,000000
11 3,70
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Teste de Tukey para extratos e compostos fendlicos

Quadro 9 Teste de Tukey para extratos e compostos fendlicos

Tukey HSD test; variable Fenélicos (Spreadsheet14) Homogenous Groups,
alpha = ,05000 Error: Between MS = 3,7025, df = 11,000

Solvente Fendlicos
150/50
8 0.17 26,4767
Hidrodest
6 0.9 31,8433
10 250/30 4,1 |47,7617
7 {150/30 3,8 |50,8050
9 250/50 4,1 55,9933
200/40
11 0.17 63,6850
Dicloro
4 1.25 64,2250
5 Hexano 1,4 68,6050
3 Acet 0,007 80,9500
2 Agua 14 999133
1 [Etanol 5,2 1103,0417

1 2 3

skeskoskosk

sheskeskosk

skeskoskosk

sheskskosk

skskoskosk

sheskeskosk

skskoskosk

4 5 6

skekskosk

skekskosk

skskskosk
skekskosk

skskskosk
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Apéndice C: Dados da secagem da matéria-prima

Tabela 16 Dados da secagem da matéria-prima

Secagem
t (h) Massa 1 (g) Massa 2 (g)

1 72,6 42,2
2 81,13 46,23
3 33,13 36,1
4 35,04 37

5 37,5 20,4
6 27,5 19,24
9 95,12 20,16
12 41,9 23,8
15 38,64 21,22
18 75,14 37,57
21 88,1 44,04
24 106,7 53,3
27 105,4 58,6

30 838,09 446,2
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Apéndice D: Calculo da solubilidade da matéria-prima no solvente
supercritico

Tabela 17 Cailculos de solubilidade da matéria-prima no solvente

supercritico
Condicao Massa de Massa de Solubilidade (y* =
[P (bar)/T°C)] extrato" (g) solvente (g)  massa de extrato/massa
de solvente)
150/30 0,9 499.,8 0,0018
150/50 0,78 458,15 0,0017
200/40 0,74 465 0,0016
250/30 0,95 333,2 0,0028
250/50 0,66 416,5 0,0015

U'Na etapa CER.
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Apéndice E: Valores de massa de extrato obtida e tempo de
obtencio para cada curva de cinética de extracao

e Condi¢do experimental: 150 bar e 30°C

e Peso amostra: 11,97 g

Quadro 10 Valores de massa de extrato obtida e tempo de obtencdo
para a condigdo de 150 bar e 30°C

t (min)

n(g)

10
20
30
40
50
60
90
120
150
180
210
240

0,1155
0,1633
0,3292
0,5176
0,7446
0,8756
1,0435
1,1938
1,2273
1,2796
1,3775
1,5780
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e Condi¢do experimental: 250 bar e 30°C
e Peso amostra: 5,02 g

Quadro 11 Valores de massa de extrato obtida e tempo de obtenc¢io
para a condi¢io de 250 bar e 30°C

t (min) n (g)
0 0
10 0,8513
20 1,0110
30 1,0664
40 1,1224
50 1,2803
60 1,3448
90 1,4038
120 1,4591
150 1,5195
180 1,5624
210 1,6121
240 1,6180

e Condicdo experimental: 200 bar e 40°C
¢ Peso amostra: 5,068 g

Quadro 12 Valores de massa de extrato obtida e tempo de obtengéo
para a condi¢io de 200 bar e 40°C

tmin ___ n(g)
10 0,0220
20 0,0820
30 0,1930
40 0,2000
50 0,2370
60 0,3000
90 0,3210
120 0,3260
150 0,3537
180 0,3637
210 0,3787
240 0,3857
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e Condi¢do experimental: 150 bar e 50°C

® Peso amostra: 10,09 g

Quadro 13 Valores de massa de extrato obtida e tempo de obtengado
para a condi¢io de 150 bar e 50°C

t (min)

n(g)

10
20
30
40
50
60
90
120
150
180
210
240

0,1090
0,2520
0,2740
0,4700
0,5160
0,7330
0,8090
0,8960
0,9750
1,0250
1,0430
1,0520

e Condicdo experimental: 250 bar e 50°C

e Peso amostra: 5,714 g

Quadro 14 Valores de massa de extrato obtida e tempo de obtencdo
para a condi¢io de 250 bar e 50°C

t (min)

n(g)

10
20
30
40
50
60
90
120
150
180
210
240

0,3142
0,5282
0,6402
0,7242
0,9363
0,9923
1,1903
1,2733
1,3093
1,3393
1,3843
1,4513




